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I. GENEL LABORATUAR BİLGİLERİ

1. LABORATUARDA ÇALIŞIRKEN UYULMASI GEREKEN KURALLAR

1. Laboratuara, personel harici kişilerin girmesine izin verilmemelidir.
2. Laboratuarda çalışma yapılırken temiz bir önlük giyilmeli, çalışma bittikten sonra çıkarılmalıdır. Bu önlükle laboratuarın dışına çıkılmamalı ve önlük cebine kesinlikle sıvı veya katı kültür konulmamalıdır. 


3. Laboratuarda analiz sonuçlarını olumsuz yönde etkileyen çevre koşulları arasında toz önde gelen bir faktördür. Bu nedenle özellikle tozlu veya çamurlu ayakkabı ile laboratuara girilmemeli ve laboratuara kesinlikle ziyaretçi alınmamalıdır.


4. Laboratuara palto, mont, kitap, defter, çanta vb. kişisel malzemeler ile girilmemelidir.


5. Laboratuarda çalışanlar kişisel temizliğe dikkat etmelidirler. Özellikle ellerinde kesik, yara olan personelin eldiven ile çalışması gerekir.


6. Laboratuarda analiz örnekleri dışında, tüketim amaçlı gıda maddesi kesinlikle bulunmamalı, bu ortamda hiçbir şey yenmemeli veya içilmemelidir.


7. Çalışma programı birgün önceden veya laboratuara girmeden önce hazırlanmalıdır, verilmiş olan çalışma tekniği aynen uygulanmalıdır.


8. Mikrobiyoloji laboratuarlarında her çalışmanın başlangıcında ve bitiminde çalışma masaları ve tezgahlar dezenfekte (% 0.5 formol, % 5 lizol vs.) edilmelidir. Özellikle eller sabunlu su ile yıkanmalı sonra dezenfektan bir madde ile dezenfekte edilmelidir.

9. Çalışırken eller ağza, burna, yüze veya göze sürülmemelidir.


10. Çalışmada (Mikrobiyolojik amaçlı) kullanılan tüm alet ve ekipmanlar kendilerine ait kaplara konularak sterilize edilmelidir.

11. Masaların üstünde lüzumlu malzemelerden başka eşya bulundurulmamalıdır.


12. Laboratuarda kullanılan malzeme ve maddelerin kırılmamasına veya bozulmamasına özen gösterilmelidir. Çalışma sonrası besiyerleri ve kimyasallar kuru, serin ve karanlık bir dolapta muhafaza edilmeli, steril malzeme ile steril olmayan malzeme ayrı yerlerde muhafaza edilmelidir.

13. Mikroplu tüpler veya petri kutuları açık olarak masa üzerine bırakılmamalıdır.

14. Ekim yaparken veya çalışırken pencereler kapalı olmalı, konuşmamalı, lüzumsuz el kol hareketleri yapılmamalıdır.

15. Pipetlerin (Mikrobiyolojik amaçlı) steril olması ve ağza gelen kısmında pamuk olması gerekir. Pamuksuz olanlar, kağıt sargısından ucu dışarı çıkanlar ve kağıt sargısı açık olan pipetler kullanılmamalıdır.

16. Pipetle tehlikeli sıvı çekerken pamuğa kadar çekilmemeli arada 6-7 cm’lik bir güven boşluğu bırakılmalıdır.


17. Mikroorganizma içeren bir materyal kırıldığında veya döküldüğünde karantina uygulanmalı, burası dezenfektana batırılmış pamukla örtülmeli ve uygun etki süresinden sonra toplanarak alınmalıdır. Bu işlem yapılırken eldiven kullanımı şarttır. Kazanın hemen laboratuar yetkililerine bildirilmesi gerekir.

18. Her türlü laboratuar çalışmasında konunun esasları, yapılacaklar ve sonuçlar dikkatli bir şekilde kaydedilmelidir.

19. Dolap, etüv, buzdolabı ve dipfrize konacak tüp, petri kutusu vs. malzemenin üzerine okunabilecek şekilde, numarası, cinsi, tarihi ve hazırlayanın adı yazılarak yapıştırılmalıdır.

20. Laboratuarda çalışmak, temizlik, düzen ve özen isteyen bir iştir. Aksi halde insan sağlığı ve çalışma güvenliği tehlikeye düşer.

1. LABORATUAR KAZALARI VE ÖNLEMLERİ

Patojen Kültür Yutma

Önce ağız bol su ile yıkanır ve gargara yapılır. Sonra 1/2000 bichloride de mercure veya sulu hidrojen peroksitle ağız dezenfekte edilir. Gerekli durumda antibiyotik veya antiserum uygulanmalıdır.

Kesik ve yaralar

Çalışma esnasında cam, tüp, pipet vs. kırılması ile ellerde küçük veya büyük kesik yaralar oluşabilir. Bu durumda, kesik yer yukarıdan boğulup bağlanarak kan kaybı önlenir. Sonra oksijenli su (Hidrojen peroksit) veya damıtık alkol ile yara yeri yıkanır. Bir antibiyotik toz uygulanır ve gazlı bezle sarılıp, kapatılır. Cam kırılmasında oluşan yaralanmalarda, kesik yerler birkaç dakika sıkılıp kanatılarak, yara içerisinde cam parçacığının kalmamasına dikkat edilir. Derin ve ciddi kesiklerde, kan kaybını önlemek için, ilk yardım olarak kanayan yerin yukarı kısmı turnike uygulanarak boğulur ve 4-5 dakika aralıklarla gevşetilir hemen tıbbi yardıma başvurulur.

Yanıklar

Alev veya sıcak metal ve camın neden olduğu kuru yanıklarda tannik asit merhemi veya başka bir yanık merhemi kullanılabilir. Kabarcıklar oluşmuşsa aseptik koşullarda içi açılarak boşaltılır ve pansuman uygulanır.

Asit Yanıklarında

Asit ile temas eden yer bol su ile yıkanır. % 5’lik sodyum bikarbonat veya amonyum hidroksit solüsyonu ( %5) ile pansuman yapılır.

Alkali Yanıklarında

Yanan bölge bol soğuk su ile yıkanır. % 1’lik asetik asit veya %5’lik borik asit ile pansuman yapılır.

Fenol Yanıklarında

Yara alkol ile yıkanıp pansuman yapılır.

Yakıcı Gaz koklama

Hasta temiz havaya çıkarılır, yüzü yere doğru yatırılır, başı göğsünden aşağıda olmak üzere tutulur ve akciğerden yakıcı gaz boşaltılır. Eğer amonyak ciğerlere kaçmışsa asetik asit, asit kaçmışsa sulandırılmış amonyak, H2S için ise %5’lik amonyum hidroksit koklatılır. Ayrıca süt, yumurta akı, zeytinyağı verilir.

3. LABORATUARDA KULLANILAN BAZI ALET VE MALZEMELER
OTOKLAV

Basınçlı su buharı ile sterilizasyon yapmaya yarayan bir cihazdır. Sıkıca gövdeye bağlanan bir kapağı vardır. Genel olarak, içindeki buhar basıncını ölçen bir manometre, sıcaklığı gösteren termometre ve su seviyesi göstergesine sahiptir. Ayrıca, aşırı derecede yükselen basıncı düşürerek patlamayı önleyecek bir emniyet sibobu bulunur.

Otoklav çalıştırılmadan önce su seviyesi kontrol edilir. Buhar çıkış vanasının açık olduğundan emin olunduktan sonra, sterilize edilecek malzemeler hazneye uygun şekilde yerleştirilir. Kapak kapatılarak sıkılaştırılır. Alet çalıştırılır, yoğun su buharı çıkışı gözlendiğinde vana kapatılır. Otoklav içerisindeki basınç yükselmeye başlar. Manometre bir atmosfere geldiği zaman , sıcaklık 121oC’yi bulur. Sterilize edilecek maddelerin cins ve miktarına bağlı olarak, 121oC’de 15-30 dakika sterilizasyon gerçekleşir. Otoklavın çalışması durdurularak, soğuması beklenir. Basınç göstergesi sıfıra düştüğü zaman buhar vanası yavaşça açılır. Basınç düşmeden vana kesinlikle açılmamalıdır!

Otoklavda sterilize edilecek besiyerleri ve çözeltiler ile kullanılmış ve yıkanmak üzere sterilize edilecek malzeme beraberce otoklavlanmamalı, tercihen bu iki amaçla iki farklı otoklav kullanılmalıdır.

ETÜV (İNKÜBATÖR)

Ekimi yapılan besiyerleri, çalışılan mikroorganizma için uygun sıcaklıklara ayarlanmış etüve konulurak inkübe edilir. Etüvler, ısı kaybını önlemek için çift cidarlı, izolasyonlu, iki kapaklı ve kapakları sıkıca kapanabilecek şekilde yapılmıştır. Enerji kaynağı genellikle elektriktir. Sıcaklığı sabit tutabilmek için termostat, içerideki sıcaklığı kontrol etmek için de termometresi vardır. Basit inkübatörler oda sıcaklığının üzerindeki sıcaklıklara ayarlanabilir. Ancak, oda sıcaklığının altındaki derecelere ayarlanabilen, istenilen oranda rutubet sağlayan etüvler de vardır.

PASTÖR FIRINI

Silindir veya dört köşe, çift cidarlı metal fırınlardır. İçerisindeki kuru havanın ısıtılmasıyla sterilizasyon yapılır. Fırın sıcaklığını belli derecede sabit tutmak için termostat konulmuştur. İçerisindeki sıcaklık termometre ile kontrol edilir.

Pastör fırını ile sterilizasyon otoklava göre daha pratiktir. Ancak, kuru havanın nüfuz kabiliyeti nemli havaya göre daha az olduğundan mikroorganizmaları öldürmek için fazla süre ve daha yüksek sıcaklıklara ihtiyaç duyulur. Mesela, pastör fırınında mikroorganizmalar, 150oC’de 3, 160oC’de 2-2.5, 170oC’de 1 saatte öldürülür. Laboratuarda bu alette cam ve metal malzemeler sterilize edilir. Sterilizasyon için fırınını aşırı şekilde doldurmamak gerekir. Aksi takdirde, sıcaklık fırın içinde her noktada istenilen dereceye ulaşmayabilir.

Ayrıca, kaynamaya başlayan sıvılara ne kadar ısı işlemi uygulanırsa uygulansın, sıcaklıklığının artırılamayacağı bilinmektedir. Hava basıncı arttıkça kaynama noktası yükselir. Su buharı ile basıncın yükseltilmesi prensibi ile çalışan otoklava, sterilizasyon amacı ile konulan besiyerlerinin sıcaklığı, bu sayede kaynama olmaksızın, normal atmosfer koşullarında sağlanamayacak seviyeye yükseltilebilir.

BENMARİ (SUBANYOSU)

İçine konulan suyu ısıtmaya yarayan bir rezistansı, su sıcaklığını ayarlanan düzeyde tutan termostatı, sıcaklığı gösteren bir termometresi bulunan bu aletlerden, agarlı besiyerlerinin otoklav öncesi eritilmesi, inkübasyon vb amaçlarla yararlanılabilmektedir.

SANTRİFÜJ

Bu cihazlarla merkezkaç kuvvetinden yararlanarak bir sıvıda  farklı yoğunlukta bulunan maddeleri birbirinden ayırmak mümkündür. Gerek mikrobiyoloji gerekse kimya laboratuarlarında kullanım alanına sahiptir. Amaca göre dizayn edilmiş çeşitli tipte santrifüjler bulunmaktadır.


Santrifüj tüpleri, aynı ağırlıkta olanlar karşılıklı gelecek şekilde alete yerleştirilir. Bu işlem santrifüjde dengeyi sağlamak için gereklidir. Aksi durumda alet sallanır ve tüplerin kırılmasına yol açar. Kapak sıkıca kapatıldıktan sonra cihaz çalıştırılır. Dönme hızı yavaş yavaş artırılır. Hız istenilen derecede sabitlendikten sonra belirli bir süre beklenir. Süre sonunda alet durdurulur. Dönme tam olarak durduktan sonra kapak açılır ve tüpler alınır.

KOLONİ SAYMA CİHAZI

Katı besiyerinde gelişen kolonileri kolayca sayabilmek için geliştirilmiş alettir. Sayım işlemini kolaylaştırmak için karelere bölünmüş bir cam tablosu vardır. Camın altında ışık kaynağı bulunmaktadır. Üst tarafında hareketli bir mercek mevcuttur. Sayımı yapılacak petri kutusu tabloya yerleştirilir. Lambası yakılır. Üstteki mercek ayarlanarak koloniler sayılır. Otomatik koloni sayma cihazları da yapılmıştır.

SU DiSTİLASYON CİHAZI

Gıda laboratuarlarında kullanılan suyun distile edilmiş olması gerekir. Çeşitli çözeltilerin ve /veya besiyerlerinin hazırlanması, yıkanmış malzemenin durulanması vb amaçlarla, gıda laboratuarlarında kullanılan suyun distile edilmiş olması gerekir. Mikrobiyoloji laboratuarında, cam distilatörlerde taze hazırlanmış ve pH 6.5-7.5 olan suyun kullanılması önerilir. Depolanmış suda atmosferik karbondioksit absorbsiyonuna bağlı olarak asidik özellik kazanma eğilimi vardır.

pH METRE

pH metre, üretici firmanın önerisi doğrultusunda kullanılmalı, ölçümden ve temizlendikten sonra yine üretici firma önerisi doğrultusunda elektrot korunmalıdır. pH metre düzenli olarak standart test çözeltileri ile kontrol ve gerekirse kalibre edilmelidir.

KARIŞTIRICILAR

Manyetik karıştırıcı ve tüp karıştırıcısı (Vortex), basit ancak önemli cihazlardır. Manyetik karıştırıcının ısıtıcı tablaya sahip olması çoğu kez  tercih edilen bir durumdur.

HOMOJENİZATÖRLER

Katı örneklerin ilk çözeltilerini yapmak için çok farklı sistemler ve cihazlar bulunmaktadır. Bu cihazlar başlıca  steril torbalı peristaltik homojenizatörler (Stomacher) ve rotary homojenizatörler (blender) olarak iki grupta toplanır.

TERAZİ

Besiyerlerinin, çeşitli kimyasalların, örneklerin vb tartımı amacıyladeğişik hassasiyetlerde teraziler kullanılmaktadır.

SOĞUTUCU ve DERİN DONDURUCU

Örneklerin, hazırlanmış besiyerlerinin, çeşitli katkı maddelerinin, suşların vb saklanmasında kullanılırlar.

MİKROSKOP

Gıda mikrobiyolojisinde önemli kullanım alanına sahiptir. Mikroskoplar; gözle görülemeyecek kadar küçük cisimleri, özellikle mikroorganizmaları, mercekleri vasıtasıyla büyüterek görülmesini sağlayan optik aletlerdir. Normal ışık mikroskobu, karanlık saha mikroskobu, faz kontrast mikroskobu, floresan mikroskobu, stereo mikroskop, elektron mikroskobu gibi çeşitleri vardır.


Her mikroskop optik ve mekanik olmak üzere başlıca iki kısımdan yapılmıştır. Optik kısım; oküler, objektif ve aydınlatma sistemi olmak üzere 3 bölümden oluşmuştur. Oküler; tüpün üst kısmına yerleştirilen, iki ucunda mercekler taşıyan küçük bir tüptür. Görüntüye gözle buradan bakılır. Objektifler; İncelenecek preparata yakın olan mercekler sistemidir. Objektiflerin üzerinde büyütme kapasitesini gösteren rakamlar mevcuttur. İki tip objektif bulunmaktadır. Birincisi, büyütmeleri nispeten az olan kuru sistem objektifleridir. İkincisi ise büyütme kapasiteleri daha çok olan inmersiyon objektifleridir.


Mikroskoplarda net bir görüntü elde edebilmek için iyi bir aydınlatma sisteminin olması gerekir. Aydınlatma sistemi şu kısımlardan oluşur; Ayna, Işık kaynağından gelen ışınları mikroskop sahasına yansıtır. Gün ışığından yararlanılıyorsa aynanın düz yüzü, lambadan yararlanılıyorsa iç bükey tarafı kullanılır. Kondansatör, aynadan gelen ışınları preparat üzerinde toplamaya yarayan bir mercektir. Diyafram, yan tarafta bulunan bir kol ile açılıp kapanarak aynadan gelen ışığın şiddetini ayarlayan bir yapıdır. Mekanik kısım, optik sistemin taşıyıcısı olup, ayak, tabla, kol ve tüpten oluşmuştur.

Işık kaynağı elektrik ise, aynanın çukur tarafı lambaya yöneltilir. Işık güneşten alınacaksa, mikroskop pencere kenarına yerleştirilir ve aynanın düz yüzü pencereye çevrilir. Aynadan gelen ışık kondansatöre yansıtılır. Diyafram açılır. Kondansatör yukarı kaldırılır. Kuru sistem objektiflerinden birisi inceleme pozisyonuna getirilir. Ayna ile oynamak suretiyle, okülerden bakıldığında, parlak bir görüntü alanı elde edilmeye çalışılır.


Preparat tablanın ortasına konulur. Lamın uçları kıskaçlarla sıkıştırılır. Yandan bakılarak objektif, makrometre ile tamamen aşağı indirilir. Daha sonra, okülerden bakılarak makrometre vidası ile görüntü bulununcaya kadar objektif yavaş yavaş yukarı kaldırılır. Görüntü bulununca mikrometre ile netleştirilir. 

AŞILAMA KABİNİ (STERİL BİYOGÜVENLİK KABİNİ)

Analiz edilecek ürüne dışarıdan toz ve mikroorganizma bulaşmasını önlemek amacıyla kullanılan kabinlerdir. Aşılama kabininde 1 m3 havada 4000’den fazla toz partikülü bulunmamalıdır. Çalışma sırasında genel amaçlı bir agarlı besiyeri kapağının açık bırakılması ve çalışma sonunda bu petrinin inkübasyona bırakılması ile kabindeki mikroorganizma yükü kontrol edilebilir.

ÖZE, İĞNE, EKÜVYON (SWAB)

Mikroorganizmaların bir ortamdan diğer bir ortama ekimlerinde veya lam üzerinde preparatlarının hazırlanmasında kullanılan bir alettir. Öze, 0.3-1 mm kalınlığında 5-7 cm uzunluğunda bir tel ve bu teli tutan 15-20 cm boyundaki bir saptan ibarettir. Öze teli ateşe dayanıklı, okside olmayan, yumuşak bir metaldir. Platin olanlar tercih edilir. Telin ucu yaklaşık 2 mm çapında halka şeklinde kıvrılmıştır. Telin sıkıştırıldığı sapın ucu ise çoğunlukla alüminyumdur. Sapın diğer ucu da sıcaklığı iletmemesi için plastik veya ağaçtan yapılmıştır.


İğne, özeye benzemektedir. Farkı, ucunun halka şeklinde değil de düz olmasıdır. İğne, katı besiyerlerine saplama ekim yapmada ve katı besiyerinden tek koloni almada işe yarar. Öze veya iğne kullanılmadan önce ve işi bittikten sonra, alev üzerinde dike yakın bir vaziyette tutularak sterilize edilir. Bunun yanında, tek kullanımlık özeler de bulunmaktadır.


Eküvyon, ucuna bir miktar pamuk sarılmış paslanmaz bir tel veya ince ağaç çubuktan oluşur. Ucuna pamuk sarılan çubuk deney tüpü içerisine konularak tüpün ağzı kapatılır ve sterilize edilir. Kullanılacağı zaman örnek alınacak yüzeye pamuklu uç sürülür. Özellikle ağız ve burun boşluğundan, gıda işletmelerinde çeşitli yüzeylerden örnek almada kullanılır.

BUNSEN-BEKİ

Bir borudan gelen yanıcı bir gazın hava ile karışımını sağlayarak yanmasına yardımcı olur. Tüp gaz, hava gazı veya doğal gaz hortumu bunsen bekine bağlanır. Bekin altındaki vidayla gazın havadaki karışımı ayarlanır. Uygun gaz-hava karışımında alevin dip kısmı koni şeklinde, mavimtırak olup, üstü renksizdir. Şayet hava az verilirse gaz tam yanmaz, alev turuncu bir ışık saçarak fazlaca yükselir ve is verir. Bunsen bekinde öze, iğne gibi aletlerin  sterilizasyonu yapılır. Ayrıca, mikroorganizma transferinde havadan kontaminasyonu önlemek için, ekim işlemi bunsen beki eşliğinde yapılır.

LAM, LAMEL VE ÇUKUR LAM

Lam, genellikle kalınlığı 1 mm, eni 25 mm, boyu 75 mm olan cam parçasıdır. Lamel ise lamdan daha ince, çoğunlukla kare şeklinde cam levhalardır. Kalınlığı yaklaşık 0.2 mm olup, 18 x 18 mm, 20 x 20 mm, 22 x 22 mm, 24 x 24 mm, boyutlarında lameller de vardır. Çukur lamlar normal lamlardan daha kalındır. Ortasında 1-1.5 cm çapında bir çukurluk bulunur. Mikroskobik incelemelerde kullanılırlar.

TÜPLER

Amaca yönelik olarak, çeşitli boyutlarda tüpler bulunmaktadır. Genellikle 1,5 cm çapında ve 15 cm yüksekliğindeki deney tüplerinden yararlanılır. Serolojik çalışmalarda ise 1 cm çapında ve 8-10 cm uzunluğundaki tüpler tercih edilir. Mikroorganizmaların karbonhidratlardan gaz oluşturması deneylerinde 3-4 cm boyundaki özel Durham tüpleri kullanılır.

PİPETLER

Belirli miktardaki sıvı maddeyi bir yerden diğer bir yere aktarmak için kullanılan, üzerinde hacim taksimatları bulunan cam borulardır. Boyları 20-40 cm, hacimleri 0,1 –100 ml arasında olabilen çeşitli pipetler mevcuttur. İstenilen hacimdeki sıvının tam olarak aktarılmasını sağlamak için alt ucu inceltilmiştir. Mikrobiyolojik amaçlı kullanılacak pipetlerin üst uçları pamuklanır. Pamuk havadan pipete girebilecek mikroorganizmalara engel olduğu gibi, yanlışlıkla fazla emilen sıvının ağza kaçmasına da engel olur. Yine bazı kimyasalların pipetlenmesi sırasında üst uçlarına takılan lastik puarlardan yararlanılır. Pastör pipetleri ise çoğunlukla laboratuarlarda cam borulardan yapılır. 5-7 mm çapındaki cam borular 30-40 cm’lik parçalara bölünür. Her iki uç pamuklanarak kuru hava sterilizatöründe sterilize edilir. Borunun tam ortası ateşte tutularak yumuşayan kısım çekilerek ince boru haline getirilir. Ortasından kırılarak bir cam borudan iki pastör pipeti elde edilmiş olur.


Bunların yanında, çeşitli hacimlere göre ayarlamaların yapılabildiği otomatik pipetler ve bunlara ait uçlar bu alanda kullanılabilmektedir.

PETRİ KUTUSU

İç içe geçen, 1-3 cm yükseklikte, iki parçalı cam ya da tek kullanımlık olarak tasarlanmış plastik tabak şeklinde kaplardır. Genellikle 9 cm çapında olanlar kullanılmakla birlikte çeşitli büyüklüklerde olanları vardır. 22 cm çapındaki petri kutularına Drigalski kutusu denir. Petri kutularına özellikle katı besiyerleri konularak, geniş bir ekim yüzeyi elde edilir.

BALON JOJE

Altı düz, orta kısmı küresel ve boyun kısmı ince silindir şeklinde olan cam kaplardır. Silindirik kısmında hacmini gösteren bir çizgi işareti bulunur. Özellikle çözelti hazırlanmasında kullanılır.

ERLEN MEYER

Erlenmayer, alt kısmı düz, ağzı dar, koni biçiminde olan kaplardır. Yüksek sıcaklığa dayanıklı camdan yapılırlar. Çeşitli hacimlerde Erlen meyerler mevcuttur. Besiyerlerinin hazırlanmasında, çeşitli kimyasal deneylerin uygulanmasında kullanılırlar.

BEHER GLASS

Su bardağı şeklinde, çeşitli hacimlerde üretilmiş laboratuar malzemeleridir.
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Steril biyogüvenlik kabini

II. GIDA MİKROBİYOLOJİSİ

II. 1. MİKROBİYOLOJİDE KULLANILAN BESİYERLERİ 

Mikroorganizmaların saf olarak üretilebilmeleri için hazırlanan besin ortamlarına kısaca “besiyeri” veya “kültür vasatları” denir. Mikroorganizmaların besin istekleri birbirinden farklı olduğu için, hazırlanacak olan besiyerlerinin bileşimleri de az veya çok farklı olacaktır. Mesela, bazı mikroorganizmalar sadece inorganik bileşiklerin olduğu ortamlarda çoğalabilirken, diğerleri amino asit, vitamin gibi kompleks organik bileşiklere ihtiyaç gösterirler. Bazı mikroorganizmalar da çoğalabilmeleri için özel maddelere ihtiyaç duyarlar. Bununla beraber, mikroorganizmaların bir çoğunun üretilmesinde kullanılan temel maddeler çok fazla değildir. Bunlar; su, et suyu veya et ekstraktı, maya ekstraktı, pepton, jelatin, agar, çeşitli tuzlar,karbonhidratlar, tampon maddeler, indikatör ve inhibitörlerdir.


Mikroorganizmaların gelişmesi ve üretilmesi için besin ihtiyaçlarının yanı sıra, besiyerinin nemi, pH’sı, kıvamı, oksidasyon- redüksiyon potansiyeli ve uygun üreme sıcaklığı dikkate alınmalıdır.

II. 1. 1 Tartım ve Eritme
Besiyeri formülasyonuna giren maddeler ayrı ayrı tartılır ya da hazır dehidre besiyeri doğrudan belirtilen miktarda tartılır. Tartım işleminde 0,01 g duyarlılıktaki terazi kullanımı önerilmektedir.


Tartım sonrası, besiyeri hazırlanacak kaba gerekli suyun yarısı veya 1/3’ü konulur, tartımlar bu suyun içine ilave edilip yeterince karıştırıldıktan sonra, kalan su erlenin ağzında kalmış besiyeri bileşenlerini yıkayarak ilave edilir.


Besiyerine ilave edilecek su miktarı çoğu kez hatalı ölçülür. Örneğin besiyeri hazırlanırken “dehidre besiyerinden 23 gram  1 litre suda çözülüyor” ise bunun anlamı 23 gram dehidre besiyeri  üzerine 977 ml saf su ilave edilecek demektir.



Bazı dehidre besiyerleri suda kolay erimezler bu gibi durumlarda besiyerinin 50oC’ye kadar ısıtılarak karıştırılması veya besiyerine ilave edilecek saf suyun 50oC’de olması bu işi kolaylaştırır.


Eğer sıvı besiyeri hazırlanacak ise (Broth \ Buyyon), dehidre besiyeri tümüyle eridikten sonra tüplere, küçük hacimli erlenlere veya balonlara dağıtılır ya da doğrudan sterilize edilir. Besiyeri bileşimimde agar varsa daha küçük hacimli kaplara dağıtmadan veya doğrudan sterilizasyondan önce agarın tam olarak erimesi için besiyerinin sürekli karıştırılarak kaynama sıcaklığına kadar getirilmesi, agar tam olarak eridikten sonra kabın doğrudan sterilizasyonu veya sürekli karıştırılarak ve 50oC’de tutulmak kaydıyla küçük kaplara dağıtıldıktan sonra sterilizasyonu gerekir.

