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OzET

Asidofilik ve spor olusturan bir mikroorganizma olan Alicyclobacillus acidoterrestris, meyve
sularina uygulanan tipik 1sil islemlerde canliidini strdirebilmekte ve sonradan gimlenip
ureyerek bu drlinlerde bozulmalara yol agmaktadir. Bozulma, guayakol ve 2,6-dibromfenol
gibi kotu kokulu maddelerin olusturulmasiyla ortaya cikar. Sporlarin inaktive edilebilmesi
icin gerekli olan isil islem Urlin kalitesi Gizerinde olumsuz etkilere yol actiindan, bakteri
Uremesinin ve kotl koku olusumunun engellenebilmesi amaciyla organik asitler, koruyucu
maddeler, dezenfektanlar, yiksek hidrostatik basing ve ultrafiltrasyon gibi alternatif ydntem-
lerden yararlanilabilir.

A NEW PROBLEM IN FRUIT JUICE INDUSTRY: ALICYCLOBACILLUS

ABSTRACT

Alicyclobacillus acidoterrestris is a acidophilic sporeforming microorganism that can survive
a typical heat process given to fruit juices and then germinate, grow and cause spoilage in
this products. Spoilage is manifested by the production of flavour taints such as guaiacol
and 2,6-dibromophenol. A heat process sufficient to eliminate spores may adversely affect
the quality of the product. Therefore, that can be utilized from alternative methods such as
organic acids, preservatives, disinfectants, high hydrostatic pressure and ultrafiltration for
preventing growth and flavour taint formation.

GIRiS

Meyve sularindaki mikrobiyolojik bozulmalar genellikle mayalar, kifler, laktik asit bakterileri
ve asetik asit bakterilerinden kaynaklanmakta olup, yiksek asitlige (pH 3.0-4.0) sahip bu
urlinler pastdrize edilerek mikrobiyolojik bozulmalara karsi korunurlar. Pastdrizasyon iglemi
ile &zellikle istya duyarli vejetatif mikroorganizmalar inaktive edildigi halde, bakteri sporlari
canli kalabilmektedir. Bununla birlikte, bozulmalara yol agabilen pekgok bakteri sporu meyve
suyunun pH degderinde gelisememektedir. Ancak Bacillus coagulans ve Clostridium pasteuria-
num gibi bazi sporlu bakteriler pH 3.8’e kadar gelisebilmekte ve meyve sularinda bozulmalara
neden olabilmektedirler. Bu bakteriler icerisinde duz eksime tipindeki bozulmalara neden
olan B. coagulans sporlarinin varli§gi domates sulari ve pekgok meyve konservelerinde siklikla
rapor edilmekte ve bu Urunlerde kalitenin belirlenmesinde hedef mikroorganizma olarak
degerlendiriimektedir (Acar ve Temiz, 2000).




Sonyillarda gerceklestirilen arastirmalar, bu sporlu bakterilerin
disinda, termoasidofilik karakterdeki bazi sporlu bakterilerin
de meyve sularinda bozulmalara neden oldugunu géstermis-
tir. ilk kez 1982'de Almanya’da aseptik olarak ambalajlanmis
elma sularinda saptanan bozulmanin nedeninin pastérizas-
yon sicakliklarinda canli kalabilen ve asidik ortamlarda geli-
sebilen sporlu bir bakteri tlir(i oldugu belirlenmistir. Bozulma,
dezenfektan kokusuna benzer ve hosa gitmeyen bir koku ile
kendini gbstermistir. Bu tarihten 1994’e kadar gegen strede,
sonradan Alicyclobacillus acidoterrestris olarak adlandinlacak
bu mikroorganizmanin neden oldugu herhangi bir bozulma
rapor edilmemistir. Dinyanin Alicyclobacillus ile ciddi anlamda
tanismasl ise Avrupa’da ¢ok sicak gegen 1994 ve 1995 yaz
aylarinda meyve sularinda meydana gelen cok sayidaki
bozulmalar ve bunlarin yarattigi ciddi ekonomik kayiplar
ile olmustur. Bu tarihten sonra termoasidofilik 6zellikteki bu
bakteriler ile ilgili arastirmalar artmis ve bakteri, bozulmus
meyve sulari yaninda bozulmamis meyve sularindan da
izole edilmeye baglanmist.

