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Bu ¢aligmanin amaci, Yiksek Gerilim Altinda Vurgulu Elektrik Alan Teknigi (VEAT)
igin bir deneysel diizenek islevi gorecek bir prototip diizenek gelistirmek ve bu
dizenegin gidalardaki canli mikroorganizma sayisinin azaltilmasi Gizerindeki etkisinin

incelenmesidir.

Caligmada, 20 kV/cm elektrik alami iiretebilen ve 100 mikrosaniyelik arti ve eksi
polariteli logaritmik azalan vurgular veren bir VEAT uygulama diizenegi kurulmustur.
Iki patojenik mikroorganizma; Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus, G
(+) ve G (-) modeller olarak sistemin etkinligi gahgmalari .gin kullanilmigtir.

Oncelikle Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus mikroorganizma
hiicrelerinin degisen vurgu sayisi ve elektrik alan siddetine kars: canh kalma oranlan
incelenmistir. Staphylococcus Aureus hicrelerinin  Escherichia Coli O157:H7
hicrelerine gore daha direngli oldugu gérilmastir. Mikroorganizmalara 20 kV/cm
elektrik alan siddetinde 60 vurguya kadar VEAT uygulanmis ve her iki mikroorganizma
canli hiicre sayisinda da 2 log diizeyinde bir azalma kaydedilmistir. Canli
mikroorganizma hiicrelerinde inaktivasyonun vurgu sayss. ile arttig1 gozlemlenmistir,

Escherichia Coli 0157:H7 ve Staphylococcus Aureus hiicreleri 12, 14, 16 ve 20 kV/em
siddetindeki elektrik alanlara tabi tutulmus ve elektrik alan siddeti igin inaktivasyon
kinetigi arastinlmistir. Sonuglar Escherichia Coli O157-H7 ve Staphylococcus Aureus
hiicrelerinin birinci dereceden reaksiyon kinetigi izledigini gostermistir.

Aragtirmamin diger bir kismu ise, baglangigtaki hiicre konsantrasyonunun inaktivasyon
miktan {izerindeki etkisinin incelenmesidir. Bu amagla. Escherichia Coli O157:H7
mikroorganizmasi farkli baglangi¢ hiicre konsantrasyonlarinda, 20 kV/cm’de 10 ve 30
vurguya tabi tutulmustur. Baslangi¢ hiicre konsantrasyonu azaltildiginda daha fazla

inaktivasyon elde edilmistir.

Aragtirmada, ayrica, mikroorganizmalara 20 kV/cm’lik elektrik alan siddetinde VEAT
uygulandiktan sonra yarali mikroorganizma hiicrelerin sayis1 incelenmistir. Sonug
olarak, Escherichia Coli O157:H7 hiicrelerinde vurgu sayisina bagh olarak % 35, 92 ile
% 43, 36 arasinda degisen, ve Staphylococcus Aureus hiicrelerinde % 17, 26 ile % 30,
86 arasinda degigen miktarlarda yarali mikroorganizma hiicreleri bulundugu tesbit

edilmistir.

Arastirma sonunda, kurulan deneysel diizenegin VEAT uygulama parametrelerini
sagladigint ve canlt hiicrelerin inaktivasyonunda etkili oldugu gérilmistiir,

Anahtar Kelimeler : Vurgulu Elektrik Alan, Patojenler, inaktivasyon, Vurgu Sayiss,
Elektrik Alan Siddeti, Kinetik, Gida Sterilizasyonu, Escherichia Coli,
Staphylococcus Aureus
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Abstract

The main objective of this study was to construct an experimental test set-up for high
voltage Pulsed Electric Field Technique (PEF) and study its effect on reducing viable
cell counts. In this study, a PEF Treatment System with a capacity of producing 20
kV/cm electrical field and giving 100 microseconds exponential decaying bipolar pulses
was constructed. Two pathogenic microorganisms; Escherichia Coli O157:H7 and
Staphylococcus Aureus were used as G (+) and G (-) models for the effectiveness
studies of the system.

Primarily, survival of Escherichia Coli O157:H7 and Staphylococcus Aureus cells to
varying pulse numbers and electric field strengths was measured. It was concluded that
Staphylococcus Aureus cells were sligthly more resistant than Escherichia Coli
O157:H7 cells. A PEF treatment of 20 kV/cm (corresponding to 18.5 kV voltage) up to
60 pulses was applied to the microorganisms and nearly 2 log reduction was obtained in
viable cell counts of both microorganisms. There was an increase in inactivation of
viable cells with the increase in pulse number.

Escherichia Coli O157:H7 and Staphylococcus Aureus cells were treated by 12, 14, 16
and 20 kV/cm electric field strengths and kinetics of inactivation for electric field
strength was investigated. Results showed that Escherichia Coli O157:H7 and
Staphylococcus Aureus followed first order kinetics.

Effect of initial cell concentration on the inactivation rate was another part of the
research. Escherichia Coli O157:H7 was treated by 10 and 30 pulses of 20 kV/cm
starting with different initial cell concentrations. More inactivation obtained by
decreasing initial cell concentration.

Any possible injury by PEF was also investigated after applying 20 kV/cm electric field
to the microorganisms. As a result, it was determined that there was 35. 92 % to 43. 36
% njury in Escherichia Coli O157:H7 cells, and 17. 26 % to 30. 86 % injury in
Staphylococcus Aureus cells depending on pulse number.