II. 1. 2. Besiyeri pH’sının Ayarlanması

Besiyerinin pH’sı, besiyerinin sterilizasyon sonrası oda sıcaklığındaki (25oC) pH’sıdır. Usulüne uygun olarak depolanmış ve raf ömrü bitmemiş ticari dehidre besiyerlerinde nötral su ve temiz cam malzeme kullanılması, besiyeri sterilizasyonunun sulandırmadan sonra vakit geçirmeden yapılması ile besiyeri pH’sında bir sorun çıkmaz.


Sterilizasyon sonrasında pH ayarlanması gerekli ise, aseptik koşullarda alınacak belirli bir hacimdeki besiyerinde titrasyon ile pH ayarlanması yapılır, basit orantı ile asıl kaptaki besiyerine ilave edilecek asit ya da alkali miktarı hesaplanır, aksine bir belirtme yok ise genel bir kural olarak pH ayarlanmasında filtre ile sterilize edilmiş 1 N NaOH ve 1 N HCl kullanılır. Sıvı besiyerinde pH ayarlanması kuşkusuz katı besiyerine göre çok daha kolaydır. Katı besiyerinde ise pH ölçüm ve ayarlama işleminin  agarın jelleşme sıcaklığının  üzerinde yapılması, pH metre kullanılıyor ise sıcaklık düzeltmesine dikkat edilmesi gereklidir.

II. 1. 3. Besiyerinin Sterilizasyonu

121oC’lik sıcaklık uygulaması ile bozulmayan besiyerleri otoklavda sterilize edilirler. Otoklavda, 121oC’de 15 dakika içinde endosporlar dahil bütün mikroorganizmalar öldürülürler, ancak sterilize edilecek besiyeri hacmine göre bu süre arttırılabilir. Mesela, normal test tüpleri içindeki besiyerleri 121oC’de 15 dakika sterilize edilirken, 500 ml’lik erlenlerin 20 dakika,  1 litreliklerin 25 dakika, 2 litreliklerin 30 dakika sterilize edilmesi gerekir.


100oC’nin üzerindeki sıcaklıklara dayanamayan besiyerleri Koch kazanında 100oC’de 20-30 dakika ısıtılmak suretiyle sterilize edilirler. Gerekirse bu işlem birbirinin ardı sıra 2-3 gün tekrarlanır.


 Besiyeri hazırlandıktan hemen sonra sterilize edilmesi gerekir. Kısa bir süre sonra sterilize edilecekse buzdolabında bekletilebilir. Sterilize edilmeden, uzun süre oda sıcaklığında bekletilen besiyerleri mikroorganizma gelişmesi sonucu bozulurlar.
II. 1. 4. Sterilizasyon Sonrası İşlemler

Katkıların ilave edilmesinde sıvı besiyeri için bir sorun yoktur. Besiyeri ve katkı maddeleri oda sıcaklığında aseptik olarak karıştırılır. Agarlı besiyerinde ise agarın henüz sıvı formda kalabildiği yeterince düşük bir sıcaklıkta katkı maddeleri ilave edilir. Bu ilavede aşağıda konulara dikkat edilmesi gerekir.


Katkı maddesi asla soğuk olmamalıdır(25-35oC arası olmalıdır). Böylelikle, agarlı besiyerinde katkının ilavesi ile ani soğumalar ve yerel jelleşmeler önlenmiş olur. İlave edilen katkının homojen bir şekilde karışmış olmasına dikkat edilmelidir.


Sterilizasyon sonrası agarlı besiyerleri steril petri kutularına dökülebilir, tüplerde yatık agar veya dik agar, erlende yatık agar şeklinde hazırlanabilir ya da Rouxe şişelerinde kullanım için bölünebilir. Agarlı besiyerleri her zaman erlen\ balon\ şişelerde sterilize edilir ve sterilizasyon sonrası steril petri kutularına aseptik koşullarda dökülür. Petri kutularında agarlı besiyeri kalınlığı 5 mm (petri çapına bağlı olarak yaklaşık 12.5 ml) kadar olmalıdır.

II. 1. 5. Besiyerlerinin Muhafazası

Çoğu laboratuarda besiyerleri hazırlandıktan sonra sterilize edilir ve daha sonra kullanmak üzere depolanır. Bu uygulamaya çeşitli besiyeri katkıları da girer. Prensip olarak besiyerleri hazırlandıkları gün kullanılmalı, depolamadan elden geldiği ölçüde kaçınılmalıdır. Fakat bazı besiyerlerinin yüzey kuruması için 1 gün bekletilmesi üretici firmalar tarafından önerilmektedir. Tersine olarak, özellikle antibiyotik içeren bazı besiyerleri hazırlandıkları gün kullanılma zorunluluğu vardır.

Hazırlanmış besiyerlerinde raf ömrünü belirleyen en önemli faktörler ışık, nem, sıcaklık ve besiyeri bileşimidir. Besiyerlerinin depolanmasında dikkat edilmesi gereken kurallar şunlardır:

( Hazırlanmış besiyerleri karanlıkta depolanmalıdır. Genel olarak basit bileşimli agarlı besiyerleri 3-4 hafta, basit bileşimli sıvı besiyerleri 2-3 ay depolanabilir.

( Agarlı besiyerleri streç filme sarılarak depolanabilir.

( Besiyerleri tercihen 6-8oC’de ( buzdolabının alt rafında) depolanmalı, ancak, asla dondurulmamalıdır. Bazı besiyerleri 6oC’nin altında depolanamaz.

( Kompleks ve inhibitör içeren besiyerlerinde depolama süresi daha azdır.

II. 2 MİKROBİYOLOJİK ANALİZ İÇİN ÖRNEK ALIMI ve ÖRNEĞİN ANALİZE HAZIRLANMASI

Bir gıda maddesinin bozulmuş olup olmadığını, tağşiş edilip edilmediğini veya içerisinde sağlığa zararlı maddelerin varlığını anlamak için, o gıda maddesinden örnek alınması gerekir. Gıdaların mikrobiyolojik kontrolünde örneğin uygun bir şekilde alınması, alındığı gıda maddesini temsil edebilmesi  ve özelliğinden hiçbir şey kaybetmeden kontrol laboratuarına ulaştırılması gerekir.


Kontaminasyonu engellemek için, örnekler orijinal kapları ile laboratuara getirilmelidir. Eğer numune kapları büyükse, aseptik şartlar altında temsili örnekler alınır ve steril kaplara konularak laboratuara getirilir. Bu nedenle, örnek şişelerinin önceden steril edilmesi pratik fayda sağlamaktadır. Sonda ve delici gibi aletler kullanılacaksa, bunlar her örnek alımından sonra steril edilmelidir. Numune kapları ise, steril, temiz, kuru, deliksiz, geniş ağızlı ve uygun hacimde olmalıdır.


Gıda Maddeleri Tüzüğü ve Standartlarda belirtilen özel durumlar haricinde genel olarak 100’lük partiden %4, 100-500’lükten ilk 100 için %4 ve diğerlerinden %2, 500-1000’lik partiden ise 500’den sonraki sayı için %1 örnek alınır. Bu amaçla, laboratuar personeli örneğin laboratuara gereken koşullarda getirilip getirilmediğini kontrol etmeli, eğer standart koşullarda getirildiğine emin olursa örneği analiz için kabul etmeli, aksi halde ya reddetmeli ya da kabul formuna örnek ile ilgili tüm olumsuzlukları yazmalıdır. 


Laboratuara gelen ve kabul edilen örnek üzerinde laboratuarın özelliğine göre kabul tarihi, kabul saati, ürün ile ilgili tüm bilgiler( üretim tarihi, ambalaj özellikleri, parti no, vardiya no, örneğin alındığı saat vb.) yazılmalıdır. 


Alınan örnekler bütün grubu temsil etmeli ve analize kadar uygun koşullarda muhafaza edilmelidirler. Bir gıdanın değişik parçaları, farklı kalite özellikleri gösterebilir. Numune alırken bunlara dikkat edilmelidir. Analiz için gelen örnek mümkün olan en kısa sürede analize alınmalıdır.

Sıvı gıdalar laboratuara ulaştığında ve bunlardan örnek alırken, sıcaklık ölçümleri yapılmalı ve kaydedilmelidir. Dondurulmuş ve öğütülmüş gıdaların sıcaklıklarında değişim olmadan laboratuara ulaşması sağlanmalıdır.

Laboratuara getirilen örnek hemen analize alınamıyorsa, dondurulmuş gıdalar -20oC’de, soğukta muhafaza gereken kolay bozulabilen gıdalar da 0-4oC’de, en fazla 36 saat muhafaza edilmelidir.


Dondurulmuş gıdalar ancak çözündürüldükten sonra analize alınabilir. Bunun için örnek 2-5oC’de 18 saat içinde ya da 45oC’nin altında 15 dakika içinde çözündürülmelidir.


Analize başlarken örnek kapları steril şartlarda açılarak, örneğin çevreden, çevrenin örnekten kontaminasyonu önlenmelidir. Ambalaj ateşe dayanıklı maddeden yapılmışsa, açılacak kısım önce alevden geçirilir sonra açılır. Kağıt, karton, selofan, alüminyum folyo gibi ambalajlar ise % 70 ( v/v) alkol gibi antiseptik bir maddeye batırılmış pamukla silindikten sonra açılmalıdır.


Sıvı örnekler (süt, meyve suyu vs.) homojen hale gelinceye kadar çalkalanır. Katı örnekler ise, steril bir bıçakla alınarak önce tartılır, sonra homojenizasyon vs. gibi ön işlemlere tabi tutulur.


Gıda örneklerinin homojen hale getirilmesinde çeşitli yöntemler kullanılabilir. Döner bıçaklı karıştırıcı (blender), peristaltik tip karıştırıcı (Stomacher), ultra-turrax ve mikser (vortex mixer) gibi aletlerden yararlanılabilir. Örneğin yüksek hızda ve uzun süre parçalanması hücrelere zarar verir. Yetersiz parçalanmada ise mikroorganizmalar dilüsyon çözeltisi içine tam geçmez. Bu nedenle parçalanma süresi 2 dakikan az, hızı da 15-20000 devir/dak olmalıdır. Önerilen en uygun yöntem filtreli “Stomacher”de 2 dakika homojenizasyondur.

II. 2. 1. Dilüsyon Hazırlama (Seyreltme)

Gıdalardaki mikrobiyel yüke ve analiz yöntemine bağlı olarak seyreltme yapılması gerekebilir. Seyreltmede, seyreltme çözeltisi seçimi ve seyreltmede kullanılacak oran önemlidir. Seyreltme çözeltisi olarak fizyolojik tuzlu su, peptonlu su, tamponlanmış peptonlu su, peptonlu fizyolojik tuzlu su, ¼ Ringer çözeltisi (süt ürünleri için), şeker konsantrasyonu yüksek ürünler için % 20 glikoz içeren seyreltme çözeltisi kullanılır. Seyreltme işlemi 1:9 oranında yapılır. Böylelikle  sayım sonucu rahatlıkla hesaplanabilir.


Genel olarak sayım yapılacak gıdalar için ilk hazırlanacak seyreltme 10 g. (veya ml) gıda+ 90 ml seyreltme çözeltisi şeklindedir. İçerisinde 9 ml steril seyreltme çözeltisi bulunan tüpe 10-1’lik (1/10) dilüsyondan 1 ml aktarılarak homojenize edilir. Aynı işlem daha sonraki tüplere de 1 ml seyrelti + 9 ml seyreltme çözeltisi şeklinde hazırlanır.

Seyreltme işleminden sonra en kısa süre içinde ekim yapılmalıdır. Çeşitli ekim metodları vardır. Bunlardan amaca uygun olanı seçilmelidir.

II. 3. MİKROORGANİZMA SAYIM YÖNTEMLERİ

II. 3 1. Dökme Plak Yöntemi

( Steril boş petri plaklarına 10-1, 10-2,  10-3,.....’lik seyreltilerden paralelli olarak 1’er ml aktarılır.

( Su banyosunda 45oC’de muhafaza edilen uygun besiyerinden petrilere 10-15 ml dökülür.

( Dairesel hareketlerle örnekle besiyerinin karışması sağlanır.

( Besiyeri katılaştıktan sonra petriler ters çevrilerek önerilen sıcaklıklarda ve sürede inkübe edilir.

( İnkübasyon sonrası petrideki koloniler sayılır. Aritmetik ortalamaları alınarak dilüsyon faktörü ile çarpılır. Petride gelişen koloniler sayılırken 30-300 koloni arasındaki değerler kabul edilir, bunun dışındakiler dikkate alınmaz.

Yöntemin avantajı; ekim yapılacak tüpten 1 ml pipetlendiği için, yayma yöntemine göre 10 misli daha az mikroorganizma içeren örneklerde sayım yapılabilmesidir. Dezavantajları ise, sıcak dökülen besiyerinin petrilere ekim yapılıncaya kadar erimiş halde (45oC’de) tutulması ve bunun besiyeri üzerine olumsuz etkisi, bir hata sonunda yedek besiyeri kullanımındaki sıkıntılar, mikroorganizmaların petrinin tabanına veya yüzeyine yakın olmalarına bağlı olarak oksijenden farklı düzeyde faydalanmaları ve dolayısıyla farklı düzeyde gelişmeleridir.

II. 3. 2. Yayma Plak Yöntemi

( Steril boş petriye 10-15 ml besiyeri dökülür. Katılaşması  ve yüzeyin kuruması beklenir.

( İstenilen oranlardaki seyreltilerden 0.1 ml petrilere ekim yapılır, steril drigalski spatulleri ile besiyerinin üzerinde homojen dağılımı sağlanır.

( Belirtilen süre ve sıcaklıklarda yapılan inkübasyon sonucu petride üreyen koloniler sayılıp, dilüsyon faktörü ile çarpılır. Bu yöntemde örnekten 0.1 ml alındığı için bunun 1 ml’ye göre hesaplanması için sonuç 10 ile çarpılır.

Dökme plak yönteminde bahsedilen avantajlar bu yöntemde dezavantaj, dezavantajlar ise bu yöntem için birer avantajdır.

II. 3 3. Damlatma Plak Yöntemi

( Steril boş petri kutularına 10-15 ml besiyeri dökülür. Katılaşması beklenir.

( İstenilen oranlardaki seyreltilerden 0.01 (ya da 0.05; besiyeri uygun ise 0.1) ml petrilere damlatılır, yayma yapmadan besiyerinin damlayı emmesi beklenir. Bu yöntem sayımdan çok titre belirleme ( yarı kantitatif sayım ) amacıyla kullanılır.

II. 3. 4. Spiral Plak Yöntemi

Besiyeri içeren petri kutularına merkezden kenarlara doğru seyrelterek spiral şekilde ekim yapılır. Bu yöntemde agarlı besi ortamının her bölmesine bırakılan sıvı miktarı bellidir. İnkübasyondan sonra koloni sayımı, özel bir şablon kullanılarak gözle veya lazerle çalışan elektronik sayıcılarla yapılır.


Bu yöntemde farklı seyreltim sonuçlarını bir arada görebilmek mümkündür. Aynı zamanda besiyeri tüketimi ve petri kutusu sarfiyatı azalmakta, ekim işlemi kolaylaşmaktadır.

II. 3 5. Membran Filtrasyon Yöntemi

Daha çok işletmelerde üretim kontrolü için kullanılan bir yöntemdir. 2-4 saatte sonuç alınabilmekte bu sayede düşük miktardaki mikroorganizmalar da izole edilebilmektedir. Membran filtreler, 10 nm ile 8 nm gözenek büyüklüğü olan, selüloz asetat, selüloz nitrat veya  selüloz ester yapısındadır. Mikrobiyolojik analizlerde genellikle 0,3-0,7 (m gözenekli filtreler kullanılır.


Örnek doğrudan veya seyreltilerek membran filtreden vakum altında süzülür. Membran filtrenin yüzeyinde kalmış bakteriler membrana uygun bir besiyeri veya besiyeri emdirilmiş absorban ped üzerinde inkübe edilerek saptanmaktadır.


Yöntem daha çok, su ve berrak içeceklerin analizinde kullanılmaktadır. Katı gıdaların analizinde seyrelti çözeltisindeki kaba partiküller filtrelerin  tıkanmasına neden olmaktadır. Bunlar için ön filtrelerin kullanılması gerekmektedir. 

II. 3. 6. En Muhtemel Sayı Yöntemi 

Bir örnek steril bir sıvı içerisinde seri olarak seyreltildiği zaman, dilüsyon oranı yükseldikçe içerisindeki mikroorganizma oranı azalır ve sonunda kaybolur. Bu seyreltilerden ekimler yapılarak, bu sınırın saptanması ile ortam içerisindeki mikroorganizma sayısı hakkında bir fikir edinilebilir. En muhtemel sayı (EMS) yöntemi, tüp seyreltim yönteminin geliştirilmiş bir şeklidir. Her bir seyreltiden içinde sıvı kültür ortamı bulunan üçer, dörder, beşer ya da onar tüpe 1’er ml inoküle edilir. İnoküle edilen tüp sayısı arttıkça analizin hassasiyeti artmaktadır. Ancak uygulamada yaygın olarak üçlü tüp yöntemi uygulanmaktadır. Aranan mikroorganizma için tipik gelişme gösteren (bulanıklık, gaz oluşumu, renk değişimi ) tüplerin sayısı kaydedilir. 


Üründeki mikroorganizma sayısı düşük ise sıvı örneklerde direkt örnekten 1’er ml ekim yapılabilir. Katı örneklerde ise ilk seyreltiden, 10 ml çift güçlü besiyeri (2 misli konsantrasyona sahip ) bulunan üç veya beş tüpe 10’ar ml, tek güçlü 10 ml sıvı besiyeri bulunan diğer seriler halindeki tüplere ilk ve ileri seyreltilerden 1’er ml ekimler yapılarak, uygun koşullarda inkübe edilir. 


Seyrelti oranı dikkate alınarak EMS çizelgelerinden örnekteki mikroorganizma sayısı bulunur.

NOT: “Çizme plak tekniği”, koloni sayısını vermez, ancak identifikasyon amacıyla yapılan ekimlerde, kolonilerin tek düşürülmesi ve dolayısıyla tanımlanmalarına olanak sağlar. Bunların dışında, gıda içinde aranan mikroorganizmanın sayısından ziyade varlığı veya yokluğu değerlendirilecekse, yine bu teknikten yararlanılır. Bu yöntemde, sıvı kültür ya da üremiş olan koloniye temas ettirilen öze ile, katı besiyeri yüzeyine çizgiler şeklinde ekim yapılır.

II. 4 İNKÜBASYON

Aranacak / sayılacak mikroorganizmaya göre, inkübasyonda sıcaklık ve atmosfer koşulları sağlanmalıdır. Genel olarak psikrofilik bakteriler 7oC’de, Listeria, mezofil aerob bakteriler ve maya küfler  28-30oC’de , Enterobakteriler, Clostridium, Staphylococcus gibi bakteriler 35-37oC’de, termofiller 45oC’de inkübe edilir. Özel çalışmalar için 4oC, 44.5oC, 55oC , 60oC  gibi inkübasyon sıcaklıkları da kullanılır.

İnkübasyon atmosferi olarak, aeroblar ve fakültatif anaeroblar  için normal atmosfer koşulları , mikroaerofiller için % 3-5 CO2 atmosferi sağlanmalı, Anaeroblar için inkübasyon ortamından oksijen uzaklaştırılmalıdır. Özel olarak geliştirilmiş CO2’li, vakumlu inkübatörlerin yanında anaerob ortamın sağlanması için çok çeşitli yöntemler kullanılmaktadır.

Katı besiyeri üzerine ekimden sonra 1 kat daha aynı besiyerinden dökülerek mikroorganizmanın hava ile teması kesilir. Böylece mikroorganizmaya sınırlı bir anaerob ortam oluşturulabilir. Benzer uygulama sıvı besiyeri üzerine steril sıvı parafin ilavesi ile sağlanır.

Jar içine petri kutuları, tüpler vb. materyal yerleştirildikten sonra bir mum yakılır ve desikatörün kapağı kapatılır. Mum, oksijen bitinceye kadar yanar ve ortama CO2 verir. Bu sistem mikroaerofil mikroorganizmaların geliştirilmesi için kullanılabilir.

Cam veya plastik fanus, plastik torba vb. kaplar içine ilave edilen çeşitli kimyasallar, atmosferik oksijeni bağlamakta ve başarılı bir anaerobik veya mikroaerobik ortam sağlamaktadır.

II. 5 ÜREMELERİN DEĞERLENDİRİLMESİ

Sıvı besiyerinde inkübasyon sonucu oluşan bulanıklık, tortu veya zar oluşumu üremeyi gösterir. Üreme bir öze dolusu alınan sıvının boyanması ile kesin teşhis edilir.


Katı besiyerinde üreme koloni oluşumu ile gözlenir. Teorik olarak her bir mikroorganizmadan bir koloni oluştuğu kabul edilir. Koloni özellikleri mikroorganizma türüne göre farklılık gösterir. Bu farklılık mikroorganizmaların teşhisinde yardımcı olur. Bununla birlikte mikroorganizmalar farklı besiyerinde  farklı koloniler oluşturabilirler. Koloninin; büyüklüğü, şekli, kenarlarının ve yüzeyinin düzgün olup olmadığı, mat veya parlak oluşu, kanlı besiyerinde ise hemoliz oluşturup oluşturmadığı gözlenir.

II. 6. GIDA KAYNAKLI HASTALIKLARDA ÖNEMLİ ROL OYNAYAN MİKROORGANİZMALARIN İZOLASYON ve İDENTİFİKASYON TEKNİKLERİ

İzolasyon, “Ayırmak” anlamındadır ve bir mikroorganizmanın saf halde elde edilmesi şeklinde yorumlanabilir. Karışık kültürlerden sadece istenilen bir ya da daha fazla mikroorganizmanın saf halde elde edilmesi, karışık bir kültürde bulunan tüm mikroorganizmaların ayrı ayrı saf halde elde edilmesi ya da saf olduğu sanılan mikroorganizmaların saflık kontrolünün yapılması şeklinde olabilir. Yani farklı amaçlarla farklı izolasyon çalışmaları yürütülebilir.

İzolasyon amacıyla kullanılan tüm yöntemlerde “besiyeri seçimi” en önemli aşamadır. Amaca ve izolasyon yöntemine göre, sıvı veya katı besiyeri, genel veya selektif besiyeri kullanılır.


Genel besiyerlerinin bileşimlerinde sadece besin maddeleri vardır ve bu besiyerlerinde çok sayıda mikroorganizma gelişebilir. Selektif besiyerleri ise, belirli grup ya da tek bir mikroorganizmanın geliştirilmesine yönelik olarak, yarı selektif ya da tam selektif olarak hazırlanır. Selektif besiyeri hazırlanmasında hedef, mikroorganizma ile beraber bulunabilen refakatçi floranın gelişmesinin baskılanmasıdır. Bu amaçla, refakatçi florayı en fazla baskılayacak, ancak hedef mikroorganizmayı en az etkileyecek kimyasalların yanında, hedef mikroorganizmanın yararlanabileceği, ancak refakatçi floranın yararlanamayacağı kompleks besin maddelerinden yararlanılmaktadır.

Mikroorganizma izolasyonunun temel basamağı “koloni elde edilmesidir” İzolasyonda kullanılacak materyalin özelliğine göre farklı ön işlemler gerekebilir.

- Materyal sıvı ise doğrudan katı besiyerine sürme yapılır.

- Materyal katı ise öncelikle serum fizyolojik, ringer çözeltisi, peptonlu su ile muamele edilerek katı materyaldeki mikroorganizmaların sıvıya geçirilmesi sağlanır.


Sürme işleminden sonra uygun sıcaklık ve atmosfer ortamında (aerobik, mikroaerobik, anaerobik) inkübe edilerek koloni oluşması beklenir. Oluşan koloniler arasından etrafında başka koloni bulunmayan biri seçilir ve bu koloni bir öze ile besiyeri üzerinden hafifçe kazınır ve derhal 1-2 ml steril fizyolojik serum içinde süspanse edilir.


Koloni, “katı besiyerinde tek bir hücrenin çoğalması sonunda meydana gelen milyonlarca hücrenin oluşturduğu yapı” olarak tanımlanır. Yani, koloninin besiyerinden kazınması ve serum fizyolojik içinde süspanse edilmesi ile saf kültür elde edilmiş olur. Bu süspansiyondan, daha sonra çalışmanın amacına uygun sıvı veya katı besiyerine ekim yapılır ya da mikroskobik olarak incelenir.

İdentifikasyon ise, “Tanımlama” anlamındadır ve izole edilmiş bir mikroorganizmanın cins ve türünün (ya da serotipinin) belirlenmesi işlemini ifade eder. Bu amaçla, basit biyokimyasal testler ile immunolojik, genetik, immunoenzimatik vb. pek çok gelişmiş yöntemden yararlanılır.


İdentifikasyonda genel olarak üç basamak vardır. Bunlar sırasıyla morfolojik ve fizyolojik özelliklerin belirlenmesi, biyokimyasal testlerin ve gerekirse de serolojik ve\veya toksin belirleme testlerinin uygulanmasıdır. Biyokimyasal testler de kendi içinde belirli aşamalar ile yapılır. Elde edilen bulgular temel kaynaklarda verilen sonuçlarla karşılaştırılır ve buna göre sonuç elde edilir.

Bakterilerin bireysel morfolojileri, boyutlarının çok küçük olması nedeniyle ancak mikroskop altında gözlenerek saptanabilir. Bu amaçla, uygun sıvı veya katı ortamlarda saf olarak üretilen bakterilerden hazırlanan preparatlar, özel boyalarla boyanarak incelenir. Mikroskop altında bakterilerin; bireysel formları (yuvarlak, oval, kokoid, çomak, kokobasil, virgül, spiral, pleomorfik, vs.), büyüklüğü, kenarları (düz, köşeli, eğri, paralel, vs.), dizilişi (küme, zincir, flament, vs.) spor durumu (var veya yok, varsa terminal, subterminal, sentral, lateral, vs.) granül( var ya da yok), boyama özelliği (Gram negatif veya pozitif, asido rezistans, homojen boyanma, vs.) flagella ve fimbriaya sahip olup olmadıkları, hareketlilik durumu, vs. incelenir.

Bakterilerin büyük bir bölümü katı ve sıvı ortamlarda, aerobik, anaerobik, mikroaerobik koşullarda üreyebilme yeteneğine sahiptir. Bakteriler uygun bileşimdeki veya zenginleştirilmiş katı besiyerlerinde, uygun inkübasyon sıcaklığında, belirli bir zaman sonunda, gözle görülebilecek büyüklükte koloniler meydana getirirler. Bakterilerin katı ortamlarda oluşturdukları kolonilerin, büyüklüğü, morfolojik ve yapısal özellikleri ayrıntılı olarak incelenir.

Kolonilerin S, R, M, L formları, rengi, kokusu, hemoliz durumları ve diğer morfolojik özellikleri ayrıntılı olarak gözlenir ve belirlenir. Bazı bakteriler aerobik koşulları, diğerleri ise anaerobik veya mikroaerobik ortamları sever ve böyle şartlarda üreme gösterirler.