Termoasidofilik ve spor olusturan bu bakteriler ilk kez
1967 yilinda Japonya’da sicak su kaynaklarindan izole
edilmiglerdir. pH 2.3-5.0 araliginda ve 45-70°C arasindaki
sicakliklarda gelisebilen bu bakteriler baglangicta morfo-
lojik ve kultirel &zellikleri baz alinarak B. coagulans olarak
adlandinimistir (Uchino and Doi, 1967).

1971'de benzer 6zelliklere sahip bir bakteri ABD Yellows-
tone Ulusal Parki'ndaki termal ortamlardan izole edilmis
(Darland and Brock, 1971), ayni yil icinde bu bakterilerin
hiicre duvarlarinda siklohekzan yag asitleri tespit edilmistir
(de Rosa et al., 1971). Gelismesi icin gerekli pH aralidi

Tablo 1. Alicyclobacillus tiirlerine ait bazi 6zellikler
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2.0-6.0 ve sicaklik araligi da 45-70°C olarak rapor edilen
bu bakterinin DNA dizilimi incelendiginde B. coagulans
olarak siniflandirlamayacagi belirtilmis ve Bacillus cinsi
icerisinde yeni bir tur, B. acidocaldarius, olarak adlandi-
rimasi énerilmistir.

Aradan 10 yil gectikten sonra 1981 yilinda B. acidocaldari-
us’abenzeyen bir bakteri bu kez topraktan (yuksek sicaklik
ve dislik pH’ya sahip olmayan) (Hippchen et al., 1981) ve
1982°de bozulmus pastdrize elma suyundan izole edilmis-
tir (Cerny et al., 1984). Bu bakterilerin optimum gelisme
sicakliklan B. acidocaldarius’a gére daha dislk ve DNA
dizilimlerinin farkli oldugu belirlenmis ve B. acidoterrestris
olarak isimlendirilmistir (Deinhard et al., 1987a). Ayni
arastirmacilar yine benzer &zelliklere sahip, fakat hiicre
duvarlarinda esas olarak siklohekzan yag asitleri yerine
sikloheptan yag asitleri iceren Bacillus turi izole etmisler ve
bu bakteriyi de B. cycloheptanicus olarak adlandirmiglardir
(Deinhard et al., 1987b).

Sonraki yillarda 16S rRNA dizi analizlerine gére yapilan
arastirmalarda bu G¢ bakteri tlrinin Bacillus cinsinden
farkli bir cinse ait olduklar gdsterilmis ve Alicyclobacillus
cinsi olusturulmustur (Wisotzkey et al., 1992). Baslangicta
A. acidocaldarius, A. acidoterrestris ve A. cycloheptani-
cus olmak Uzere ug turden olusan Alicyclobacillus cinsi
icerisinde sonraki yillarda bazi yeni bakteri tlrleri de yer
almistir.

Alicyclobacillus tirlerine ait cesitli dzellikler Tablo 1°'de
veriimekte olup su anki bilgilere gére bu tlrler icerisinde
meyve suyu endustrisi acisindan A. acidoterrestris Gnem
tagimaktadir.