As a result, this research showed that the experimental set-up constructed for the
application of PEF technique has satisfied the application parameters and was effective
on the inactivation of viable cells.

Keywords : Pulsed Electric Field, Pathogens, Inactivation, Pulse Number, Electric
Field Strength, Kinetics, Food Sterization, Escherichia Coli, Staphylococcus
Aureus :
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Arastirma Projesi Ana Metni

1. Girig

Bu aragtirmada oncelikle Yiksek Gerilim Altinda Vurgulu Elektrik Alan Teknigi
(VEAT) i¢in bir deneysel diizenek kurulmast amaglanmigtir. VEAT, gida endustrisinde
patojen ve gidalanin bozulmasina yol agan mikroorganizmalarin inaktivasyonu igin uzun
yillardir benimsenen ve kullanilan 1s1l isleme altematif olarak gelistirilmis yeni bir
yontemdir. Literatirdeki ¢aligmalar bu yontem ile 1sil islemin gida iizerinde yol agtigi
protemlerm bozulmasi, vitamin, tat ve besin degerlermdekx ciddi kayiplarin minimum
seviyeye ulagtiriimast mamkiin olablldlgml gostermistir. Bu yontemle gida sicakhginda
belirgin bir artis olmamas: nedeniyle enerji kayiplan da 1sil isleme oranla gok daha az
olabilmektedir.

Arastirmada Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus mikroorganizmalar
kullanilmistir. Escherichia Coli O157:H7, ozellikle gocuklarda ve yaslilarda bobrek
yetmezligi ve 6liimlere kadar ulagan ciddi sonuglara sebep olmasi: bakimindan gidalarda
hic mevcut olmamas: gereken bir Gram (-)mikroorganizmadir. Ote yandan
Staphylococcus Aureus ise, yarattigi semptonlar nedeniyle toplumda hastaliklara, is
giicii ve dolayisiyla ekonomik kayiplara yol agan bir Gram (+)mikroorganizmadir.

Arastirma projesi onerisinde belirtildigi iizere, oncelikle Yiksek Gerilim Altinda
Vurgulu Elektrik Alan Teknigi (VEAT) sistemi kurulmasi amaglanmistir. Proje
kapsaminda VEAT igin uygun bir sistem gelistirilmis ve test gahiymalar yapilmigtir.

Proje 6nerisinin ilk halinde, sistemin patojen ve bozulmaya sebep olan
mikroorganizmalar izerinde etkili olmasi, dzellikle tavuk ve tavuk tirevi gidalar
iizerinde ¢alismalar yapilmast planlanmisti. Bununla birlikte, daha sonra, test hiicresinin
hacminin ve elektrot aralifinin tavuk gibi kati gidalar iizerinde ¢aligmaya uygun
olmamasinin ortaya ¢tkmasi nedeniyle ¢aligmalarin sivi bir ortam iizerinde yapilmasi

zorunlugu ortaya ¢ikmustir.

Gelistirilen VEAT Diizenegi en yitksek 18.5 kV degerinde bipolar darbe gerilimi
iiretebilen bir sistemdir. Sistemin test edilmesi amaciyla Escherichia Coli O157:H7 ve
Staphylococcus Aureus hicreleri 0.1 %’lik Pepton soliisyonu igerisinde VEAT a tabi
tutulmugtur. Projede bu iki mikroorganizmanin degisen darbe sayilarinda, degisen
elektrik alan siddetlerinde, degisen baslangig hiicre konsantrasyonlarinda canl kalma
yiizdeleri ve bunun yanisira inaktivasyon kinetikleri ve VEAT sonrasinda yarali
mikroorganizma hiicre yiizdeleri arastirilmigtir.  Yaralt mikroorganizma hiicre
yiizdelerinin ve baslangig hiicre konsantrasyonunun mikroorganizma inaktivasyonu
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi literatiirde bu konuda cok az bilgi olmasi bak:mmdan

dnemhidir.
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2. Genel

Toplumda gelisen refah seviyesi ile birlikte, tiketicinin kalite diizey: yiksek gidalara
olan artan talebi alternatif gida islemlerinin arastinlmasina yol agmustir. Yillardir
mikrobiyolojik agidan giivenli gidalarin dretilebilmesi igin 1sil islem yontemleri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, 151l islemin gidada tat, koku ve besin degerlerinde
kayiplar gibi olumsuz etkileri bulunmaktadir. Bu nedenle, Yiksek Gerilim Altinda
Vurgulu Elektrik Alan Teknigi (VEAT) gibi gidanin tat ve besin degerlerinde minimum
kayiplara yol agan ve disiik enerji kullanimi saglayan 1sil iglemler giinimizde buyik
onem kazanmistir.

Gidalarda patojen ve bozulmaya yol agan mikroorganizmalarin inaktivasyonu igin
elektrik alan kullantlmas: fikri ilk olarak 1920’li yillarda ortaya ¢ikmig ve galiymalar
ginamiizde yiiksek gerilim altinda VEAT diizenegi kullanim ile siregelmistir. Bu
diizenekte elektrik alan siddeti hiicre zarinda potansiyel farki olugmasina neden
olmaktadir. Hiicre zarinin her iki tarafinda olusan zit yonliu elektrik yikleri birbirini
cekmekte ve zar iizerinde belli bir basing olugturmaktadir. Bu basing sonucunda hicre
zan giderek incelmekte ve gegirgenligi artmaktadir. Elektrik alan siddeti belli bir
dizeye ulastiktan sonra hiicre zant pargalanarak hicrenin  inaktivasyonu
gerceklestiriimig olmaktadir (Zimmermann, 1981).

