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UHT VE PASTÖRtZE SÜTLERDE UMULUS TESTLE GRAM
NEGATtF BAKTERtYEL ENDOTOKStN TAyıNı

Bülent Mutluerl Seniha Akını
Şerif Kayrnaz2

Heııgü Kaya i

Deterrnination of grarn-negative bacterial endotoxin with the tirnilhıs test in UHT and
pasteuri7.ed rnilk

Surnrnary: it is proposed that the de{erminatioıı o( gram-ııegatil'e
bacteria! endotaxiıı comeııt and microbiological qııali(v oL commer('ial
UHT and pasteuriLed milk by the use olthe LiIı1UlusAmoehocyıe Lysaıe
( LA L) test aııd hacıeriological methads. Ali samples (30 UHT aııd 30
pasteuriLed nıilk) were ohtaiııed Fom retail stores iıı Ankara.

The totalaerobic COlllll (PCA). psychroırophic counl (PC A. 7Oc
/ LO day), colilorm counl (VRBA), pseııdonıonad coll/ıt (GSP agar)
ırere deıermined by using oL the over/ay meıhod. The gram-negaıive bac-
terial endotoxin can/eııI oL both kind ol samples I'ariedfrom 5 X 102ng /
ml to 5 X 105ng /ml with a meali ol2 x lOSlig / ml. The ıotal aerohic
count olpasteurized milk samples raııgedfi'om 4 x 102/ ml to 7.5 x 106/
ml with a meali ol5 x ı05 / ml. The psychrotrophic COll/ıtol tlıese samp-
les ranged Fom i x ı02/ ml to 3 X 105 :'ml. Fourteen samples (% 46.7)
had coli(orm couııl that fel! wiıhiıı tlıe range ol2 ~<102 / mlıo 4 X 105 /ml.

The results obtained Fom tlıis stııdy indicated that tlıe microbiolo-
gical qııaliıy oLpasteurized milk samples are loli'. The UHT and pasıeu-
rized milk samples contaiııed gram-negatil'e bacıerial endotoxins sigııi-
fieamly 11l~f?hamoums,. depending on ıhe mirrobiological qualiıy of tlıe
ral\' milk usedlor UHT and past('ıırized milk production.

Özet: Bu çalişmada LiIı1UIIIsAmoehocyıe Lysate (LA L) lest ve
bakteriyolajik metodlar ile UHT ve pastörize süılerin gram ııegatif hak-
ıeriyel endotoksin mik tan ve mikrohiyol(~iik kalitesinin tayini amaçlan-
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mıştır. Tüm ömekler .(30 UHT süt ve 30 pastörize süt) Ankara'daki
satış mağazalanndan sağlandı.

Total aerobik canlt (PCA), fJsikrotrofik (PCA, 7cC/ LO gün)
ve kolilorm grubu (V RBA) mikroorganizmalar ve pseudomonas (GS P
agar) lar yüzeysel saYIl11metodu kul/antlarak tayin edildi. Her iki çeşit
süt örnek lerinde gram negat(( bak teriyel endotoksin miktan 5 X 102
ng / ml ile 5 x i05ng / ml arasmda değişmekte olllp ortalama 2 X 105
ng /ml bulundil. Pastörize süt örneklerindeki total aerob ik canlt sayısı
4 ~<102-7.5 X 106/ml araslflda ve ortalama 5 X lOS/mi,. psikrotrofik
mikroorganizma sayısı i x 102-3 X 105/ ml arasmda bulundu. 14
örnek te (% 46.7) 2 x 102 - 4 X ı05 / ml arasmda değişen sayıda koli-
,1im11grubu mikroorganizma saptandı.

Bu çaltşmada elde edilen sonuçlar, incelenen pastörize süt ömeklerinin
mikrobiyolojik kalitesinin düşük olduğunıı, URT ve pastörize süt örnek-
lerinin, üretimde kul/a/lllan çiğ sütlerin mikrobiyolojik kalitesine bağlt
olarak önemli miktarda bakteriyel endotoksin içerdiklerini göstermiştir.