1 2 4 5 6 7

pH 2.0-6.0 2.2-58 3.0-55 2<-<6.0 3.5-6.6 2.5-55 2565
pH opt. 3.5-4.0 3.5-4.0 4.5-5.0 3.0 55
Sicaklik (°C) 45-70 20-60 40-53 35-60 35-65 20-55 45-60
Sicaklik opt. (°C) 60-65 42-53 48 50-53 55-60 50 55
w-siklohekzan yag asiti + + + - + +
o-sikloheptan yag asiti - + -

Eritritolden asit olusumu - + - -

1- A.acidocaldarius; 2- A.acidoterrestris; 3- A.cycloheptanicus; 4- A. hesperidum; 5- A.herbarius; 6- A.acidiphilus; 7- A.sendaiensis

(Kaynaklar : Darland and Brock, 1971; Deinhard et al., 1987a; Deinhard et al., 1987b; Albuquerque et al., 2000; Goto et al., 2002; Matsubara et al., 2002;

Tsuruoka et al., 2003)
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A. ACIDOTERRESTRIS’IN MORFOLOJIK VE
FiZYOLOJIK OZELLIKLERI

A. acidoterrestris’e ait bazi morfolojik, kultlrel ve fizyolojik
6zellikler Tablo 2’de veriimektedir.

A. acidoterrestris; Gram pozitif, aerob, sporlu ve gubuk
sekilli bir bakteridir. Hiicre boyutlarn 2.9-4.3 um uzunlu-
gunda ve 0.6-0.8 um genisligindedir. Sporlar terminal
veya subterminal olabilir (Jensen, 1999). Hiicre membrani
bilesiminde w-siklohekzan yag asitleri bulunmakta olup, bu
yag asitlerinin membran kararlii§ini korudugu, bakteriye
disuk pH degerlerine ve yliksek sicakliklara direnglilik
ozelligi kazandirdigi kabul edilmektedir. Bu halkali yag
asitleri, membranda birbirine yakin sekilde biraraya gel-
mistir. Bu 6zellik yapiya kararlilik saglamaktadir (Pontius
etal., 1998).

Gelismesi icin gerekli olan sicaklik araligi genellikle 20-60°C
ve pH arali§i da 2.5-6.0 olarak bildiriimekle birlikte (Jensen,
1999) 12 ve 80°C ile pH 2.2 gibi daha u¢ degerler de rapor
edilmektedir (Deinhard et al., 1987a; Pontius et al., 1998).
Bu ug degerlerde bakteri gelisimi oldukga yavas olup uzun
bir streg alabilmektedir. Optimum gelismesini ise 42-53°C
ve pH 3.5-5.0 araliginda gerceklestirmektedir.

Tablo 2. A. acidoterrestris’in bazi karakteristik 6zellikleri (Baumgart
and Menje, 2000)

Morfolojik Ozellikleri

Gram boyama Pozitif veya degisken
Sekil Gubuk
Hareketlilik +
Kiiltiirel Karakteristikler
Optimum sicaklik 42-53°C
pH araligi 2.2-5.8
%2 NaCl varliginda gelisme +
%5 NaCl varliginda gelisme
Fizyolojik Karakteristikleri
Anaerobik gelisme
Katalaz +/-
Eritritolden asit olusumu +
Sitrat kullanimi +
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SPORLARIN ISIL DIRENCI

Pekgok arastirmaci A. acidoterrestris sporlarinin isil direnci-
nin, Bacillus tirlerinin aksine (Bacillus tirleri pH azaldiginda
istya kars! oldukca duyarldirlar) pH’dan kismen bagimsiz
oldugunu bildirmektedirler. Cesitli meyve sularinda A.
acidoterrestris sporlarinin D degeri 90°C’de 16-23 dakika,
95°C’de 2.4-2.8 dakika olarak rapor edilmektedir (Splitt-
stoesser et al., 1994).