VEAT literatiir gahgmalarinda gesitli soliisyonlar ve gidalarda farkli mikroorganizmalar
tizerinde uygulanmis ve VEAT Diizenegi ile inaktivasyonu etkileyen faktorler
arastinlmistir. Bu aragtirma sonunda, VEAT Dizenegi ile inaktivasyonu etkileyen
bashica faktorlerin; elektrik alan giddeti, uygulama zamani, VEAT Diizenegi, uygulama
sicakh@i, darbe dalga sekli, mikroorganizmalarin tipi, mikroorganizmalarin treme
safhalari, sivinin iletkenligi ve pH degeri oldugu gérillmistiir (Pothakamury et al.,
(1996), Vega-Mercado er al., 1996a-b, Liu et al.,, 1997, Reina et al, 1998, Qin et al,
1994, Zhang et al., 1994b, Pothakamury ef al., 1995, Qin et al., 1998, Raso et al., 1998,
Martin et al., 1996, Zhang ¢t al., 1994c).

VEAT uygulama sicakhginin inaktivasyondaki etkisi tizerine yaptlan ¢aligmalar sicaklik
arttik¢a daha fazla inaktivasyon saglandigin1 gostermektedir. Reina et al. (1998) Listeria
Monocytogenes hicrelerinde 30 kV/cm dizeyinde bir elektrik alaninda 50° C
sicakliktaki ortamda 4 log diizeyinde, ve 10, 25, 30°C sicakliklarda 2.5 ile 3 log arasinda
bir azalma elde etmislerdir. Marquez et al. (1997) VEAT in Bacillus sporlan tzerinde
25° C’de 5-10° C'ye oranla daha etkili oldugunu gormislerdir. Liu et al. (1997)
Escherichia Coli O157:H7 hiicrelerinde 0° C’de 0.3 log dizeyinde bir azalma elde
ederken, 25°C’de 1.1 log azalma elde etmiglerdir.

VEAT uygulanan sivinin iletkenligi ve pH inin inaktivasyondaki etkisinin aragtinldig:
caligmalar, disiik iletkenligi olan sivilarda VEAT’in daha etkili oldugu ortaya
konmustur. Vega-Mercado er al. (1996b) Escherichia Coli hicrelerinde pH 5.9°da pH
6.82’ye oranla daha fazla inaktivasyon oldugunu gostermiglerdir.
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Vurgu dalga seklinin VEAT inaktivasyonundaki etkisinin arastinldigt ¢aligmalar, ¢ift
polariteli vurgularin tek polariteli vurgulara oranla ve karesel dalga seklindeki
vurgulann eksponansiyel azalan vurgulara oranla daha etkili oldugunu gostermistir (Qin

etal., 1994).

Farkli mikroorganizmalar iizerinde yapilan amstirmalar Gram (-) bakterilere oranla
Gram (+) bakterilerin VEAT islemine daha fazla dayanikli olduklarini, buyiik hiicrelerin
kiigik alanh olanlara gore daha duyarh olduklarimi ve bakteri sporlannin hiicrelerine
oranla daha fazla dayanikli olduklan ortaya ¢ikmustir. (Pothakamury et al., 1995, Grahl
and Markl, 1996, Raso eral., 1998).

Elektrik alan siddetinin VEAT’la inaktivasyondaki etkisi tizerine yapilan galigmalar
elektrik alan siddeti ile inaktivasyonun artigini gostermektedir. Bu beklenen bir
sonugtur, zira, elektrik alan siddetinin artmast ile hiicre zar tizerinde olusan potansiyel
farki da artmakta ve hiicre zan iizerinde daha buyik bir basing olusmasina neden
olmaktadir. Elektrik alan siddetinin inaktivasyon tizerindeki etkisi gesitli sekillerde
modellenmis ve canli kalan mikroorganizma sayisinin elektrik alanla birinci dereceden
reaksiyon kinetigi izledigi goralmastir (Halsheger ef al., 1983, Martin et al., 1997,
Castro et al , 1993). :

Literatirde VEAT Diizenegi ile gida patojenleri iizerinde yapilan galigmalanin sinirh
sayida olmasi nedeniyle bu projede gida endistrisinde dnemli olan iki patojen iizerinde

aragtirma yapmigtir.

Raporda, Escherichia Coli O15T:H7 ve Staphylococcus Aureus hiicrelerinin farkh
kosullar altinda (darbe sayisi, elektrik alan siddeti, baglangi¢ hiicre konsantrasyonu)
inaktivasyonlan, inaktivasyon kinetikleri ve VEAT sonrast yarali hiicre sayist
bulunmasi konularinda yapilan arastirma sonuglart sunulmug ve tartigilmgtir.




3. Diizenek ve Yontem
3. 1. VEAT Diizenegi

Kurulan VEAT Diizenegi Sekil 3.1'de gorildagiu iizere, bir yiksek gerilim
transformatori (220/30000 V, 100mA), rectifier (1 Amp, 40 kV), kondansatorler (0.25
uF, 20 kV), gerilim bolicileri (DC, Impulse), atesleme sistemi ve topraklama
sisteminden olugmaktadir. Bu sistem ile en fazla 20 kV gerilim ve 100 ps darbe
genisliginde arti ve eksi polariteli darbeler iretilebilmektedir.

