ittdergisi/d
mihendislik

Cilt:4, Say1:3, 32-38
Haziran 2005

Sodyum laktatin Bacillus cereus "un biiyiime kinetigi tizerindeki

etkisi
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Ozet

Bu ¢alismada, sicaklik, pH, sodyum laktat ve sodyum kloriir konsantrasyonlarinin Bacillus cereus 'un lag fazi
stiresi (LAG) ve ¢ogalma hizi(GR) tizerindeki etkisini ifade eden matematiksel modeller olusturulmustur. B.
cereus icin LAG ve GR degerlerini hesaplamak amaciyla Gompertz fonksiyonu kullamilmigtir. Bu kinetik
parametreler, polinomal model kullanilarak bagimsiz degiskenlere bagl olarak ifade edilmistir ve bagimsiz
degiskenlerin ¢ogalma parametreleri iizerindeki etkilerini gosteren ii¢ boyutlu grafikler c¢izilmistir.
Calismanin sonuglary, sodyum laktatin antimikrobiyal aktivitesinin biiyiik oranda pH’dan (p=<0.05), daha
diigiik oranda ise sicakliktan (p<0.05) etkilendigini gostermistir. Sodyum kloriiriin, sodyum laktatin etkinligi
tizerinde bir etkisi bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus cereus, ¢cogalma kinetigi, laktat, sicaklik, pH, sodyum kloriir.

Effect of sodium lactate on the growth Kinetics of Bacillus cereus
Abstract

Models describing the lag phase duration (LAG) and growth rate (GR) of Bacillus cereus as a function of
temperature, pH, sodium lactate and sodium chloride concentrations were obtained in this study. Gompertz
function was used to calculate the LAG and GR of B. cereus. These parameters were expressed as a function
of the independent variables using the polynomial models. In order to obtain a residual distribution closer to
a normal distribution, the natural logarithm of the growth kinetic parameters were used in modeling. For
reasons of parsimony, the polynomial models were reduced to contain only the coefficients significant at a
level of p<0.05. Using the reduced polynomial models (R’ of 95.2 and 93.9 for In LAG and In GR models,
respectively), three dimensional response surface graphs were drawn illustrating the effects of the
independent variables on the growth parameters. Results of the modeling study indicated that all of the
studied factors had a significant affect on the growth of B. cereus in the experimental range studied. The
antimicrobial activity of sodium lactate was found to be strongly affected by the pH (p<0.05) and relatively
to a lesser extent by temperature (p=<0.05). Antimicrobial activity involved both prolonged lag phase
duration and reduced growth rate. No effect of sodium chloride was found on the antimicrobial activity of
sodium lactate.

Keywords: Bacillus cereus, growth kinetics, lactate, temperature, pH, sodium chloride.

“Yazismalarin yapilacagi yazar: Hiilya OLMEZ. Hulya.Olmez@posta.mam.gov.tr; Tel: (262) 641 23 00 dahili: 3554.
Bu makale, birinci yazar tarafindan ITU Kimya-Metalurji Fakiiltesinde tamamlanmis olan "Modeling the growth
kinetics of Bacillus as a function of temperature pH, sodium lactate and sodium chloride concentrations" adli doktora
tezinden hazirlanmistir. Makale metni 19.03.2004 tarihinde dergiye ulagmig, 13.05.2004 tarihinde basim karari
alinmistir. Makale ile ilgili tartismalar 31.10.2005 tarihine kadar dergiye gonderilmelidir.



H. Olmez, N. Aran

Giris

Bacillus cereus ¢ubuk seklinde, Gram-positif,
spore olusturan aerobik bir bakteridir (Dufrenne
vd.,1995; Granum, 1994). Yaygin olarak siit ve
slit iirlinleri, et, baharatlar, kurutulmus gidalar,
tahillar, piring ve yumurtada bulunur. B. cereus,
gidalarda normal olarak bulundugu diisiik sevi-
yelerde bir tehlike olusturmaz. Ancak, 6zellikle
10-50°C sicaklik araliginda muhafaza edilen
pismis gidarda kisa siirede toksin {iretir ve ¢ok
yiiksek seviyelere ulasabilir (Granum, 1994). Bu
nedenle B. cereus, gida giivenligi agisindan
onemle tizerinde durulan bir bakteridir.

