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Oz

Bu caliymanin amaci Gida endiistrisinde kullamilmaya baslayan yiiksek sivi basing
teknolojisinin (HHP) segilmis gida patojenleri tizerine etkilerini arastiniimasidir,

Bu ¢aligmada oncelikle HHP nin bakterilerin inaktivasyon mekanizmasinm incelenmesi ele
alimmugtir. 250-500 MPa araliginda yapilan galismalar, DSC,SEM ve TEM metotlan ile
incelenmis ve 300 MPa’n altindaki inaktivasyonlarda literatiirde daha 6nce bahsedilen hiicre
zan ve hicre duvarimin herhangi bir degisiklige ugramadipim, bakteri Slamlerinin bu
basinglarda ribozomlarin bozulmasindan ileri geldigini 300 MPa’mn iizerindeki basmglarda da
ribozom bozulmalarinin yaninda yapisal bozulmalarinda oldugu gosterilmistir.

Aragtirmanin ikinci kismminda ise, basing sonras: degisik sicakliklarda (4, 22 ve 30°C)
saklanan numunelerde, secilen patojenlerin tekrar cogalip t;ogalamayacagi aragtinlmigtir.
Ozellikle diigiik asitli gida maddelerinde (stit gibi) basing sonras: yaralanmus (injured)
bakterilerin kolayca kendilerini tamir ederek aktif hale gelebilme ihtimallerinin gida
tiiketicilerinde yaratabilecekleri risk aragtmlmustir. Calismalar siitte bulunan bu patojenlerin
basing sonras 6zellikle diigiik basinglarda (250 MPa) her sicaklikta kendilerini belli sitrelerde
tamir edebileceklerini ve risk yaratabileceklerini gostermistir. Bu durum portakal sularinda
gozlenmemigtir. Aragtirmalar bu yaralanmalarin 300 MPa ve tizerinde iki tiir oldugunu ve
bunlardan birinin (ribozomlar) tamirinden 6nce ikinci yapisal tamirin olamayacagim ve bu
nedenle proses sonrast yapilan mikrobiyel sayimlann yamitic: oldugunu gostermistir. Bu tiir
yaralanmalar icinde bir mekanizma onerilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek sivi basmg, inaktivasyon, patojen.



Abstract

The main purpose of this study is to analyze the effect of High Hydrostatic Pressure (HHP)-
which is a food processing technique recently been used in food industry- on selected
foodborne pathogens.

The main effort throughout the study was focused on the bacterial inactivation mechanism(s)
resulted by HHP treatment. Afier treating bacteria at a pressure range of 250 to 500 MPa, the
bacterial cultures was analzyed using DSC, SEM and TEM. The results revealed that, the
inactivation created by pressures up to 300 MPa was primarily due to ribozomal
disintegration not structural damage-an outcome new to literature up to date. On the opposite,
the bacterial inactivation mechanism resulted after HHP treatment of 300 MPa and higher was
due to mainly damage in the cell structure in addition to ribozomal disintegration.

In the second part of the project, the possibility of recovery of pressure injured cells at
different storage temperatures (4°C, 22°C and 30°C) was investigated. This would prove the
possible risk or potential of recovery of pressure induced cells especially found in low acid
foods such as milk during the storage period. If these cells could recover and become active
during the storage period, tthis would be a main thread of food safety. This phenomenon was
not observed for orange juice. The results of the study proved us that at pressures of 250 MPa
or lower, all pressure injured cells in milk was recovered and became active creating a major
risk in termes of food safety. However, at pressure of 300 MPa and higher, two main types of
injury recovery was observed. Among these recoveries, it was found that the second type
could take place only if the first type recovery (where ribozomal injury is recovered) is
completed. Therefore, it is a high possibility that the microbial counts taken just afier HHP
treatment could be misleading if the suggested mechanism is valid. At the end of the study, a
different mechanism for such a type of injury is proposed.

Keywords: HighHydrostatic Pressure, inactivation, pathogen




Arastirma Projesi Ana Metni

1. Girig
1.1. Yiiksek Sivi Basing Prosesi

Gida endiistrisinde yiiksek kalite saglayan ve daha ucuz olabilecek gida isleme sistemleri
devamh olarak aragtinlmaktadir. Tiketicilerin tercihide, daha az islem gormils, icinde katk
koruyuculari bulunmayan triinler yoniindedir. Bu nedenle yilksek sivi basing prosesi
gidalarda kaliteyi en yiiksek tutabilen ve herhangi bir koruyucu gerektirmeden insan saghgina
ve gidanin bozulmasina etki eden mikroorganizmlarm inaktivasyonu i¢in kullamlabilecek bir
sistem olarak gosterilmektedir.