Gida sterilizasyonu amagh bir yiksek gerilim darbe generatérii tasarlanmig ve
gergeklestirilmigtir. Devre semast Sekil 3.1.de verilen bu sistem baslangigta, 20 kV'a
kadar btiyuklikte ve 100 ps streli artt veya eksi polariteli yuksek gerilim darbeleri
tiretmek Gzere tasarlanmig, ancak, daha sonra literatiirde de agiklandig: gibi, bipolar,
yani birbirini takip eden bir art1 ve bir eksi darbeden olusan bir darbe ¢iftinin ¢ok daha
etkilt oldugu saptanmig ve ¢aligmalar bu yonde geligtirilmigtir. Bu amaca yonelik olarak
kisa bir zaman arali§1 (1-4 ms) ile ateglenen biri art1 digeri ise eksi polariteli iki darbe
generatori igeren bir sistem tasarlanmigtir,

Darbenin baslatilabilmesi igin yiksek gerilim devrelerini yiitksek hizda kapatmakta
kullanilan  "Ignitron" olarak bilinen bir atesleme diizeneginin kullanilmasi
gerekmektedir. Ancak, maddi olanaklarin kisitli olmasi nedeniyle bu diizenedin yerine
¢ift kiire aralikli 6zgiin bir ategleme sistemi tasarlanmig ve uygulanmistir. Bu sistemin
kure araliklart ve atesleme elektrodu uygun geometride ayarlandigi zaman basarili ve
kararli bir sekilde galistigi gozlenmistir. Bu sistemin teknik detaylari Sekil 3.2. de
verilmistir. Ayrica, bipolar darbe generatériiniin iirettigi yitksek gerilim vurgu osilogram
ornegi de Sekil 3.3 te verilmistir. Bunlarin diginda, sistem kapatildiginda veya emniyet
kapist agildiginda besleme gerilimini otomatik olarak kesen ve yiiksek gerilim
kondansatorlerini bosaltan otomatik emniyet diuzenleri ile donatilmistir.

Yiksek gerilim darbe generatoriinin disinda gida o6rneklerine yiiksek gerilim
darbelerinin uygulanmasi igin, s6zkonusu gerilim diizeyine dayanikl, uygun izolasyon
malzemelerinden yapilmis, kolayca doldurulup bosaltilabilen ve temizlenebilen, gida
maddelerine kars1 etkilesimsiz ve konulan gida émeginin mimkin olan en buyiik bir
yuzdesine gerilimin uygulanmasina olanak veren bir test hiicresi tasarlanmis ve
gergeklestirilmigtir. Bu, 6zellikle, 6rnekteki bakterilerin tamamina yakin bir ylizdesinin
etkisiz hale getirilebilmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica, test hiicresinde elektrot agikligini ve
dolayisiyla 6rnege uygulanan elektrik alan giddetini ayarlamaya yarayan bir mekanizma
da bulunmaktadir. Bunun igin algak gerilim elektrodu bilyali ve vidali bir sistemle
donatilmistir.

- . @ _
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Arastirma i¢in tasarlanan ve gergeklestirilen yiiksek gerilim test hiicresinin detaylan
Sekil 3.4. de gosterilmigtir. Caligmada, testler esnasinda test hiicresi yatay olarak
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kullanilmakta, bdylece elektrotlar arasinda hava kabarciklan kalmas: ve bunun sonucu
olarak kisi desarjlarin olusumu 6nlenmektedir.

3.2. VEAT in Test Orneklerine Uygulanmasi

Uygulama 6ncesinde test soliisyonu olarak (0.1 %’lik Pepton) hazirlanmig ve istenen
hiicre konsantrasyonuna getirilmek igin Pepton soliisyonu kullanilarak seyreltilmigtir.
Baslangi¢ konsantrasyonu bulunmasi amaciyla dokme plak yontemi ile besi ortamina
inokiilasyonlar yapilmig ve besi ortami 37° C’de 48 saat liremeye birakilmistir. Daha
sonra mikroorganizma sayimlari yapilmig ve test solisyonuna VEAT uygulanmsgtir.

Her VEAT uygulamasi 6ncesinde test hiicresi steril su ile temizlenmis ve kontrol olarak
kullanilmak tizere VEAT uygulamadan bir ornek test hiicresine enjekte edilmistir. Daha
sonra gerilim ayarlanmis ve test hiicresine istenen sayida darbe gonderilerek uygulama
yapilmistir. Kontrol ve VEAT uygulanmis test soliisyonlari hiicre konsantrasyonlan
belirlenmek iizere daha once anlatilan bir dizi islemden gegirilmis ve sayimlar
yaptlmistir. Her uygulama sonrasinda test hiicresi énce 70 %’lik alkol ile daha sonra da
steril su ile yikanmugtir. Her bir uygulama iki defa tekrarlanarak sonuglar bu 1ki

uygulamanin ortalamasi olarak verilmistir.
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Sekil 3. 1 Yiksek Gerilim Altinda VEAT uygulamas: igin gelistirilen sistem
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4. Bulgular ve Degerlendirme