Son zamanlarda model meyve suyu sistemlerinde yapilan
bazi arastirmalarda ise isil direncle ilgili olarak daha énce
rapor edilen verilerle tezat sonuglar elde edilmistir. Bu arag-
tirmacilar isil direncin ¢ok daha fazla oldugunu belirtmisler
ve yaklasik 88-91°C sicakliklarda pH’nin isil direnci oldukga
etkiledigini bildirmislerdir. pH degerindeki yaklasik yarim
birimlik artis bu sicakliklardaki D degerlerinin hemen hemen
ikiye katlanmasina neden olmustur (Pontius et al., 1998).
pH’sI 3.0 ve 4.0'e ayarlanmis greyfurt sularinda yapilan
denemelerde de pH degerinin azalmasiyla A. acidoterrest-
ris sporlarinin istya karsi daha duyarli oldugu gézlenmistir
(Komitopoulou et al., 1999).

MEYVE SUYU ENDUSTRIiSINDE ONEMI

Toprak kékenli olan A. acidoterrestris pek cok meyve suyu
6rneginden izole edilmistir. Diinya meyve suyu ticaretinde
de 6nemli yer tutan elma ve portakal sulari ise bakterinin
en fazla izole edildigi meyve sulandir. Yukarida belirtildigi
gibi Alicyclobacillus sporlari 1slya karsi oldukca direngli olup
¢ogu meyve sularina uygulanan pastérizasyon isleminden
sonra canliliklarini strdUrebilmektedirler. Hatta pastérizas-
yon sporlara 1sil sok olarak etkilemekte olup, sporlarin
cimlenmesine ve sonraki gelismelerine de neden olabilir.
Isil islemden sonraki inkiibasyon kosullari uygun oldugu
takdirde ise cimlenme ve ileri asamalarda arzulanmayan
flavor gelisimi s6zkonusu olabilir.

Bu bakteri tarafindan meydana gelen bozulma olaylarn ilk kez
1984’de Almanya’da elma sularinda rapor edilmig, 1990’1
yillardan itibaren ise Avrupa yaninda Amerika, Japonya ve
Avustralya’da da siklikla glindeme gelmeye baslamistir.
NFPA (National Food Processors’ Association) tarafindan
57 sirket Uizerinde yapilan ankette, cevap veren 34 sirketten
12 tanesinde (%35) bu bakterilerden kaynaklanan bozul-
malarla karsilastiklan bildiriimektedir (Walls and Chuyate,
2000). Bununla birlikte bu bakteriye ait bazi suglarda meyve
sularindan izole edildigi halde herhangi bir bozulmaya yol
acmadigi da rapor edilmektedir. Nitekim Brezilya'da portakal
sularindan izole edilen 13 sustan sadece 2 tanesinin bozul-
malara yol actigi bildirilmistir (Eguchi et al., 2001).




Bozulmus meyve sularinda ciddi anlamda gaz veya asit
olusumu meydana gelmemekte bazen elma suyu gibi
berrak meyve sularinda ¢ok hafif bulaniklik olusabilmek-
tedir. Dezenfektan benzeri arzulanmayan flavor gelisiminin
ise bu bakteriler tarafindan sentezlenen 2,6-dibromfenol ve
2,6-diklorfenol gibi halofenoller ile guayakolden kaynaklan-
didi bildirilmektedir (Yamazaki et al., 1996, Borlinghaus and
Engel, 1997, Jensen, 2000).

POTANSIYEL KONTROL YONTEMLERI

Meyve sular gibi asidik karaktere sahip Urlnlerde tim
mikroorganizma sporlarini inaktive etmek icin uygulana-
cak sil iglem, Grinun duyusal ézelliklerini de olumsuz
etkileyebilmektedir. Bu baglamda A. acidoterrestris’in
gelisimini ve neticede ortaya cikabilecek arzulanmayan
flavor olusumunu engellemek icin gesitli énlemlerin alin-
masi gerekmektedir.