HHP’nin gidalarda kullamlmas: ilk olarak 1899°da Hite tarafindan uygulanmis fakat
zamaminda fazla ilgi gosterilmemistir. Hite yaptg ¢aligmalarda siitiin 600 MPa’da bir saat
tutulmast sonucu ¢ig siitiin raf omriiniin dort giin uzatilabilecegini gostermigtir (Hite et al.,
1899). Bunun yaninda aym zamanlarda yapilan ¢aligmalar meyve sularinda bu siirenin 5
seneye kadar uzayabilecegini gostermistir. ‘

Hite’nin caligmalanim referans gosteren Cruess (1929) bu sistemin meyve sularinda
endiistriyel olarak kullamlabilecegini gdstermistir. Bu basanh c¢aliymalara ragmen HHP ile
islenmis gida iiriinlerinin piyasaya gikmas: yaklagik 70 yil almig ve ilk HHP ile islenmig
meyve sular1 1991 yilinda Japonya’da piyasaya gikmistir.

Pascal prensiplerine gore HHP nin etkisi gok kisa siirede olmakta ve gidamin yapisi veya
geometrisine gore bagimsizlik gostermektedir. Genelde suyun kullamldigs basing ileten bir
ortamda oda sicakliklarindan yapilan islem, daha once kullamlan ve isiya dayanan

islemlerdeki enerji gereksinimini minimuma indirmektedir.

Yiiksek sivi basinci ile yapilabilecek islemler:

- mikroorganizmalann inaktivasyonu (Hoover et al., 1989)

- biopolimer modifikasyonu; protein denaturasyonu (Heremans, 1982); enzim
inaktivasyonu ve aktivasyonu (Morild, 1981); jel formasyonu (Cheftel, 1991);
parcalanmaya etkisi (Okamato, 1991); veya ekstraksiyon (Krubayashi ve Hayashi,
1991).
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- sadece kovalent olmayan baglarin par¢alanmasi 6zelligi ve kalitenin korunmas: (tat ve
renk gibi) (Hayashi, 1989)
- triin fonksiyonlarimin gelistirilmesi (Farr, 1990; Deuchi ve Hayashi, 1991)

HHP’nin gidalarda yap1 ve besi degerlerini degistirmeden mikroorganizmalan dldiirmesi yeni
bir gida igleme sistemi olarak genis bir sekilde arastiriimaktadir. Bunu yamnda, HHP az enerji
gerektiren, cevre dostu, minimum sanitasyona ihtiyaci olan ve antimikrobiyal etkisi ¢ok ani
olan bir iglemdir (Knorr, 1993). Diger bir avantaji da gida maddelerinin her yamina homojen
olarak etkisi olmasi ve bu anlamda gida maddesinin her kisminmn esit islem gormesidir.
Zaman ve kiitleden bagimsizdir ve bunun i¢in islem zamam minimuma inmektedir.

Ttim bunlara ragmen sistemin kendine has dezavantajlarida bulunmaktadir. Bakteri, kiif ve
mayalarin diigitk basinglarda inaktive edilmelerine karsin bakteri sporlariin inaktivasyonu
icin daha yiiksek basinglar gerekmektedir. Cok yiiksek basinglara gikilan sistemler ise hem
pahali hem de metal yorulmasina bagh olarak daha sik bozulabilmekte ve bunu igin
endistriyel kullaninlart ekonomik olarak su an mimkiin gérinmemektedir. Bu nedenle
limitli bir kullamim alani vardir.

1.2. HHP’nin mikroorganizmalar iizerindeki etkisi

HHP mikroorganizmlarin genetik yapisi, metabolik aktivitesi, biyokimyasal aktivitesi, hiicre
duvar yapisi gibi birgok faktorii etkilemektedir.