Cesitli calismalarda B. cereus’un ¢ogalma kine-
tigi tlizerine Ozellikle sicaklik, pH ve sodyum
kloriiriin etkisi ele alinmistir (Choma vd., 2000;
Chorin vd., 1997; Quantivalla ve Parolari, 1993).
Ancak bugiine kadar B. cereus ile ilgili olarak
yapilan modelleme caligmalarinin higbirinde
laktatin bu bakterinin ¢ogalmas1 tiizerindeki
etkisi incelenmemistir. Potasyum-, kalsiyum- ve
sodyum laktat olmak {izere ii¢ formu bulunan
laktat gidalarda katki maddesi olarak kullanil-
maktadir. Bunlardan sodyum laktat, gidanin
pH’sim1 degistirmedigi, tadin1 gelistirdigi, anti-
oksidatif ve antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
ve gidalarin raf Omriinlii uzattig1 i¢in tercih
edilmektedir (Wit ve Romboust, 1990; Houtsma
vd., 1993). Houtsma vd. (1996), genel olarak
sicakligin sodyum laktatin antimikrobiyal etkisi
iizerinde bir etkisi bulunmadigini goézlemisler-
dir. Buna karsin, Wit ve Romboust (1990),
optimumun altindaki sicaklik seviyelerinde anti-
mikrobiyal aktivitenin artabilecegini belirtmis-
lerdir. Sodyum laktatin antimikrobiyal aktivite-
sinin diisiik pH degerlerinde arttig1 ve asidik pH
seviyelerinde maksimum seviyeye ulastigi belir-
lenmistir (Grau, 1980; Houtsma vd., 1996).
Houtsma vd. (1996), pek ¢ok bakterinin inhibis-
yonu i¢in, pH 7.0’de 893 mM’1n {istiinde laktat
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyulurken, pH 5.7°de
268 mM’dan diisiik sodyum laktat seviyelerinin
inhibisyon igin yeterli oldugunu ortaya koy-
mugslardir. pH 6.3 seviyesinde 625-714 mM ara-
sinda sodyum laktat konsantrasyonlarinin B.
cereus’un inhibasyonu i¢in yeterli oldugu goriil-
mistiir (Houtsma vd., 1993).

Sonug olarak, sodyum laktatin B. cereus iizerin-
deki antimikrobiyal etkinligi bilinmektedir. Ancak,
bu gida katki maddesinin B. cereus’un ¢ogalma
kinetigi iizerindeki etkisi ve antimikrobiyal
aktivitesinin pH ve sicaklik etkilesimi sayisal
olarak ifade edilmemistir. Bu nedenle bu
calismada sicaklik, pH ve sodyum kloriiriin
sodyum laktatin B. cereus’un biiyiime kinetigi
tizerindeki etkisinin modellenmesi ve pH,
sicaklik ve sodyum kloriiriin sodyum laktatin
antimikrobiyal aktivitesi tiizerindeki etkisinin
incelenmesi amag¢lanmaktadir.

Materyal ve metod

Suslar

Calismada ti¢ farkli B. cereus susu kullanil-
mistir: DSMZ 4313 ve DSMZ 4312 (DZMZ,
Almanya) ve NRRL B-3711 (Ulusal Tarimsal
Arastirma Merkezi, Illinois, ABD).

Besi yeri

Deneysel calismalarda sivi besi yeri olarak BHI
(Difco, Detroit, MI) ve kati besi yeri olarak
TSA (Oxoid CM132) kullanilmistir.