Giriş

Süt ve süt ürünlerinde gram negatif bakterilerin kantitatif tayini,
üretim ve muhafaza sırasında karşılaşılan hijyenik sorunlar bakımın-
dan büyük ekonomik önem ve pratik bir değer taşımaktadır. Gram
negatif bakterilcr süt ve süt ürünlerinde öncelikle lipolitik ve proteoli-
tik değişikliklerden sorumludurlar vc soğukta muhafaza koşulları al-
tında dominant bir rol oynadıkları gibi pastörize veya UHT sütlerde
önemli rekontaminantları oluşturmaktadırlar.

Gram negatif bakteriler, uygun pastörizasyon işlemleri ile tahrip
olmalarına karşın, meydana getirdikleri (öncelikle pseudomonas tür-
leri tarafından oluşturulan) thermorezistans proteinaz ve lipazlar pas-
törizasyon ve UHT işlemleri ile tamamiyle inaktive olmamakta ve
üründe mikrobiyel gelişme olmaksızın enzim aktivitesine bağlı koa-
gulasyon, acılık (ransidite) gibi bozukluklar şekillenmektedir (I, 3, 17).
Bu bakımdan UHT ve pastörize sütlerde bakteriyolojik kaliteyi gü-
vence altına almak, uzun süre dayanıklılığı sağlayabilmek ve sütü bak-
teriyolojik kalitesine uygun bir işleme tabi tutmak amacı ile UHT ve
pastörizasyon işleminden sonra da sütlerin başlangıçta taşıdığı gram
negatif bakteri yükünü saptamak önem taşımaktadır. Süt ve süt ürün-
lerinde gram negatif bakterilerin saptanması amacı ile koli titresi(M PN),
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koliform bakteri sayımı, pseudomonas ve psikrofilik mikroorganiz-
ma sayımı ile izole edilen kolonilerde aminopeptidaz aktivitesi tayi-
ni gibi yöntemler kullanılmaktadır (23). Ancak bu yöntemler canlı ve
üreme yeteneğinde olan gram negatif bakterilerin saptanmasına ola-
nak sağlamaktadırlar. Son yıllarda gram negatif bakterilerin hücre
duvarı komponentlerinin kantitatif tayinine dayanan ve bu yolla can-
lı olmayan gram negatif bakteri yükü hakkında da bilgi sahibi oluna-
bilen Limulus testin özellikle hayvansalorijinli gıda maddelerinde
kullanılabilirliği üzerinde araştırmalar yürütülmüştür (5, 6, 8, 9).