4.1. VEAT Uygulamasi Sonucunda Canh Kalan Escherichia Coli 0157:H7
Yiizdeleri (20 kV/em, 5° C)

VEAT in Escherichia Coli izerindeki etkileri birgok aragtirmaci tarafindan
arastirllmigtir. Bu galigmalarda farkli uygulama kosullan, farkli uygulama sistemleri ve
farkli stvi ortamlar kullanilmis ve Escherichia Coli hiicrelerinde 1 log ile 7 log
diizeyleri arasinda degisen azalmalar elde edilmistir. Elektrik alan siddeti, sicaklik ve
vurgu sayisinin artmasiyla inaktivasyonun da arttifi birgok arastirmaci tarafindan
gosterilmistir. Ornegin, Pothakamury et al. (1996) 36 kV/cm elektrik alan siddetinde 64
karesel vurgu uygulayarak 7° C deki siitte 2.25 log diizeyinde bir azalma ve 20° C siitte
2.5 log diizeyinde bir azalma elde etmistir. Qin ef al. (1998) ultrafiltre edilmis siitte 60
kV/cm diizeyinde bir elektrik alaninda ve 40° C’de siirekli bir sistem kullanarak 50
vurgu sonrasinda 6 log dizeyinde bir azalma elde etmigtir. Martin et al. (1997) 20
kV/cm diizeyinde bir elektrik alaninda ve 15° C’de 64 vurgu sonrasi sitte 1 log
diizeyinde bir azalma saglamiglardir. Zhang et al. (1994c) yari kati bir ortam olan potato
dextrose agarda 40 kV/cm diizeyinde bir elektrik alaninda ve 15° C’de 64 vurgu ile 5-6
log diizeyinde bir azalma elde ‘etmislerdir. Bu galisma sirasinda potato dextrose agarin
homojen bir yapida olmasi nedeniyle sivt bir ortama oranla daha ¢ok inaktivasyon
sagladigini ortaya koymustur. Bu ¢aligmalarin sonuglarindan da gorildigi tzere,
VEAT ile inaktivasyon uygulama kosullarina 6zellikle de uygulanan elektrik alan
siddeti, uygulama sicakhgi, vurgu dalga sekli gibi birgok parametreye baglh olarak

degismektedir.

Tablo 4. 1. Farkli vurgu sayilarinda canli kalan Escherichia Coli O157:H7 yuzdeleri.
(Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 107 cfu/ml, vurgu sayist : 10, 30, 40, 60)

Vurgu Canli Kalan
Sayist Hiicre Yiizdesi
(%)

0 100

10 27.11

30 16. 8

40 1.91

60 1.26
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Sekil 4. 1 Farklt vurgu sayilarinda canli kalan Escherichia Coli O157:H7
yizdeleri. (Baslangigtaki mikroorganizma sayisi: 10 cfu/ml,
vurgu sayist : 10, 30, 40, 60)

107 cfu/ml baslangi¢ konsantrasyonunda yapilan deney sonuglarina gore, Escherichia
Coli O157:H7 hiicrelerinde vurgu sayisina bagli olarak 98. 74 %’e ulasan azalmalar elde
edilmigtir. Vurgu sayisinin artmast ile canlt hiicre yiizdesi azalmistir. .
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Tablo4.2.  Farkli vurgu sayilarinda canlt kalan Escherichia Coli O157:H7
yiizdeleri. (Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 10* cfu/ml,
vurgu sayist :10, 30, 40, 60)
Vurgu Canli Kalan
Sayisi Hiicre Yiizdesi
(%)
0 100
10 14. 05
30 2.80
40 0.76
60 0.64
120
100 <
'z \
E 80
=4 \
5 60 \
= 40 \
<
Q
20 \\
0 i S + .
0 10 30 40 60
vurgu saylst

Sekil 4.2. Farkli vurgu sayilarinda canli kalan Escherichia Coli O157:H7
yizdeleri (Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 10° cfu/ml, vurgu sayist :10,

30, 40, 60)
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Test sonuglarina gore, 10° cfu/ml baslangig hiicre konsantrasyonunda Escherichia Coli
O157:H7 hicrelerinde vurgu sayisina bagl olarak 99. 36 %’ya ulasan azalmalar elde

edilmigtir.

Tablo 4. 3 Farkh vurgu sayilarinda canli kalan Escherichia Coli 0157:H7 yiizdeleri.
(Baslangigtaki mikroorganizma sayisi: 10* cfu/ml, vurgu sayist :5, 10, 15, 20, 25, 30)

Vurgu Canlt Kalan
Sayist Hiicre Yuzdesi
(%)

0 100

5 35.12

10 13.23

15 6.13

20 5.53

25 4.26

30 2.37

s B

canli hiicre ylizdesi

o B8 5 3 &
]

0 5 10 15 2 25 30
W2 Saylst

Sekil 4. 3. Farkh vurgu sayilarinda canh kalan Escherichia Coli 0157:H7
yuzdeleri (Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 10* cfu/ml, vurgu sayist :5, 10,
15, 20, 25, 30)
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Test sonuglanindan Escherichia Coli O157:H7 hiucrelerinde 10* cfu/ml baslangig
konsantrasyonunda ve daha digiik vurgu sayilarinda, vurgu sayisina bagh olarak 30
vurgu uygulandiktan sonra 96. 61 % degerinde azalma oldugu tespit edilmistir. Digik

vurgu sayilarinda daha disiik inaktivasyon saglandig: gézlenmigtir.