1.2.1. HHP’nin hiicre yapis: iizerine etkisi

HHP’nin hiicre yapisimt énemli sekilde etkileyerek mikroorganizmalarin bilytime ve
¢ogalmasim etkiledigi bilinmektedir. Bu etki mikroorganizmanin fizyolojik durumuna gore
degisiklik gostermektedir. Buna gére On logaritmik biiyiime fazinda olan hiicreler, durgun
fazdaki hiicrelere gore daha ¢ok etkilenmekte, yine G (+)’ler G (-)’lere gore basingdan daha
¢ok etkilenmektedir (Cheftel, 1995; Alpas et al., 1999). Basin¢lanan gida maddesinin
kompozisyonu i¢inde bulundurduu mikroorganizmanin basinca karsi dayamklihigm
azaltmakta veya ¢ogaltmaktadir. Diistik pH’lar basmcin etkisini arttirirken, yag ve proteinlerin
mikroorganizmalaran basinca kargt koruyucu faktor olarak ortaya ¢iktiklan gozlenmektedir
(Mackey et al., 1995; Stewart et al., 1997).
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1.2.2. Biyokimyasal reaksiyonlar

Basing, biyokimyasal reaksiyonlan, gerekli hacmin azaltlmas: veya reaksiyonlardaki
polimerik yapilan tigli boyuttaki yapilarimn degismesi sonucu azaltir veya durdurur.
Ozellikle yapilardaki hidrojen baglannmn etkilenmesi proteinlerin jelimsi yapilanmn
bozulmasma neden olmakta ve reaksiyonlarin durmasina yol acmaktadir. Bu tiir degigimler
bazen kalici olmasma ragmen genellikle geri doniigiimli olmaktadir (Elgasim ve Kennick,
1980). Basmcen bazi enzimlerin aktivitelerini arttirdipida goriilmistiir ( Fukuda ve Kunugi,
1985).

1.2.3. Genetik mekanizmalar

DNA yapisi nedeni ile bulundurdugu ¢ok sayidaki hidrojen baf ve heliks yapisi ile basinca
dayamkhhk gosterirken ribozomlarm basingtan daha cok etkilendikleri gozlenmektedir.
Bakterilerde 30 S ribozomlarmin basingtan en ¢ok etkilendikleri bulunmugtur (Smith ve
Pintauro, 1981). Ribozomlarnn denatiirasyonu protein sentezini Onledigi i¢in baz
mikroorganizmalar yasama ve ¢ogalma olanaklarim bulamamaktadir. Ribozom denatiirasyonu
belli sartlarda ve zamana bagh olarak kendini tamir edebilme dzelligini tagimaktadir (Alpas
ve ark., 2003).

1.2.4. Hiicre zan ve duvan

Hiicre zan, sitoplazma ile hiicre duvan arasmda gecirgenlik 5zelligi tasiyan dnemli bir isleve
sahiptir. Bu zann zarar gormesi hiicre icin olimctl bir Onem tagimaktadir. Hiicre zan
fosfolipid ve protein yapisinda oldugu ve hidrojen baglan ile hidrofobik ve hidrofilik baglara
sahip olma nedeni ile basingtan kolayca etkilenmektedir (Chong ve Kossins, 1988).

Hiicre duvan bakterilerin hiicre seklini verdigi gibi hiicreye yapisal bir saglamhk verir. Bu

yapinin 300 MPa’a kadar fazla etkilenmedigini fakat daha yiksek basinclarda ise fiziksel bir
bozlulmanin oldugu gozlenmigtir.

12




.

.

o

W

0

-

e

S

2. Diizenek ve yontem

2.1. Yiiksek sivi basing sistemi

Tipik bir HHP sisteminde, yiiksek basmca dayamkh bir ana yapi ve kapatma sistemleri,
basmg saglayacak bir pompa, sicakligt kontrol eden bir isitma {initesi bulunur (Sekil 2.1).
Sistemin en 6nemli pargasi icine numunelerin kondugu ve istenilen yiiksek basinci tutabilecek
6zellikte olan kisimdir. Basinca dayanikhi naylon posetlerde veya viallerde basmg odasma
konan numune bu odada istenilen sicaklikta istenilen siire i¢in belli bir basmca tutulur.
Izostatik basing stvist olarak da genellikle su kullamlmaktadir. Basinglama sirasinda numune
ve basing sivismda hava kalmamasma dikkat edilmelidir.

Basmg sistemleri genellikle kesikli sistemler olmasina ragmen, son senelerde kombine
sistemnlerin geligtirilmesi ile siit ve meyve suyu gibi sivi firiinlerin yan kesikli sistemlerde
stirekli sistemlere benzer bir sekilde islemek miimkiin olmaktadir.