Uygun sıvı besiyerlerinde bakteriler, belli bir süre sonra, bol, zayıf veya orta derecede üreme yeteneğine sahiptirler. Üstte pellikül, dipte tortu, saç gibi, veya granüllü bir üreme gösterebilirler.Üreme tipi, besiyerinin bileşimi, inkübasyon sıcaklığı ve süresine bağlı olduğu gibi, genetik faktörler de etkilidir.

Bakterilerin cinslerine göre fizyolojik karakterleri de değişmektedir. Üreme ısıları, inkübasyon süreleri, oksijene ihtiyaç durumları, gereksinim duydukları besiyerinin bileşimi ile diğer fizyolojik özelliklerinin araştırılması ve saptanması gereklidir.

Biyokimyasal özelliklerin belirlenmesi amacıyla çok değişik testlerden yararlanılır. Bunlar arasında, karbonhidrat fermentasyonu ve H2S oluşturmanın yanında, indol, metil red, voges proskauer, sitrat, nişasta hidrolizi, jelatin eritilmesi, üreaz , katalaz, oksidaz ve koagulaz aktivitesi vs. gibi testler yer alır.

II. 6. 1. TOPLAM BAKTERİ SAYIMI

Gıda hammaddeleri, yardımcı maddeleri, ambalaj materyali, genel olarak işletme koşulları, işleme sonrası depolama ve taşıma koşulları hakkında bilgi edinilerek bunların standartlara uyup uymadığı belirlenebilir, buna göre gıdada bozulmanın başlayıp başlamadığı ve raf ömrü saptanabilir.

Genel amaçlı bir katı besiyerinde, aerobik inkübasyon koşullarında, 28-30oC' de ve 48 saatte gelişen koloniler sayılarak gıdadaki toplam aerob mezofil bakteri sayısı belirlenir. Çeşitli kuruluşlar bu amaçla 35-37 oC’lik inkübasyon sıcaklığını önermektedirler. Analiz raporunda belirtildiği sürece inkübasyon sıcaklığının hangisi olacağı önemli değildir.

Toplam psikrofil aerob bakteri sayısı, genel amaçlı besiyerlerinin inokulasyonun ardından aerobik koşullarda,10 oC' de 7 gün inkübe edilmesi ile belirlenir. İnkübasyon sıcaklığı ve süresi konusunda literatürde farklı görüşler vardır. Gerçekte mezofil olduğu halde 10 oC' de üreyebilen bakterilerin de bu inkübasyon sıcaklığında gelişebilecekleri açıktır. Bu nedenle gerçek psikrofillerin sayılması için 4 oC’de (ya da 6,5 oC) daha uzun süre ile (14 gün) inkübasyon önerilmektedir. Psikrofil bakterilerin sayımında da analiz yapılan sıcaklık analiz raporunda belirtilmelidir. 

Toplam termofil aerobların sayımı için ise, yine yukarıda belirtilen genel amaçlı besiyerleri inokulasyonları yapıldıktan sonra, aerobik koşullarda, 45 oC' de 48 saat inkübe edilir. Benzer tartışmalar bu grup için de geçerlidir ve 55 oC yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Yine analiz raporunda belirtildiği sürece inkübasyon sıcaklığının hangisi olacağı önemli değildir.

Gıda mikrobiyolojisinde en yaygın kullanılan toplam bakteri sayımı mezofil aerob bakteri sayımıdır. Özellikle soğukta ve uzun süre depolanan gıdalar için psikrofil aerob bakteri sayımı önemlidir.



Standart analizlerde en yaygın kullanılan besiyeri Plate Count Agar (PCA) besiyeridir. PCA, mezofillerin, psikrofillerin ve termofillerin sayımı için kullanılabilir. Bu amaçla Tryptic Soy Agar (TSA); Nutrient Agar besiyerlerinden de yararlanılabilir. Özel amaçlı bakteri gruplarının sayımı için Plate Count Agar besiyerine farklı maddeler ilave edilebilir. Örneğin süt ürünlerinde toplam aerob mezofil bakteri sayımı için Plate Count Agar besiyerine %1 süt tozu ilave edilirken, deniz bakterilerinin sayımı için besiyeri deniz suyu ile hazırlanır. Benzer şekilde halofillerin sayımı için bu besiyerinde tuz konsantrasyonu artırılır. PCA’ya süt tozu katılacak ise bunun ticari süt fabrikaları üretimi olan süt tozu değil, başta antibiyotikler olmak üzere inhibitör madde içermeyen sütten elde edilen ve mikrobiyolojik analizlerde kullanılabileceği sertifiye edilen süt tozu kullanılmalı ya da doğrudan süt tozu ilave edilmiş Plate Count Agar (Plate Count Skimmilk Agar ) tercih edilmelidir.

Çalışma atmosferinde (havada) bulunan toplam bakteri ile kastedilen yine toplam aerob mezofil bakterilerdir ve bu amaçla yine aynı tip besiyerleri kullanılır. Havadan örnek almak için özelcihazlardan yararlanılır.
Standart yayma yöntemine alternatif olarak kullanılan dökme yöntemi ile çalışıldığında, özellikle psikrofillerin sayımında termal şok nedeni ile meydana gelebilecek hasarlara karşı dökme sıcaklığının 45 oC'yi geçmemesine dikkat edilmelidir. Membran filtrasyon yöntemi ile yapılan sayımlarda da aynı besiyerleri kullanılır. 

Uygulama prosedürü şu şekilde özetlenebilir:

10g örnek + 90 ml fizyolojik tuzlu su

(
Homojenizasyon

(
Dilusyonların hazırlanması

(
Katı besiyerine ekim (Tercihen yayma ya da dökme plak)

(
İnkübasyon

(
Kolonilerin sayımı ve hesaplama

ÖRNEK 1. Dökme metodu kullanılarak yapılan bir analizde 3. dilüsyondan ekim yapılmıştır. İnkübasyon sonrası besiyerinde 30 koloni sayıldığına göre örnekteki toplam bakteri sayısı nedir?

Her bir dilüsyonda örnekteki mikroorganizma sayısı 10 kat seyrelmektedir. Bu durumda tersten örneğe doğru gidilirse : 


3. dilüsyonda            30 koloni


2. dilüsyonda   
300 koloni 


1. dilüsyonda 

3000 koloni. 

Gıdanın kendisinde 30000 koloni olması gerekmektedir.

Dökme metodu kullanıldığına göre bulunan bu sayı, örneğin 1 ml’sindeki koloni sayısını verir. Sonuç kob/ ml olarak verilir. (kob: koloni oluşturan birim).

Bu örnekte sonuç; 3,0 x 104 kob/ml’dir.

ÖRNEK 2. Yayma metodu kullanılarak yapılan bir analizde 4. dilüsyondan ekim yapılmıştır. İnkübasyon sonrası besiyerinde 20 koloni sayıldığına göre örnekteki toplam bakteri sayısı nedir?

Her bir dilüsyonda örnekteki mikroorganizma sayısı 10 kat seyrelmektedir. Bu durumda tersten örneğe doğru gidilirse : 

4. dilüsyonda
20 koloni


3. dilüsyonda            200 koloni


2. dilüsyonda   
2000 koloni 


1. dilüsyonda 

20000 koloni. 

Gıdanın kendisinde 200000 koloni olması gerekmektedir.

Yayma  metodu kullanıldığına göre bulunan bu koloni sayısı örneğin 0,1 ml’sindeki koloni sayısını verir. Sonuç      kob/ ml olarak verileceğine göre örneğin 1 ml’sindeki koloni sayısını bulmak için 

0,1 ml’de            200000 koloni varsa

1 ml’de                      X koloni vardır.


X =  2000000 kob/ml

Bu örnekte sonuç; 2,0 x 106 kob/ml’dir.

II. 6. 2. MAYA ve KÜF SAYIMI

Maya – küf sayısı, açıkta pazarlanan, üretim teknolojisi gereği paketleme işleminden önce açık havaya maruz kalan, ürün pastörize olsa dahi ambalaj materyalinden bulaşma olabilen, yıkama ve soğutma/dondurma dışında teknolojik işlem görmeyen gıdalar için önemli bir kalite göstergesidir. Baharat gibi, toprakla teması fazla olan ve yıkama dahi yapılmadan sadece öğütülüp ambalajlanan ürünlerde küf sayısı oldukça yüksek iken, şekerli ürünlerde daha ziyade maya hakimdir.

Gıda mikrobiyolojisi ile ilgili standartlarda genel olarak toplam maya ve küf sayısı beraberce ele alınır. Bu deyim, toplam bakteri sayımında olduğu gibi uygun bir besiyerinde uygun inkübasyon koşulları sonunda koloni oluşturabilen maya ve küf hücrelerinin toplam sayısını verir. Genel olarak maya ve küfler için yaygın kullanılan besiyerleri ile yapılan analizlerde bu iki grup mikroorganizma kolaylıkla gelişebilirken, bakterilerin gelişerek koloni oluşturmaları başta yüksek asitlik veya antibiyotik kullanımı ile engellenir. 

Çoğu standartta toplam maya ve küf sayısı dikkate alınırken, özellikle ticari ilişkilerde azımsanmayacak boyutta olmak üzere maya ve küf sayılarının ayrı ayrı ele alınması da mümkündür. Bu koşulda ya bu iki grup mikroorganizmanın, adı geçen besiyerlerinde koloni morfolojileri dikkate alınarak ayrı sayımları yapılır ya da amaca uygun olarak farklı besiyerleri kullanılabilir. Örneğin, sadece mayaların gelişmesi isteniyor ise besiyeri bileşimine %0,25 konsantrasyonda sodyum propionat katılarak küf gelişmesi baskılanabilir. 

Toplam maya-küf sayımı için genel olarak 25-28 oC (bazı kaynaklara göre 20-22 oC) ve 5 gün süren aerobik inkübasyon yapılır. Aşırı küf miseli gelişmesi neticesinde sayım güçlüğü olacağından, sayım sonuçları 3. günün sonundan itibaren alınabilmektedir. Prensip olarak bu sürenin sonunda maya ve özellikle küf gelişimi gözlenmemişse inkübasyona 48 saat daha devam edilmektedir. Küflerin, mayalara göre daha geç koloni oluşturması, küf kolonilerinin yayılarak daha önce gelişmiş maya kolonilerini örtmesi gibi nedenlerle, maya kolonilerinin önceden sayılması ve/veya petri kutusunda işaretlenmesi yararlı bir uygulamadır. 

Maya-küf sayımı için kullanılan besiyerlerinde bakterilerin gelişmesi, ortamın asitlendirilmesi veya antibiyotik kullanımı ile önlenebilir. Asit olarak filtre ile sterilize edilmiş %10' luk tartarik asit veya laktik asit kullanılır. Asit, sterilize edilmiş ve 45 oC' a kadar soğutulup sıvı halde tutulan besiyerine ilave edilir. İlave edilecek miktar ön denemelerle saptanabilir ve aynı besiyeri için her zaman aynı asit aynı miktarda katılabilir. Asit ilavesinden sonra dondurulan besiyeri hiçbir şekilde yeniden eritilmez. Antibiyotik olarak klortetrasiklin hidroklorür kullanımı önerilir. Bu antibiyotik %1 konsantrasyonda hazırlanıp filtre ile sterilize edilir. Karanlıkta ve 4 oC' de en fazla bir ay depolanabilir. Antibiyotik, sterilize edilip 45 oC' de sıvı halde tutulan besiyerine, son konsantrasyonu 40 ppm olacak şekilde ilave edilir.

Gıdalarda maya ve küflerin sayımı için Oxytetracyclin Glucose Yeast Agar, Potato Dextrose Agar, Malt Extract Agar, Wort Agar, Rose Bengal Chloramphenicol Agar, Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar, süt ve ürünlerinin analizi için Yeast Extract Glucose Chloramphenicol Agar,, düşük su aktiviteli gıdalardaki kserofil küflerin sayımı için Dichloran Glycerol (DG 18) Agar en yaygın kullanılan besiyerleridir. 

Sayım, standart yayma veya dökme kültürel sayım yöntemi ile yapılır. Dökme yöntemi ile çalışıldığında termal şoklardan sakınmak için besiyeri sıcaklığının 45oC’yi geçmemesine dikkat edilmelidir. Yayma kültürel sayım yöntemi kullanılmasının, besiyeri yüzeyinde maya ve küflerin daha hızlı üremesi, düzgün ve standart koloni oluşumu, sayım sonrası izolasyon identifikasyon kolaylığı nedeniyle daha avantajlı olduğu belirtilmektedir. 

Küflerin sayımında EMS yöntemi pratik olarak kullanılmamakla beraber, maya sayımında bu yöntem kullanılmaktadır.
Ozmofilik – ozmotolerant maya sayısı, başta elma suyu konsantresi olmak üzere, meyve suyu konsantrelerinde, hemen hemen en önemli hatta tek mikrobiyolojik kalite kriteridir. Bu grup mayalar meyve suyu konsantrelerinde gelişerek üründe bozulmalara neden olmaktadır. Ozmofilik – ozmotolerant mayaların beraberce sayımında çoğunlukla %50 Glikoz Broth besiyerinin kullanıldığı EMS yönteminden yararlanılır.Bununla birlikte, Uluslararası Meyve Suyu Federasyonu (IFU) her iki grubun ayrı sayımını önermektedir.

Howard Lamı ile küflü saha sayımı özellikle salça ve ketçap gibi domates ürünlerinde kullanılan hammaddenin kalitesi hakkında bilgi veren bir sayım yöntemidir. Thoma lamı ise mayaların fermentasyon amacı ile kullanıldığı üretimlerde (bira, şarap, vs.) maya sayısının hızlı bir şekilde belirlendiği mikroskobik bir sayım yöntemidir. Diğer mikroskobik sayım yöntemlerinden farklı olarak canlı hücre sayısı belirlenebilir.

Prosedür kısaca özetlenecek olursa;

10g örnek + 90 ml fizyolojik tuzlu su

(
Homojenizasyon

(
Dilusyonların hazırlanması

(
Katı besiyerine ekim (Tercihen yayma ya da dökme plak)

(
İnkübasyon

(25-28 (C’de, nemli ve karanlık ortamda, aerobik koşullarda, 3-5 gün)

(
Kolonilerin sayımı ve hesaplama


Koloni sayımı ve hesaplama, toplam bakteride olduğu gibidir. Ancak, toplam bakteri sayımında, besiyerinde gözlenen her tip koloni dikkate alınırken, burada düzgün kenarlı olanlar maya, tüylü yüzeye sahip olanlar küf olarak değerlendirilir.

II. 6. 3. TOPLAM KOLİFORM BAKTERİ SAYIMI
Gram negatif, fakültatif anaerob, spor oluşturmayan, çubuk şeklinde ve laktozdan 48 saat içinde gaz oluşturan bakterilerdir. Buna göre koliform grup bakteriler oldukça karışık bir grubu oluşturmaktadırlar ve Enterobacteriaceae familyası içinde bu tanıma giren çok sayıda bakteri bulunur. Bununla beraber gıda mikrobiyolojisi açısından koliform grup bakteriler denildiğinde Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii ve Klebsiella pneumoniae anlaşılmaktadır. Bunlar gıda mikrobiyolojisi laboratuarında en sık aranan / sayılan bakteri grupları içinde yer alırlar. Bu bakterilerden fekal koliformlar olarak tanımlanan grubun gıda maddelerinde bulunmasına genel olarak izin verilmez. Fekal koliformların en bilinen üyesi E. coli’dir.

Gıda mikrobiyolojisinde toplam koliform bakteri sayımı genel olarak En Muhtemel Sayı (EMS) yöntemi ile yapılır. Bunun nedeni gıdalarda bulunmasına izin verilen koliform grup bakteri sayısının katı besiyeri kullanılan standart kültürel yöntemler ile belirlenemeyecek kadar az olmasıdır. Buna paralel olarak membran filtrasyon yöntemi de yaygın olarak kullanılmaktadır. Bununla beraber katı besiyeri kullanımı da söz konusudur. 

Koliform grup bakterilerin EMS yöntemi ile sayılmasında en yaygın kullanılan besiyeri Lauryl Sulfate Tryptose (LST) Broth’tur. Ekim yapıldıktan sonra 35 – 37oC’de 24 saat inkübe edilen tüplerde, üreme (bulanıklık) ve gaz oluşumunun gözlenmesi (Durham tüpünde) pozitif olarak değerlendirilir. Negatif tüpler için inkübasyona 24 saat daha devam edilir. ISO (ve dolayısı ile TSE) ile FDA gibi uluslararası kontrol kuruluşları LST besiyerinde alınan pozitif sonuçların Brilliant Green Bile (BGB) Broth %2 besiyerinde doğrulanmasını önermektedirler. Gıda sanayiinde yapılan pratik uygulamada LST Broth besiyerinde negatif sonuçlar için ilave 24 saat inkübasyon ve BGB Broth besiyerinde doğrulamaya gerek duyulmamaktadır. 

Toplam koliformların EMS yöntemi ile sayımında sıvı besiyeri olarak Lactose Broth, MacConkey Broth gibi besiyerlerinden de yararlanılabilmektedir.

Özellikle içme veya kullanma sularının toplam koliformlar açısından analizinde, Durham tüpüne gerek duyulmayan Fluorocult LMX Broth kullanımı giderek yaygınlaşmaktadır. Bu besiyerinin 50 ya da 100 ml su örneğinde koliform bakteri var/yok şeklinde analizinin yapıldığı pratik uygulamalı sistemleri de (Readycult Coliforms ; Merck 1.01298) vardır. Presence – Absence Broth (Merck 1.00414), sularda koliform bakterilerin var / yok analizinin yapıldığı yeni bir besiyeridir. 

Gıdaların mikrobiyolojik analizinde toplam koliform sayımı için en yaygın kullanılan katı besiyeri ise Violet Red Bile (VRB) Agar besiyeridir. Yaygın olmamakla beraber McConkey Agar, Eosin Methylen Blue (EMB) Agar besiyerleri de yine bu amaçla kullanılabilmektedir.

Özellikle hasar görmüş olan koliform bakterilerin katı besiyerinde sayımı için, analiz edilecek örnek, Triptik Soy Agar besiyerine yayma yöntemi ile ekilmekte, besiyeri örneği emdikten sonra (yaklaşık 5 – 10 dakika) üzerine ikinci kat olarak VRB Agar besiyeri dökülmektedir. 

Membran filtrasyon yöntemi ile sayımda, üretici firmaların önerdiği besiyerleri kullanılabileceği gibi, özel olarak membran filtrasyonla sayım için geliştirilmiş olan Lactose TTC Agar with Tergitole Agar  ile standart kültürel yöntemde kullanılan diğer tüm katı besiyerleri kullanılabilir. Koliform bakterilerin analizinde Petri film empedans yöntemi uygulamaları da bulunmaktadır. 

Katı besiyerinde sayım şu şekilde özetlenebilir:

10g örnek + 90 ml fizyolojik tuzlu su

(
Homojenizasyon

(
Dilusyonların hazırlanması

(
Violet Red Bile Lactose Agar (VL) besiyerine ekim (Tercihen yayma ya da dökme plak)

(
İnkübasyon (35-37 (C’de, aerobik koşullarda, 24-48 saat)
EMS (En Muhtemel Sayı) (=MPN, Most Probable Number) yöntemi ile sayımda ise:

· Örnek hazırlanıp dilüsyonları yapıldıktan sonra, ardışık 5 dilüsyondan 3’er adet, Lauryl sulphate tryptose (LST) broth ve durham tüpleri içeren deney tüplerine, 1’er ml inokule edilir,

· Tüpler 35 -37 (C’de, 24 – 48 saat inkübe edilir,

· Gaz ve asit oluşturan tüplerden Brilliant green bile broth (BGB) ve durham tüpleri içeren deney tüplerine ekim yapılır,

· İnokulasyon yapılmış BGB tüpleri 35 – 37 (C’de, 24 – 48 saat inkübe edilir→Bulanıklık ve gaz oluşturan tüpler MPN tablosu ile karşılaştırılır ve böylece Total Koliform düzeyi belirlenir (MPN/g).

Not: MPN (EMS) yönteminin uygulanışı daha önce ekim teknikleri konusunda verilmişti.

II. 6. 4. FEKAL KOLİFORMLARIN SAYIMI

Fekal koliformlar, koliform grubun bir alt grubu olup, dışkı kökenlidirler. Buna göre, toplam koliformlara bitki ve/veya toprak kökenli olmaları nedeni ile başta çeşitli bitkisel ürünler olmak üzere pek çok gıda hammaddesinde ve minimal proses görmüş gıdalarda izin verilir iken, fekal koliformlara sadece çok sınırlı gıdada yine çok sınırlı sayılarda bulunma izni verilmektedir. Fekal koliformlar termodurik koliformlar ve termotolerant koliformlar olarak da adlandırılmaktadır. 

En önemlisi E. coli’dir. Bilindiği gibi koliform grup bakteriler üyesi olan E. coli, doğada sadece sıcak kanlı hayvanların (memeliler ve kanatlılar) bağırsak sistemlerinde ve dolayısı ile bunların dışkılarında bulunur. Buna bağlı olarak, insanların hatta hayvanların kullanımına sunulan bir gıda maddesinde, içme ve/veya kullanma suyunda fekal koliformlara rastlanılması, o örneğe doğrudan ya da dolaylı olarak dışkı bulaştığının göstergesidir. 

Gıdaların standart analizlerinde fekal kontaminasyon indeksi olarak fekal koliformlar yerine bu grubun en yaygın üyesi olan E. coli’nin analizi çoğu kez yeterlidir. Bununla beraber, çok nadir de olsa E. coli bulunmayan gıdalarda diğer fekal koliform bakterilere rastlanılması nedeni ile özellikle uluslararası ticarette E. coli değil, fekal koliform analizi istenebilmektedir. 

Her hangi bir koliform bakterinin dışkı ya da bitki kökenli olduğu, 1904 yılında Eijkman tarafından geliştirilen basit bir test ile belirlenebilmektedir. Buna göre koliform grup bakterilerin dışkı kökenli olanları (fekal) 45,5 oC’de 48 saat içinde EC Broth besiyerinde gaz oluşturmaktadırlar. Yükseltilmiş inkübasyon sıcaklığı olarak pek çok kaynak 44,5 oC vermektedir. İnkübasyon sıcaklığının analiz raporuna yazılması koşulunda hangi sıcaklık derecesinin kullanılacağı önemli değildir. 

Buna göre uluslararası standartlarda da yer aldığı şekli ile, bir analiz örneğinde fekal koliform olup olmadığının araştırılması ya da sayısının belirlenebilmesi için, öncelikle koliform analizi yapılması gerekmektedir. Buna göre standart yöntemle toplam koliform analizi için, En Muhtemel Sayı (EMS) yöntemi ile LST Broth besiyerine ekim yapıldıktan sonra, pozitif tüplerden EC Broth besiyerine aşılama (inokülasyon) yapılıp, 45,5 oC’de 24 saat inkübasyon yapılması gerekmektedir. Bu süre sonunda EC Broth besiyerinde Durham tüplerinde gelişme ve gaz oluşumu fekal koliform varlığı açısından pozitif olarak değerlendirilir ve standart EMS tablosundan fekal koliform sayısı hesaplanır. Negatif sonuç veren tüpler için inkübasyona 24 saat daha devam edilmelidir. Burada dikkat edilmesi gereken iki husus; inkübasyon sıcaklığı ve süresidir. 45,5 oC gibi oldukça duyarlı bir sıcaklığa erişmek için öncelikle su banyosu kullanılmalı ve inokülasyon öncesi EC Broth besiyerinin önceden bu sıcaklığa getirilmelidir. Bunların nedeni, inkübasyon sıcaklığında meydana gelebilecek sapmaların önlenmesidir. Aksi halde sahte (false) negatif ya da pozitif sonuçlar kolaylıkla alınabilir. Örneğin, başlangıçta EC Broth tüplerinin sıcaklığının bu sıcaklığa getirilmemesi ve/veya su banyosu kullanılmaması sonunda inokülasyon sonrası fekal olmayan bakteriler de EC Broth besiyeri bu sıcaklığa çıkıncaya kadar gelişip gaz oluşturabilirler ve bu durum gerçekte bu sıcaklıkta gelişemeyecek olan bakterilerin gelişerek sahte pozitif sonuç vermesine neden olabilir. Tersine olarak, su banyosu ya da çok yanlış olmakla beraber havalı inkübatör kullanılması halinde eğer inkübasyon sıcaklığı bu sıcaklık derecesinin üzerinde olur ise fekal koliform bakteriler gelişemez ve/veya gaz oluşturamaz ve bu şekilde sahte negatif sonuçlar alınabilir.

Özetle, uluslararası düzeyde kabul edilmiş tek yöntem olan EC Broth besiyerinde söz konusu inkübasyon sıcaklık ve süresinde fekal koliform belirlenmesi için, öncelikle LST Broth besiyerinde 48 saat inkübasyon, buradan EC Broth besiyerinde ilave 48 saat inkübasyon olmak üzere toplam 4 gün analize gerek vardır ve EC Broth besiyeri için inokülasyon ve inkübasyon özel koşullarda yapılmalıdır. Gıda endüstrisinde rutin analizlerde 4 günlük inkübasyon, özellikle içme sütü gibi aynı gün pazara verilmesi gereken ve normal raf ömrü zaten 4 – 5 gün olan ürünlerde asla kabul edilemez. Bu nedenle fekal koliform analizi ancak uluslararası ticarette ya da yasal kamu analizlerinde kullanılan bir yöntemdir. Gıda sanayiindeki rutin kontrollerde fekal kontaminasyon indeksinde yaygın olarak MUG yönteminin kullanıldığı E. coli analizi benimsenmektedir.
A1 Medium (Merck 1.00415), özellikle su örneklerinde fekal koliformların varlığının doğrudan belirlenmesi için geliştirilmiş yeni bir besiyeridir.

II. 6. 5. E. COLİ TİP 1

Escherichia coli, ilk kez 1885 yılında Theodor Escherich tarafından, bir çocuğun dışkısından izole edilmiş ve önce Bacterium coli commune, daha sonra da Escherichia coli olarak adlandırılmıştır. Bugün üzerinde en çok çalışılan ve genetik yapısı en iyi bilinen canlı türüdür. 

E. coli’nin doğada bulunduğu tek yer sıcak kanlı hayvanlar olarak bilinen memeli ve kanatlı hayvanların bağırsak sistemleri ve dolayısı ile bunların dışkılarıdır. Dolayısı ile bir gıda maddesinde, içme ya da kullanma suyunda E. coli’ye rastlanılması, o örneğe doğrudan ya da lağım suyu aracılığı dışkı bulaştığının göstergesidir. E. coli tip 1 olarak tanımlanan standart E. coli suşları, kolaylıkla belirlenebildiği için, bir materyalde fekal kontaminasyon (dışkı bulaşıklığı) kontrolünde E. coli çok yaygın olarak kullanılan indeks (gösterge) bakteridir. Başlangıçta, bağırsakların doğal florası olarak kabul edilen ve burada B vitamini sentezine katılması nedeni ile yararlı olarak nitelendirilen E. coli’nin, İkinci Dünya Savaşından sonra diarejenik (diareye neden olan) suşlarının ortaya konulması ile, bu bakteriye bakış değişmiştir. Bugün için gıda kaynaklı en tehlikeli patojen bakteri E. coli’nin özel bir serotipi olan O157:H7’dir.