Hazirlanan BHI’ye uygun miktarlarda sodyum
kloriir (Merck) ve sodyum laktat (% 50, Merck)
katilarak 85 (% 0.5), 342 (% 2.0) ve 600 mM
(% 3.5) sodyum kloriir ve 0, 200 (% 1.7), 400
(% 3.5) ve 600 mM (% 5.0) sodyum laktat
konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Besi yerinin
pH’s1t 4 N KOH (Merck) ve 4 N HCI (Merck)
kullanilarak deney deseninde belirtilen seviye-
lere ayarlanmistir. Besi yeri 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmis ve pH’s1 kontrol edilmistir.

Inokiiliimiin hazirlanmasi ve bakteri
gelisiminin ol¢iilmesi

Herbir sus, BHI besi yerinde 30°C sicaklikta 18
saat boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra son
inokiilasyon seviyesi 10° kob/ml olacak sekilde
her bir sustan esit konsantrasyonlarda alinarak
pH, sodyum laktat ve sodyum kloriir seviyeleri
ayarlanip sterilize edilmis BHI 6rneklerine ekim
yapilmustir.

Bakteriyel gelisim, Baker ve Griffiths (1993)’in
acikladigi sekilde, spektrofotometre ile 600 nm
dalga boyunda absorbans degerleri Olciilerek
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(Milton Roy Spectronic 1201) takip edilmisitir.
Her bir gelisim egrisinin olusturulmasi i¢in 7-20
Olctim yapilmistir. 30 giin boyunca gelisim goz-
lenmeyen kosullarda bakterinin inhibe oldugu
kabul edilmistir.

Absorbans (ABS) degerlerini canli bakteri sayi-
sina (kob/ml) ¢evirmek icin, Hudson (1994)
tarafindan belirtildigi sekilde hazirlanan kalib-
rasyon egrileri kullanilmistir (Sekil 1-3).
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Sekil 2. B. cereus DSMZ 4312 susunun
kalibrasyon egrisi
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Sekil 3. B. cereus NRLL B-3711 susunun
kalibrasyon egrisi

Deney deseni

Veriler kismi faktoriyel deney deseni ve tam
faktoriyel deney desenine gore toplanmistir. Kismi
faktoriyel deney desenine gore yapilan galigma-
da herbir faktor iki seviyede caligilmistir:

T (Sicaklik): 8, 32°C

pH:5.3,6.3

NAL (Sodyum laktat): 0, 400 mM
NACL (Sodyum klortir): 85, 600 mM

Tam faktoriyel deney desenine gore yapilan
calismada faktor seviyeleri asagidaki gibidir:

T: 8,15, 26, 32°C
pH:5.3,5,8,6,3,6,8,7,3
NAL.: 0, 200, 400, 600 mM
NACL: 85, 342, 600 mM

Cogalma kinetik parametrelerinin
hesaplanmasi ve istatistiksel analiz

Bakteri sayisinin zamana bagli degisimini gos-
teren biiylime egrileri STATISTICA programin-
da, lineer olmayan regresyon prosediiriine gore
Gompertz fonksiyonu kullanilarak olusturul-
mustur. Gompertz fonksiyonu asagidaki sekilde
ifade edilmistir (McMeekin vd., 1993):

L (t) = A + C exp (-exp (-B (t— M)))

Bu esitlikte L(t), t zamandaki loglO bakteri
sayisi (kob/ml); t zaman (saat); A, bakterinin
baslangic  konsantrasyonu  (kob/ml), C
asimptotik ¢ogalma miktari; B, M zamandaki
bagil ¢ogalma hizi; M (saat) mutlak ¢ogalma
hizinin maksimum oldugu zamandir.