2.2. Yarah mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar yapilan islemler sonucun inaktive olabilirler, yasayabilirler veya tekrar
aktive olabilcek sekilde yaralanabilirler. Yapilan islem sonucun yaralanan mikroorganizmalar
segici ortamlarda bityityemedikleri igin 6l olarak kabul edilirler. Ozellikle diisiik asitli veya
diger koruyucu elemanlanin bulunmadii gidalarda bu tiir yarali mikroorganizmalarm
yaralanm diizelterek aktif hale gelmeleri ve risk yaratmalan miimkiindiir. HHP ¢alismalan bu
tiir yaralanmalarin oldugunu gostermektedir (Alpas ve ark., 2000, Alpas ve Bozoglu, 2002).
Yapilan gahigmalarda 6zellikle siit gibi diistik asitli triinlerde bu tir yaralannis patojenlerin
yol agacaklan risklere deginilmektedir. Bu tiir yaralanmalar mikrobiyel yapida yapisal ve
metabolik yaralanmalar olarak ortaya ¢ikmakta ve degisik mekanizmalarla tamir edilmektedir.
Caligmalar metabolik yaralanmalarin tamir edilmeden yapisal yaralanmalarin tamir
edilmeyecegini gostermektedir.
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3. Bulgular ve Degerlendirme
3.1. 8. aureus ve E. coli O157:H7’nin Yiiksek Hidrostatik Basm¢ Hassashfnm
Diferansiyel Taramah Kalorimetre ile Degerlendirilmesi

YHB ‘nin bakteriler tizerindeki etkisi birgok aragtirmac: tarafindan arastiilmistir. Bununla
beraber literatiirde YHB nin hiicrelerde yol agtigh geri doniistimsiiz degisiklikler ve bunlann
sonucu olugan hiicre Slimleriyle ilgili pek az galismaya rastlanmaktadir. Diferansiyel
Taramali Kalorimetre (DTK), genel olarak bakterilerde 1s1 kaynakli degisimlerin
belirlenmesinde kullamlmakta ve hiicre yaralanmasi ya da 6limii ile hiicresel komponentlerin
stabilitesi arasindaki iliski degerlendirilebilmektedir. Bu ¢ahismada DTK, S. aureus ve E. coli
O157:H7’nin YHB uygulamasina hassashiklanm gostermek amaciyla kullamilmistr. YHB
islemi sonunda olugan canliik kaybi Olgiilmiis ve elde edilen kalorimetrik veri ile
iligkilendirilmigtir.

.

Calisma sonucunda elde edilen termogramlar incelendiginde (Sekil 3.1.1, 3.1.2, 3.13 ve
3.1.4) Gram positif ve Gram negatif bakteriler icin kontrol termogramlarimn farkh olduklan
ancak aym bakterinin farkh suglari i¢in bdyle bu farkin ortadan kalkti1 goriilmektedir.

Hiicresel komponentlerin 1stya bagh degisimlerinin Sl¢iiminii saflayan belirgin enthalpi (J/g)
degerleri incelendiginde (Tablo 3.1) her iki bakteri tiirii ve her bakterinin farkhi suslan icin
degerlerin benzer olduklan goriilmektedir.

14
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Tablo 3.1. Kontrol ve YHB uygulanmis hiicrelerin belirgin enthalpy ve canlilik verileri

Belirgin Enthalpi Belirgin Log canhihik
Bacteri J/g) Enthalpideki Canht kayb
fraksivonel azalma hiicre -Logio{N/Np)
(AHp- AHY AHy  (cfu/ml)
S. aureus 485, kontrol 4.0 1.6x 10° Z
S. aureus 485,345 MPa 2.7 0.32 50x10° 25
S. aureus 765, kontrol 38 2.0x10° -
S. aureus 765, 345 MPa 24 037 1.6x10° 3.1
E. coli 933, kontrol 3.7 20x10° -
E. coli 933,275 MPa 2.8 0.24 20x10 2.0
E. coli 931 Control 3.7 13x10° L
E. coli 931,275 MPa 2.7 0.27 6.3 x 10° 23

Hem belirgin entalpi degerlerinden hem de canlilik kayb1 verilerinden S. aureus 485 sugunun
S. aureus 765 susuna oranla YHB islemine kars1 dha direngli olduunu sdylemek miimkiindiir
(Tablo 3.1.)