Gıdalarda E. coli belirlenmesinde standart analiz yöntemi En Muhtemel Sayı (EMS) tekniğidir. Katı besiyeri ve membran filtrasyon metodlarına ilaveten gelişmiş ve hızlı analiz teknikleri de kullanılmaktadır.

Standart kültürel yöntemler ile E. coli tip 1 analizi, aslında toplam fekal koliform bakteri analizinin devamıdır. Bir diğer deyiş ile E. coli tip 1 analizi yapılabilmesi için önce toplam koliform sonra fekal koliform analizlerinin yapılması gerekmektedir. 

Uluslararası Standartlar Organizasyonu (ISO) ve dolayısı ile TSE’nin E. coli arama / sayma yöntemi En Muhtemel Sayı (EMS) tekniğidir. Lauryl Sulfate Tryptose (LST) Broth besiyerinde standart toplam koliform aranması tamamlandıktan sonra gaz pozitif tüplerden EC Broth besiyerine ekim yapılır. 45,5 oC’de 24 (gerekirse 48) saat yapılan inkübasyon sonunda tüplerde gelişme ve gaz oluşumunun görülmesi pozitif olarak değerlendirilir ve fekal koliform bulunduğuna karar verilir. Bu tüplerden Tryptone Water besiyerine ekim yapılır. Yine su banyosunda 45,5 oC’de 48 saat inkübasyon sonunda gelişme olan tüplere indol testi uygulanır. İndol pozitif olan tüpler E. coli tip 1 yönünden pozitif olarak değerlendirilir ve standart EMS tablosundan sayı hesaplanır. Fekal koliform analizinde olduğu gibi E. coli analizinde de inkübasyon sıcaklığı konusunda farklı kaynaklar 44,5 oC önermektedirler. Analiz raporuna inkübasyon sıcaklığı yazılmak kaydı ile bu sınırlar arasında inkübasyon sıcaklığı seçilebilir. 

ABD Gıda ve İlaç Dairesi (FDA)’nın E. coli arama/sayma yöntemi bundan daha uzun ve karmaşıktır. LST Broth besiyerinde pozitif sonuç veren her tüpten yine EC Broth besiyerine geçilip, 45,5 oC’de 48 saat inkübasyona bırakılırken buna paralel olarak Eosin Methylen Blue (EMB) Agar besiyerine sürme yapılır. 37 oC’de 24 saat inkübasyon sonunda metalik parlak yeşil koloniler muhtemel E. coli olarak değerlendirilir. Her petri kutusundan 5 adet koloni izole edilir, bunlara IMViC testleri uygulanır. EC Broth uygulaması ile IMViC testleri artık IMVEC olarak adlandırılmaktadır. Her petri kutusundaki kolonilerden en az bir adedi IMViC testlerinde sırası ile + + – – sonuç verirse ve EC Broth tüpünde de gelişme olursa bu petrinin ekiminin yapıldığı LST Broth tüpü E. coli pozitif olarak değerlendirilir, standart EMS tablosundan sayı hesaplanır.

Katı besiyeri olarak Violet Red Bile (VRB) Agar, Eosin Methylen Blue (EMB) Agar, Chromocult Coliform Agar, Chromult Tryptone Bile X-glucuronide (TBX) Agar besiyerleri kullanılabilir. Standart VRB Agar besiyerinde 1- 2 mm çaplı kırmızı koyu renkli koloniler tümüyle koliform grup bakteri üyeleri olup, E. coli’yi bunlar içinden ayırmak için ilave testlere gerek vardır. EMB Agar besiyerinde E. coli tipik metalik yeşil renkli koloniler oluşturmakla beraber, oluşan koloniler küçük olduğu için sayım zordur ve ayrıca kolonilerin ilaveten tanımlanmasına gerek duyulmaktadır. Chromocult Coliform Agar ise E. coli’yi diğer türlerden belirgin bir renk farklılığı ile ayırır. Chromocult TBX Agar besiyeri safra tuzları ve yüksek inkübasyon sıcaklığı ile (44 oC) refakatçı florayı inhibe eder, bu besiyerinde gelişen mavi – yeşil koloniler E. coli olarak sayılır.

IMViC, İndol, Metil red, Voges - Proskauer ve Sitrat (Citrat) testlerinin ilk harflerinden oluşmuştur. Vi 'deki "i" küçük harf olarak yazılır ve sadece okuma kolaylığı sağlar. Bu testler koliform grup bakterilerin ayrımı için kullanılmaktadır. Son zamanda IMViC testleri IMVEC olarak kullanılmaktadır. E harfi Eijkman, testini simgelemektedir.

İndol Testi

Bu test, mikroorganizmaların bir amino asit olan triptofanı ayrıştırarak indol meydana getirebilme yeteneğini belirlemek için kullanılır.

Materyal

1) İçinde triptofan bulunan sıvı besiyeri veya peptonlu su (tüpte, 5 ml)
2) Mikroorganizmaların saf ve taze kültürleri
3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (S. gallinarum) kültürleri
4) Ekilmemiş sıvı besiyeri
5) Kovaks veya Ehrlich ayracı

Metot

Mikroorganizmalar sıvı besiyerine veya peptonlu sıvıya ekildikten sonra 37 °C’de 1-5 gün inkübasyona bırakılır. Kültürlerin üzerine kovacs (veya Ehrlich) ayracından 0.5 ml ilave edilir ve iyice karıştırılır.

Değerlendirme

Tüplerin üst kısmında bir iki dakika içinde kırmızı bir halkanın oluşması pozitif reaksiyon (indol formasyonunu) ifade eder. Sarımsı halka indolun oluşmadığını gösterir (negatif indol testi). Renk, indol içinde bulunan pyrrole'den ileri gelir.

Dikkat edilecek noktalar

1) Ayıraçlar taze olmalı ve önceden iyice kontrol edilmelidir.
2) Ayıraçlar buzdolabı sıcaklığında (4 °C) muhafaza edilmelidir.
3) Bazı peptonların içinde yeterince triptofan bulunmayabilir. Bu nedenle besiyeri triptofanlı hazırlanmalıdır.
4) Bileşiminde glikoz bulunan peptonlar indol testinde kullanılmamalıdır.
5) Triptofanaz aktivitesi için ortam hafif alkali (pH 7.4 - 7.8) olmalıdır. Asit ortam, indol teşekkülünü azaltır.
6) Kültürler aerobik koşullarda inkübe edilmelidir.

Metil Red Testi

Bu test, glikozun fermentatif olarak metobolize olması sonucunda, besiyerinde organik asitlerin meydana geldiğini ve pH'nın düştüğünü ortaya koymak için yapılır. Metil kırmızısı solüsyonu, pH 6,0’da sarı, pH 4,4’den aşağıda kırmızı renk gösterir. 

Materyal

1) Tüpte hazırlanmış Clark ve Lubs besiyeri (MR/VP buyyonu)
2) Saf ve taze mikroorganizma kültürleri
3) Kontrol pozitif (E. coli) ve negatif (E. cloacae) mikroorganizma kültürleri
4) Metil red pH indikatörü
5) Ekilmemiş besiyerleri

Metot

Üremiş kültürlerden, besiyerlerine ekimler yapılır ve tüpler 37 °C’de 2-7 gün inkübasyona bırakılır. Üzerine metil red solüsyonundan 4-5 damla damlatılır ve iyice karıştırılır.

Değerlendirme

Metil red, besiyerine damlatıldıktan sonra üstte kırmızı renkli bir halkanın meydana gelişi pozitif olarak kabul edilir. Negatif reaksiyon halinde üst tarafta sarı bir halka görülür.

Dikkat edilecek noktalar

1) Kültürlerin yeterince inkübasyonda kaldıktan sonra test uygulanmalıdır.
2) Besiyerine katılan peptonların metil red testi üzerine etkisi fazladır. Ayıraç, iyice kontrol edilmiş olmalıdır.
3) Besiyerlerinde glikoz oranı % 0,5’den aşağı olmamalıdır ve fosfat buffer içermelidirler.
4) Laboratuarlar, kendilerine en uygun besiyerini, miktarını, üreme durumunu, vs. hususları dikkate alarak testi uygulamalıdırlar.

Voges - Proskauer (VP) Testi

Bu test, bazı mikroorganizmaların glikozu fermente ederek, nötral bir ürün olan acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme yeteneğini belirlemede kullanılır.. Glikoz, önce pirüvik asit'e metabolize olur. Pirüvik asit, glikolizisde en önemli kilit intermedierdir. Pirüvik asidin ayrışması, bakterilerin türlerine göre aerobik veya anaerobik yolla olur. Glikozun fermentasyonu sonucunda acetoin ve bunun bir nötral redüksiyon ürünü olan 2,3 -butanediol (CH3.CHOH.CH3) meydana gelmektedir.

Materyal

1) MR/VP besiyeri (Clark-Lubs, pH 6,9 (5 ml)
2) Mikroorganizmaların saf ve taze kültürleri
3) Kontrol, pozitif (E.cloacae, K.pneumoniae) ve negatif (E.coli) suşların kültürleri
4) O'Meara ayıracı (veya Barzit VP ayıracı)
5) Ekilmemiş besiyerleri 

Metot

İçinde glikoz bulunan bufferlı besiyerine kültürlerden ekilir ve 37°C’de 2-7 gün inkübe edilir. Bu sürenin sonunda kültürlere ve ekilmemiş tüplere ayraçtan (O'Meara) 1 ml ilave edilerek hafifçe çalkalanır ve su banyosunda (37°C de) 4 saat tutulur. Aralıklı olarak hafifçe çalkalanır.

Değerlendirme

Besiyerinin üstünde 2-5 dakika içinde pembe rengin oluşu, acetoin varlığını ortaya koyduğundan pozitif reaksiyon olarak kabul edilir. Eğer sarı renk meydana gelirse negatif olarak dikkate alınır.O'Meara testi, ortamda oluşan acetoin'e bağlıdır. Bu madde de, oksijenin bulunduğu durumda alkali ortamda okside olur ve diasetil (CH3.CO.CO.CO3) meydana gelir. Bu son madde de, ayracın bileşiminde yer alan kreatin'le reaksiyona girerek pembe renk meydana getirir.

Dikkat edilecek noktalar

1) Ayıraçlar kullanılmadan önce iyice kontrol edilmelidirler.
2) Bazen ayracın ilavesinden 1 saat sonra bakır renkli gibi bir görünüm meydana gelebilir. Negatif olarak dikkate alınmalıdır.
3) Et infüzyon broth, içinde acetoin ve diasetil bulunabilmesi nedeniyle tercih edilmemelidir.

Sitrat Testi

Bu test, mikroorganizmaların, besiyerlerine katılan sitratı karbon kaynağı ve amonyum tuzlarını da nitrojen kaynağı olarak kullanabilme yeteneğini saptamada, bakteri cins ve türlerini identifikasyonda kullanılır. 

Sitrat fermentasyonu için kullanılan besiyerlerinde amonyum tuzlarının bulunması nedeniyle de, bakterilerin bu tuzu nitrojen kaynağı olarak kullanabilme yetenekleri de ölçülmektedir. Amonyum tuzu ayrışınca amonyak (NH3) meydana gelerek ortamın pH sı yükselir. Bakteriler tarafından organik asit ve tuzlarının karbon kaynağı olarak kullanılması sonucu karbonatlar ve bikarbonatlar meydana gelir.

Materyal

1) Tüp içinde yatık Simmons citrate agar besiyeri (4-5 ml, pH 6,9 ve yeşil renkte) veya Christensen sitrat sulfid besiyeri (4-5 ml pH 6,7, açık renkte)
2) Test edilecek mikroorganizmaların taze ve saf kültürleri
3) Kontrol, pozitif (Klebsiella aerogenes) ve negatif (E. coli) mikroorganizmalar
4) Ekilmemiş besiyerleri 

Metot

Muayeneleri yapılacak saf kültürler steril fizyolojik su veya buffer ile biraz sulandırıldıktan sonra besiyerlerine ekimler yapılır ve tüpler 2-7 gün 37 °C’de inkübasyonda tutulur. Christensen besiyerine iğne ile inokulasyon yapılır ve yatık yüzeye de iğne sürülür.

Değerlendirme

1) Simmons citrate besiyerinde, uygun bir inkübasyon süresi sonunda hiçbir üremenin olmaması ve ortamın orijinal yeşil rengini muhafazası, negatif reaksiyon ve ekim hattı boyunca üreme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi de pozitif reaksiyon olarak değerlendirilir.
2) Christensen sitrat sülfid besiyerinde hiç bir renk değişikliğinin görülmemesi (açık rengin muhafaza edilmesi) negatif reaksiyon ve ekim hattı boyunca üreme ile birlikte pembe-kırmızı rengin oluşumu da pozitif reaksiyonu ifade eder.
3) Değerlendirme, kontrollere bakılarak yapılmalıdır.

Dikkat edilecek noktalar

1) Besiyerleri taze hazırlanmalı, buzdolabında muhafaza edilmeli, orijinal rengini kaybedenler teste konulmamalıdır.
2) Besiyerlerine çok fazla ekim yapılmamalıdır. Yanlış pozitif reaksiyon görülebilir. İnokulum uygun oranda sulandırılmalıdır. 
3) Besiyerine konan indikatör boyaların (brom timol mavisi ve fenol kırmızısı) ticari firmalara göre değişmek üzere, aynı miktarların da renk farklılıkları görülebilir. Bu yönden dikkatli olmak gerekir.
4) Ekim yapılırken pepton, glikozun veya azotun sitratlı besiyerine taşınması, yanlış pozitif reaksiyona yol açabilir.
5) Kullanılan malzeme kimyasal olarak temiz olmalıdır.
6) Simmons sitrat besiyerinde üreyen bir mikroorganizma Christensen’de de üreyebilir. Ancak, Christensen besiyerinde üreyen Simmons ortamında üremeyebilir. Buna göre de pozitiflik değişebilir.

Yukarıda anlatılan standart kültürel analiz yönteminin yanında, MUG yönteminden de yararlanılmaktadır. İlk kez Feng ve Hartman tarafından 1982 yılında ortaya konulan bir teknik ile E. coli aranmasında yeni bir yaklaşım gelmiştir. Bu yöntemin esası E. coli’de yapısal olarak bulunan ß-glucuronidase (ß-GUR) enziminin belirlenmesidir ve bu enzim E. coli için karakteristiktir. E. coli’nin geliştirileceği sıvı ya da katı besiyerine 4-methylumbelliferone glucuronide (MUG) ilave edilir. MUG, ß-glucuronidase enzimi ile parçalanır ve parçalanma ürünlerinden olan methylumbelliferone 366 nm' de (uzun dalga boylu) UV ışını ile floresan verir.

E. coli suşlarının %95' den fazlasının ß-glucuronidase enzimi içerdiği saptanmıştır. E. coli dışında Shigella sonnei, Ent. aerogenes, Ent. cloacae, Citr. freundii, Salmonella enteritidis, Staphylococcus spp. içinde ß-GUR pozitif olan suşlara nadiren rastlanmaktadır.

MUG, sıvı ve katı besiyerlerinde, bir diğer deyiş ile EMS yöntemi, katı besiyeri kullanılan yöntemler ve membran filitrasyon yöntemi ile yapılan E. coli analizlerinde kullanılabilmektedir. MUG, E. coli (daha doğrusu koliform grup) için selektif besiyerlerinde yaygın olarak kullanıldığı gibi Plate Count Agar gibi bir genel besiyerine ilave edilerek toplam aerob mezofil bakteri ve E. coli aynı besiyerinde beraberce sayılabilmektedir.

E. coli dışında ß-GUR pozitif suşların E. coli analizlerinde sahte pozitif reaksiyon vermesi indol testi ile önlenir. ß-GUR pozitif bakteriler içinde indol pozitif olan tek bakteri E. coli’dir. MUG içeren Fluorocult Lauryl Sulfate (LST) Broth, Fluorocult LMX Broth gibi bazı besiyerleri triptofan içerirler. İnkübasyondan sonra UV ışını ile floresan veren tüplere Kovacs indol ayıracı damlatılarak indol testi yapılır, floresan pozitif ve indol pozitif tüpler E. coli olarak değerlendirilir. Bu yöntemde toplam analiz süresi 37 oC' de 24 (gerekirse 48) saat inkübasyon süresi ile floresan ve indol testleri için gereken birkaç dakikalık süre toplamıdır. Sıvı besiyerlerinde genel olarak 18 – 24 saat sonunda gelişme olduğu dikkate alınırsa analiz süresi oldukça kısadır. 

Floresan kontrolü için mikrobiyoloji laboratuarlarında bulunan uzun dalga boylu UV lambaları ile her zaman tatmin edici sonuç alınamamaktadır. Bu nedenle MUG reaksiyonunun belirlenmesi için geliştirilmiş özel 366 nm dalga boyundaki UV el lambası kullanılması önerilmektedir.

Bazı E. coli suşları yoğun üremeye bağlı olarak aşırı miktarda asit oluşturabilirler ve bu asitlik floresan ışımayı maskeler. Bu gibi durumlarda besiyerine 1 ml 1 N NaOH ilavesi ile floresan reaksiyon kesinleştirilir. 

II. 6. 6. SALMONELLA

Salmonella, Enterobacteriaceae familyası üyesi olup fakültatif anaerob, gram negatif, çubuk şeklinde, S. Gallinarum ve S. Pullorum hariç olmak üzere hareketli bir bakteridir. Salmonella cinsi içinde yalnız insanlarda, yalnız hayvanlarda ve hem insanlarda hem de hayvanlarda hastalık yapan birçok tür bulunmaktadır. Mikrobiyel gıda zehirlenmeleri arasında dünyada en çok görülen hastalıklardan biri olan salmonellosisin sadece Amerika Birleşik Devletleri' nde yılda 2-4 milyon kadar vakaya neden olduğu ve hastalık sayısının giderek arttığı tahmin edilmektedir.

Gıda maddelerinde çok düşük düzeyde Salmonella bulunsa bile bunlar riskli olarak kabul edilir. Dolayısıyla gıda maddeleri, içme ve kullanma sularında Salmonella bulunmasına izin verilmez.

Salmonella 'nın en çok bulunduğu gıda maddelerinin başında hayvansal ürünler gelir. Bunlar arasında kümes hayvanları eti, kıyma, sosisler, yumurta ürünleri, su ürünleri, dondurma, süttozu ve krema Salmonella açısından önemli gıdalardır. Bunların yanında çeşitli soslar ve salatalar, pudingler ve süt ürünleri de Salmonella riski taşıyan gıdalardır. Hammadde, işleme teknolojisi, depolama ve pazarlama koşulları Salmonella riskinin artmasına neden olmaktadır.

Gıda maddelerinde Salmonella belirlenmesi genellikle klasik kültürel yöntemler ile yapılmaktadır. Bu yöntemlere ilaveten membran filtrasyon ve enzim immuno assay yöntemleri ile de Salmonella varlığı araştırılabilmektedir. Bunların yanında "geliştirilmiş kültürel-enzimatik yöntemler" olarak tanımlanan "hızlı analiz yöntemleri" üzerinde de son yıllarda büyük çalışmalar yapılmaktadır. Ancak bugün için yasal kuruluşlarca kabul edilen analiz yöntemleri çoğunlukla klasik kültürel yöntemlerdir.

Salmonella 'nın klasik yöntemle tayininde ön zenginleştirme, selektif zenginleştirme, selektif katı besiyerine sürme, biyokimyasal testler ve serolojik doğrulama aşamaları vardır ve bu tayin 7 gün sürmektedir. Bu yöntemde uygulamada görülen farklılıklar çeşitli kuruluşlar tarafından farklı besiyerleri ve farklı inkübasyon sıcaklıkları önerilmesinden kaynaklanmaktadır.

Salmonella aranmasında geleneksel kültürel metodun ilk adımı selektif olmayan bir sıvı besiyerinde ön zenginleştirmedir. Ön zenginleştirmenin başlıca fonksiyonu proses süresince dehidre olan hücrelerin rehidre olmasını ve hasar görmüş olan hücrelerin onarılmasını sağlamaktadır.

Geleneksel kültür metotları ile Salmonella tespit edilmesinde ikinci aşama selektif zenginleştirmedir. Selektif zenginleştirme besiyerlerinde refakatçi bakteri türlerinin çoğalması sınırlanırken Salmonella hücrelerinin artışına izin verilir.

Zenginleştirme işleminden sonra Salmonella 'yı saf olarak izole etmek için değişik seçici, ayırt edici besiyerleri kullanılmaktadır. Zenginleştirme ortamlarında olduğu gibi selektif katı besiyerleri de pek çok modifikasyonlar ile kullanılmaktadır

Selektif katı besiyerinden Salmonella şüphesi ile izole edilen bakterinin Salmonella olup olmadığı biyokimyasal ve serolojik testler ile doğrulanmalıdır. Bu amaçla en yaygın uygulanan biyokimyasal testler Triple Sugar Iron Agar besiyerinde glikozdan asit ve gaz oluşumu, laktoz ve/veya sakkarozun kullanımı, H2S oluşumu testleri ile Urea Broth besiyerinde üre testidir.

Salmonella analizinde selektif olmayan ön zenginleştirme işleminden sonra selektif zenginleştirme ve selektif katı besiyerine sürme işlemlerini kombine ederek analiz süresini 1 gün kısaltan yarı katı besiyerleri de son yıllarda yoğun bir şekilde kullanılmaktadır.

Gıdaların rutin mikrobiyolojik kontrolünde Salmonella sadece aranır ve yukarıda verilen analiz ile 25 gram (veya 25 ml) gıdada "Salmonella var" ya da "Salmonella yok" şeklinde sonuç verilir. Özel çalışmalar çerçevesinde Salmonella sayılması gerekiyor ise EMS yöntemi kullanılarak sayım yapılabilir. 

Ön zenginleştirme

25 g ya da 25 ml örnek 225 ml ön zenginleştirme besiyerine ilave edilir. Ön zenginleştirme besiyeri olarak tamponlanmış peptonlu su ve Salmosyst Broth kullanılmaktadır. Tamponlanmış peptonlu su kullanıldığında inkübasyon 35-37 oC' de 16-20 saat olarak yapılmaktadır. Yasal analizlerde ön zenginleştirme besiyeri olarak tamponlanmış peptonlu su kullanılmaktadır.

Selektif Zenginleştirme

Ön zenginleştirme işleminden sonra, uygun bir selektif zenginleştirme besiyerine ekim yapılarak analize devam edilir. Selektif zenginleştirme amacı ile en yaygın kullanılan besiyerleri RVS Broth (Pappaport Vassiliadis), Selenite Cystine Broth’tur. RVS Broth besiyeri ; Rappaport Vassiliadis Magnesium Chloride Malachite Green Broth, Rappaport Vassiliadis Soy Broth isimleri ile de bilinir. RVS Broth ve Selenite Cystine Broth besiyerleri standart analizlerde kullanılır. Bunların dışında Salmonella’nın selektif zenginleştirmesi amacı ile kullanılan pek çok besiyeri vardır.

Standart analiz yönteminde 10 ml RVS Broth besiyerine 0,1 ml ön zenginleştirme kültürü ve 100 ml Selenite Cystine Broth besiyerine 10 ml ön zenginleştirme kültürü ilave edilip RVS Broth 42 oC 'da 24 saat, Selenite Cystine Broth 35-37 oC' da 48 saat inkübe edilir. Selenite Cystine Broth besiyeri selektiviteyi artırmak için 42 oC' de de inkübe edilebilir, ancak bu uygulama analiz raporunda belirtilmelidir. RVS Broth kültüründen 24 saatlik inkübasyon sonunda, Selenite Cystine Broth kültüründen ise 24 ve 48. saatlerde örnek alınarak selektif katı besiyerlerine sürme yapılır. 

Selektif Katı Besiyerine Sürme

Standart analizlerde, selektif zenginleştirme kültürlerinden biri mutlaka Brilliant Green Phenol Red Agar olmak üzere 2 farklı selektif besiyeri kullanılması gerekmektedir. Diğer selektif zenginleştirme besiyeri analiz yapan laboratuarın seçimine bırakılır. Bununla beraber Bismuth Sulfite Agar genellikle ikinci selektif besiyeri olarak kullanılır. Bunun dışında Rambach Agar, Hektoen Enteric Agar, Salmonella-Shigella (SS) Agar, Xylose Lysine Deoxycholate Agar besiyerleri de yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. Son zamanlarda XLT4 Agar besiyeri yaygın bir kullanım alanı bulmuştur. 

Selektif katı besiyerine sürme işleminden sonra 35 - 37 o C' de 24 saat inkübasyonun ardından tipik koloni gelişmesi olmaz ise, aynı sıcaklıkta 24 saat daha inkübasyon yapılır. Bu sürenin sonunda, selektif katı besiyerine göre değişen morfolojilerdeki tipik Salmonella kolonileri izole edilip doğrulama için önce biyokimyasal test besiyerlerine ekilir. Prensip olarak her besiyerinden en az 5 adet tipik koloni biyokimyasal testler için izole edilir. Katı besiyerinde tipik koloni yoksa diğer kolonilerden 5 adet alınıp yine biyokimyasal testler ile çalışmaya devam edilir. Bu testler izolat(lar)ın Salmonella olduğunu gösterirse serolojik doğrulama testleri yapılarak analiz tamamlanır. Hangi ön zenginleştirme veya selektif zenginleştirme veya selektif katı besiyerinden izole edilmiş olursa olsun 1 koloni dahi Salmonella olarak doğrulanırsa "analiz edilen örnekte Salmonella bulundu" şeklinde rapor verilir. 

Doğrulanması 

Biyokimyasal Testler

Salmonella aranmasında en yaygın kullanılan testler üre testi ile Triple Sugar Iron Agar besiyerinde yapılan testlerdir. Gerekirse lisin dekarboksilaz, Voges-Proskauer, indol ve ß - galaktosidaz testleri de yapılabilir.

Üre Testi

Bir öze dolusu koloni alınıp Urea Broth (ya da Urea agar) besiyerine inoküle edilir ve 35 oC' de 48 saate kadar inkübe edilir. Bu işlem sırasında bir başka Urea Broth besiyerine pozitif kontrol olarak Proteus, bir başka besiyerine negatif kontrol olarak E. coli inoküle edilir, ayrıca bir tüp Urea Broth besiyeri şahit olarak kullanılır. İnkübasyon sonunda 4 tüpün rengi kontrol edilir. Şahit tüp sarımsı kırmızı renkte, pozitif kontrol kırmızı renkte, negatif kontrol sarı renkte olmalıdır. Asıl test tüpü kırmızı ise alınan koloni Salmonella değildir, analize son verilir. Salmonella üre negatif bir bakteridir. Besiyeri sarı renkli ise Triple Sugar Iron Agar Testi ile devam edilir. Zamandan kazanmak açısından çoğu kere üre testi sonucu beklenmeden aynı anda Urea Broth ve Triple Sugar Iron Agar besiyerlerine beraberce ekim yapılır. Ancak bu koşulda da değerlendirme yine Urea Broth ile başlamalıdır.