Buna gore ¢ogalma hzi (GR) ve lag fazi siiresi
(LAG) asagidaki  formiillerle  hesaplanir
(McMeekin vd., 1993):

GR=(B*C)/e (e=2.718)

LAG=M-(1/B)
Polinomal modeller ve {i¢ boyutlu grafikler,

STATISTICA programinda ¢oklu lineer regres-
yon prosediirii kullanilarak olusturulmustur.
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Sonuclar ve tartisma

Calisma sonucunda lag fazi siiresi (LAG) ve
biiylime hiz1 (GR) i¢in elde edilen ikinci derece-
den polinom modeller Tablo 1’de verilmistir.
STATISTICA programinda “Bacward Stepwise
Regression” prosediirii kullanilarak olusturulan
bu modellerde, sadece bagimsiz degiskenler
izerinde p<0.05 diizeyinde onemli bir etkiye
sahip olan parametreler alinmis, digerleri mode-
lin disinda brrakilmustir. Sekil 4-7°de, Tablo 1°de
verilen modeller kullanilarak ¢izdirilen ve
bagimsiz degiskenlerin (sicaklik, pH, sodyum
laktat ve sodyum kloriir konsantrasyonlari)
bagimli degiskenler (lag fazi siiresi, biiylime
hiz1) iizerindeki etkisini gosteren ii¢ boyutlu
grafikler verilmistir. Bu grafikler, ozellikle
bagimsiz degiskenler arasindaki iliskilerin anla-
stlmast agisindan kolaylik saglamaktadir.

B. cereus’un biiyiime hiz1 ve lag fazi siiresi
iizerinde, sodyum laktat konsantrasyonunun is-
tatistiksel olarak onemli diizeyde (p<0.05) etki-
ye sahip oldugu bulunmustur (Tablol.) Ayrica,
sodyum laktatin B. cereus iizerindeki antimik-
robiyal aktivitesinin, ortam sicaklig1 ve pH’dan
onemli diizeyde etkilendigi, yani sodyum laktat-
sicaklik ve sodyum laktat-pH etkilesimlerinin
p<0.05 diizeyinde 6nemli oldugu goriilmiistiir.
Bu etkilesimler tepki-ylizey grafiklerinde goriil-
mektedir (Sekil 4-7). Sekil 4’te B. cereusun lag
faz1 siiresi (LNLAG) iizerine sodyum laktat
konsantrasyonu (NAL) ve sicakligin (T) etkisi
goriilmektedir. Houtsma vd. (1996) yaptiklari

calismada, sodyum laktatin anktivitesi {izerinde
sicakligin spesifik bir etkisinin bulunmadigin
gormiislerdir. Buna karsilik de Wit ve Romboust
(1990), optimumun altindaki sicakliklarda, sod-
yum laktatin daha ytiksek antimikrobiyal akiti-
vite gosterdigini kaydetmislerdir. Tiim bunlarin
aksine, bu caligmada, laktatin antimkrobiyal ak-
tivitesinin yliksek sicakliklarda arttig1 goriilmiis-
tiir. Bu etki Sekil 4 ve 5’te de goriilmektedir.
Hem LAG (Sekil 4) hem de GR (Sekil 5) i¢in,
yiiksek sicaklik degerlerinde laktata bagli olarak
B. cereus’un kinetik parametrelerindeki degisim
diisiik sicaklik seviyelerine gore daha fazla
olmustur. Sicaklik ve sodyum laktat arasindaki
bu beklenmeyen iliski B. cereus’a 0zgii bir
durum olabilir. Ciinkii, laktatin bir bakteri tize-
rindeki spesifik etkisinin, o bakterinin bu mad-
deye karsi hiicresel diizeyde ne tiir bir tepki
verdigine bagli olarak degistigi belirtilmektedir
(de Wit ve Romboust, 1990; Houtsma vd.,
1996). Bu nedenle bu tarz bir etkilesimin nede-
ni, B. cereus’un hiicre duvarinda sicakliga bagh
olarak meydana gelen degisimler ve bu degisim-
lerden laktat gibi maddelerin hiicre icine giri-
sinin ne sekilde etkilendigi ile agiklanabilir.

Daha once pekcok calisma sonucunda (Blom
vd., 1997; Houtsma vd., 1996; Murphy vd., 1997)
kaydedildigi gibi, bu calismada da sodyum
laktatin B. cereus iizerindeki bakteriostatik ve
bakteriosidik aktivitesinin diisik pH seviyele-
rinde yiikseldigi goriilmiistiir (Sekil 6 ve 7).