Bu ¢alisma sonuglar, bakterilerin YHB direng degisimlerinin kalorimetrik veri ile kuantitatif
olarak kamtlanabilecegini gostermistir. DTK ile 6lgiilen belirgin entalpi degerlerinin YHB
islemi sonrasinda diismesindeki temel nedenin hiicrelerin ribozom inaktivasyonlan ve canhlik
kayb1 oldugu sonucuna variimigtir. Bununla beraber, isisal ve basmca bagh ribosom
denatiirasyonunun birbirlerinden tamamen farkli mekanizmalara sahip olduklan 6zemsenerek
bakterilerin ve/veya aym bakterinin farkl: suslarinin 1s1 ve basing direnclerinin tamamen farkh
olabilecei vurgulanmgtir. Bu &nemli oOzellik belirgin bakterilerin inaktivasyonunu
hedefleyen gida stireglerinin tasarimnda kritik bir faktor olarak gozoniinde tutulmabidir.

3.2. Leuconostoc mesenteroides’de Yiiksek Hidrostatik Basme sonucu Olusan Yapisal
Degigimlerin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada YHB uygulamas: sonrasinda Leuconostoc mesenteroides hiicrelerinde olusan
morfolojik degisimler Taramal Elektron Mikroskopu (SEM) ve Trans Elektron Mikroskopu
(TEM) ile analiz edilmis ve hiicresel komponenetlerin stabiliteleri DTK ile dl¢iilmigtir. SEM
fotograflart 250 ve 500 MPa basing isleminin hiicrenin ylizeyinde ve i¢ yapisinda morfolojik
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degisimler yaratufim gostermektedir. Basing uygulanmamis kontrol resimlerinde gorilen 3
ve daha fazla hiicreden olusan hiicre zincirlerinin basing arttikca azaldiklan ve tipik hticre
aranjmanlarinin ortaya ¢ikuf goriilmektedir (Sekil 3.2.1). Basing uygulanmamis hiicrelerin
daha diizgiin yiizeysel yaptya sahip olduklan ancak 500 MPa basing islemi sonucu yiizeyde

piirizler ve gatlaklar olustugu hatta su toplamis kabarcikl: yapiya benzer kalici yapilarm
olustupu goriilmektedir (Sekil 3.2.2). Bu yapilarm ozellikle lentikular hiicrelerin bolinme

yerlerine paralel siralandiklari saptannmgtir.

a) kontrol

b) 250 MPa, 35°C, 5 dakika



S

dakika

¢) 500 MPa, 35°C, 5

mikrograflar 3500 kere

Tam

*

Sekil. 3.2.1. Leuconostoc mesenteroides SEM mikrograflar

.

s



sl

R

¢) 500 MPa, 35°C, 5 dakika

t
:
5
:

Leuconostoc mesenteroides SEM mikrograflan. Ttim

biiyiitilmisgtiir.

.

Sekil. 3.2.2




TEM fotomikrograflarinda rastlanan en Onemli degisikliginse hiicre membram
disintegrasyonu ve sitoplazmadaki elektron yogun alanm genislemesi oldugu gorilmigtir
(Sekil 3.2.3). 35 derecede 5 dakika stireyle uygulanan 250 MPa’lik basincin niikleoid bolgede
genigleme ve i¢ bolgede sikilagmaya yol actig1 ama genel olarak cogu hiticrenin membran
biitiinligiing korudugu not edilmigtir. Aynt sicaklik-zaman kombinasyonunda uygulanan 500
MP2a’lik basing ise hiicre membraninin tamamen parcalanmasina ve sitoplazmik maddelerin

ve niikleoid bolgenin biitiiniiyle kaybimna yol agmstir.

c)
Sekil. 3.2.3. Leuconostoc mesenteroides TEM mikrograflan a) kontrol b) 250 MPa, 35°%C, 5

dakika, ¢) 500 MPa, 35°C, 5 dakika.
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Ozetle projenin bu kisminda elde edilen verilerle YHB uygulamasi sirasinda hiicrenin dis ve
i¢ yiizeyinde olusan degisimler SEM ve TEM fotomikrograflanyla gosterilmigtir. Hiicre
membran: ve sitoplazmik hiicresel komponentlerin YHB ile olumsuz ve geriye doniisimsiiz

etkilendikleri ve bu sirada meydana gelen karmasik bir dizi olay sonucu basing uygulamasinin
hiicre yaralanmasina ve hatta olimiine yol acabildigi gorilmustir. YHB islemi sirasinda
hangi olaylarin meydana geldigi ve hiicre oliimiintin nelere bagh olarak olustugunun belirgin
olarak anlagilmasi bu islemin kullammindaki optimal basmng-sicaklik-zaman gibi
parametrelerin segilmesinde yol gosterici olacaktir.