Gram negatif bakterilerin hücre duvarı komponentlerinden olan
lipopolisakkarit formundaki endotoksinler gıda hijyeni bakımından
iki yönden önem taşımaktadırlar. Birincisi, bunlar bakterilere kıyas-
la thermorezistanstırlar ve ısı işlemi görmüş gıdalardaki miktarları
çiğ materyaldekigram negatif bakteri yükü ile ilgili önemli bir indeks
oluşturmaktadır. İkincisi, gıdalarla alınmalarından sonra çeşitli mad-
delerle etkilerinin kuvvetlenmesinden ve sağlıklı insanlarda lıas-
talıklara neden olmasından şüphe edilmektedir (26). Gram negatif
bakteri endotoksinlerinin tayini amacı ile son yıllara kadar tavşanlar-
da pyrogen test, fare letalite testi, civciv embriyo testi gibi çeşitli in-
vivo yöntemler kullanılmıştır. Bu yöntemler,kullanılan hayvan türle-
rinde reaksiyonların daima aynı olmaması ve bir tür içerisinde önem-
li farklılıkların bulunabilmesi gibi dezavantajlara sahiptirler (6). Gram
negatif bakteri endotoksin i ve Limulus polyphemus adlı yengeçıerin
amöbozit Iizat'lan arasındaki reaksiyona dayanan ve i964 yılında
Levin ve Bang (L6) tarafından geliştirilen Limulus test, son yıllarda çok
hassas ve pratik olması bakımından öncelikle farmasötik endüstride
paranteral verilen ilaçlarda pyrogenlerin saptanmasında, insanlarda
kan, idrar ve diğer vücut sıvılarında gram negatif hastalık etkenlerinin
teşhisinde, içme sularının .hijyenik kontrollerinde ve atık su temiz-
leme tesislerindeki kontrollerde k ullanılmaktadır (iO, ı5, 21, 25).
Limulus test Bang'ın 1956 yılında Kuzey Amerika'da yaşayan Limu-
lus polyphemus adlı yengeçıerin vibriolarla enfeksiyonuna bağlı int-
ravasküler koagulasyon sonucu ölümleri ile ilgili gözlemlerine dayanı-
larak geliştirilmiştir (ıo, 15, 23, 25). Daha sonra yapılan araştırmalar
gram negatif bakteri lipopolisakkaritlerine (endotoksin) karşı söz ko-
nusu yengeçıerin bir savunma reaksiyonu olan bu koagulasyonda
yengeçıerin kanında dolaşan ve amöbozit adı verilen kan hücrelerinin
ve bu hücrelerden açığa çıkan koagüle olabilir proteinlerin önemli rol
oynadığını ortaya koymuştur. Parçalanmış amöbozitlerden çok mik-
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tarda koagute olabilir proteinler (coagulogen) elde edilmiş ve endotok-
sin tayinlerinde amöbozit lizat olarak kul1anllmıştır. Endotoksin ve
koagulc olabilir protein arasındaki reaksiyon, endotoksinin bir proen-
zimi (proclotting enzym) aktive etmesine ve aktive olmuş enzimin
proteini koagule etmesine dayanmaktadır (4, 16, 23, 25).

Testin uygulanmasında ticari olarak temin edilen liyofilize amö-
bozit lizaı. bilinen hacımda pyrogensiz su ile sulandırılmakta, eşit
hacımda lizat ve uygun şekilde sulandırılmış muayene materyali 37

c
C'

de i saat inkübe edilmektedir. inkübasyon sonunda jeloluşan en yük-
sek sulandırma titre değeri olarak kaydedilmektedir. Standard endotok-
sinin kul1anılan amöbozit lizata karşı verdiği titre değerine daya-
nılarak !11uayene edilen materyaldeki endotoksin konsantrasyonu
saptanmaktadır. Gram negatif bakteri türleri arasında farklar mevcut
olmakla birlikte genelolarak 0.05- 1.0 ng! ml (0.5-1 EU i ml) en-
dotoksin konsantrasyonunun muayene edilen materyalde 102-103

gram negatif bakteri / ml mevcudiyetini gösterdiği kabul edilmektedir
(5, 9, 26). Südi ve Heeschen, (23) i ng endotoksin konsantrasyo-
nunun çiğ sütlerde 5000-10.000 gram negatif bakteri / ml'ye e~değer
olduğunu belirtmektedirler.

Limulus testin sütlerde gram negatif bakterilerin saptanmasında
kullanılabilirliğinin Terplan ve ark. (26) tarafından belirlenmesinden
sonra çeşitli araştırıcılar bu testin süt ve süt ürünlerinde kullanılabi-
lirliğini doğnılamışlardır (I ı, 2 I, 22, 24, 27). Limulus testin yağsız ba-
\ıklarda kalitenin saptanmasında aerob genel canlı sayısı ve diğer kim-
yasal bozulma kriterleri ilc uyum sağladığı ve özellikle total volatil
bazlar ile çok iyi korelasyon verdiği gözlenmiştir (25). Teufel ve
ark. (28) balık konservelerinde ham maddenin mikrobiyolojik kalite-
sinin belirlenmesinde Limulus testin kullanılabileceğini saptamışlar-
dır. Sığır kıymalarının mikrobiyolojik kalitesinin belirlenmesinde ba-
sit, hızlı ve uygun bir test olarak bulunmuştur (12, 13, 14). Limulus
testle, vakumla paketlenmiş pişnıi~ hindi etlerinin mikrobiyolojik ka-
litesinin belirlenmesinde, enterobacteriaceae sayısı ile endotoksin kon-
santrasyonu arasında doğrusal bir korelasyonun olduğu ve etlerde bo-
zulmanın ölçülmesinde bu testin kullanılabileceği saptanmıştır (6, 8).