4. 2. VEAT Uygulamas: Sonucunda Canh Kalan Staphylococcus Aureus Yiizdeleri
(20 kV/cm, 5°C)

Baslangigtaki mikroorganizma sayisi: 107 ¢fu/ml, vurgu sayisi 10, 20, 30, 40, 60
gu say

Tablo 4. 4 Canli Staphylococcus Aureus yiizdeleri.
(Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 107cfu/ml, vurgu sayist : 10, 20, 30, 40,

60)
Vurgu éaym Canh mikroorganizma

(Vo)

0 100

10 26.51

20 23.78

30 19. 42

40 14. 40

60 6.74

13
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Sekil 4. 4 Canli kalan Staphylococcus Aureus yizdeleri (20 kV/em, 5°C,
Baslangigtaki mikroorganizma sayist: 107cfu/ml, vurgu sayist : 10, 20, 30, 40,
60)

Test sonuglarina gore Staphylococcus Aureus hiicrelerinde 93.26 %’ya ulasan azalmalar
elde edilmistir. Literatir ¢aligmalaninda Staphylococcus Aureus hiicrelerinde 4-5 log
diizeylerine varan azalmalar elde edilmistir. Omegin, Qin ef al. (1998) ultrafiltre siitte
400Cde ve 36 kV/cm diizeyinde bir elektrik alaninda 50 vurgu uygulayarak 5 log
dizeyinde bir azalma elde etmistir. Bir bagska ¢aligmada Pothakamury et al. (1995)
ultrafiltre edilmig sttte 16 kV/cm elektrik alan siddetinde ve 30°C sicaklikta 3 loga
yakin bir azalma elde etmislerdir. Caligma sonuglarindaki farkliliklar bu ¢aligmalardaki
farkli VEAT uygulama kosullariyla 6zellikle de farkli elektrik alan siddeti ve sicaklik
degerleriyle agiklanabilir.

Test sonuglarindan Gram (-) Escherichia Coli O157:H7 hicrelerinin VEAT a karsi
Gram (+) Staphylococcus Aureus hicrelerine gore daha duyarli olduklan ortaya
¢tkmistir. Esasen VEAT’in Gram (-) hicreler iizerinde daha etkili oldugu birgok
aragtirmaci tarafindan da gosterilmigtir. Bu durum bu iki mikroorganizmanin hiicre
alanlani arasindaki farkla ve bu iki tip mikroorganizmanin hiicre duvarlarindaki
farkliliklarla agiklanmistir.

14
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4. 3. Baslangic Hiicre Konsantrasyonunun Escherichia Coli O157:H7
Inaktivasyonuna Etkisi
(20 kV/em, 5°C)

Test sonuglari baglangig hiicre sayisinin Escherichia Coli O157:H7 inaktivasyonunu
etkiledigini gostermistir (Sekil 4.5 ve 4.6). Her iki vurgu sayisinda da (10 ve 30)
baslangig hiicre konsantrasyonu arttik¢a inaktivasyonda azalma yani 6li sayisinda
azalma olmustur. Literatirde bu konuda yaptilan iki galigmadan birinde S. Cereviciae
hiicrelerinin baslangig sayist arttikga 6li sayisinin azaldig goralmuisgtir. Deneyler 25
kV/cm elektrik alan kullanilarak yapilmistir (Zhang et al., 1994b). Bu projede elde
edilen sonug da bu galigmayr dogrulamustir. Ancak, diger ¢aliymada 70 kV/cm elektrik
alan uygulanarak Escherichia Coli hiicrelerinin inaktivasyonunda baslangi¢ hicre
sayisinin belirgin bir etkisi olmadigi gozlenmistir (Zhang et al., 1995b). Bu durum
yiiksek elektrik alanlarda baglangi¢ hiicre konsantrasyonunun inaktivasyona etkisinin
azaldigini gostermektedir.

P

olii hiicre yiizdesi
cSBEE83IBSE

ony- 8331

| . 857

1 1

1L.OOE+08 L.OOE+07 1.OOE+06 1.00E+05 1.00E+4 1.00E+03
beslangi hiire sayisi(cfivim)

Sekil 4.5 Escherichia Coli O15T:H7 farkh baslangig hucre sayilannda 6li hicre
ylizdesi, vurgu sayisi : 10

15



100 9.84
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78.94
30
20
10
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L.OOEA08 1.00E+07 1.00E+06 1.00E+05 1.00E+4 1.00E+03
baslangig hiicre sayisi (cfiyml)

543388

6lit hiicre yiizdesi

Sekil 4.6 Escherichia Coli O157:H7 farkli baslangi¢ hiicre sayilarinda 6lii hiicre
yuzdesi, vurgu sayist : 30

4. 4. Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus hiicrelerinin VEAT
sonrasi yarali mikroorganizma hiicrelerinin yiizdeleri (20 kV/cm, 5°C, 10’ cfu/ml)