SICAKLIK VE OKSIJEN MIKTARI

Pek cok arastirmaci tarafindan da belirtildigi gibi A. aci-
doterrestris gelisimi 20-25°C altinda engellenebilmektedir.
Dolayisiyla meyve sularina uygulanan isil islemden sonra
Grlin derhal bu sicakliklara sogutulmali ve sonraki depo-
lama ve satis islemleri de yine 20°C altindaki sicakliklarda
gerceklestiriimelidir. Yine mutlak aerob karakter tasiyan bu
bakterinin gelisiminin engellenmesi amaciyla ambalajlama
sirasinda ortamdan oksijenin etkin bir sekilde uzaklastiril-
masi Urdin raf 6mrl acisindan énem tasimaktadir.

ORGANIK ASITLER

Yamazaki ve ark. (1997) yaptiklari bir calismada, meyve
sularinda A. acidoterrestris gelisimi Gzerine askorbik
asitin etkisini incelemisler ve %0.1 askorbik asit ilavesi-
nin herhangi bir inaktivasyon etkisi géstermedigini, hatta
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bu érneklerdeki son mikrobiyal ylk(in kontrol érneklerine
kiyasla daha fazla oldugunu belitmislerdir (Jensen, 2000).
Buna karsilik Cerny ve ark. (2000), benzer bir denemede
oldukgca farkli sonuglar elde etmislerdir. EIma sularina
ilave edilen 10mg/100 ml dizeyindeki askorbik asitin
A. acidoterrestris gelisimini tesvik ettigini, ancak daha
yUksek diizeylerde askorbik asit ilavesinin ise gelismeyi
inhibe ettigini bildirmislerdir. Yine Yamazaki ve ark.
(1997) %0.1 diizeyinde kullanilan laktik, adipik ve suksi-
nik asitlerin baslangicta inhibe edici etkisinin oldugunu,
buna karsilik 36 saat sonunda bu etkinin kayboldugunu
ve sonraki strecte mikroorganizma sayisinin kontrol
orneklerine benzer sekilde gelistigini belirtmektedirler
(Jensen, 2000).

KORUYUCU MADDELER

Meyveli iceceklerde yapilan bir arastirmada sorbik asit, ben-
zoik asit ve CO, kullaniminin A. acidoterrestris geligimini
6nemli 6lcude engelledigi gorilmustur (Tablo 3) (Pettipher
and Osmundson, 2000).

Bu amagla kullanilabilecek bir diger koruyucu madde nisin
olup, ortamda nisin bulunmasi durumunda A. acidoter-
restris sporlarinin isil direnglerinin azaldigi bildirilmektedir
(Komitopoulou et al., 1999). Nitekim yapilan bir aragtirmada
elmali iceceklerde 90°C’de Alicyclobacillus sporlarina ait
D degeri 20.8 dakika olarak belirlenmisken, 50, 100 ve
200 IU nisin (1 1U nisin ~ 1 ug ticari nisin) kullaniimasi
durumunda D degerleri sirasiyla 19.3, 15.5 ve 14.8 dakika
olarak hesaplanmistir (Yamazaki et al., 2000).

Ancak meyve sularinin genel tanimlanmasinda “fiziksel
yOntemlerle muhafaza edilen” ifadesi kullanildigindan,
bircok Ulkede meyve sularinin muhafazasinda nisin ve
diger koruyucu maddelerin kullanimina izin veriimemek-
tedir.

Tablo 3. portakalli iceceklerde A. acidoterrestris sporlari lizerine koruyucu maddelerin etkisi (Pettipher and Osmundson, 2000)

Spor sayisi (CFU/ml)

Koruyucu madde

0. giin 10. glin 17.glin 3.ay
- (kontrol) 680 3200 38000 >5 milyon
Sorbik asit (300 mg/L) 680 300 160 145
Benzoik asit (150 mg/L) 680 170 210 140
Sorbik asit + benzoik asit 680 210 225 130
co 680 160 150 90