Bu araştırma, Ankara piyasasında satılan UHT ve pastörize süt-
lcrin mikrobiyolojik kalitelerini ve bunların üretiminde kuııanılan çiğ
sütlerin gram negatif bakteri sayısını Limulus test ile saptamak ama-
cıyla ele alınmıştır.

•
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Materyal ve Metot

Araştırmada Ankara piyasasından Haziran ve Eylül ayları ara-
sında temin edilen UHT ve pastörize süt örnekleri kullanılmıştır. İki
ayrı süt fabrikasına ait toplam 30 adet pastörize süt örneği ve üretim
tarihleri itibariyle 30,60 ve 90 günlük lO'ar adet UHT süt örneği tü-
keticilere sunuldukları şekilde sağlanarak aynı gün denemeye alınmış-
tır. Örnekler UHT ve pastörizasyon işlemi öncesi çiğ sütlerin taşıdığı
gram negatif bakteri yükü bakımından Limulus test; total aerobik
canlı, koliform grubu mikroorganizmalar, psikrofilik mikroorganiz-
malar ve pseudomonaslar yönünden mikrobiyolojik metotlarla ince-
lenmişlerdir.

Limulus Test

Örneklerin Limulus testle incelenmesinde Südi ve ark. (2 i, 22, 23)
tarafından geliştirilen mikrotitrasyon plak yöntemi uygulanmıştır.
Testte Sigma firması tarafından üretilen E-Toxate (Limulus Amoe-
bocyt Lysate-Stok No. 210-2), standart endotoksin (Stok No. 210-
SE), pyrogensiz su (Stok No. 210-7) ve Nunc firmasına ait mikro-
titrasyon plakları kullanılmıştır.

Test plaklarınm hazırlamşı

E-Toxate firma önerilerine uygun olarak pyrogensiz suda çözül-
müş ve çözelti her plaktaki 30 ayrı bölüme Şekil i'deki gibi 30'ar fJ. ı
miktarlarda dağıtılarak, plaklar aluminyum folye ile kaplı halde
-20°C'de dondurularak muhafaza edilmiştir.

Örneklerin hazırlanması

Hücre duvarına bağlı lipopolisakkaritlerin serbest kalması için
pastörize süt örnekleri 80°C'de i saat ısıtılmış, UHT sütIerde ısı işlemi
uygulann:ıamıştır.

Testin yapılışı

Örneklerin test plaklarında ŞekilI'de belirtilen şekilde pyro-
gensiz su .ile Lo katlı sulandırmaları yapılmış ve örneğe ait 30
p.l miktarındaki her bir sulandırma eşit miktarda E-Toxate ile
karıştırılmıştır. Test plakları parafilmle kaplanarak su banyosunda
37°C'de 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda her bir teste
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Şekil i. Limulus testte örnek ve reaktiflerin mikrotitrasyon plaklarına uygulanışı.

Şekil 2. Limulus testte pozitif ve negatif reaksiyonlar
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% i T\veen 20 içeren % 0,2 lik sulu Toluidinbluc damlatılmış ve su
trompuna bağlı bir pastör pipeti ilc her bir bölümün duvarı boyunca
test içeriği delinerek dışarı emiImiştir. Pastör pipetinin sokulduğu böl-
gede mavi renkte jel ile çevrili delik oluşumu pozitif reaksiyon, test
içeriğinin tamamen boşalması ise negatif reaksiyon olarak değerlen-
dirilmiştir.

Örneklerdeki endotoksin mikta1'llun re standard endotoksin has-
sasiyetinin hesaplanması

Örneklerdeki endotoksin miktarının hesaplanmasında pozitif
reaksiyon veren en yüksek sulandırma dikkate alınmıştır. Kısmi po-
zitif reaksiyon oluşumunda pozitif reaksiyon veren bir önceki sulan-
dırma değerlendirilmiştir. Testin referans endotoksinkarşısındaki
hassasiyeti de aynı şekilde tayin edilmiş ve endotoksin miktarı aşağı-
daki formüle göre saptanmıştır.