Yarali hiicreler gida endiistrisinde 6nemlidir ¢iinkii iglem sonrasinda élmeyen ve yaral
kalan hiicreler, uygun ortam kosullart bulduklarinda tekrar ireyebilirler. Uygun
ortamlarda, yarali patojenler hastaliklara ve bozulmaya yol agan yarali
mikroorganizmalar da gidanin raf 6mriniin kisalmasina neden olurlar (Ray, 1996). Bu
nedenle, bu projede VEAT sonrasi yaralt kalan hiicre yiizdeleri arastirilmigtir. Yarali
hiicreler NaCl, antibiyotikler, boyalar, kimyasallar gibi ¢esitli maddelere kars1 oldukga
duyarlidirlar. Bu ¢aliymada NaCl se¢ici madde olarak kullanilmis ve mikroorganizmalar
NaCl igeren ve igermeyen besi ortamlarinda tremeye birakilmistir. Boylece, NaCl
igeren besi ortaminda sadece yarali olmayan hiicreler iremistir. Yarah hiicre sayist
NaCl igermeyen besi ortaminda iireyen hiicre sayisindan NaCl igeren besi ortaminda
ireyen hicre sayisi gikarilaark bulunmugtur (Ray, 1996) Elde edilen sonuglara gore,
vurgu sayisina bagl olarak Escherichia Coli O157:H7 hiicrelerinde 35. 92 % ile 43. 36
% arasinda degisen, ve Staphylococcus Aureus hiicrelerinde de 17. 26 % ile 30. 86 %
arasinda degigen yarali mikroorganizma hiicreleri saptanmistir,

16
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Tablo 4. 5 Escherichia Coli O157:H7 yarali mikroorganizma hiicre yiizdeleri

Vurgu sayisi 10 20 30 40

Yarali mikroorganizma hiicreleri (%) 36.16 | 35.92 | 38.73 | 43.36

Table 4. 6 Staphylococcus Aureus yarali mikroorganizma hiicre yiizdelen:

Vurgu sayisi 10 20 30 40 60
Yaralimikroorganizma hiicreleri (%) 1276' 25.27 | 25.36 | 28.56 30. 86

4.5. Escherichia Coli 0157:H7 ve Staphylococcus Aureus inaktivasyon Kinetikleri

Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus hiicreleri degisen elektrik
alanlarda (20, 16, 14, 12 kV/cm) ve vurgu sayilarinda (10, 30, 40, 60) VEAT a tabi
tutulmus, ve inaktivasyon kinetigi incelenmistir. Literatirde ilk olarak Hiilsheger ez al.
(1981) tarafindan 6nerilen ve daha sonra birgok arastirmaci tarafindan uygulanan birinci
derece kinetik modeli her iki mikroorganizma icin de uygulanmig ve her iki
mikroorganizmanin da bu kinetik modele uydugu génilmiistiir.

Ins=-kg (Ec-E)
Bu modelde;
s: canli kalan hiicre ytizdesi,
kg: kinetik sabit,
Ec: kritik elektrik alan giddeti ve
E: elektrik alan siddetini

ifade etmektedir.

Kinetik parametrelerin bulunmasi igin her bir vurgu sayisinda In s’e karsilik E grafikleri
¢izilmig ve kinetik parametreler lineer regresyon ile hesaplanmigtir. Bu grafikler Sekil
4.7, 4.8, 49 ve 4.10°da Escherichia Coli O157:H7 i¢in, ve Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve
4.14’te Staphylococcus Aureus igin gosterilmigtir. Lineer regresyon ile hesaplanmis

17




kinetik parametreler Tablo 4. 7 ve 4. 8’de verilmistir. Yiiksek vurgu sayilarinda daha
yitksek ke degerlerinin elde edilmesi beklenen bir sonugtur, giinkii kE degerinin artigt

inaktivasyondaki artig1 ifade etmektedir.

H

-0,2
-0.4
-0,6 -
-0.8

1

In s

i

-1,2
-1,4
-1,6

*

i

E (kV/cm)

Sekil 4. 7 Escherichia Coli O157:H7 hiicreleri i¢in 10 vurgu sayisinda elektrik alana
kargilik In s grafigi

0 35 10 15 20 25
O L J T T
-0,5 +
%] -1
= .
-1,5 4
*
22 A
-2.,5
E (kV/cm)

Sekil 4. 8 Escherichia Coli O157:H7 hicreleri igin 30 vurgu sayisinda elektrik alana
kargilik In s grafigi

Co e S S
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Ins

E (kV/cm)

Sekil 4.9 Escherichia Coli O157:H7 hiicreleri igin 40 vurgu sayisinda elektrik alana
karsilik In s grafigi

Ins

E (kV/cm)

Sekil 4. 10 Escherichia Coli 0157:H7 hiicreleri i¢in 60 vurgu sayisinda elektrik alana
karstlik In s grafigi
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1
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Sekil 4. 11 Staphylococcus Aureus hiicreleri igin 10 vurgu sayisinda elektrik alana
karsilik In s grafigi

Ins

-1,4 1

E (kV/cm)

Sekil 4. 12 Staphylococcus Aureus hiicreleri igin 30 vurgu sayisinda elektrik alana
karsilik In s grafigi
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Sekil 4. 13 Staphylococcus Aureus hiicreleri i¢in 40 vurgu sayisinda elektrik alana
kargilik In s grafigi
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L
wh
i
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Sekil 4. 14 Staphylococcus Aureus hiicreleri igin 60 vurgu sayisinda elektrik alana
karsilik In s grafigi
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Tablo 4. 7 Escherichia Coli O157:H7 nin VEAT ile inaktivasyonu igin hesaplanan
kinetik parametreler *