Triple Sugar Iron Agar Testi

Triple Sugar Iron Agar (TSIA) yatık besiyerine yüzeye sürme ve dibe daldırma yapılır. Bu amaçla aşı özesi ile besiyerinin yüzeyine sürme yapılır, aşı iğnesi ile dibe daldırma yapılır. Daldırma işlemi bir defada tüpün merkezinden geçecek bir hat boyunca dibe kadar iğnenin sokulması ile yapılır. Besiyeri 35 oC' de 48 saate kadar inkübe edilir. Ancak reaksiyon sonuçları 24 saat inkübasyon sonunda da izlenmelidir. Bu sürenin sonunda dip kısmın sarı (glikozun kullanımı) ve siyah olması (hidrojen sülfür oluşumu), yüzeyin kırmızı olması (laktoz ve sakkarozun kullanılmaması), besiyerinde gaz delikleri ve/veya yarıkları oluşması ve/veya besiyerinin dip kısmından yukarı doğru itilmesi (glikozdan gaz oluşması) Salmonella 'yı doğrular. Bazı hallerde siyah renk dipteki sarılığı örtecek kadar baskın olabilir. Bu durumda da kültür Salmonella pozitif olarak değerlendirilir. Salmonella genel olarak glikoz pozitif, glikozdan gaz oluşturma pozitif, laktoz negatif, sakkaroz negatif ve hidrojen sülfür pozitif bir bakteridir. Bununla beraber S. Gallinarum ve S. Typhosa glikozdan gaz oluşturmazlar. S. Paratyphi A ve S. Choleraesuis hidrojen sülfür oluşturmayan tiplere örnektir. Benzer şekilde laktoz pozitif Salmonella tipleri de vardır.

Buna ek olarak lizin dekarboksilaz (LIA) testi yapılabilir.

Serolojik Doğrulama

Biyokimyasal test sonuçlarına göre Salmonella olduğundan kuşku duyulan kültürler serolojik olarak doğrulanmalıdır. Serolojik doğrulama testleri mono veya poli O, Vi, H antiserumları kullanılarak yapılır. Serolojik testler ancak deneyimli laboratuarlarda yapılmalıdır. Salmonella 'larda tip tayini Kauffman-White şemasına göre yapılır. Biyokimyasal karakterlerine göre Salmonella olduğu saptanan suşlar, kullanım kılavuzuna uygun olarak hazırlanmış Salmonella polivalan O antiserumlarıyla ayrı ayrı olarak lamda aglütinasyona tabi tutulur. Hangi polivalan O antiserumu ile aglütinasyon verirse, o polivalan serumun içerdiği O grup serumlarıyla ayrı ayrı lamda aglütinasyon testi yapılır. Bakteri hangi grup serumuyla aglütinasyon verirse serolojik grubu tespit edilmiş olur. Serolojik olarak grubu tespit edilen suşun serotipini belirlemek için flagella antijen testi uygulanır. Bakteri kültürü yumuşak agarlı besiyerinde geliştirilir. Yumuşak agarda flagellası aktifleştirilen bakteri kültüründen bir öze alınıp kullanım kılavuzuna göre hazırlanmış H antiserumu (monofazik) veya (difazik) ile test edilir, aglütinasyona göre serotip tespit edilmiş olur.

Lam Aglütinasyon testi için temiz bir lam alınır. Bir ucuna tuzlu su, diğer ucuna antiserum damlatılır. Bakterilerin katı besiyerlerindeki kültürü tuzlu su içerisinde süspanse edilir ve bu süspansiyon antiserum ile karıştırılır. Lam bir elle tutulup iki tarafa doğru hafifçe birkaç defa eğilerek 1 dakika gibi kısa bir zaman beklenir. Aglütinasyon çıplak gözle ya da mikroskobun küçük büyütmesi ile gözlenebilir. Salmonella lateks testi (Oxoid FT 203) pratik uygulamada yaygın bir şekilde kullanılmaktadır.

Yöntem özetle:

· 25 g örnek + 225 ml Tamponlanmış peptonlu su

· Homojenizasyon, 37 (C’de 24 sa inkübasyon → Selektif olmayan ön zenginleştirme

· 0,1 ml homojenatın Rappaport Vassiliadis Mediuma inokulasyonu, 43 (C’de 24 sa inkübasyon → Selektif ön zenginleştirme

· Brilliant Green Phenol Red Lactose Sucrose Agara (BPLS) çizim, 37 (C’de 24- 48 sa inkübasyon 

· Biyokimyasal testler

· Antiserum testi

II. 6. 7. YERSİNİA ENTEROCOLİTİCA

Enterobacteriaceae familyası üyesi olan Yersinia enterocolitica ve buna yakın akraba olan bakteriler toprak, su, hayvanlar ve pek çok gıda maddesinden sıklıkla izole edilirler. Bu grup biyokimyasal testler açısından heterojenlik gösterir. Y. enterocolitica gıda kaynaklı hastalıklara neden olan en önemli Yersinia türüdür. Soğukta depolanmış gıdalar psikrotrofik bir bakteri olan Y. enterocolitica açısından potansiyel tehlikedir.

Gıda maddelerinde Y. enterocolitica’nın genellikle varlığı veya yokluğu saptanmaya çalışılır. Sayım gerekli ise EMS yöntemi uygulanabilir. Önceleri Y. enterocolitica aranması için 10 gün 10 oC 'da soğuk zenginleştirme yöntemi uygulanırken, selektif besiyerlerindeki gelişmeler nedeni ile artık doğrudan analize başlanılmaktadır.

Y. enterocolitica aranması veya EMS yöntemiyle sayılmasında selektif sıvı besiyerinde zenginleştirme ve selektif katı besiyerine ekim olmak üzere iki aşama vardır. İzole edilen kolonilerin biyokimyasal olarak doğrulanması ile arama/ sayma işlemi tamamlanır. Selektif zenginleştirme besiyeri olarak Yersinia Selective Enrichment Broth kullanılır. Standart ekimden sonra 30 oC' de 24 saat inkübasyona bırakılan tüplerde gelişme olması Y. enterocolitica olasılığını gösterir. CIN Agar (Cefsulodin Irgasan Novobiocin) besiyerine standart şekilde sürme yapılıp 30 oC' de 24 ve gerekirse 48 saat inkübasyona bırakılır. Y. enterocolitica CIN Agar besiyerinde koyu kırmızı merkezli ve saydam kenarlı koloniler oluşturur. Koloni boyutu ve şekli serotiplere göre önemli ölçüde değişir. Bazı Enterobacteriaceae üyeleri ile Pseudomonas türleri zayıf gelişme gösterebilirler. 

Uluslararası Standartlar Örgütü (ISO) 10273 nolu standarda uygun olarak geliştirilmiş ITC (Irgasan Ticarcillin Chlorate) Broth ve SSDC (Salmonella – Shigella Agar with Sodium Deoxycholate and Calcium Chloride) Agar besiyerleri de özellikle Y. enterocolitica O:3 serotipi analizinde yaygın şekilde kullanılmaktadır. 

CIN Agar besiyerinde tipik koloniler izole edildikten sonra bunların doğrulanması için bir seri biyokimyasal test yapılır. Bu testlerin çoğu ancak gelişmiş gıda mikrobiyolojisi laboratuarlarında yapılabilir. Bu aşamada parantez içindeki + ve - işaretleri Y. enterocolitica için biyokimyasal reaksiyon sonuçları olmak üzere üre-triptofan besiyerinde üre (+), triptofan deaminaz (-) ; Kligler Iron Agar besiyerinde glikoz (+), glikozdan gaz oluşumu (-), laktoz (- ; bazen süt ürünlerinden elde edilenler pozitif sonuç vermektedir), H2S (-) ; oksidaz (-) testleri ile analizlere başlandığı, bu testler ile Y. enterocolitica için sonuçlar doğrulandıktan sonra analizlere lizin dekarboksilaz (-) ; ornitin dekarboksilaz (+) ; sakkaroz (+) ; ramnoz (-) ; Simmons sitrat agarda sitrat (-) testleri ile devam edildiği ve en sonrada patojenite testleri yapılması gerektiği bilinmelidir. Dolayısı ile gıda işletmelerinde bulunan mikrobiyoloji laboratuarları için analiz sonucunun “CIN Agar besiyerinde tipik Yersinia kolonisi bulundu / bulunmadı” şeklindeki rapor yeterli olmaktadır.

Yöntemi kısaca özetlemek gerekirse:

· Gıda örneği 1/100 oranında olacak şekilde Irgasan – Ticarcillin - Potassium Chlorate (ITPC) besiyerine aktarılıp 25 (C’de 2 gün inkübe edilir.

· Cefsulodin – Irgasan - Novobiocin (CIN) agara ekilip 30 (C’de 24 – 48 sa inkübasyona bırakılır.

· Şüpheli koloniler Nutrient brotha geçilip 30 (C’de 24 sa inkübe edilir.

· Nutrient agara çizim tekniğiyle ekilip 30 (C’de inkübasyona tabi tutulur.

· Biyokimyasal testler yapılır.

II. 6. 8. CAMPYLOBACTER JEJUNİ
Gram negatif, ince çubuk, kıvrılmış bazen de spiral formlu olan bu bakteriler optimum 37 oC’ de ancak mikroaerobik koşulda gelişebilirler. C. jejuni, Campylobacter' lerin neden oldukları tüm enteritlerin % 90-95' inden sorumludur. C. jejuni ve C. lari en çok insan ve hayvanların bağırsaklarında bulunur. Sığırlarda, domuzlarda, koyunlarda, kanatlılarda, sebze ve meyvelerde, deniz ürünlerinde sıklıkla görülürler. Termotrof özellikteki bu bakteriye, vücut sıcaklığının yüksek olması nedeniyle, en fazla kanatlılarda rastlanır.

Campylobacter türlerinin gıdalarda aranması ve sayılması için çeşitli yöntemlerden yararlanılabilir. Gıdalarda aranmasında Preston' a göre Campylobacter Zenginleştirme Broth' u (Oxoid) ve selektif katı besiyeri olarak da Modifiye Campylobacter Selektif Agar kan katılmaksızın hazırlanıp kullanılır. Katı besiyeri üzerindeki tipik kolonilerden 3-5 adet seçilerek, Columbia Blood Agar üzerine saf koloni elde etmek için sürülür. Doğrulama testleri olarak serotiplendirme lateks aglutinasyon testleri ile yapılır.

C. jejuni hücre sayısının belirlenmesinde; spatülle yayma, damla plak ve filtrasyon yöntemleri kullanılır. Kansız olarak hazırlanan Campylobacter Selektif Agar amaca hizmet eder. Tipik kolonilerin sayımının ardından şüpheli kolonilere biyokimyasal testler uygulanır. Doğrulama için lateks aglutinasyon testi (Micro Screen Campylobacter, Fa. Neogen) veya BBL Campyslide test kitleri kullanılabileceği gibi, enzimle bağlı immuno floresan (ELFA) tekniğine dayalı VIDAS Campylobacter CAM (BioMeriéux) test kitlerinden de yararlanılabilir.

Yöntem özetle:

· 25 g örnek + 225 ml Preston Broth

· Homojenizasyon

· 42 (C’de, 18 sa inkübasyon (Mikroaerobik)

· Charcoal Cephoperazone Deoxycholate (CCDA) agara ekim

· 42 (C’de, 48 - 72 sa, mikroaerobik ortamda inkübasyon (5 güne uzatılabilir)

· Şüpheli kolonilere identifikasyon testleri

II. 6. 9. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Gıda mikrobiyolojisinde Staphylococcus ile kastedilen Staphylococcus aureus 'dur. S. aureus, başta ısıl işlem olmak üzere mikroorganizmaların indirgenmesine yönelik tüm uygulamalara karşı yüksek bir duyarlık gösterir. Dolayısı ile gıdalarda ve/veya proses ekipmanında bu bakteriye ve/veya enterotoksinlerine rastlanması, sanitasyonun zayıf olduğunun göstergesidir.

Son yıllarda tavşan, sığır, domuz etleri, süt, krema ve peynir başta olmak üzere çeşitli gıdalara ilişkin gıda zehirlenme vakaları giderek artmaktadır. 

Önceleri gıda kaynaklı tüm stafilokokkal gıda zehirlenmelerinin nedeni olarak koagulaz pozitif S. aureus suşları sorumlu tutulurken ve buna bağlı olarak gıdalarda koagulaz ve termonukleaz üreten S. aureus suşlarının aranması ve sayılması üzerinde durulurken, bugün pek çok S. aureus suşunun enterotoksin üretmediği, buna karşı bazı koagulaz negatif S. aureus suşlarının enterotoksin oluşturabildiği belirlenmiştir. Buna ilaveten S. intermedius, S. delphini ve S. hyicus olmak üzere üç Staphylococcus türünün koagulaz pozitif olduğu saptanmıştır. 

Stafilokok aranmasında katı besiyeri veya EMS yöntemi kullanılabilir. Baird-Parker Agar en yaygın kullanılan katı besiyeridir. Chapman Agar (=Staphylococcus Agar no 110 ; Merck 1.05469) besiyeri de pek çok laboratuarda kullanılmaktadır. Standart analizde yayma yöntemine göre petri kutusuna 0,1 ml değil 1 ml' nin standart 3 petri kutusuna ekilmesi ve bu 3 petri kutusundaki sayının 1 ml ekim yapılmış tek petri kutusu olarak değerlendirilmesi ya da daha pratik olarak 14 cm çaplı büyük petri kutusuna doğrudan 1 ml ekim yapılması gerekir. Analiz edilecek gıdada stafilokok sayısı az ise EMS yöntemi kullanılır. Bu amaçla ise en uygun besiyeri Giolitti-Cantoni Broth (Staphylococcus Enrichment Broth acc. to Giolitti and Cantoni Merck 1.10675) Broth besiyeridir. Bunların dışında EMS yöntemi ile sayım ve/veya var/yok testinde Staphylococci Enrichment Broth acc. to Baird (Baird Broth ; Merck 1.07899), katı besiyeri olarak Vogel – Johnson Agar (Merck 1.05405), Mannitol Salt Phenol Red Agar (Merck 1.05404), KRANEP Agar (Potassium Thiocynate Actidione Sodium Azide Egg-yolk Pyruvate Agar ; Merck 1.05395) çeşitli analizlerde kullanılmaktadır. Bunların dışında "Rabbit Plasma Fibrinogen Agar Medium " adlı besiyeri de son zamanlarda ISO tarafından standart analizlerde kabul edilmiştir. 

S. aureus, koagulaz ve termonukleaz pozitif olan ve telluriti telluriuma indirgeyen tek Staphylococcus türüdür. Bu indirgenme sıvı besiyerinde besiyerinin siyahlaşması, katı besiyerinde ise siyah koloni oluşması ile belirlenir. Tellurit içeren Giolitti-Cantoni Broth ile Baird-Parker Agar uluslararası testlerde kullanımı önerilen besiyerleridir. Mikrokoklar ve diğer stafilokoklar da bu besiyerlerinde hafif bir siyah renk veya siyahımsı koloni oluşturarak gelişirlerse de, bu kültürlerin S. aureus 'dan ayrımı kolaydır. Katı besiyerinde koloni etrafında yumurta sarısının parçalanmasına neden olan lesitinaz enzim aktivitesi ile berrak bir zon oluşur. Pek çok koagulaz pozitif S. aureus aynı zamanda lesitinaz pozitif iken Baird-Parker Agar besiyerinde gelişen diğer koloniler lesitinaz negatiftir. Atipik S. aureus suşları lesitinaz üretmezler. Süt ürünlerinde atipik S. aureus suşlarına sıklıkla rastlanmaktadır.

Son zamanlarda başta S. aureus olmak üzere koagulaz pozitif Staphylococcus türlerinin aranması/ sayılması için tavşan plazma fibrinojen agar (rabbit plasma fibrinogen agar) besiyeri ISO ve dolayısı ile TSE tarafından kabul görmüştür.

İzolatın S. aureus olduğunun saptanmasında koagulaz testi önemlidir. Her ne kadar koagulaz negatif S. aureus mutant suşları varsa da bunlar oldukça nadirdir ve koagulaz testi stafilokok identifikasyonunda yaygın bir şekilde kullanılır. Bunun dışında biyokimyasal testler de S. aureus varlığını doğrular. 

Koagulaz Testi


Baird-Parker Agar besiyerinde etrafı berrak zonlu siyah koloniler tüpte koagulaz testi için Brain-Heart Infusion Broth , lateks koagulaz testi için Brain-Heart Agar besiyerinde 37 oC' de 18-24 saat inkübe edildikten sonra, buradan alınan kültürlere koagulaz testi uygulanarak S. aureus doğrulanır. Koagulaz testleri taze kültür ile yapılmalıdır. 3 günden eski kültürler ile sahte negatif sonuç alınabilir. İdeal olarak Brain-Heart Broth veya Agar besiyerlerindeki inkübasyondan hemen sonra koagulaz testi uygulanmalıdır.

Baird – Parker Agar besiyerine yumurta sarısı – tellurit katkısı yerine kan plazması ilavesi ile de koagulaz testi yapılabilmektedir.

Lateks Aglütinasyon Testi

Bu amaçla test kartının (Bactident Staph ; Merck 1.13316) üst dairesine 1 damla 1 nolu çözeltiden (test çözeltisi), alt dairesine 2 nolu çözeltiden (kontrol çözeltisi) 1' er damla damlatılır. Damlatma işleminden önce çözeltiler iyice çalkalanmalıdır. Şüpheli koloninin yarısı üst dairede, yarısı alt dairede damlanın kenarından başlayarak iyice süspanse edilir. Kültürün saf olduğundan emin olunur ise 2 ayrı koloni ile çalışılması daha doğrudur. Test kartı sağa sola ve öne arkaya eğilerek aglütinasyon izlenir. Bir kaç saniye içinde üst dairede aglütinasyon varken alt dairede aglütinasyon yoksa sonuç S. aureus 'dur. Her iki dairede aglütinasyon yok ise koloni S. aureus değildir. Üst dairede aglütinasyon yok iken alt dairede aglütinasyon varsa sonuç geçersizdir, test tekrarlanmalıdır. Bactident Staph ile 50 test yapılabilir.

Tüpte Koagulaz Testi 

İdeal olarak Brain-Heart Broth kültürü kullanılmalıdır. Brain-Heart Agar kültürü kullanılacak ise koloni 1 ml steril distile su içinde süspanse edilerek kullanılabilir. Liyofilize tavşan plazması (Bactident Coagulase; Merck 1.13306) 3 ml steril distile su ile sulandırılıp steril küçük tüplere 0,3 ml olacak şekilde dağıtılır ve üzerine 0,1 ml kültür ilave edilip 37 oC' de inkübasyona bırakılır. Her saat tüpte pıhtılaşma olup olmadığı tüpü yavaşça eğerek kontrol edilir ancak bu kontrol sırasında tüpün fazla eğilmemesine ve karıştırılmamasına özen gösterilmelidir. Tüpte belirgin pıhtı oluşumu (% 75 pıhtı) pozitif olarak değerlendirilir. 1 pakette 6 adet liyofilize şişe vardır. Her şişe 3 ml steril distile su ile sulandırılıp bundan 0,3 ml' si 1 örnek analizi için kullanılır. Buna göre 1 paket ile 60 test yapılabilir.

Biyokimyasal Doğrulama

Katı besiyerinde oluşan kolonilerin öncelikle katalaz pozitif olduğu kontrol edilmelidir. Bu amaçla Bactident Catalase (Merck 1.11351) kullanılabilir. DNase testi ise DNase Test Agar (Merck 1.10499) besiyerinde yapılır. S. aureus DNase pozitif bir bakteridir. 

II. 6. 10. CLOSTRİDİUM PERFRİNGENS

C. perfringens anaerobik, gram pozitif, spor oluşturan çubuk şeklinde bir bakteridir. Mikroskop altında genellikle tek ve ikili olarak görünür, nadiren kısa zincir oluşturur. Sporları subterminal veya terminal pozisyonda bulunur. Bu bakteri hareketsiz olup, kapsül oluşturur ve jelatini parçalar. Bir çok karbonhidratı fermente etme yeteneğine sahiptir. Litmuslu sütte asit oluşur, pıhtı yüksek oranda gaz oluşması ile dağılır ve gazlı fermentasyon (stormy fermentation) izlenir. 

C. perfringens doğada çok yaygındır. İnsanların, evcil hayvanların ve yabani hayvanların bağırsaklarında, toprak, toz, hava, su ve kanalizasyon sularında bulunur. Sporları toprakta ve sedimentlerde canlılığını sürdürür. Bacillus 'larda olduğu gibi hafif bir ısıtma ile sporların çimlenmesi teşvik edilir.Gıdada bu bakteriye rastlanması fekal kontaminasyonun göstergesidir.

Sülfit indirgeyen anaerobların sayımı EMS yöntemi ile yapılır. Bu amaçla en yaygın olarak Differantial Reinforced Clostridial Broth (DRCM ; Merck 1.11699) besiyeri kullanılır. Standart yöntemle tüplere ekimden sonra tüplerin üstü anaerob ortam sağlamak üzere yaklaşık 2 cm (4 ml) sıvı parafin (Paraffine Viscous ; Merck 1.07160) ilave edilip vejetatif hücrelerin öldürülmesi ve sporların germinasyonunu sağlamak için su banyosunda 75 oC' da 30 dakika bekletilir. İnkübasyon 30 oC' da 7 güne kadar devam eder. Pozitif reaksiyon genellikle 3-4 gün içinde alınır. Siyah renk oluşumu sülfit indirgeyen Clostridium’ ların varlığını gösterir. 

Clostridium perfringens' in sayımı için saklanan gıda maddesinin dondurulmamış olması gerekir. Analize alınacak örneğin 1:1 (g/v) oranı ile % 10' luk gliserinle karıştırılarak analiz yapılana kadar 5 oC nin altında saklanması önerilmektedir. Benzer bir öneri de; zorunlu nedenler ile 8 saat içinde analiz yapılamıyor ise örneğin tamponlanmış steril gliserin-tuz çözeltisi içinde -60 oC de dondurulmasıdır. Kısa süre bekleyecek örnekler 10 oC de tutulurlar. Çünkü C. perfringens' in vejetatif hücreleri donma sıcaklıklarına çok duyarlıdır. Bu uygulama yapılmazsa soğukta bekletme veya dondurarak saklama süresinde bakteri canlılığını yitirmiş olacağından yanlış sayım sonuçları alınabilir. Sayım için Tryptose Sulfite Cycloserine (TSC) Agar kullanılır. Bu besiyeri içinde bulunan sülfit Clostridium' ların büyük çoğunluğu gibi C. perfringens tarafından da sülfide indirgenir. Besiyerindeki demir (3), amonyum sitrat demir sülfid oluşturarak koloninin siyah renk almasına neden olur. Örnek sıvısı ve ardışık dilüsyonlarından dökme yöntemi tekniği ile ekim yapılır. Plaklar 37 oC’de 20 saat anaerob inkübasyona bırakılır. Anaerobik inkübatör yoksa çift katlı ekim uygulanması düşünülmelidir. TSC Agar üzerindeki siyah koloniler sayılarak gıdadaki hücre sayısı hesaplanır.

TSC Agar üzerinde gelişen tüm kolonilerin C. perfringens olduğu düşünülemez. Diğer sülfit indirgeyenler de (C. bifermentans, C. sphenoides, C. fallax) aynı renkte koloni vereceklerinden, siyah kolonilerin mutlaka uluslararası yönetmeliklerde bulunan testlerle tanımlanması gerekir. ISO, FDA, 35 LMBG gibi standartlarda; suşların hareketsiz, nitrat pozitif, laktoz pozitif olduğunun, jelatini sıvılaştırdığının, Reverse-CAMP testinde pozitif sonuç verdiğinin gösterilmesi öngörülmüştür. Bununla birlikte bu testlerden nitrat indirgeme ve jelatini sıvılaştırma testlerinde doğru sonuçların alınması her zaman mümkün olmayabilir. 

İdentifikasyon testlerinden en fazla hareket, laktoz fermentasyonu, Reverse-CAMP ve asit fosfataz testlerine güvenilmektedir. Bunlar aynı zamanda doğrulama testleridir.

Reverse-CAMP testinde % 5 defibrine koyun kanı katılarak hazırlanan Columbia Agar (Oxoid) plağının ortasına, plağı iki eşit parçaya ayıracak şekilde iyi üremiş Streptococcus agalactiae kültüründen bir öze alınarak çizilir. Bu çizgiden 1 mm aralık bırakılarak ve çizgiye dik olarak test edilecek C. perfringens kültürlerinden sağa doğru ayrı ayrı paralel çizimler yapılır. 37 oC’de 24 saat inkübasyonun ardından sağa doğru çizilen suşlarda lobut veya pipo formlu geniş ß-hemoliz zonları gösterenler pozitif olarak değerlendirilir.

C. perfringens' in doğrulanması, laktoz ve sülfit testlerini kombine hale getirmiş olan Lactose Sulfide (LS) Medium besiyerinde yapılır. Gaz oluşumu ve siyah presipitat sonucun pozitif olduğunu gösterir.

Asit fosfatazın belirlenmesi, Columbia Kanlı Agar plaklarında geliştirilen şüpheli C. perfringens kolonileri üzerine fosfataz reaktifi döküldüğünde gelişen kahverengi-viyole rengin pozitif olarak değerlendirilmesiyle yapılır. C. perfringens' in asit fosfataz özelliğinden yararlanılarak geliştirilen bir besiyeri de Tryptose Sulfite Cycloserin (TSC) Agar' a MUP (4-methylumbelliferyl phosphate) katılarak hazırlanan C. perfringens' in sayılması amacıyla son yıllarda geliştirilmiş bir besiyeridir. TSC-MUP Agar üzerinde gelişen bakterinin oluşturduğu asitfosfataz florejenik bir madde olan MUP' ı ultraviyole ışını altında 366 nm de floresan veren 4-methylumbelliferona dönüştürmekte, böylece koloniler belirgin olarak tanınmaktadır. 

C. perfringens toksinleri, Ters Pasif Lateks Aglutinasyon (RPLA) tekniği ile hazırlanmış PET-RPLA (Unipath) test kiti kullanılarak da belirlenebilmektedir. 

Şüpheli bir gıdada C. perfringens aranmasında dikkat edilecek en önemli hususlardan birisi C. perfringens 'in dondurma ya da uzun süreli soğukta depolama işlemlerinde canlılığını yitireceğidir. Dolayısıyla analizi yapılacak gıda analizden önce donduruldu veya uzun süreli soğukta bekletildi ise önceden zehirlenmeye neden olan bu gıdada l. perfringens saptanamayabilir.

C. perfringens aranacak gıdalarda şüpheli örnekten tam bir porsiyon alınması, bu mümkün değilse gıdanın farklı yerlerinden toplam 25 g örnek alınması gerekir. C. perfringens bir porsiyon gıdanın sadece küçük bir bölgesinde lokalize olabilir. Bu nedenle alınacak örneğin tüm porsiyonu temsil etmesi önemlidir.

Gıda örneği en geç 8 saat içinde analize alınmalı ve bu süre içinde 10 oC' de tutulmalıdır. Zorunlu nedenlerle bu süre geçilecek ise, analiz örneği tamponlanmış steril gliserin-tuz çözeltisi içinde -60 oC' de dondurulmalıdır. Bu amaçla 25 g gıda için 25 ml çözelti yeterlidir. Gıda ile tamponlanmış steril gliserin tuz çözeltisi iyice karıştırıldıktan sonra kuru buz içinde hızla dondurulur. Dondurulmuş bu örnek laboratuara taşıma, bekletme gibi aşamalarda aynı sıcaklıkta korunmalıdır.