Endotoksin miktarı = Örneğin titresi >< cndotoksin hassasiyeti.
Gram negatif bakteri sayısının hesaplanmasında i ng endotoksin in
10" adet / ml bakteriye eşdeğer olduğu kabul edilmiştir.

M ikrobiyvlojik l1/l1ayeneler

Örneklerde total aerobik canlı sayımı PCA 'da yüzeysel sayım me-
toduna göre, kolifarm grubu mikroorganizmalar VRBA'da plak
dökme metoduna göre, psikrofilik mikroorganizmalar PCA da yüzey-
sel sayım metoduna göre ekim 7°C'de ıo gün inkübasyondan sonra,
pseudomonaslar Glutamat Starkc Phenolred Agar (GSP) da yüzeysel
sayım metoduna göre saptanmıştır.

Bulgular

İncelenen UHT ve pastörize süt örneklerinin mikrobiyolojik mu-
ayene ve endotoksin miktarına ait bulgular Tablo 1-3'de gösteril-
miştir. Tablolar incelendiğinde pastörize süt örneklerinde total aerobik
canlı sayısının 4 X i02-7,5 X ı06 !ml arasında değiştiği ve örneklerin
% 60 ında (18 örnek) 4xl04/nıl'nin üstünde olduğu, psikrofilik
mikroorganizma sayısının i x 102--3 x 105/ ml arasında ve örneklerin
% 60'ında LO! ml olduğu görülmektedir. Pastörize süt örneklerinin
% 50'sinde iO/ ml'nin üstünde koliform bakteri ürcdiği ve sayılarının
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2x ı02-4 >~ıo~/ ml arasmda değiştiği saptanmıştır. incclenen örnek-
lerin hiçbirinde pseudomonas bulunmamıştır. Limulus testle pastörize
süt örneklerinin taşıdığı endotoksip miktarının 5 x 102--5 x 10~ ng / ml
arasında de,ğiştiği ve ortalama 2/ 105 ng / ml olduğu bulunmuştur.
Limulus testle saptanan endotcksin miktarlarına göre İncelenen pas-
törize süt örneklerinin pastörizasyon işlemi öncesinde 5 >( 105-5 >( ıOs /
ml (ortalama 2 X ıos / m1) arasmda değişen sayıda ve ~~ 36,6 smın
ıo8/ ml den fazla gram negatif bakteri içerdikleri saptanml*tlr.

İncelenen UHT süt örneklerinin hiçbirisinde mikrobiyolojik nıu-
ayeneler sonucunda total aerobik canlı, psikrofilik mikroorganizma,
koliform grubu mikroorganizma, pseudomona<, bulunmamıştır. UHT
süt örneklerinde Limulus testle 5x 102-5 x 10~ ng / ml arasında deği-
şen miktarda ve ortalama 2 x 105 ng / ml endotoksin saptanmıştır.
Saptanan endotoksin miktarlarına göre UHT sütlerin 5>< 108-5 ',(ıo8 /

ml arasında değişen sayıda (ortalama ı.4 x 108/ ml) gram negatif bak-
teri içeren sütlerden yapıldıkları bulunmuştur.

Limulus testte kullanılan referans endotoksin hassasiyetinin 0.5
ng / ml olduğu saptanmış ve hesaplamalarda bu değer dikkate alın-
mıştır.