3.3. Saklama Sicakhfmn YHB Uygulanmis Siitte ve Portakal Suyunda Bulunan Gida
Bazh Patojenlerin Yaralanma/lyilesme Siireci Etkisi

Yukarida belirtilen ¢alismalarda YHB’in bakteriler iizerindeki yaralanma ve olim
mekanizmalari incelenmisti. Bu galigmada ise gidalanin YHB uygulamast sonucunda saklama
stireglerinde olugabilecek mikrobiyel gelismeler caligiimigtir. YHB bakterilere olumciil bir
zarar verse de belirli kosullarda yaralanan hiicrelerin Ozellikle gida maddelerinin raf omrt
siirecinde iyileserek biiyiimeleri ve tehlike yaratmalan olasidir. Bu tip bir iyilesme ozellikle
diisiik asitli (siit gibi) gidalarda daha da Gnem kazanmakta ve giéa bazh patojenler bu tip
gidalann ve genel olarak tim tiketicilerin giivenligini tehdit etmektedir. Bununla birlikte,
YHB islemi sonucunda olugabilecek bu tip bir yaralanma yiiksek asitli gidalar icin bir avantaj
olarak kullamlabilir. Calismada portakal suyunda patojenlerin biylimemesi ve
yaralanmalainmn gorillmemis olmas: bu varsaymm desteklemektedir. Bu tip gidalarin daha
diisik basinca tabi tutulmas: ve olusabilecek yarah hﬁérelerin bilyiimesinin gidada bulunan
yiiksek asitli ortam tarafindan engellenmesi olasidir. Bu anlamda, projenin bu son asamasinda
YHB uygulanmms siitte bulunan yaralanmis gida bazh patojenlerin raf omrii siirecinde
saklama sicakhigina bagh iyilesme siirecleri ve mekanizmalari incelenmigtir.

Caligmada gida bazh L. monocytogenes, S. aureus, E. coli ve Salmonella suslan kullanilmis
ve YHB islemi sonrast olugan hiicrelerin durumu:
- Aktf hiicreler (AC): selekiif ve selektif olmayan ortamda goriinir koloni elugaran
hiicreler;
- birincil yaralanma (I1): selektif ortamda bilyliyemeyen ancak selektif olmayan
ortamda biiyiiyen hiicreler; '




AR

SRR

-
-
§
.

- ikincil yaralanma (12): baglangigta hem selektif hem de selektif olmayan ortamda
biiyiiyemeyen ancak saklama siirecinde 6nce selektif olmayan ortamda daha sonra da

selektif ortamda bityiime gosteren hiicreler

olarak tanimlanmigtir.

Saklama sicakh@ olarak 4, 22 ve 30°C kullamlmus ve elde edilen sonuglar Tablo 3.3.1-2-3 ve

4’te Ozetlenmigtir.

Tablo 3.3.1. Saklama siirecinde sitte L. monocytogenes CA’nin iyilesmesi

Basing YHB sonrasi koloni Saklama Giin Gin Giin
(MPa) olusumu sicakhign 12’den 11°den 12’den
(Non- 0 it’e AC’ye AC’ye
selektif/selektif)
4 . - -
250 (+H+? 22 - - -
30 - - -
4 - 1° -
450 (+-) 22 - 1 -
30 - 1 -
4 - - 6
550 (-/-) 22 - - 1
30 = - 1

? Ortamdaki biiylime olmasi (+) veya olmamasi (-)
® Hiicresel transformasyonun gerceklesmesi icin gereken sure (giin olarak)
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- ikincil yaralanma (I2): baslangicta hem selektif hem de selektif olmayan ortamda
bilyiiyemeyen ancak saklama siirecinde once selektif olmayan ortamda daha sonra da
selektif ortamda bilylime gosteren hiicreler

olarak tamimlanmgtir.

Saklama sicakhigi olarak 4, 22 ve 30°C kullamlmis ve elde edilen sonuglar Tablo 3.3.1-2-3 ve

4’te 6zetlenmigtir.