Tablo 1. LAG ve GR modelleri

Model RMSE R?
In LAG = 21.462 — 0.388*T — 4.222*PH + 0.0143*NAL + 0.003*NACL + 0.32 95.2
0.004*T? + 0.303*PH? — 0.0000065*NACL? +
0.000189*T*NAL + 0.000175*T*NACL — 0.00195*PH*NAL
In GR = -20.251 + 0.411*T + 3.743*PH — 0.0096*NAL — 0.0034*T* — 0.27 93.9

0.2220*PH? + 0.00000603*NACL? — 0.0203*T*PH —
0.00015*T*NAL — 0.000058*T*NACL + 0.0013*PH*NAL —

0.0007*PH*NACL
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Sekil 6’da goriildigii gibi, B. cereus’un lag fazi
stiresinde artan sodyum laktat konsantrasyonuna
bagli olarak meydana gelen artis diisiik pH 1
seviyelerinde, yliksek pH seviyelerine kiyasla
daha keskin olmustur. Benzer sekilde, biliyiime
hizinda artan laktat konsantrasyonuna bagh
olarak meydana azalma, diistik pH seviyelerinde
yiiksek pH seviyelerine oranla daha fazladir.
Ayni etkilesim Grau (1980) ve Young ve Foeding
(1993) tarafindan da kaydedilmistir. Laktatin
bakteriosidik aktivitesinin diisiik pH seviyelerinde
artmasinin, bakteri hiicre i¢i pH’sindaki diisiis-
ten kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Cherrington
vd., 1991; Shelef, 1994). Kaskhet (1987), hiicre
ici pH’sindaki bir diislisiin, hiicresel fonksi-
yonlar1 baskilayabilecegini ve pH’nin belli bir
seviyenin altina inmesi durumunda hiicresel
fonksiyonlarin tamamen durabilecegini belirtmistir.

Calismanin sonuglari, sodyum laktatin B. cereus 'un
bliylime kinetigi iizerinde hem bakteriostatik
hem de bakteriosidik etkiye sahip oldugunu ve
bu etkinin sicaklik ve pH’ya bagl olarak 6nemli
oranda degistigini gostermistir. Ancak, sodyum
laktatin B. cereus 1izerindeki antimikrobiyal
aktivitesinin ortamin sodyum kloriir konsantras-
yonundan etkilenmedigi goriilmiistiir.

Sekil 5. B. cereus 'un biiyiime hizi (LNGR)
lizerine sodyum laktat konsantrasyonu (NAL) ve
sicakligin (T) etkisini gosteren tepki-yiizey
grafigi (pH =6,8, NaCl = 85.6 mM)
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Sekil 6. B. cereus 'un lag fazi siiresi (LNLAG)
tizerine sodyum laktat konsantrasyonu (NAL) ve
« @l Kons: 4V pH nin (PH) etkisini gésteren tepki-yiizey
sicakligin (T) etkisini gosteren tepki-yiizey grafigi (T = 26 °C, NaCl = 85.6 mM)

grafigi (pH =6,3, NaCl = 85.6 mM)

Sekil 4. B. cereus un lag fazi siiresi (LNLAG)
tizerine sodyum laktat konsantrasyonu (NAL) ve
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Sekil 7. B. cereus 'un biiytime hizi (LNGR)
tizerine sodyum laktat konsantrasyonu (NAL) ve
pH ' 'nin (PH) etkisini gosteren tepki-yiizey
grafigi (T = 26 °C, NaCl = 85.6 mM)

Semboller
GR  :Biiyiime hizi (log artis/s)
LAG :Lag fazi siiresi (s)

T :Sicaklik (C)

NAL  :Sodyum laktat konsantrasyonu (mM)

PH pH

L(t) :tzamandaki logl0 bakteri sayist

t :Zaman (s)

A :Bakterinin baslangi¢ konsantrasyonu
(kob/ml)

C  :Asimptotik ¢cogalma miktar

B :M zamandaki ¢cogalma hizi

:Mutlak ¢ogalma hizinin maksimum oldugu
zaman (s)
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