Tartışma Ye Sonuç

Çiğ sütlerin UHT ve pastörizasyon işlemlerine uygunluğu mikro-
biyolojik yönden thermorezistans spor miktarı yanısıra psikrofilik
bakteri sayısının azlığı ile belirlenmektedir. Vegetatif bakteri hücreleri
UHT işlemi ile tahrip olmakla birlikte çiğ sütlerde ıo5 /ml"nin üzerindeki
populasyonlarda üründe gram negatif bakteriler tarafından cluşturu-
lant ve çeşitli bozukluklara neden olan proteinaz ve lipaz aktivitesi dik-
kate alınmaktadır. Çiğ sütteki bakteri sayısı ne kadar fazla ise pastö-
rizasyondan sonra canlı kalabilen bakteri sayısı o ölçüde fazlu olmak-
tadır. Pastörize sütlerin maksimum dayanıklılıkları bakımından ısı
işleminin gram negatif bakterileri öldürecek şekilde ayarlanması öne-
rilmektedir. U HT ve pastörize sütlerde gram negatif bakterilerin bu-
lunuşu hijyenik önlemlerin yetersizliğine bağlı rekontaminasyona işa-
ret ettiği gibi bu bakteriler soğukta muhafaza sırasında sütlerin bozul-
masımı neden olmaktadırlar.

Birinci sınıf çiğ sütlerin taşıdıkları bakteri sayılarının Avusturalya,
Finlandiya, Yeni Zelanda, A.B.D., lsviçre. Danimarka, irlanda ve



Tablo 1. Pastörizc süt örneklerindeki çeşitli mikroorganizma sayıları ve endotoksin miktarı ile buna
bağlı olarak çiğ sütlerde hesaplanan gram negatif bakteri sayıları.

i

5xlO'

Çiğ sütlerde
hesaplanan
bak t. sayı!.

Psikrofilik Koliform Endotoksin
Örnek Total aero- mikroor- grubu mik- Pseudomo- LAL miktarı
No tıik canlı ganizma rocırganizma nas ıitresi (ng! 1111)

- ---1 --ı---ı.sxiö:'-- ---=-.----- --~---T---=--- --;Ö:- 5xl0'

--- -2--1--;~J(}ı-----~-- ----ı.-4xIO~- -----=---- -IO~ -----s;ıo;-- -----5 x 10--, -

3 IxlO' lO' 5xlO' 5x1O'

4 3.5xlO' Ixl0' lO' 5xl0' 5x10'

5 3xlO" 2x10' lO' 5xı0' 5xl0'

6 2.5xI0-' 1.2x10' 5xl0" 5xl0"

7 2x10' lO' 5xl0' 5x10'

10' 5xlO' 5xlO'
--.-.-- - o ----.1-- ----.--.---
1.3x10' - 10" 5x10' 5xlO'

8

9

10

5x10'

2xlO'

2.5xl0' 1x.lO'

10' 5xl0' 5x10'

11 i .5x10' 3x lO' lO" 5x10' 5x10'

12 1.5xl0" lO'; 5xlO' 5xl0'

13 7.5xlO' 10'; 5xI0" 5x10"

14 2x10' 10" 5xI0" 5x 1o"
.15 6x10' lO' 5xlO' 5x10'

16 4.5x10' 1.5x10' 10' 5x10' 5xlO'

17 4x10' 4xI0" 10' 5xI0" 5xlO'

LS lxlO' 1.3xI0' 9xlO' 10' 5x10" 5x10'

19 4.5x10' lxlO' 1.3xI0" 5xlO' 5x10'

20 3.5xl0' 5x10' 1.5xI0' ıo' 5xI0" 5x10'

21 4xlO' 2x10' lO' 5x10' 5xlO'

il
22
23

1.5x10'

1.5xI0' 3xlO'

9xlO' 10:'

lO'

5xlO'

5x10'

5xl0'

5x10"

IxlO' 2.5xI0' 3xlO' lO:' 5xl0' 5xl0'

25 IxlO' Ixl0' 10' 5xlO' 5x10'

26 7.5xlO' 6x10' 3xlO' lO' 5x10' 5xl0'

27 4xlO' 10' 5x10' 5x10"

28 J .6xI0" lxıo:. 1.3x10' ıo:. 5xlO' 5xlO'

5x10'

5x10'

5xlO'lO'29 7.5xI0' 5x10'
---30------4.-5x'lO.----1-4-.-5x-IO-' - ---------- - :..-------10.1 5x10"

Ortaı~--;;-ı------;ıo' -~ıo-.- 2.9xl0;-- .----=----=---.2xI0'.- --2~ıo-ll-



Tablo 2. UHT süt örneklerindeki endotoksin miktarı ile buna bağlı olarak çiğ
~ütlerde hesaplanan gram negatif bakterİ sayıları