C. perfringens aranmasında dikkat edilecek ikinci önemli husus homojenizasyondur. Bu işlemde blender kullanılacak ise düşük devir ve kısa süre kullanılmalıdır. Her ne kadar C. perfringens aerotolerant bir anaerob bakteri ise de blenderdeki homojenizasyon sırasında oluşacak anafora bağlı olarak hücreler aşırı miktarda oksijen ile temas eder ve oksijen C. perfringens 'e zarar verir.

II. 6. 11. CLOSTRİDİUM BOTULİNUM

Gıdalarda C. botulinum analizi var/yok testi ile yapılır. Bu amaçla zenginleştirme, selektif katı besiyerine sürme ve izolasyon ile identifikasyon aşamaları uygulanır. Tipik kolonilere biyokimyasal identifikasyon yerine toksin testleri uygulanarak C. botulinum olup olmadıkları belirlenir. Toksin testleri fare denemeleri ile yapılmaktadır. Toksinin hangi tipe girdiği ise serolojik yöntemlerle belirlenmektedir.

C. botulinum analizi standart bir mikrobiyolojik kalite kontrol laboratuarında yapılmamalıdır. Gelişmiş ülkelerde bu bakterinin analizinin yapılabilmesi için özel güvenlik önlemlerinin alındığının belgelendirilmesi gereklidir. Bu kısıtlamanın nedeni gıdaların C. botulinum açısından analizinde pozitif sonuç koşulunda laboratuarda, botulin içeren bir gıdanın içerdiği toksine oranla binlerce kat daha fazla miktarda toksin olmasıdır. Bu analizin yapıldığı laboratuarlarda en azından belirli antitoksinlerin sürekli ve taze olarak bulundurulması, nasıl kullanıldığı tatbikat yapılarak personele öğretilmiş ve acil olarak kullanılması gereken portatif solunum destek cihazlarının el altında ve işler halde tutulması, analiz sonrası kullanılan besiyerlerinin ve çalışma ortamının sterilizasyonu/dezenfeksiyonu, laboratuar kapısına botulin ile çalışıldığını uyaran levhalar asılması, tercihen bağımsız bir laboratuarın ya da laboratuarda özel bir bölmede bu analizlerin yapılması, hafta sonları ve/veya çalışma saatleri dışında yalnız çalışılmaması gibi ayrıntılar sadece iyi ve doğru laboratuar uygulama (GLP ; good laboratory practice) kurallarının sağlanması değil, bunun ötesinde özel olarak yasal denetlemeleri de gerektirmektedir. 

C. botulinum analizinde ön zenginleştirme için 15 ml olarak hazırlanmış cooked meat medium (CMM), trypticase peptone glucose yeast extract (TPGY) broth ya da bu besiyerinin tripsin ilave edilmiş şekli olan TPGY tripsin (TPGYT) broth kullanılır. Besiyerleri inokülasyondan önce 10-15 dakika süre ile kaynar su banyosunda tutularak oksijenin çıkması sağlanır ve sarsılmamasına dikkat edilerek hızla soğutulur. Analizlerde temel olarak CMM ve TPGY besiyerleri kullanılır. Eğer proteolitik olmayan B, E veya F tipi toksin oluşturan bir bakterinin varlığından kuvvetle şüphe ediliyor ise TPGY yerine TPGYT broth kullanılır. 

Sıvı gıdalardan doğrudan 1-2 ml, katı gıdalardan da aynı şekilde 1-2 g alınıp her iki besiyerinin 2 'şer tüpüne ayrı ayrı aktarılır. Katı gıda küçük parçacıklardan oluşuyor ise doğrudan steril pens ile besiyerine aktarılabilir. Büyük parçalar ise önceden soğutulmuş kum ile aynı miktarda olmak üzere pH 'sı 6,2 olan jel fosfat tampon ile havanda ezilir ve böylece homojen hale getirilmiş gıda ön zenginleştirme amacı ile kullanılır. Homojenizasyon için havan yerine stomacher de kullanılabilir. CMM 35 oC 'de, TPGY (veya TPGYT) broth ise 28 oC 'de 5 gün süre ile inkübe edilir. Bu sürenin sonunda besiyerlerinde bulanıklık, gaz oluşumu ve CMM besiyerinde et parçacıklarının parçalanması kontrol edilir. Yeterli gelişme görülmüyor ise hasar görmüş olan sporların geciken çimlenmesinin kontrolü için inkübasyona 10 gün daha devam edilir ve ancak toplam 15 gün sonra gelişme olmayan örnekler steril kabul edilir. Genel olarak 5 günlük süre aktif gelişme ve toksin oluşumu için yeterlidir. 

Gelişme olan tüpler asılı damla yöntemi ile faz kontrast mikroskopta, ya da kristal viyole veya metilen mavisi ile boyanarak normal ışık mikroskobunda incelenir. C. botulinum tipik olarak tenis raketi şeklinde spor oluşturur. 

C. botulinum, gerek ön zenginleştirme kültürlerinden gerek doğrudan gıda maddesinden kolaylıkla izole edilebilir. Vejetatif hücrelerin öldürülmesi için 1-2 ml ön zenginleştirme kültürü aynı hacimde filtre ile sterilize edilmiş absolü alkol ile karıştırılıp vida kapaklı tüpte oda sıcaklığında 1 saat bekletilir. Alternatif olarak 1-2 ml örnek alınıp 80 oC 'de 10-15 dakika ısıtılır. Eğer proteolitik olmayan tiplerin varlığından şüphe ediliyor ise ısıl işlem uygulanmamalıdır. 

Gıda maddesinde C. botulinum sporlarının yoğun olduğu tahmin ediliyor ise, sıvı kısımdan alınacak örnek önce yukarıda açıklanan şekilde mikroskobik olarak incelenir, tipik sporların görülmesi halinde ön zenginleştirmeye gerek duyulmadan doğrudan ısıl işlem veya alkol uygulamasına geçilebilir. 

Selektif izolasyon için ısıl işlem veya alkol uygulaması yapılarak vejetatif hücreleri öldürülmüş kültürden yüzeyi yeterince kurutulmuş olan liver veal egg yolk (LVE) agar ve anaerobic egg yolk (AEY) agar besiyerlerine öze ile sürme yapılır. Bunların dışında blood agar, McClung Toabe agar besiyerleri de izolasyon amacı ile kullanılmaktadır. Anaerob kavanozda 35 °C 'de 48 saat inkübasyon sonunda tipik koloniler seçilir. 

İzolatların saf olduğunun belirlenmesi için her izolat 2 adet egg yolk agara sürülür. Petrilerden birisi anaerob, diğeri anaerob ortamda 35 oC 'de 48 saat inkübe edilir. Aerob inkübasyonda gelişme olmaması, anaerob inkübasyonda ise koloni gelişimi kültürün saf olduğunu gösterir. 

AEY besiyerinde C. botulinum lipaz aktivitesi nedeniyle koloniler etrafında zonlar oluşturmaktadır. C. botulinum 'un C, D ve E tipleri lesitinaz aktivitesi sonucu kolonilerin etrafında genellikle 2-4 mm çapında sarı renkli presipitasyon halkası oluştururken, A ve B tipleri daha küçük halka oluşturmaktadır. Toksin oluşturmayan diğer Clostridium türleri de bu besiyerlerinde C. botulinum 'a benzer koloni morfolojisi gösterirler. 

Kavram olarak botulin nörotoksini üreten bakteriler C. botulinum olarak tanımlanırlar. Buna göre izolatın bu toksini oluşturup oluşturmadığının saptanması ile identifikasyon bir anlamda tamamlanmış olur. Bununla beraber çeşitli biyokimyasal testlerden oluşan minyatürize API Rapid ID 32 A (bioMérieux) test kiti C. botulinum identifikasyonunda kullanılmaktadır. Selektif katı besiyerinden en az 10 tipik koloni izole edilerek bunlara biyokimyasal identifikasyon ve/veya toksin testleri uygulanmalıdır. 

Bir gıdada canlı C. botulinum 'a rastlanılmış olması o gıdanın botulizm açısından mutlak tehlikeli olacağını göstermez. Zehirlenme için bakterinin gelişmesi ve toksin oluşturması gerekir. Bu nedenle gıdanın botulizm açısından gerçek kontrolü canlı hücre aranması/ sayılması yerine toksin varlığının belirlenmesi şeklinde olmaktadır. Bu analiz izolata uygulanabileceği gibi, gıda maddesinde önceden oluşmuş toksin olduğu tahmin ediliyor ise izolasyon aşaması atlanarak doğrudan gıda maddesine de uygulanabilmektedir. 

Botulin analizi izolatlara uygulanıyor ise izolat öncelikle TPGY besiyerinde 26 -28 oC 'de 5 gün inkübe edilerek toksin oluşması sağlanmalıdır. Kültürün proteolitik olmayan B, E veya F tipi toksin üreten bir suş olduğu tahmin ediliyor ise toksini aktive etmek için TPGYT besiyeri kullanılmalıdır. TPGYT besiyerinde bulunan tripsin proteolitik olmayan toksini aktive eder. Bununla beraber proteolitik olan bir bakterinin TPGYT besiyerinde geliştirilmesi sonunda aşırı aktivasyona bağlı olarak sahte negatif sonuçlar alınabilir. Tercihen bakteri TPGY besiyerinde geliştirilip daha sonra bir kısmına tripsin uygulamalı ve her iki kültür ayrı olarak denenmelidir. Tripsin uygulamasında 0,5 g 1:250 tripsin 10 ml suda hafifçe ısıtılarak tripsin çözeltisi elde edilir. Kültürden 1,8 ml alınıp, üzerine 0,2 ml tripsin çözeltisi ilave edilir ve ara sıra hafifçe karıştırılarak 35 - 37 oC 'de 1 saat inkübe edilir. 

Gıdada botulin testi yapılıyor ise katı gıdalara öncelikle homojenizasyon işlemi uygulanır. Bu amaçla yukarıda anlatıldığı şekilde havan ya da stomacher kullanılarak gıda homojenize edilir ve homojenizat soğutmalı santrifüjde gıdanın özelliğine göre seçilecek hız ile santrifüjlenir ve süpernatant analizlerde kullanılır. Gerekiyor ise süpernatant pH 'sı 1 N HCl veya NaOH ile 6,2 'ye ayarlanır. Sıvı gıdalar için homojenizasyon ve santrifüjleme aşamalarına gerek yoktur. Gıdanın (ya da katı gıdada olduğu gibi gıda ekstraktının) yukarıda açıklandığı şekilde bir kısmına tripsin uygulanmalıdır. Katı gıdalarda süpernatantın 0,45  porlu filitreden geçirilmesi ile farelerin spesifik olmayan ölümleri önlenebilir ya da azaltılabilir.

Bu şekilde elde edilen kültür ya da gıda örneğine aşağıda açıklandığı şekilde fare denemesi uygulanır. Her deneme için 20-25 g ağırlığında 2 fare kullanılmalıdır. Bunların birisi tripsin uygulanmış, diğeri tripsin uygulanmamış örnek için kullanılır. 

- Tripsin uygulanmış ve uygulanmamış örnekler jel fosfat tampon ile 1:5 ; 1:10 ve 1:100 oranında seyreltilir. Seyreltme yapılmamış örnek de dahil olmak üzere 4 örnek 0,5 'er ml intraperitonal (karın altı)olarak farelere ayrı ayrı steril şırınga ile verilir. 

- Tripsin uygulanmamış örnekten 1,5 ml alınıp, 100 oC 'de 10 dakika ısıtılır ve buradan yine 0,5 ml alınarak aynı şekilde fareye aşılanır. Bir anlamda kontrol olan bu fare deneme sonunda canlı kalmalıdır. 

- 48 saat süresince farelerde botulizm belirtileri izlenerek belirtiler ve ölümler kaydedilir. Botulizmin tipik belirtileri ilk 24 saatte fare derisinin buruşmasıyla başlar. Solunum güçlüğü, kol ve bacaklarda güçsüzlük, felç ve son olarak solunum yetersizliği ve ölüm gerçekleşir. Botulizmin klinik belirtileri olmadan ölen fareler enjekte edilen örneğin botulin toksini içerdiğini göstermeye yeterli değildir. Nadiren ölüm enjekte edilen sıvıdaki diğer kimyasallardan meydana gelebilir. Eğer 48 saat sonra ısıl işlem görmüş preparat ile aşılanan kontrol faresi dışındaki tüm fareler ölmüş ise toksisite testinin daha yüksek dilüsyonlar kullanılarak tekrarlanması ile minimum öldürücü doz (minimum lethal dose ; MLD) belirlenir ve bu şekilde özellikle gıda örneğindeki toksin miktarı tahmin edilebilir. 

- Toksin varlığı belirlendikten sonraki aşama toksinin hangi tip olduğunun saptanmasıdır. Bunun için A, B, E, F monovalent antitoksinleri ayrı ayrı steril serum fizyolojik ile 1 IU/0,5 ml olacak şekilde rehidre edilir. Her antitoksin için biri tripsin uygulanmış, diğeri tripsin uygulanmamış olmak üzere birer çift fare MLD konsantrasyonunda olacak şekilde botulin içeren örnek ile yine 0,5 'er ml olarak aşılanır. Antitoksinler farelere toksinlerin enjeksiyonundan 30 - 60 dakika önce 0,5 ml olacak şekilde aşılanmalıdır. Bu aşamada toksin enjekte edilmiş ancak antitoksin enjekte edilmemiş 1 'er çift ve antitoksin enjekte edilmiş ancak toksin enjekte edilmemiş 4 fare kontrol olarak kullanılır. 

- Tripsin uygulanmış ve uygulanmamış örnekler ile antitoksin verilmiş farelerdeki ölümler izlenerek toksinin hangi tipe girdiği belirlenebilir. 

Toksin tipinin belirlenmesi için ilk aşamada sadece antitoksin enjekte edilmiş farelerin durumu incelenir. Bu 4 farenin de deneme sonunda canlı kalmış olması gerekmektedir. İkinci aşamada ise yapılması gereken antitoksin verilmemiş, ancak tripsin uygulanmış ve uygulanmamış örneklerin enjekte edildiği 2 farenin canlılıkları incelenir. Bu aşamada proteolitik olan ya da olmayan bir toksinin varlığı belirlenmiştir. Son olarak hangi antitoksin grubunda canlılık olduğu kontrol edilerek toksin tipi belirlenir. A, B, E, F antitoksinlerinden hangisi farelerin canlı kalmasını sağlıyor ise toksinin o tipe girdiği saptanır. 

C. botulinum toksin analizinin bu şekilde yapılması pahalı ve zaman alıcıdır. Süreyi kısaltmak için önzenginleştirme aşamasında elde edilen kültürlerin doğrudan farelere verilmesi ile toksin oluşturan bakteri varlığı anlaşılmış olur. Bu denemede elde edilen verilere göre toksinin proteolitik olup olmadığı belirlenebileceği için ileri aşamalarda buna göre tripsin uygulaması yapılır ya da yapılmayarak daha az sayıda fare kullanılmış olur. Ancak bu koşulda hem tripsin uygulanmış hem de uygulanmamış farelerin ölümü görülür ise analiz edilen gıdada proteolitik olan ve olmayan toksinleri üreten en az 2 farklı bakteri olduğu anlaşılır. Tripsin uygulanmış ve uygulanmamış örneklerin farelere verilmesi sonunda her iki fare de canlı kalır ise örnekte C. botulinum ve botulin toksini olmadığı anlaşılır ve denemeye bu aşamada son verilir. 

Botulin toksinlerinin belirlenmesinde PCR tekniklerinden ve DNA problarından da yararlanılmakta olup bu amaç için spesifik olarak geliştirilmiş primerler kullanılmaktadır.

II. 6 12. LİSTERİA MONOCYTOGENES

Listeria ile çalışması zor ve tehlikelidir. Laboratuarda L. monocytogenes ve L. innocua şahit olarak denemelerde kullanılmalıdır. En azından bu kullanım dahi laboratuarda çok fazla sayılarda L. monocytogenes bulunmasına neden olur. Abo yol açabilmesi nedeni ile gebelerin ve gebelik şüphesi olanların Listeria analizlerine katılmaması çeşitli kaynaklarda uyarılmıştır. Aynı kaynaklar ancak deneyimli bakteriyologların ve laboratuarların Listeria ile çalışmasını önermektedir.

ISO L. monocytogenes Arama Yöntemi

25 g gıda örneği 225 ml yarım konsantrasyonda inhibitör içeren FRASER Broth (1/2 FRASER Broth) besiyerinde homojenize edilir ve 30 oC' de 24 saat inkübe edilir. Bu önzenginleştirme kültüründen doğrudan PALCAM Agar ve/veya OXFORD Agar selektif besiyerlerine sürme yapılır. Ayrıca önzenginleştirme kültüründen inhibitörleri normal konsantrasyonda içeren 10 ml FRASER Broth besiyerine 0,1 ml aktarılarak 35-37 oC' de 48 saat inkübasyon yapılır. İnkübasyonun 24 ve 48. saatlerinde yine PALCAM Agar ve/veya OXFORD Agar besiyerlerine sürme yapılır. Katı besiyerleri 30 oC ya da 37 oC' de 24 saat ve gerekirse 48 saat inkübe edilir.

Refakatçi floranın az olduğu gıdalarda OXFORD Agar besiyerinde 30 oC inkübasyon sıcaklığı önerilir. Refakatçi floranın yoğun olarak bulunduğundan kuşkulanılan gıdalarda OXFORD Agar' da 37 oC inkübasyon yapılmalıdır. Hangi inkübasyon sıcaklığı seçilirse seçilsin analiz raporunda bu sıcaklık belirtilmelidir.

IDF L. monocytogenes Arama Yöntemi

25 g gıda örneği 225 ml Listeria Enrichment Broth (LEB) besiyerinde homojenize edilip 30 oC' de 48 saat inkübe edilir. Bu önzenginleştirme kültüründen doğrudan PALCAM Agar ve/veya OXFORD Agar selektif besiyerlerine sürme yapılır. 

FDA L. monocytogenes Arama Yöntemi

25 g gıda örneği 225 ml Listeria Enrichment Broth (LEB) besiyerinde homojenize edilip 30 oC' de 48 saat inkübe edilir. Bu önzenginleştirme kültüründen 24 ve 48 saatlerde OXFORD ve LPM Agar besiyerlerine sürme yapılır. OXFORD Agar 35 oC' de, LPM Agar 30 oC' de 24-48 saat inkübe edilir.

L. monocytogenes Sayısının Belirlenmesi

Standart EMS yöntemine ilaveten katı besiyerinde 6 aşamalı bir analiz yöntemi ile L. monocytogenes sayılması da söz konusudur. Bu 6 aşama sırasıyla ; tamponlanmış peptonlu su ve/veya inhibitörsüz FRASER Broth besiyerinde seyreltme, hasar görmüş hücrelerin aktivitelerini kazandırmak için 20 2 oC' de 1 saat bekleterek canlandırma işlemi, seyreltilerden PALCAM Agar besiyerine standart yayma yöntemi ile büyük petri kutularına ekim, 35-37 o C' de 24 ve gerekirse 48 saat mikroaerobik veya aerobik atmosferde inkübasyon, tipik kolonilerin doğrulama için seçimi, doğrulanmış kolonilerin sayısından gıdadaki L. monocytogenes sayısının hesaplanmasıdır. Ekimde 14 cm çaplı büyük petri kutuları bulunamıyor ise 3 adet standart 9-10 cm çaplı petri kutusuna da 1 ml ekim yapılabilir, ancak bu koşulda 3 petri kutusundan alınan toplam sayı 1 adet petri kutusundan alınmış gibi değerlendirilir. İnkübasyon mikroaerobik atmosferde yapılırsa besiyeri renginin tipik pembe-menekşe rengini alabilmesi için petri kutuları 1 saat aerobik atmosfer ortamında bekletilmelidir.

İdentifikasyonu ve Doğrulanması 

Listeria türleri öncelikle selektif katı besiyerlerinde oluşturdukları tipik koloniler ile tanımlanırlar. Ancak bu tanımlama doğrulama anlamına gelmez. Bununla beraber küçük gıda mikrobiyolojisi laboratuarları için selektif katı besiyeri morfolojileri verilmek kaydı ile bu aşamada çalışmaya son verilip “tipik Listeria kolonileri görüldü / sayıldı” şeklinde rapor düzenlenebilir.

Doğrulamanın ilk aşaması TSYEA besiyerinde kültüre alınan tipik Listeria kolonilerinin morfolojik incelemesidir. Listeria kolonileri bu besiyerinde 35-37 oC' de 18-24 saat inkübasyon sonunda 1-2 mm çapında konveks, renksiz ya da opak düzgün kenarlı koloniler oluşturur.

Daha sonra ise biyokimyasal ve serolojik testler ile doğrulama ve/veya tür tayini yapılır. Parantez içindeki + ve - işaretleri Listeria için reaksiyon sonucu olmak üzere cins bazında doğrulama için hareket (+), oksijen gereksinimi (fakültatif), 35 oC' de gelişme (+), katalaz (+), H2S (-), glikozdan asit oluşturma (+), MR (+), VP (+), indol (-), sitrat (-), üre (-) testleri yapılabilir. Cins doğrulaması yapıldıktan sonra L. monocytogenes  hemoliz, ramnoz ve ksiloz testleri ile diğer türlerden ayrılır. Listeria tanımlanmasında en yaygın olarak kullanılan testlerden birisi de CAMP testidir. Aşağıda hemoliz ve karbohidrat fermentasyonu testlerine göre Listeria türlerinin ayrımı için basit bir tablo verilmiştir. 

	TÜR
	ß Hemoliz
	Ramnoz
	Ksiloz

	L. monocytogenes
	+
	+
	- 

	L. .innocua
	-
	V
	-

	L. ivanovii
	+
	-
	+

	L. seeligeri
	+
	-
	+ 

	L. welshimeri
	-
	V
	+

	L. grayi
	-
	-
	-

	L. murrayi
	-
	V
	-
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      Stomacher poşetlerinde homojenize edilmiş örnek
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    Dökme plak tekniği
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    Yayma plak tekniği
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Membran filtre 
Membran filtrasyon tekniği ile filtrede koliform görünümü
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Çizme plak tekniği
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Anaerobik jar



Gaz kitleri
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Gram negatif çubuk


Gram pozitif kok
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Flagella görünümü


Endospor oluşumu
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PCA’da toplam bakteri sayımı
PDA’da maya kolonileri
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Besiyerinde Küf’ün görünümü
Koliform bakteri kolonileri
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EMB’de E. Coli


LST broth (negatif, pozitif)




Brilliant Green Bile broth (Sol baştaki negatif, ortadaki bulanıklık yönünden pozitif, sağ baştaki bulanıklık ve gaz açısından pozitif)
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İndol testi


[image: image53]
        Metil red testi
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Voges Proskauer testi
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Sitrat testi
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E. coli için IMViC sonuçları
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Hektoen enterik agarda Salmonella

BPLS’de Salmonella (pembe), E. Coli (sarı)
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Üreaz test



Triple sugar iron agar testi (Salmonella)
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LIA testi (Negatif, pozitif, Salmonella)
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Salmonella, antiserum testi (pozitif, negatif)
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CIN agarda Yersinia enterocolitica


[image: image66]

[image: image67]
CCDA’da C. jejuni


Baird Parker agarda S. aureus
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Tüpte Koagulaz test
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DNase testi




Katalaz Testi
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Latex agglutination test kit
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Latex agglutination (A pozitif)
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  TSC agarda C. perfringens



CAMP test
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Oxford agarda Listeria
   Palcam agarda Listeria

III. GIDA KİMYASI

III.1. ÇÖZELTİ HAZIRLANMASI

Derişik Asitler ve Özellikleri
	Asidin Adı
	Yüzdesi
	Yoğunluğu
g/ml
	Yaklaşık Normalitesi
(N)
	Yaklaşık Molaritesi
(M)

	Derişik hidroklorik asit (HCl) (Merck 1.00317)
	38
	1,1885
	12,40
	12,40

	Derişik nitrik asit (HNO3) (Merck 1.00456)
	72
	1,4218
	16,20
	16,20

	Derişik sülfürik asit (H2SO4) (Merck 1.00731)
	95
	1,8337
	35,50
	17,76

	Perklorik Asit (HCIO4) (Merck 1.00519)
	70
	1,6640
	11,60
	11,60

	Asetik Asit (CH3COOH) (Merck 1.00063)
	99
	1,0524
	17,45
	17,45

	Fosforik Asit (H3PO4) (Merck 1.00563)
	85
	1,6890
	44,00
	14,67


Molarite ile normalite arasinda N= Mx TD ilişkisi vardir. 
TD (Tesir değerliliği) = Asidik çözeltinin ortama verdigi H+ sayısı, bazik çözeltilerin ortama verdigi OH- sayısı ve tuzların alıp verdiği elektron sayısı o maddenin tesir değerliliğini belirtmektedir. 
H2SO4  için tesir değerliliği 2 dir . Sülfürik asit 2 protonunu (H+ ) verebilir.

HCl için tesir değerliliği 1’dir . Hidroklorik asit 1 protonunu (H+) verebilir.
H3PO4 için tesir değerliliği 3’tür. Fosforik asit 3 protonunu (H+) verebilir.

NaOH için tesir değerliliği 1’dir. Sodyum hidroksit 1 tane OH- iyonunu verebilir.
Derisik Asit Çözeltilerden, Değisik Yoğunlukta veya Yüzdelerde Seyreltik Asit Çözeltilerinin Hazırlanması

Değişik yoğunlukta ve yüzdelerde seyreltik asit çözeltileri hazırlamak için, öncelikle kullanılacak olan derişik asit çözeltisinin şişe üzerindeki etiket bilgileri alınır (yoğunluk, molekül ağırlığı, ağırlık yüzdesi). Daha sonra aşağıdaki tablodan hazırlanılması istenen asidin yoğunluk ve ağırlık yüzdesi değerleri kaydedilir. 