Tablo 3.3.1. Saklama sﬁreciﬁde siitte L. monocytogenes CA’nin iyilesmesi

Basing YHB sonrasi koloni Saklama Giin Giin
(MPa) olusumu sicakligy 11’den 12°den
(Non- O AC’ye AC’ye
selektif/selektif)
4 . .
150 (++)? 22 - -
30 - -
4 1° -
450 (+/-) 22 1 -
30 1 -
4 - 6
550 (-/-) 22 - 1
30 - 1

2 Ortamdaki bilyiime olmas: (+) veya olmamast (-)

b Hijcresel transformasyonun gergeklesmesi icin gereken sure (giin olarak)



Tablo 3.3.2. Saklama siirecinde siitte S. enteritidis FDA’nin iyilesmesi

Basing YHB sonras: koloni 7 Saklama Gin Giin Gi:‘m
(MPa) olusumu sicakliph ~ R’den 11’den 12’den
(Non-selektif/selektif) ‘O I1’e AC’ye AC’ye
- 4 - -  »
350 (+H-) 2 - 1 -
30 - 1 -
4 . . .
450 @) 22 . 1 .
30 - 1 -
4 . - - -
550 +/-) 2 . 10 -
30 - 10 -
o Ortamdaki blyiime olmast (+) veya olmamasi (-)
® Hiicresel transformasyonun gerceklesmesi icin gereken sure (giin olarak)
Tablo 3.3.3. Saklama stirecinde siitte S. aureus 485’in iyilesmesi
Basing YHB sonrasi koloni Saklama Giin Giin Giin
(MPa) olusumu sicaklip1 IZ’den 11’den 12°den
(Non-selektif/selektif) e I1’e ACye AC’ye
- - -
350 )y » 1 2 .
30 1 2 -
4 . - .
450 () 2 1 2 .
30 1 2 -
4 - . .
550 (- 22 1 3 .
3 .

30 1
3 Ortamdaki biyiime olmas: (+) veya olmamasi (-) |
® Hiicresel transformasyonun gerceklesmesi igin gereken sure (giin olarak)
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Tablo 3.3.4. Saklama siirecinde siitte E coli O157:H7 933’tn iyilesmesi
Basing YHB sonrasi koloni Saklama Gun Giin Gin
(MPa) olugumu sicakhg [2den  [l’den 12°den
(Non-selektif/selektif) 0 Ii’e ACye  ACye

4

(+-)? 22

30

4

22

30

4

550 (/=) 2
30

3 Ortamdaki biiyiime olmasi (+) veya olmamasi (-)
b Hiicresel transformasyonun gergeklesmesi i¢in gereken sure (giin olarak)

Genel olarak basmemn hiicrenin hangi bolgesine spesifik olarak etki ettigi bilinmemekle
beraber, hiicre duvar, sitoplazmik membran, DNA, RNA ve hiicre ici ve mebrana bagh
enzimlerin basmgtan etkilendikleri bildirilmektedir (Simpson ve Gilmour, 1997; Ritz ve ark.,
2000). Ozellikle diigiik asitli gidalarda bulunabilecek yarali bakteriler, uzun raf omril
gdzoniine alindiginda iyileserek Snemli bir giivenlik problemi yaratabilirler. Elde edilen
verilerden bu tip aktif patojenlerin (YHB iglemi sonrasi tamamen ortadan kaldinldigs
diigiiniilse bile) basmnca konu gidada bulunabilme ihtimali oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen hiicre yaralanmalarmin bakteri tiiriine ve uygulanan basincin biiyiikligiine bagh
olduklari ve Onerilen 12 tiirii metabolik yaralanmanin tamirinin, hiicrenin tekrar aktif hale
gelebilmesi igin kritik bir mekanizma oldugu bulunmustur. I2 tip yaralanmanin onarilmasim
takiben (12’den I1°¢) kolonilerin selektif ortamda biiyiiyebildikleri ve ancak bir faz sonra
(I1’den AC’ye) selektif olmayan ortamda biiylimelerinin miimkiin oldugu goriilmiistiir. |

Literatiirde basinca bagh yaralanmanin iyilesmesi iizerine oldukea fazla ¢alisma olmakla
birlikte, basing islemi sonrasinda saklama siirecinde olusabilecek potansiyel iyilesme ve
varsa bunun mekanizmas: hakkinda galigma bulunmamaktadr. '