Örnek
No

1

2

3

4

5

6

7

ıl

9

LO

ii

12

13

14

J 5

16

17

IS

19

LAL
titresi

10'

lO"

lO'

lO'

lO'

10'

10'

lO"

lO'

10'

10"

lO'

lO'

lO"

lO'

10'

Endotoksin miktarı
(ng / ml)

5;< 10'

5 x 10'

5:< 10'

5 x 10'

5 >: 10'

5 x lO'

5 x 10'

5 LO"

5 v lO"

5 v 10'

5',10'

5 v lO'

5 x 10'

5 v 10"

5 x 10J

5' 10'

5 x LO;

5 v 10'

5.' LO'

I
Çiğ süllerde hesaplanan gram negatif

bakteri sayıları

5" 10"

5 '. 10'

5 x 10'

5 x 10"

5 x lO"

5 x lO''

5 >: lO"

5 x 10'

5 x 10'

20 LO'

21 LO'

5 x 10'

5 x 10'

5 x lO'

5 v 10.

22
23

24

25

26
27

28

29

10.

lO"

lO.

10'

10'

10J

lO'

5 lO'

5 x 10'

5.,10'

5 v 10"

5 v 10'

5 v lO'

5 x 10'

5 v 10'

5 x tO"

5 x 10"

5 v 10'

5 v lO'

5 '/ LO"

5 x 10'

5 x lO'

i 30 10' 5 x lO'

I
-------------

Ortalama - 3 x iO'

5 X LO.

1.4 x lO'



Tablo 3. UHT ve pastörize süt örneklerindeki mikroorganizma sa)ı1arı ve endotoksin miktarına güre
çiğ sütlerde hesaplanan gram negatif mikroorganizma sayılarının dağılımı.

-~---------

n "I n % n % il i %/0
_._."---- --- _O. ....- "_ .."-- _O. -.-- ---1----

IS 60.0 15 50.0

3 10.0 3 '10.0 S 26.7 3 10.0
(, 20.0 3 10.0 4 13.3 LO 33.3
6 20.0 4 13.3 2 6.7 6 20.0
12 40.0 2 6.7 1 3.3 ii 36.7
3 10.0

- i .- i

Çiğ sütlerde
hesaplanan

Endotoksin gram neg.
miktarı bakteri

UHT süt

n /~ il %
..._--- _. ı-- ..---

3 10.0
14 46.7 2 6.7
4 13.3
8 26.7 3 10.0
i 1 ' J4

1
46

.
7.. J

4 13.3
7 23.3

10.0
26.7
26.7 1'1
36.6 i

3
g
s
II

(iğ sütlerde
hesaplanan
gram neg.
b,ıkteri

il ı ~~----- -I
- i __o ı- i -

Endotoksin
mik tarı

Kolifoım
grubu nıik-
roorganiznıa

Pastörize süt

Psikrofilik
mikroorga-
nizma

Total
acrobik
canlı

< LO
LO' -- lo'
.10' - LO'
10' - 10'
10' - 10"
lO" - LO"
10" -- lO'
10' - 10"

10"

Mikroorganizma
sayıları ve en-
dotoksin miktarı

(ng / mi)

Z
::L.
<



UHT Vf PASTÖRizE SÜTI.ERDE LIMULUS TEST ...

Hollanda'da 50.000/ ml; Norveç,iskoçya ve isveç'de 80.000/ ml;
Belçika'da 200.000/ mrden az olmaları Doğu Almanya YC Fedcral
Almanya'da 300.000/ ml; ltalya ve Avusturya'da 500.000/ ml dcn az
olması gerektiği bildirilmektedir (20).