Asitlerin 20C’daki yoğunlukları ile yüzde ağırlıklarına göre miktarları
	Ağırlık esasına göre yüzdesi
	Yoğunluk

	
	H2SO4
	HNO3
	CH3COOH
	H3PO4
	HCl

	1
	1.0051
	1.0036
	0.9996
	1.0038
	1.0032

	2
	1.0118
	1.0091
	1.0012
	1.0092
	1.0082

	3
	1.0184
	1.0146
	1.0025
	-
	-

	4
	1.0250
	1.0201
	1.0040
	1.0200
	1.0181

	5
	1.0307
	1.0256
	1.0055
	-
	-

	6
	1.0385
	1.0312
	1.0069
	1.0309
	1.0279

	7
	1.0453
	1.0369
	1.0083
	-
	-

	8
	1.0522
	1.0427
	1.0097
	1.0420
	1.0376

	9
	1.0591
	1.0485
	1.0111
	-
	-

	10
	1.0661
	1.0543
	1.0125
	1.0532
	1.0474

	11
	1.0731
	1.0602
	1.0139
	-
	-

	12
	1.0802
	1.0661
	1.0154
	1.0647
	1.0574

	13
	1.0874
	1.0721
	1.0168
	-
	-

	14
	1.0947
	1.0781
	1.0182
	1.0764
	1.0675

	15
	1.1020
	1.0842
	1.0195
	-
	-

	16
	1.1094
	1.0903
	1.0209
	1.0884
	1.0776

	17
	1.1168
	1.0964
	1.0223
	-
	-

	18
	1.1243
	1.1026
	1.0236
	1.1008
	1.0878

	19
	1.1318
	1.1088
	1.0250
	-
	-

	20
	1.1394
	1.1150
	1.0263
	1.1134
	1.0980

	21
	1.1471
	1.1213
	1.0276
	-
	-

	22
	1.1548
	1.1276
	1.0288
	1.1263
	1.1083

	23
	1.1626
	1.1340
	1.0301
	-
	-

	24
	1.1704
	1.1404
	1.0313
	1.1395
	1.1187

	25
	1.1783
	1.1469
	1.0326
	-
	-

	26
	1.1862
	1.1534
	1.0338
	1.1529
	1.1290

	27
	1.1942
	1.1600
	1.0349
	-
	-

	28
	1.2023
	1.1666
	1.0361
	1.1665
	1.1392

	29
	1.2104
	1.1733
	1.0372
	-
	-

	30
	1.2185
	1.1800
	1.0384
	1.1805
	1.1493

	31
	1.2267
	1.1867
	1.0395
	-
	-

	32
	1.2349
	1.1934
	1.0406
	-
	1.1593

	33
	1.2432
	1.2002
	1.0417
	-
	-

	34
	1.2515
	1.2071
	1.0428
	-
	1.1691

	35
	1.2599
	1.2140
	1.0438
	1.2160
	-

	36
	1.2684
	1.2205
	1.0449
	-
	1.1789

	37
	1.2769
	1.2270
	1.0459
	-
	-

	38
	1.2855
	1.2335
	1.0469
	-
	1.1885

	39
	1.2941
	1.2399
	1.0479
	-
	-

	40
	1.3028
	1.2463
	1.0488
	1.2540
	1.1980

	41
	1.3116
	1.2527
	1.0498
	-
	-

	42
	1.3205
	1.2591
	1.0507
	-
	-

	43
	1.3294
	1.2655
	1.0516
	-
	-

	44
	1.3384
	1.2719
	1.0525
	-
	-

	45
	1.3476
	1.2783
	1.0534
	1.2930
	-

	46
	1.3569
	1.2847
	1.0542
	-
	-

	47
	1.3663
	1.2911
	1.0551
	-
	-

	48
	1.3758
	1.2975
	1.0559
	-
	-

	49
	1.3854
	1.3040
	1.0567
	-
	-

	50
	1.3951
	1.3100
	1.0575
	1.3350
	-

	51
	1.4049
	1.3160
	1.0582
	-
	-

	52
	1.4148
	1.3219
	1.0590
	-
	-

	53
	1.4248
	1.3278
	1.0597
	-
	-

	54
	1.4350
	1.3336
	1.0604
	-
	-

	55
	1.4453
	1.3393
	1.0611
	1.3790
	-

	56
	1.4557
	1.3449
	1.0618
	-
	-

	57
	1.4662
	1.3505
	1.0624
	-
	-

	58
	1.4768
	1.3560
	1.0631
	-
	-

	59
	1.4875
	1.3614
	1.0637
	-
	-

	60
	1.4983
	1.3667
	1.0642
	1.4260
	-

	61
	1.5091
	1.3719
	1.0648
	-
	-

	62
	1.5200
	1.3769
	1.0653
	-
	-

	63
	1.5310
	1.3818
	1.0658
	-
	-

	64
	1.5421
	1.3866
	1.0662
	-
	-

	65
	1.5533
	1.3913
	1.0666
	1.4750
	-

	66
	1.5646
	1.3959
	1.0671
	-
	-

	67
	1.5760
	1.4004
	1.0675
	-
	-

	68
	1.5874
	1.4048
	1.0678
	-
	-

	69
	1.5989
	1.4091
	1.682
	-
	-

	70
	1.6105
	1.4134
	1.0685
	1.5260
	-

	71
	1.6221
	1.4176
	1.0687
	-
	-

	72
	1.6338
	1.4218
	1.0690
	-
	-

	73
	1.6456
	1.4258
	1.0693
	-
	-

	74
	1.6574
	1.4298
	1.0694
	-
	-

	75
	1.6692
	1.4337
	1.0696
	1.5790
	-

	76
	1.6810
	1.4375
	1.0698
	-
	-

	77
	1.6927
	1.4413
	1.0699
	-
	-

	78
	1.7043
	1.4450
	1.0700
	-
	-

	79
	1.7158
	1.4486
	1.0700
	-
	-

	80
	1.7272
	1.4521
	1.0700
	1.6330
	-

	81
	1.7383
	1.4555
	1.0699
	-
	-

	82
	1.7491
	1.4589
	1.0698
	-
	-

	83
	1.7594
	1.4622
	1.0696
	-
	-

	84
	1.7693
	1.4655
	1.0693
	-
	-

	85
	1.7786
	1.4686
	1.0689
	1.0689
	-

	86
	1.7872
	1.4716
	1.0685
	-
	-

	87
	1.7951
	1.4745
	1.0680
	-
	-

	88
	1.8022
	1.4773
	1.0675
	-
	-

	89
	1.8087
	1.4800
	1.0668
	-
	-

	90
	1.8144
	1.4826
	1.0661
	1.7460
	-

	91
	1.8195
	1.4850
	1.0652
	-
	-

	92
	1.8240
	1.4873
	1.0643
	1.7700
	-

	93
	1.8279
	1.4892
	1.0632
	-
	-

	94
	1.8312
	1.4912
	1.0619
	1.7940
	-

	95
	1.8337
	1.4932
	1.0605
	-
	-

	96
	1.8355
	1.4952
	1.0588
	1.8190
	-

	97
	1.8364
	1.4974
	1.0570
	-
	-

	98
	1.8361
	1.5008
	1.0549
	1.8440
	-

	99
	1.8342
	1.5056
	1.0524
	-
	-

	100
	1.8305
	1.5129
	1.0498
	1.8700
	-


Yoğunluğu d=1,52 g/ml Olan Sülfürik Asidin Hazırlanması
Öncelikle kullanılacak olan derişik sülfürik asitin (H2SO4) etiket bilgileri sise üzerinden alınır

Yoğunluğu (d) = 1,8337 g/ml; Ağırlıkça yüzdesi = %95’lik; Molekül Ağırlığı = 98 g/mol

I. çözüm yolu: 

Kullanılacak olan derişik asidin molaritesi bulunur.

1 ml derişik asidin ağırlığı 1,8337 g’dır (d = 1,8337 g / ml)

1000 ml asidin ağırlığı 1833,7 g’dır

1000 ml asit içerisinde H2SO4 ağırlığı 1833,7 g x 0,95 = 1742,0’dır (Ağırlıkça %95 lik olduğuna göre asit içerisindeki H2SO4 miktarı bulunur)

n (mol) = m (g) / M (molekül ağırlığı) formülünden 1742,0 g H2SO4’ün kaç mol olduğu bulunur.

n (mol) = 1742,0 g / 98 g/mol = 17,78 mol

Başlangıçtaki hacim 1 l (1000 ml) alındığı için n (mol sayısı) = M (molarite)

derişik sülfürik asidin derişimi 17,78 mol

Aynı şekilde tablodan hazırlanılması istenen asidin yoğunluk ve ağırlık yüzdesi bulunur.

Yoğunluğu = 1,52 g/ml olan asidin ağırlıkça yüzdesi 62 g’dır 

1 ml derişik asidin ağırlığı 1,520 g’dır (d = 1,5200 g /ml)

1000 ml asidin ağırlığı 1520 g’dır

1000 ml asit içerisinde H2SO4 ağırlığı 1520 g x 0,62 = 942,4’dır (Ağırlıkça %62’lik olduğuna göre asit içerisindeki H2SO4 miktarı bulunur)

n (mol) = m (g) / M (molekül ağırlığı) formülünden 942,4 g H2SO4’ün kaç mol olduğu bulunur.

n (mol) = 942,4 g / 98 g/mol = 9,62 mol

Başlangıçtaki hacim 1 l (1000 ml) alındığı için n (mol sayısı) = M (molarite)

Yoğunluğu = 1,52 g/ml olan sülfürik asidin derişimi 9,62 mol

Daha sonra derişik asit çözeltisinden seyreltik asit çözeltisi hazırlanırken kullanılan formül kullanılır.

M1 x V1 = M2 x V2 formülünden 

M1 = hazırlanılması istenen çözeltinin derişimi (seyreltik çözelti)
V1 = hazırlanılması istenen çözeltinin hacmi
M2 = hazırlanılması istenen çözeltiyi hazırlamak için kullanılan çözeltinin derişimi (derişik çözelti)
V2= Hesapla bulunacak olan derişik çözeltiden alınması gereken miktar

d = 1,52 g/ml olan sülfürik asit çözeltisinden 100 ml hazırlamak istersek

9,62 x 100 = 17,78 x V2

V2 = 54 ml

Derişik sülfürik asit ten (Merck 1.00731) 54 ml alınarak 100 ml’lik balonjojeye koyulur ve hacim çizgisine kadar (46 ml ) saf su ile tamamlanır. Ama asit üzerine saf su eklenmeyeceği için önce yaklaşık 40 ml saf su balonjojeye koyulur üzerine 54 ml asit eklenir çalkalanır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

II. çözüm yolu

Bu çözüm yolunda ise yukarıdaki gibi fazla hesaplama yapmadan tablodan bulunan değerler yardımıyla 

M1 x V1 = M2 x V2 hesaplaması kullanılarak yapılır. Yalnız burada M1 yerine çözeltinin yoğunluğu ve ağırlıkça yüzdesi kullanılır.

derişik asidin yoğunluğu = 1,8337 g/ml Ağırlık esasına göre yüzdesi = 95 

hazırlanılması istenen çözeltinin yoğunluğu= 1,52 g/mol ağırlık esasına göre yüzdesi = 62

M1 x V1 = M2 x V2

M1 = hazırlanılması istenen çözeltinin derişimi (seyreltik çözelti)
V1 = hazırlanılması istenen çözeltinin hacmi
M2 = hazırlanılması istenen çözeltiyi hazırlamak için kullanılan çözeltinin derişimi (derişik çözelti)
V2= Hesapla bulunacak olan derişik çözeltiden alınması gereken miktar

1,52 g/ml x 62 g X 100 ml = 1,8337 g/ml x 95 g X V2

V2= 54 ml 

Derişik sülfürik asit çözeltisinden 54 ml alınarak 100 ml’lik balonjojeye koyulur ve hacim çizgisine kadar (46 ml ) saf su ile tamamlanır. Ama asit üzerine saf su eklenmeyeceği için önce yaklaşık 40 ml saf su balonjojeye koyulur üzerine 54 ml asit eklenir çalkalanır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

%25’lik Sülfürik Asit (H2SO4) Çözeltisinin Hazırlanması 
Kısa yoldan yukarıdaki örneğe benzeterek çözecek olursak

Ağırlıkça %25’lik sülfürik asidin yoğunluğu tablodan bulunur . Yoğunluk = 1,1783 g/ml

derişik asidin yoğunluğu = 1,8337 g/ml Ağırlık esasına göre yüzdesi = 95

M1 x V1 = M2 x V2

M1 = hazırlanılması istenen çözeltinin derişimi (seyreltik çözelti)
V1 = hazırlanılması istenen çözeltinin hacmi
M2 = hazırlanılması istenen çözeltiyi hazırlamak için kullanılan çözeltinin derişimi (derişik çözelti)
V2= Hesapla bulunacak olan derişik çözeltiden alınması gereken miktar

1,1783 g/ml x 25 g X 100 ml= 1,8337 g/ml x 95 g X V2

V2= 16,91 ml 

Derişik sülfürik asitten (Merck 1.00731) 16,91 ml alınarak 100 ml’lik balonjojeye koyulur ve hacim çizgisine kadar (83,09 ml ) saf su ile tamamlanır. Ama asit üzerine saf su eklenmeyeceği için önce yaklaşık 40 ml saf su balonjojeye koyulur üzerine 16,91 ml asit eklenir çalkalanır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

Benzer çözeltiler tablodan ve bu formülden yaralanılarak bulunabilir.

Ayarlı (Standart) Çözeltilerin Hazırlanması ve Ayarlanması
Yöntemin Prensibi
Titrasyonda kullanılan ve derişimi kesin olarak bilinen çözeltilere ayarlı (standart) çözeltiler denir. Hazırlanan bu çözeltilerin derişiminin doğruluğu, yapılan analizin doğruluğu anlamına gelmektedir.

Bazı maddelerin çeşitli kimyasal özelliklerinden dolayı (nem çekici olması, kararlı olamaması, çabuk buharlaşması) direkt olarak ayarlı çözeltileri hazırlanamaz. Bu tür maddelerle hazırlanan çözeltilere “sekonder standart çözeltiler” denir. Sekonder standart çözeltilerin ayarlaması başka bir primer standart çözelti ile yapılır.

Saf, kararlı, nem çekici olmayan ve büyük eşdeğer ağırlığına sahip olan maddelere “primer standart maddeler” denir. Primer standart maddelerle hazırlanan çözeltiler titrasyonda direkt olarak kullanılabilir ve derişimi kesin bellidir. Ayarlama yapmaya gerek yoktur. Bu çözeltilere de “primer standart çözelti” denir.

Ayarlama (Standartlaştırma)
Sekonder bir çözeltinin derişiminin, primer standart çözeltisi kullanılarak bulunması işlemine “ayarlama” denir. 

Primer standart madde 90-100 C sıcaklıktaki etüvde 2-3 saat bekletilir. Daha sonra desikatöre alınarak soğutulur. Hassas olarak dört anlamlı rakama göre tartılır (0,1234 gibi) ve yaklaşık 50 ml saf su içerisinde çözündürülür. Üzerine o deney için kullanılacak indikatör çözeltisinden 2-3 damla eklenerek ayarı yapılacak çözelti ile dönüm noktasına kadar titre edilir ve harcanan hacim kaydedilir (V1). Dönüm noktasında primer maddenin eşdeğer gram sayısı titrantın eşdeğer gram sayısına eşit olmalıdır. Bu ilkeden yararlanılarak bilinmeyen çözeltinin derişimi hesaplanır.

N titrant = (m / E) / V

m = Alınan primer standart maddenin ağırlığı (g)

E = Primer standart maddenin eşdeğer ağırlığı

V = ayarlaması yapılacak çözeltinin titrasyon sırasında harcanan hacmi (ml)

0,1 N Sodyum Hidroksit (NaOH) Çözeltisinin Hazırlanması
Behere 4 g katı NaOH (Merck 1.06498) tartılır. Kaynatılmış soğutulmuş saf sudan 100 ml eklenerek çözülür. Çözelti 1 litrelik balonjojeye aktarılır. Beher birkaç kez saf su eklenerek çalkalanır ve balonjojedeki çözeltinin üzerine eklenir. Daha sonra 1 litrelik balonjoje hacim çizgisine kadar kaynatılmış soğutulmuş saf su eklenerek tamamlanır. Bu hesaptan yola çıkılarak değişik derişimlerde NaOH çözeltileri hazırlanabilir.

0,1 N NaOH Çözeltisinin Ayarlanması
Ayarlama işlemi için primer standart olan potasyum hidrojenftalat (KHC8H4O4) (Merck 104874) kullanılır. Potasyum hidrojenftalat deney yapılmadan önce 110 ºC da 2 saat kurutulur ve deney yapılana kadar desikatörde bekletilir. Tartım işlemi hassas olacak şekilde virgülden sonra 4 anlamlı rakama göre yapılır (0,7845 gibi). 0,7-0,9 g arası Potasyum hidrojenftalat erlene tartılır. Üzerine kaynatılmış soğutulmuş saf sudan 50 ml koyularak çözülür. Belirteç olarak 2-3 ml fenolftalein indikatör çözeltisi damlatılır. Bürete daha önce hazırlanmış NaOH çözeltisi doldurulur ve erlendeki çözelti ile titre edilir. Başlangıçtaki renksiz çözeltinin rengi ilk pembeleştiği an titrasyon durdurulur. Erlen çalkalanır. Pembe renk 30 saniye kalıcı olmalıdır. Eğer daha önce pembe renk kaybolursa 1-2 damla daha NaOH eklenir. Harcanan NaOH hacmi kaydedilir.

KHC8H4O4 + NaOH  NaKC8H4O4 + H2O

NaOH Çözeltisinin Derişiminin Hesaplanması
KHC8H4O4 Molekül ağırlığı= 204,22 g/mol

KHC8H4O4 Eşdeğer ağırlığı=204,22

N= (m / 0,204.22)/ Vtitrant

m= Dört anlamlı rakama göre tartılan KHC8H4O4’ün ağırlığı g

Vtitrant=Dönüm noktasına kadar harcanan NaOH miktarı ml

N= Ayarlı NaOH çözeltisinin kesin derişimi

0,1 N Hidroklorik Asit Çözeltisinin (HCl) Hazırlanması 
Derişik HCl (Merck 1.00317) asitten 8,1 ml alınarak 1 litrelik balonjojeye koyulur, saf su ile balon çizgisine kadar tamamlanır. Bu hesaptan yola çıkılarak değişik derişimlerde HCl asit çözeltisi hazırlanabilir.

0,1 N HCl Asit Çözeltisinin Ayarlanması
Ayarlama işlemi primer standart olan Na2CO3 (Merck 1.06392) ile yapılır. Na2CO3 deney öncesi 110 ºC’de 2 saat kurutulur ve deney yapılana kadar desikatörde bekletilir. Na2CO3 0,100-0,1500 g arası hassas olarak tartılır. Tartılan ağırlık virgülden sonra 4 anlamlı rakam olacak şekilde kaydedilir (0,1223 gibi). 50 ml damıtık suda çözülür.Üzerine belirteç olarak 3-4 damla bromkresol yeşili (Merck 1.08121) damlatılır.Bürete HCl asit koyularak titrasyona başlanılır. Titrasyon çözeltinin mavi renginin yeşile döndüğü ilk ana kadar devam ettirilir.Çözelti 1-2 dakika kaynatılır, rengin yine mavi olması gerekir. Çözelti soğuduktan sonra tekrar renk yeşil olana kadar titrasyona devam edilir. Harcanan HCl asit miktarı kaydedilir. Eğer aradaki kaynama işlemi yapıldığında renk maviye dönmezse başlangıçtaki asidin fazla kaçtığını gösterir ve deney tekrar edilir.

HCl Asit Çözeltisinin Derişiminin Hesaplanması
NaCO3’ün molekül ağırlığı= 106,0 g/mol

NaCO3’ün eşdeğer ağırlığı= (Molekül ağırlığı / Tesir değerliliği ) = (106,0 / 2) =53

N= (m x 1000 / 53,0) / Vtitrant

m = Dört anlamlı rakama göre tartılan NaCO3’ün ağırlığı g

Vtitrant = Dönüm noktasına kadar harcanan HCl miktarı ml

N = Ayarlı HCl çözeltisinin kesin derişimi

Bu deney 3-4 paralelle çalışılır ve virgülden sonra anlamlı 3 hane aynı olana kadar deney tekrarlanır.

Daha çok kullanılan diğer bir yöntem ise, derişimi kesin olarak bilinen 0,1 N ayarlı sodyum hidroksit (NaOH) çözeltisi ile titrasyondur.

Ayarı yapılacak HCl çözeltisinden bir erlene 10 ml alınarak üzerine 2-3 damla fenolftalein indikatöründen damlatılır. Büretteki derişimi kesin olarak bilinen ayarlı 0,1 N NaOH çözeltisi ile erlende oluşacak pembe rengin 30 saniye kalıcı olduğu ana kadar titre edilir. Harcanan NaOH’nin hacmi kaydedilir.

MNaOH x VNaOH = MHCl x VHCl formülünden

MHCl = (MNaOH x VNaOH) / VHCl
HCl Asidin kesin derişimi bulunur.

0,1 N Gümüş Nitrat (AgNO3) Çözeltisinin Hazırlanması 
Saf AgNO3 (Merck 1.01510) 2 saat 150ºC’ de etüvde bekletilir. Desikatöre alınarak oda sıcaklığına gelmesi beklenir.16,9890 g tartılıp 100 ml saf suda çözülür. Çözelti 1 litrelik balonjojeye alınarak hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. AgNO3 çözeltisi kahverengi şişede ve karanlıkta bekletilmelidir. Kullanılan gümüş nitratın saflığından emin olunduğu zaman primer standart olarak kullanılabilir ve ayarlama yapmaya gerek yoktur.

0,1 N Potasyum Tiyosiyanat (KSCN) Çözeltisinin Hazırlanması
9,7 g KSCN (Merck 1.05125) 100 ml saf suda çözülüp1 litrelik balonjojeye alınarak hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

KSCN Çözeltisinin Ayarlanması
Hazırlanan 0,1 N AgNO3 çözeltisinden 25 ml hassas bir şekilde alınarak erlene aktarılır. Üzerine 75 ml saf su eklenerek toplam hacim 100 ml’ye tamamlanır. Erlene 5 ml 6 N HNO3 ve 5 ml demir(III) amonyum sülfat indikatörü eklenir. Erlendeki AgNO3 çözeltisi büretteki yaklaşık normalitesi 0,1 N olan KSCN ile titre edilir. Erlende kırmızı-kahverengi renk gözlendiği anda titrasyon kesilir.

KSCN’ nin Derişiminin Hesaplanması
NKSCN x VKSCN = NAgNO3 x V AgNO3
NKSCN = NAgNO3 x V AgNO3 /  VKSCN 
NAgNO3 = AgNO3  çözeltisinin derişimi

VAgNO3 = AgNO3 çözeltisinden alınan miktar

VKSCN = KSCN çözeltisinden harcanan miktar

0,05 N Potasyum Hidroksit (KOH) Çözeltisinin Hazırlanması 
Behere 2,805 g katı KOH (Merck 1.05033) tartılır. Kaynatılmış soğutulmuş saf sudan 100 ml eklenerek çözülür. Çözelti 1 litrelik balonjojeye aktarılır. Beher birkaç kez saf su eklenerek çalkalanır ve balonjojedeki çözeltinin üzerine eklenir. Daha sonra 1 litrelik balonjoje hacim çizgisine kadar kaynatılmış soğutulmuş saf su eklenerek tamamlanır. Bu hesaptan yola çıkılarak değişik derişimlerde KOH çözeltileri hazırlanabilir.

KOH Çözeltisinin Ayarlanması
Ayarlama işlemi için primer standart olan okzalik asit dihidrat (H2C2O4.2H2O) (Merck 1.00495) kullanılır. Okzalik asit deney yapılmadan önce 110 ºC’de 2 saat kurutulur ve deney yapılana kadar desikatörde bekletilir. Tartım işlemi hassas olacak şekilde virgülden sonra 4 anlamlı rakama göre yapılır (0,1453 gibi). 0,1000-0,1500 g arası okzalik asit erlene tartılır. Üzerine kaynatılmış soğutulmuş saf sudan 50 ml koyularak çözülür. Belirteç olarak 2-3 ml fenolftalein indikatör çözeltisi damlatılır. Bürete daha önce hazırlanmış KOH çözeltisi doldurulur ve erlendeki çözelti ile titre edilir. Başlangıçtaki renksiz çözeltinin rengi, ilk pembeleştiği an titrasyon durdurulur. Erlen çalkalanır. Pembe renk 30 sn kalıcı olmalıdır . Eğer daha önce pembe renk kaybolursa 1-2 damla daha KOH eklenir. Harcanan KOH hacmi kaydedilir.

KOH Çözeltisinin Derişiminin Hesaplanması
H2C2O4.2H2O’nun Molekül ağırlığı= 126,070 g/mol

H2C2O4.2H2O’nun eşdeğer ağırlığı= (Molekül ağırlığı /Tesir değerliliği ) = 126,070 /2 = 63,035

N = (m x1000 /63,035)/ Vtitrant

M = Dört anlamlı rakama göre tartılan H2C2O4.2H2O’ nun ağırlığı g

Vtitrant = Dönüm noktasına kadar harcanan KOH miktarı ml

N = Ayarlı KOH çözeltisinin kesin derişimi

Bu deney 3-4 paralelle çalışılır ve virgülden sonra anlamlı 3. hane aynı olana kadar deney tekrarlanır.

0,1 N Sodyum Tiyosülfat (Na2S2O3.5H2O) Çözeltisinin Hazırlanması 
1 litre saf su en az 5 dakika kaynatılır. Soğutulduktan sonra 24-25 g katı sodyum tiyosülfat (Na2S2O3.5H2O) (Merck 1.06516) çözülür ve 0,2 g Na2CO3 (Merck 1.06392) eklenir. Katı tam çözünene kadar karıştırılır ve kaynamış soğutulmuş su ile 1 litreye tamamlanır. Çözelti karanlıkta 1 hafta kullanılmadan bekletilir.

0,1 N Sodyum Tiyosülfat (Na2S2O3.5H2O) Çözeltisinin Ayarlanması
Primer standart katı potasyum dikromat (K2Cr2O7) (Merck 1.04952) birkaç saat 150-200 C’de kurutulur. Desikatöre alınarak soğutulur. Dört anlamlı rakam olacak şekilde (0,1235 gibi) hassas bir şekilde 0,1-0,12 g arası bir değer erlene tartılır. Üzerine 50 ml kaynatılmış soğutulmuş saf su eklenir. 2 g KI (Merck 1.05051) ve 5 ml derişik hidroklorik asit (HCl) (Merck 1.00317) eklenerek ağzı saat camıyla kapatılarak 5 dakika karanlıkta bekletilir. Daha sonra bürete doldurulan Na2S2O3.5H2O çözeltisi ile titre edilmeye başlanır. Titrantın erlene düştüğü yerde renk açılması görülene kadar (yaklaşık 5-6 ml harcanır) titre edilir. 3 ml %1’lik nişasta belirteci eklenir. Erlendeki çözeltinin rengi tekrar koyulaşır. Na2S2O3.5H2O ile titrasyona devam edilir.Yeşil renk gözlendiği zaman titrasyon durdurulur ve harcanan sodyum tiyosülfat hacmi kaydedilir.

Sodyum Tiyosülfat Çözeltisinin Derişiminin Hesaplanması
K2Cr2O7’nin molekül ağırlığı = 294,20

K2Cr2O7’nin eşdeğer ağırlığı = (Molekül ağırlığı /Tesir değerliliği ) = 294,20 /6 = 49,04

N = ( m x 1000 / 49,04) / Vtitrant

m = Dört anlamlı rakama göre tartılan K2Cr2O7’nin ağırlığı g

Vtitrant=Dönüm noktasına kadar harcanan Na2S2O3.5H2O hacmi ml

N = Ayarlı Na2S2O3.5H2O çözeltisinin kesin derişimi

0,1 N Potasyum Permanganat (KMnO4) Çözeltisinin Hazırlanması
1 litrelik balon jojeye 3.2 g katı KMnO4 ( Merck 1.05080) tartılır. Üzerine 700 ml saf su eklenerek kaynama sıcaklığının (70(C) altında 5 dakika ısıtılır. Daha sonra 1 litrelik balonjoje hacim çizgisine kadar saf su eklenerek tamamlanır ve çözelti bu sıcaklıkta yarim saat bekletilir. Balonjojenin ağzı saat camı veya bir beherle kapatılarak bir gece bekletilir. İndirgenme neticesinde oluşan MnO2 süzülerek alınır. Süzme işlemi cam kroze veya gooch krozesinde yapılır. Kullanılan malzemelerin çok temiz olmasına dikkat edilir. Hatta malzemeler kullanılmadan önce bir miktar permanganat çözeltisi ile çalkanarak çözelti atılır.