Projenin bu agamasinda elde edilen bulgular, bakteriye ve uygulanan basinca bagh olarak bazi
hiicrelerin basing isleminden zarar gormeden siyrilabildiklerini (aktif hiicreler; AC); bazt
hiicrelerin yapisal yaralanmaya (hiicre duvan ve/veya hiicre membram bitiinliginiin kayb1)
ugrayarak (birincil yaralanma); bir kismmmn da metabolizmalarmin yaralandigim (ikincil
yaralanma) gostermistir. Bu anlamda 12 tiirGi yaralanma (ikincil yaralanma) basing igleminin
hemen ardindan gozlenmeyebilir. Bu da yaralanmanin iyilesmesini takiben potansiyel olarak
[2°den 11’e ve oradan da aktif hiicreye doniisebilecek patojen diistiniildiigiinde biiyiik bir gida
giivenligi tehdidi olugturabilir. Boyle bir tehdidi 6nlemek i¢in raf 6mrii cahismalarinin bu tip
iyilesme siireglerini kapsar sekilde tasarlanmalan diisiik asitli gidalann mikrobiyolojik

~ giivenilirliklerini arttiracaktir.
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4. Sonug

YHB sicaklipa basinca ve iriine baghi olarak gidalarda bulunmas1 muhtemel patojenler
iizerinde degisik etkiler gostermektedir. Yapilan cailigmalar basincin 300 MPa’in altinda
kullamlmas: halinde bakteriyel olimlere yapisal bozulmalardan daha ¢ok ribozomal

bozulmalarin yol agtigimi ve 300 MPa’m iizerinde ise ribozomal ve yapisal bozulmalann her

ikisininde meydana geldigini gostermistir. Diistik basin¢larin kullanildig1 ¢alismalarda (< 300
MPa) gida maddesinin asitlifine bagh olarak basmcin etkisi ile yﬂpﬁ}asyénda bulunan
yaralanmus hiicrelerin saklama sicakligina bagh olarak siitte (pH = 6. 70) zamanla diizelerek
aktif hiicrelerin olugmasi ve bilyiimesi gozlenmis fakat portakal suyunda ise (pH = 3. 70) bu
diizelmenin gerceklesmedigi gozlenmigtir. Bu sonuglar YHB nin hiicreler iizerindeki etkisinin
iki asamali oldugunu ve Gzellikle 300 MPA’mn altindaki islemlerde meydana gelebilecek
yaralanmalarin saklama sirasinda diigiik asitli gidalarda risk yaratacagim ortaya koymustur.
Bu nedenle gida risklerinin onlenebilmesi igin YHB caligmalarmn her gidaya 6zgln olarak

uzatilmis raf Smiirleri seklinde yapiimas: 6nemi ortaya konmustur.
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8. Oz (Abstract)

Bu caligmanin amaci Gida endiistrisinde kullamilmaya baglayan yiikksek sivi basing
teknolojisinin (HHP) secilmis gida patojenleri iizerine etkilerini aragtiriimasidir.

Bu c¢aligmada 6ncelikle HHP nin bakterilerin inaktivasyon mekanizmasimin incelenmesi ele
alinmigtir. 250-500 MPa arahiginda yapilan c¢aligmalar, DSC,SEM ve TEM metotlan ile
incelenmis ve 300 MPa’m altindaki inaktivasyonlarda literatiirde daha once bahsedilen hiicre
zan ve hiicre duvanmin herhangi bir degisiklige ugramadigini, bakteri oliimlerinin bu
basinglarda ribozomlarin bozulmasindan ileri geldigini 300 MPa’in iizerindeki basinglarda da
ribozom bozulmalarinin yaninda yapisal bozulmalarinda oldugu gosterilmigtir.

Arastirmamin ikinci kismunda ise, basing sonrasi degisik sicakliklarda (4, 22 ve 30°C)
saklanan numunelerde, segilen patojenlerin tekrar cogalip ¢ogalamayacagi arastirilmustir.
Ozellikle diigiik asitli gida maddelerinde (siit gibi) basing sonrasi yaralanmis (injured)
bakterilerin kolayca kendilerini tamir ederek aktif hale gelebilme ihtimallerinin gida
tiiketicilerinde yaratabilecekleri risk arastinlmistir. Caligmalar siitte bulunan bu patojenierin
basing sonrasi Ozellikle diisiik basinglarda (250 MPa) her sicaklikta kendilerini belli siirelerde
tamir edebileceklerini ve risk yaratabileceklerini  gOstermeigtir. Aragtirmalar bu
yaralanmalarin 300 MPa ve iizerinde iki tiir oldugunu ve bunlardan birinin (ribozomlar)
tamirinden Once ikinci yapisal tamirin olamayacagini ve bu nedenle proses sonras1 yapilan
mikrobiyel sayimlarm yamltici oldugunu gostermigtir. Bu tiir yaralanmalar iginde bir

mekanizma Snerilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Yiiksek sivi basmg, inaktivasyon, patojen.
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