Ülkemizde UHT ve pastörize edilecek çiğ sütler için izin verilen
maksimum gram negatif bakterİ miktarı ile ilgili kriterler ve yasal
düzcnlemeler mevcut değildir. TSE pastörize süt standartlarında
A sınıfı pastörize sütlerin miiilitresindc 20.000'den çok bakteri ve
koliform grubu mikroorganizma bulunmaması, B sınıfı pastörize
sütlerin mililitresinde 40.000'dcn çok bakteri ve 0,5 mililitresinde ko-
liform grubu mikroorganizma bulunmaması gerektiği bclirtilmektedir
(29). Uzunhasanoğlu (30), Ankara piyasasına gelen 50 adet çiğ süt ör-
neği üzerinde yaptığı araştırmada çiğ süt örneklerinin sağımdan son-
ra ortalama 2.4 ><105/ ml total bakteri içerdiğini, piyasaya intikal eden
çiğ sütlerde bu miktarın 1.3 ><10' / mrye yükseldiğini saptamıştır. Pi-
yasadaki çiğ sütlerin senelik ortalama 6.4)< 107/ ml bakteri taşıdığını
ve yaz mevsiminde bu miktarın 2)< IO~:' ml bakteriye çıktığını belirt-
mektedir. Senelik ortalamada 10" / mrden fazla bakteri içeren sütlerin
tüm çiğ sütlere oranının % 48,92 olduğunu ve yaz mevsiminde bu ora-
nın % 86,95'e çıktığını ortaya koymuştur. Piyasada satılan çiğ süt-
lerin % 63,54'ünün 105! ml veya daha fazla kolirorm grubu mikroor-
ganiznıa taşıdığını saptamıştır. Ambarcı (2), Ankara piyasasında satı-
lan 174 pastörize süt örneğindcn % 67,6'slnda 2/ 104/ll1rden fazlu
total bakterİ, % 78,92'sindc lO/mi den fazla kolifornı grubu ınikro-
organizır:a, % nSinde 100/ mrden fazla proteolitik mikroorganiz-
ma, % 60,8'inde 100/ mrden fazla lipolitik mikroorganizma sapta-
mıştır. Özalp (18) Ankara'da mevcut dört pastörize süt fabrikasında yap
mış olduğu araştırmada, çiğ sütlerde ortalama total bakteri sayısını
2,9x 1010 ~1:: 7,3>( LO') /ml, koliform sayısı ortalamasını 5.6>< 105::1
1.9 >< ı05/m1; şişelenmiş pastörize sütlerde ise total bakteri sayısını
6xI04*lxI04/ml; koliform sayısını 14,14::1::4.96/ml olarak sapta-
mıştır. Ergüllü (7), çiğ süt örneklerinde toplam mikroorganizma sa-
yısını en az 3.3)< 104/ ml, en çok 8,2 X IOx /ml, tüm örneklerde orta-
lama 2,9 >~104/ ml olarak saptamış, kolifarm grubu mikroorganizma
sayısını en az Ix106/ml. en çok 1.6xıqXjml ve ortalama 3,lx107 imi
olarak bulmuştur. Öztan (19), değişik kaynaklardan sağınnan çiğ süt-
lerin kalitesİ üzerinde yaptığı araştırmada toplam bakteri sayısını en
az 2.63x 105 /ml, en çok 4.4x i08/ml ve ortalama 4.59x 107 /ml olarak
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saptamış, psikrofilik mikroorganizma sayısını en az 0,04x i05 i ml, en
çok 1.8x iO~/ml ve ortalama 6.8x i06 ımı olarak bulmuştur.

Tarafımızdan yapılan araştırma sonuçlarına göre çiğ sütlerin UHT
ve pastörizasyon işlemi öncesinde önemli sayıda gram negatif bakteri
içerdikleri ve elde edilen bulguların daha önce yapılan araştırma sonuç-
larına uygun olduğu görülmektedir. Ayrıca incelenen pastörize süt
örneklerinin % 60'ının total aerobik canlı, % 50'sinin kolifrom grubu
mikroorganizmalar bakımından pastörize süt standardına uygun ol-
madıkları görülmektedir. UHT süt örnekleri ise uygulanan mik-
robiyolojik muayenelere göre spor sayıları dışında UHT süt stan-
dartlarına uygun bulunmuşlardır. Ancak her iki çeşit sütlerin önemli
miktarda bakteriyel endotoksin içerdikleri saptanmıştır.
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