2
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DEZENFEKTANLAR

Orr and Beuchat (2000), cesitli dezenfektanlarin 23°C’de 10
dakika muamele sonucu A. acidoterrsetris sporlari Uzerine
etkisini incelemistir. %0.2’lik H,0,, 500 ppm asitlendirilmis
NaClO, (sodyum Klorit) ve 200 ppm Cl, kullanildiginda spor
sayisinda sirasiyla 0.1, 0.4 ve 2.4 log cevrimlik azalmalar
tespit edilmis, buna karsilik %8'lik trisodyum fosfat ve pera-
setik asit gzeltisinde 80 ppm H,0,’nin etkisi cok daha az
olmustur. 1000 ppm klor veya %4'lik H,0, kullanildiginda
ise spor sayisinda 5 log ¢evrimden fazla zalma meydana

gelmistir.

Elma ylzeylerinde yapilan bir arastirmada da 500 ppm klor
ya da 1200 ppm asitlendirilmis sodyum kloritin Alicycloba-
cillus spor sayisinda <1 log ¢evrimlik azalmaya yol agtigy,
%2'lik H,0,'nin ise bir etkisinin olmadigi bildirilmektedir
(Orr and Beuchat, 2000).

YUKSEK BASING UYGULAMASI

Yapilan bir aragtirmada elma suyuna (pH 3.7) inokule edilen
yaklasik 10° spor/ml dlizeyindeki A. acidoterrestris sporlari
Uzerine farkli sicaklik ve surelerde (22, 45, 71 ve 90°C’lerde
1, 5 ve 10 dakika) uygulanan ylksek basincin (207, 414
ve 621 MPa) etkileri incelenmistir. Bu calismada yuksek
basincin Alicyclobacillus sporlari inaktivasyonunda tek
basina yeterli olmadigi ancak isil islemle kombine kullanim
durumunda etkisinin énemli oranda arttigi bildirilmektedir.
Nitekim oda sicakliginda gerceklestirilen yiksek basing
islemlerinin hicbirinde dikkate deger oranda spor azalmasi
saglanamamis, buna karsilik 45, 71 ve 90°C’lerde sicaklik
ve yuksek basincin birlikte kullanimi spor sayisinda ciddi
azalmalara yol agmistir (Lee et al., 2002).

ULTRAFILTRASYON

Ultrafiltrasyon uygulamasi berrak meyve suyu uretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu proseste kuf sporlari ve
maya hiicreleri uzaklastirilabildigi halde bakterilerin tama-
men tutulabilmesi mimkin olamamaktadir (Barefoot et
al., 1989). Nissen ve Junker (2001), Alicyclobacillus spor-
larinin mikro ve ultrafiltrasyon membranlarindan penetre
olabilecegini bildirmektedirler. Mikroorganizma boyutlari
ve kullanilan membran por blyUkIGdd, bakterilerin ve
bakteri sporlarinin ultrafiltrasyon membranlarindan gece-
bilmesinde etkilidir. A. acidoterrestris hlcrelerinin boyutlari
2.9-4.3 um uzunlugunda ve 0.6-0.8 um genisliginde olarak
rapor edilmekle birlikte (Deinhard et al., 1987a; Jensen,
1999), spor boyutlari ile ilgili literatirde herhangi bir bilgi
mevcut degildir.
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Bahgeci ve ark (2003), elma suyu uretiminde 20 ve 50 kDa
cut-off de@erine sahip membranlar kullanarak ultrafiltras-
yon uygulamasinin A. acidoterrestris tizerine etkilerini ince-
lemiglerdir. Baslangi¢ spor konsantrasyonu ve kullanilan
membranin cut-off dederine bagdli olarak spor sayisinda
¢ok ciddi azalmalar gerceklesmesine ragmen mutlak
olarak tum sporlarin tutulmasi s6z konusu olmamistir.
Buna ragmen ultrafiltrasyon uygulamasinin, geleneksel
yontemlerle yapilan durultma islemlerine gére sporlarin
uzaklastirnimasi agisindan ¢ok buylk oranda avantaj
sagladigr belirtilmistir.
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