-

Vurgu sayisi Ke Ec R*
(n) (cm/ kV) (kV/cm)
10 0. 163 11.52 0.96
30 0.219 11.21 0.93
40 0. 489 12. 19 0. 98
60 0. 542 12. 13 0.99
*p< 0. 05

Tablo 4. 8 Staphylococcus Aureus’un VEAT ile inaktivasyonu igin hesaplanan kinetik

parameterler*
Vurgu sayisi Kg Ec R*
(n) (cm/kV) (kV/cm)
10 0.169 11.72 0. 96
30 0. 201 11.51 0.98
40 0.230 11.30 0.98
60 0.327 11.58 0.99
*p<0.05

Daha sonraki asamada, hesaplanan kE degerleri yeni bir model ile vurgu sayisi ile
tligkilendinlmistir:

ke =aexp (b n)

Yukaridaki ifadede
a ve b sabit,
n ise vurgu sayisidir.

Esitligin her iki tarafinin dogal logaritmas: alinarak lineer bir sekle getirilmis, In ke’ye
kargihik vurgu sayist grafikleri gizilmis ve lineer regresyon ile sabitler hesaplanmustr.
Sekil 4.15te Escherichia Coli 0157 igin ve Sekil 4.16’da Staphylococcus Aureus i¢in
In kg — n grafikleri verilmistir. Bu sekillerde gorildugi zere, b degeri Escherichia Coli
O157:H7 i¢in Staphylococcus Aureus ’tan daha biyiktir ve bu da Escherichia Coli
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O157:H7 hicrelerinin Staphylococcus Aureus hiicrelerine oranla VEAT’a karsi daha
duyarli oldugunu gostermektedir. Bu sonug literatiir sonuglarini dogrulayan bir

sonugtur.
§
0 20 40 60 80
-0,5 -
*
A -
=
-1,5 -
Inkg =0.0262 n - 2.0812
2 _
) R"=0.85
n

Sekil 4. 15 Escherichia Coli 0157-H7 igin vurgu sayisma (n) kargihik In kg grafigi

1
0 10 20 30 40 50 60 70
O T 7 I} i T l
-0,5
. Inkg=0.0132n-1.9542
- -1 - 2
s R =0.97
-1,5
-2
n
L

Sekil 4. 15 Staphylococcus Aureus i¢in vurgu sayisina (n) karsilik In kg grafigi
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5. Sonug

Test sonuglanindan tasarlanan ve uygulan VEAT sistemin beklendigi gibi bagan ile
calistigt anlagilnustir. Cahgmalar sonucunda mikroorganizma sayilarinda 2loga varan
azalmalar elde edilmistir. Caligmalara baslarken literatiirdeki 4-5log duzeylerine varan
azalmalan elde etmek hedeflenmistir fakat gelistirilen sistemle yeterli derece darbe
gerilimi iiretilemedigi igin bu oranda azalmalar elde edilememistir.

Escherichia Coli O157:H7 ve Staphylococcus Aureus hiicrelerinin VEAT ile
inaktivasyon kineti3i incelenmis ve her iki mikroorganizmanin da birinci dereceden
reaksiyon kinetigi izledigi ortaya gikmmgtir. Bu sonuglar daha onceki literatiir
caligmalarimi dogrular niteliktedir. Staphylococcus Aureus hiicrelerinin Escherichia Coli
0157:H7 hiicrelerine oranla daha direngli oldugu gorillmiistir.

Gida endustrisinde iglem sonrasinda yarali kalan hiicreler olduk¢a 6nemlidir, gunki
yarah hiicreler uygun ortam kosullarinda yeniden iireyebilir ve insanlar ve gidalar
iizerinde zararli etkiler gosterebilirler. Bu nedenle, arastirmada VEAT sonrasi yarali
mikroorganizma hiicre yiizdeleri belirlenmigtir. Sonuglar her iki mikroorganizmada da
vurgu sayisina bagli olarak degisen belli oranlarda yarah mikroorganizma hiicreleri
kaldigin1 gostermigtir.

Caligmanin diger bir pargasi da baglangi¢ hiicre konsantrasyonunun Escherichia Coli
O157:H7 hiicre inaktivasyonu iizerine etkisinin aragtinlmasiydi. Sonuglar, baglangig
hiicre sayisi arttikca daha az inaktivasyon oldugunu gostermistir. Literatiirde birgok
VEAT uygulama parametrelerinin inaktivasyon iizerine etkileri incelenmis, fakat
baslangi¢ konsantrasyonunun etkisi izerine ok az galisma bulunmaktadir. Bu agidan bu
konu aragtirnnlmigtir.

Sonug olarak bu projede VEAT igin bir prototip diizenek gelistirilmis ve bu diizenegin
mikroorganizmalar iizerinde etkinligi ve diizgin bir sekilde galigir durumda olup
olmadig: test edilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir. Bununla birlikte, gelecek
calismalarda sistemin daha etkili olabilmesi igin duzenegin daha yitksek darbe
gerilimleri iretebilecek sekilde gelistirilmesi uygun gorilmektedir. Bu sekilde, gidalar
iizerinde galismalara baglanmast ve yeterli oranda inaktivasyon elde edildigi takdirde
VEAT’in gidanin kalitesi iizerindeki etkilerinin de aragtirimasi onemlidir. Ayrica,
sistemin endiistriyel boyutlara taginmasi da gida endistrisinde uygulanmaya baslanmasi
agisindan 6nem tagimaktadir.
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