0,1 N Potasyum Permanganat (KMnO4) Çözeltisinin Ayarlanması 
Ayarlama işlemi için primer standart olan sodyum okzalat (Na2C2O4) (Merck 1.06557) kullanılır. Sodyum okzalat deney yapılmadan önce 105 ºC’de 2 saat kurutulur ve deney yapılana kadar desikatörde bekletilir. Tartım işlemi hassas olacak şekilde virgülden sonra 4 anlamlı rakama göre yapılır (0,1453 gibi). 0,1000-0,1500 g arası okzalik asit erlene tartılır. Üzerine 200 ml saf su ve 30 ml 3 M H2SO4 (Merck 1.00731) koyularak çözülür. Bürete daha önce hazırlanmış olan KMnO4 çözeltisi sıcaklığı yaklaşık 70(C olacak şekilde doldurulur. Çözelti koyu renkli olduğu için menisküsün alt tarafı değil de üstü başlangıç noktası olarak kabul edilir. Başlangıçta eklenen permanganatın renginin kaybolması beklenir. Arada bir pisetle erlenin kenarı saf su ile yıkanır. Reaksiyonun sonuna doğru eklenen permanganatın rengi iyice kaybolmaya baslar. Bu anda ilk damlanın rengi kaybolmadan ikinci damla eklenmemelidir. Bir damla permanganatın rengi 30 sn kaldıktan sonra yok oluyorsa titrasyona son verilir. Harcanan permanganat hacmi not edilir. (V1) 

Tanık deney için bir erlene sodyum okzalat koyulmadan birinci deneydeki hacim kadar saf su ve H2SO4 eklenerek titrasyon aynı şekilde yapılır. Harcanan permanganat hacmi not edilir. (V2) 

Potasyum Permanganat (KMnO4) Çözeltisinin Derişiminin Hesaplanması 

Sodyum okzalat miliekivalan gramı = 134/ (2 x 1000) = 0.0670 g 

N KMnO4  x ml KMnO4 = N Na2C2O4 x ml Na2C2O4 

N KMnO4 x ml KMnO4 = (Primer standardın gramı / Primer standardın miliekivalan gramı) 

N KMnO4 = Primer standardın gramı/ [0,0670 x (V1- V2)] 

İndikatör Çözeltilerinin Hazırlanması
% 1’lik Fenolftalein Çözeltisinin Hazırlanması

1 g fenolftalein (Merck 1.07233) 50 ml % 95’lik etil alkolde çözülür ve 100 ml’lik balonjojeye aktarılır. Hacim çizgisine kadar % 95’lik etil alkol ile tamamlanır.

Çözeltinin rengi pH 8,3-10,0 aralığında renksizlikten kırmızıya dönüşür.

% 5’ lik Potasyum Kromat Çözeltisinin Hazırlanması

5 g potasyum kromat (K2CrO4) (Merck 1.04952) 100 ml saf suda çözdürülür.

% 0.05’lik Metil Oranj Çözeltisinin Hazırlanması

0,5 g metil oranj (Merck 1.01322) 200 ml % 95’lik etil alkolde çözdürülerek 1 l’lik balonjojeye aktarılır. Hacim çizgisine kadar saf su ilave edilir.

Çözeltinin rengi pH= 2,9 - 4,6 bölgesinde kırmızından maviye dönüşür.

Metilen Kırmızısı-Metilen Mavisi Belirteç Çözeltisinin Hazırlanması

0,5 g metilen kırmızısı (Merck 1.06076) 250 ml % 95’lik etil alkolde çözülür ve 0,25 g metilen mavisi de (Merck 1.15943) % 95’lik 250 ml etanolde çözülür. Hazırlanan çözeltiler kullanılacağı zaman eşit hacimlerde alınarak karıştırılır ve kullanılır. Çözelti karanlıkta kahverengi şişede saklanmalıdır.

Karışımın rengi pH= 4,2-6,3 aralığında açık mordan yeşile dönüşür.

Bromtimol Mavisi

0,4 g bromtimol mavisi (Merck 1.03026) alınarak üzerine 12,8 ml 0,05 N sodyum hidroksit çözeltisi ve 20 ml % 95’lik etanol eklenip ısıtılarak çözülür. 1 l’lik balojojeye aktarılır. Daha sonra 200 ml % 95’lik etanol eklenir ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

Çözeltinin rengi pH= 6,0-7,6 aralığında sarıdan maviye dönüşür. 

Timolftalein

0,5 g timolftalein (Merck 1.08175) 60 ml % 95’lik etil alkolde çözündükten sonra 250 ml’lik balonjojeye aktarılarak hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

Çözeltinin rengi pH= 9,3-10,5 aralığında renksizlikten maviye dönüşür.

%1’lik Nişasta Çözeltisinin Hazırlanması

1g nişasta (Merck 1.01252) sıcak saf suda çözdürülür ve 100 ml’lik balonjojeye aktarılır. Hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Bu çözelti çok çabuk bozulduğu için içerisine çok az miktarda civa (II) iyodür (Merck 1.04420) eklenir. İhtiyaç duyulan miktarda hazırlanıp her deneyde yeniden hazırlanması tavsiye edilir.

Amonyum Demir-3-Sülfat Çözeltisinin Hazırlanması
 25 g amonyum demir-3-sülfat (Merck 1.03775) 250 ml saf suda çözülür ve bir müddet bekletilir. Berrak çözelti elde edilemezse bir kaç damla 5 N nitrat asit eklenir.

Çözelti asitli çözeltilerde tiyosiyanat ile koyu kırmızı renk verir.

Yüzdeli Çözeltilerin ve Bazı Spesifik Çözeltilerin Hazırlanması 

Yüzdeli çözeltiler hazırlanırken, istenilen birimin yüzde ağırlık veya yüzde hacim ifadelerinden hangisi olduğuna dikkat etmek gerekmektedir. 
Yüzde ağırlık birimine göre % X ’lik bir çözelti hazırlanacaksa, X g madde tartılır üzerine (100 –X) g çözücü tartılarak koyulur. Eğer çözücü su ise tartmaya gerek yoktur. Çünkü suyun yoğunluğu 1 g/ml dır. Yüzde ağırlık birimine göre (wt/w) ifadesiyle gösterilir.

% wt / w = (Çözünen katı madde ağırlığı / Çözünen katı madde ağırlığı + Çözücünün ağırlığı) x 100

Yüzde hacim birimine göre % X’lik çözelti hazırlanırken, X g madde tartılarak 100 ml’lik balonjojeye aktarılır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Yüzde hacim birimine göre (% w/v) ifadesiyle gösterilir.

% w /v =( Çözünen katı madde ağırlığı / Çözeltinin hacmi) x 100

Nötralize Edilmiş % 67’lik Etil Alkol

100 ml %67’lik etil alkol çözeltisine 3-4 damla fenolftalein çözeltisi eklenerek çok açık pembe renk gözlenene kadar büretteki NaOH çözeltisi ile nötralize edilir.

Nötralize Edilmiş %97’lik Etanol ve Dietil Eter Karışım (yarı yarıya)

100 ml % 97’lik etanol ve dietil eter karışım çözeltisine 2-3 damla fenolftalein çözeltisi eklenerek çok açık pembe renk gözlenene kadar büretteki NaOH çözeltisi ile nötralize edilir.

Nötralize Edilmiş Dietil Eter: 100ml dietil eter çözeltisine 2-3 damla fenolftalein çözeltisi eklenerek çok açık pembe renk gözlenene kadar büretteki NaOH çözeltisi ile nötralize edilir.

Etanollü Potasyum Hidroksit Çözeltisi (KOH)

İçerisinde 1 l etanol, 8 g potasyum hidroksit ve 5 g alüminyum parçacıkları bulunan balon geri soğutucu altında 1 saat kaynatılarak distile edilir. Hangi derişimde hazırlanmak isteniyorsa o kadar potasyum hidroksit distile edilen etanolde çözülür. 3-5 gün bekletildikten sonra üstteki berrak kısım alınarak kullanılır.

Distilasyon yapmak istenmezse 1 l etanole 4 g alüminyum bütilat eklenir ve 3-4 gün bekletilir. Çözeltinin berrak olan üst kısmından alınarak hangi derişimde hazırlanmak isteniyorsa o kadar potasyum hidroksit etanolde çözülür.

Örneğin 0,1 N etanollü potasyum hidroksit çözeltisi hazırlanması isteniliyorsa 5,6 g KOH 1 l’lik balonjojeye koyularak hacim çizgisine kadar distile edilen etanolde tamamlanır ve ayarlanır.

Benzen - Alkol Fenolftalein Çözeltisi

1 litre damıtılmış benzene, 1 litre % 95'lik etil alkol katılır ve 0,4 g fenolftalein eklenerek iyice karıştırılır.

Hacimce % 8’lik Alkollü Potasyum Hidroksit (KOH) Çözeltisi (w/v)

40 g KOH (Merck 1.05033) 300 ml % 95’lik etanolde çözülerek 500 ml’lik balonjojeye aktarılır. Hacim çizgisi etanolle 500 ml’ ye tamamlanır.

Ağırlıkça %33’lük NaOH Çözeltisinin Hazırlanması (w/w)

500 g NaOH (Merck 1.06498) tartılarak üzerine 1 litre saf su eklenir. Isı çıkısı olacağından çözelti hazırlanan kap ara sıra soğuk suyun altında soğutulmalıdır. Çözelti zor çözüneceği için uzun süre karıştırılmalıdır.

0,1 N İyot Çözeltisinin Hazırlanması

12,7 g iyot (Merck 1.04761) ve 25,4 g potasyum iyodür (Merck 1.05051) bir miktar saf suda çözülerek 1 l’lik balonjojeye aktarılır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

III. 1 GIDALARDA NEM TAYİNİ

Yöntemin Prensibi 

Gıdalarda nem miktarı, genelde etüvde kurutma yöntemi ile yapılmaktadır. Belli bir sıcaklık altında örnekteki suyun uçurulması ve ağırlık kaybından nem miktarının bulunması ilkesine dayanır. Örnekteki nem uçurulduktan sonra geriye kalan kurumaddedir. Nem ile kurumadde arasında; 

% nem= 100 - % kurumadde  bağıntısı vardır. 

Deneyin Yapılışı 
Sabit tartıma getirilen petri kutuları veya nikel kurutma kaplarının içerisine 4-5 ml homojen hale getirilmiş örnekten tartılarak alınır (M1). Kurutma kabı etüve yerleştirilir. Etüvün sıcaklığı yavaş yavaş 100-125(C’ye getirilir. 3-4 saat sonunda kurutma kapları desikatöre alınır ve soğuması beklenir. Tartım alınır (M2) 

Hesaplama
% Nem = [ (M1-M2) / m] x 100 

M1 = Alınan örnek ağırlığı+sabit tartıma getirilen kurutma kabının ağırlığı 
M2 = Kurutulmuş örnek+ sabit tartıma getirilen kurutma kabının ağırlığı 
m = Alınan örneğin ağırlığı 
III. 2. GIDALARDA KÜL TAYİNİ

Yöntemin Prensibi
Kül, gıdalarda mineral ve tuz içeriğinin bir göstergesidir. Belli bir miktar numunenin yakılıp küllendirilerek kül miktarının saptanması ilkesine dayanır.

Deneyin Yapılışı
Porselen krozeler kullanılmadan bir gün önce içerisine nitrik asit (HNO3) koyularak bekletilir. Ertesi gün önce musluk suyu ile iyice çalkalanır daha sonra saf sudan geçirilerek kurutulduktan sonra sabit tartıma getirilir. Krozenin darası kaydedilir (M1). Daha sonra numuneden 3-5 g örnek krozeye tartılarak alınır. Krozeler bir gece 110 ºC’de etüvde bekletilir. Böylece örneğin yavaş yavaş kuruması sağlanır. Aksi takdirde kül fırınına direkt koyulduğu zaman sıçramalar meydana gelir. Daha sonra 520 ºC’deki kül fırınına koyularak 5-6 saat bekletilir.Bu sürenin sonunda eğer karbonlaşmış kısım varsa süre biraz daha uzatılır. Daha sonra krozeler desikatöre alınarak oda sıcaklığına gelene kadar bekletilir ve tartım alınır (M2).

Hesaplama

% Kül = [ (M2-M1) / m ] x 100

M2= Yakmadan sonraki kroze+ kül ağırlığı 

M1= Sabit tartıma getirilen krozenin ağırlığı

m = Alınan örnek ağırlığı

Eğer kurumaddede sonuç isteniyorsa yukarıdaki değer 100/Km faktörü ile çarpılır.

Km = Numunenin 100 gramının içerdiği kuru madde miktarıdır.

III. 3. GIDALARDA PROTEİN TAYİNİ

Yöntemin prensibi

Yöntemin temel amacı, gıdalardaki serbest azotun amonyum iyonuna çevrilmesidir. Bunun için örnek önce derişik sülfürik asit ile yüksek sıcaklıkta parçalanır. Karbonlu maddeler okside olarak karbondiokside, hidrojenler suya, hidrojene bağlı azot amonyum sülfat haline dönüşür. Elde edilen çözelti ağırlıkça %33’lük sodyum hidroksit çözeltisi ile distile edilir. Serbest hale geçen amonyak bir asit ile çözeltiye bağlanır. Oluşan bu zayıf baz, ayarlı bir asit çözeltisi ile titre edilir.

Kullanılan Kimyasallar 
Derişik sülfürik asit (H2SO4)

Borik asit (H3BO3) çözeltisi: 40 g borik asit 1 litre saf suda çözünür . Çözünme biraz zor olacağı için sıcak su banyosunda çözünene kadar bekletilir. 

Ayarlı 0,1 N hidroklorik asit (HCl) çözeltisi 

Metilen mavisi-metilen kırmızısı belirteç çözeltisi 

%33’lük NaOH çözeltisi: (500 g NaOH üzerine 1 litre saf su yavaşça eklenir) 

Katalizör : 15 g susuz K2SO4 ve 0,5 g CuSO4 karıştırılır.

Deneyin Yapılışı 
Kjeldahl balonu içerisine hazırlanan katalizör ve bir kaç kaynama taşı koyulur. Parşömen kağıdı üzerine homojen hale getirilmiş örnekten 1 g tartılır ve balonun içerisine yerleştirilir. Üzerine 25 ml derişik sülfürik asit koyulur. Balon Kjeldahl düzeneğine yerleştirilir. Önce köpürme bitene kadar düşük sıcaklıkta daha sonra ise yüksek sıcaklıkta yakma yapılır. Yaklaşık 2 saat sonra çözelti rengi açık mavi –yeşil olunca yakma işlemi bitirilir. Balon oda sıcaklığına kadar soğutulur. Distilasyon cihazına yerleştirilir Bir erlene 50 ml borik asit çözeltisi koyularak üzerine 2 damla metilen mavisi-metilen kırmızısı belirteç çözeltisi koyularak adaptörün ağzı erlenin dibine deyecek şekilde yoğunlaştırıcının altına yerleştirilir. Örneğin üzerine 100 ml saf su ve 125 ml %33’lük NaOH çok yavaş bir şekilde eklenir. Ve distilasyon işlemine başlanır. Distilasyon işleminin tamamlanıp tamamlanmadığı saf su ile ıslatılmış kırmızı turnusol kağıdı ile kontrol edilir. Damlayan distilat ile kırmızı turnusol kağıdı renk değiştirmemelidir. Aksi taktirde distilasyon işlemine devam edilmelidir. 

Erlen içindeki çözelti ayarlı 0,1 N HCl asit çözeltisi ile ilk indikatör eklendiği anındaki menekşe rengin gözlendiği ana kadar titre edilir (V1). 

Aynı deney örnek yerine parşömen kağıdı koyularak tekrarlanır ve harcanan HCl asit çözeltisi miktarı kaydedilir (V2). Böylece örnek dışından gelebilecek azot miktarı saptanır.  

Hesaplama 
%N = [0,014 x N x (V1-V2) x100] / m 

V1 = Titrasyonda harcanan HCl asit çözeltisinin hacmi (ml) 

V2 = Şahit deneyde titrasyonda harcanan HCl asit çözeltisinin hacmi (ml) 

N = Ayarı yapılan hidroklorik asit çözeltisinin derişimi 

m = Alınan örneğin ağırlığı (g) 

Bulunan yüzde azot miktarı, analizi yapılacak numunenin faktörü ile çarpılarak protein miktarı saptanır.

Ürünler için Kullanılan Faktörler 
Süt ve Süt ürünleri : 6,38

Et ve Et Ürünleri :  6,25 

Hububat Ürünleri : 5,70 

Pirinç Unu : 5,95 

Helva: 6,25 

III. 4. GIDALARDA YAĞ TAYİNİ

III. 4. 1. Süt, Süt Tozu, Yoğurt ve Dondurmada Yağ Tayini
Yöntemin Prensibi 
Süt ve süt ürünlerinde genelde gerber yöntemi kullanılır. Yöntem, protein ve zor çözünen tuzların derişik sülfürik asit ve amil alkol ile çözülüp, yağın parçalanması ilkesine dayanır. 

Kullanılan Kimyasallar 
Yoğunluğu 1,820 olan sülfürik asit 

Yoğunluğu 0,814 olan saf amil alkol 

Amil alkol 

Örnek Hazırlanması 
Yoğurt örneği öncelikle iyice karıştırılarak homojen hale getirilir. Homojen hale gelen numuneden 50 ml alınır. Numune su ile 1/10 oranında seyreltilir. 

Süt ürünlerinden numune almadan önce iyice çalkalanmalıdır. Eğer kaymak varsa örnek 40 Cº’ ye ısıtılıp 20 Cº’ye soğutulur. 

Süt tozu numunesinde ise sülfürik asidin üzerine 3 ml saf su ve 1,69 g süt tozu eklenir. 

Deneyin Yapılışı 
10 ml H2SO4  gerber bütirometresi içine koyulur. 11 ml numune çok yavaş şekilde bütirometrenin camına dokundurularak asidin üzerine eklenir.1 ml amil alkol eklenir. Amil alkol eklenmesi de örnekte olduğu gibi yavaşça olmalıdır. Bütirometrenin ağzı kuru lastik tıpa ile iyice kapatılır. Dikkatli bir şekilde homojen bir karışım sağlanana kadar karıştırılır. Bütirometrenin dereceli kısmı aşağıya gelecek şekilde 1100 devir/dakikalık santrifüjde 5 dakika santrifüj edilir. Daha sonra 68 Cº’lik su banyosunda bu sefer dereceli kısım yukarı gelecek şekilde 5 dakika bekletilir. 5 dakika sonunda ağızdaki tıpa itilerek veya döndürülerek yağ sütununun alt sınırı derece çizgilerinden birine getirilmek suretiyle üstteki menisküsün 

en altı okunur. 

Hesaplama

Okunan değer direkt yüzde yağ olarak verilir. Yoğurtta ise su ile 1/10 oranında seyreltme olduğundan okunan değere 1/10’luk bir ekleme yapılır. Eğer sonuç kurumadde cinsinden istenirse süt ve süt ürünlerinde nem tayini yöntemine göre örneğin kurumadde miktarı bulunarak, elde edilen sonuç 100/ Km değeri ile çarpılır. 

Km = Süt örneğinin100 g daki kuru madde miktarı 

III. 4. 2. Peynirde Yağ Tayini
Yöntemin prensibi 
Süt ve süt ürünlerinde yağ analizi yapılırken gerber yöntemi kullanılır. Yöntem, protein ve zor çözünen tuzların derişik sülfürik asit ve amil alkol ile çözülüp, yağın parçalanması ilkesine dayanır. 

Kullanılan Kimyasallar 
yoğunluğu 1,5 olan sülfürik asit 

Saf amil alkol 

Deneyin Yapılışı 
Deney numunesi iyice homojen hale getirilir. Bütirometrenin özel tartı şişesi tıpa ile birlikte çıkarılır darası alınır ve homojen hale getirilmiş örnekten 3 g koyulur. Tartı şişesi tıpa ve örnek bütirometreye yerleştirilir. Butirometrenin diğer ağzından -tamamen örnek içinde kalacak şekilde- sülfürik asit koyularak lastik mantar kapatılır. 70 ºC’daki su banyosuna yerleştirilir. Peynirin tamamen çözünmesi sağlanır. Bunun için bütirometre arasıra çalkalanılır. Üzerine 1 ml amil alkol eklenir ve iyice karıştırılır. Bütirometrenin 35 işaretine kadar sülfürik asit katılır. 10 dakika santrifüjlenir. 65 ºC’ daki su banyosunda 5 dakika tutulur. 
Hesaplama
Okunan değer direkt olarak yüzde yağı verir.

III. 4. 3. Diğer Gıdalarda Yağ Tayini

Yöntemin Prensibi

Süt ve süt ürünleri hariç diğer gıda örneklerinde aksi belirtilmediği sürece ekstraksiyon yöntemi kullanılır. Yöntem, numunenin bir çözücü ile (n-hekzan veya petrol eteri) ekstrakte edilmesi, daha sonra da çözücünün uzaklaştırılmasından sonra kalıntının tartılması ilkesine dayanır. 

Yağ miktarı hesaplanırken numunenin nem miktarı göz önünde bulundurulur. Gerektiğinde, kurumadde üzerinden hesaplama yapılır. 

Kullanılan Kimyasallar 
n-hekzan veya kaynama sıcaklığı 40-60 ºC olan petrol eteri

Örnek Hazırlama 
Örnek iyice homojen hale getirilir ve 5 g numune petri kutusuna alınır gıda ürünlerinde nem tayini yöntemi ile kuru madde analizi yapılır. Kurutulan numune örnek kabından kullanılan çözücü yardımıyla alınarak kartuşa yerleştirilir. Kurutma kabında kalan kalıntılar çözücü ile ıslatılmış pamukla iyice sıyrılıp pamukta kartuşun içerisine yerleştirilir. 

Deneyin Yapılışı 

Hazırlanan kartuş soxhlet aletinin ekstraksiyon tüpünün içerisine yerleştirilir. Sabit tartıma getirilmiş ekstraksiyon balonları (M1) extraksiyon tüpünün altına yerleştirilir. Soxhlet aletinin ekstraksiyon tüpüne bir kere sifon yapacak bir kere sifon yapacak ve tekrar yarıya kadar dolduracak çözücü koyulur. 8 saat ekstrakte edilir. 

Ekstraksiyon sonunda içinde çözücü bulunan balon alınarak evaporatöre bağlanır. Çözücüsü uzaklaştırılır. Daha sonra  balon 103 ºC’a ayarlı etüvde 1 saat tutulur. Desikatörde oda sıcaklığına getirilerek soğutulur ve tartım alınır (M2) 

Hesaplama
%Yağ =  [ (M2- M1) / m] x 100 

M1 =Sabit tartıma getirilmiş balonun ağırlığı g 

M2 = Sabit tartıma getirilmiş balonun ağırlığı + Kalıntı ağırlığı 

m = Alınan örneğin ağırlığı,(g) 

III. 5. GIDALARDA ŞEKER TAYİNİ

LANE EYNON Metodu ile Şeker Analizi 
Yöntemin İlkesi 
Şeker tayini yöntemleri şekerlerin indirgen özelliğine dayanmaktadır. Tüm monosakkaritler indirgen özelliktedir. Sakaroz ise indirgen özellik göstermez. Bu nedenle kimyasal yöntemlerle şeker tayininde sakkaroz önce invert şeker haline dönüştürülür daha sonra glikoz ve fruktozla birlikte invert şeker olarak tayin edilir. Yöntem, invert şekerin fehling çözeltisinde bulunan bakır-2 oksidi, suda çözünmeyen bakır-1 okside indirgemesi prensibine dayanır.

Kullanılan Kimyasallar 
Carez I çözeltisi: 15 g potasyum ferrosiyanid (K4Fe(CN)6.3H2O( saf suda çözünerek 100 ml’ ye tamamlanır. 

CarezII çözeltisi: 30 g çinko sülfat (ZnSO4.7H2O) saf suda çözülerek 100 ml’ ye tamamlanır. 

Fehling I (fehling A) çözeltisi: 69,278 g bakır sülfat (CuSO4.5H2O) 250 ml saf suda çözülerek 1 litrelik balon jojeye aktarılır. Hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Çözelti süzüldükten sonra kahverengi şişede ağzı sıkıca kapatılarak uzunca süre saklanabilir. 

Fehling II(fehling B) çözeltisi: 346 g potasyum sodyum tartarat (KNa-tartarat.4H2O) tartılarak bir miktar saf suda çözülür. 100 g sodyum hidroksit tartılıp buda bir miktar saf suda çözülür ve iki çözelti birbiri ile karıştırılıp 1 litrelik hacme saf su ile tamamlanır. 48 saat beklendikten sonra süzülür. Bu çözelti en fazla 2 ay saklanabilir. 

0,1 N NaOH çözeltisi 

% 0,1’lik fenolftalein çözeltisi 

%1’lik sulu metilen mavisi çözeltisi 

Stok invert şeker çözeltisi: 9,5 g sakkaroz tartılıp bir miktar saf su ile çözülerek 100 ml’lik balon jojeye aktarılır. Üzerine 5 ml hidroklorik asit (HCl) eklenerek 100 ml’ ye tamamlanır. Çözelti oda sıcaklığında 3 gün bekletilir. Daha sonra 1 litrelik balon jojeye aktarılarak hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. 

Standart invert şeker çözeltisi: Stok invert şeker çözeltisinden 50 ml alınarak 250 ml’lik balon jojeye aktarılır. Üzerine-2 damla fenolftalein indikatör çözeltisi eklenerek çok hafif pembe renk gözlenene kadar 5 N NaOH çözeltisi ile nötralize edilir ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Böylece 2mg/ml invert şeker olacak şekilde standart çözelti hazırlanır. Bu çözelti kullanılacağı zaman hazırlanmalıdır. 

Deneyin Yapılışı 
Faktör tayini 
Erlene Fehling I ve Fehling II çözeltilerinden 5’er ml alınarak üzerine bir miktar saf su eklenir. Büretteki hazırlanan standart invert şeker çözeltisinden 15 ml erlene koyulur. Erlen bek alevi üzerine konulur. Sıcaklığı ayarlamak için araya aspest yerleştirilir. Çözelti kaynamaya başladıktan sonra titrasyona başlanır. Çözeltinin 3 dakika içinde kaynaması sağlanır. Kaynamaya başladıktan 2 dakika sonra metilen mavisi damlatılır. Çözeltinin rengi mavi olur. Titrasyonun bitiş noktasına doğru şeker çözeltisi damla damla verilir. Renk maviden kırmızıya döndüğü anda titrasyona son verilir. Harcanan hacim kaydedilir (V1). Titrasyon bir dakika içerisinde bitirilmelidir. Önceden eklenen şeker miktarı da buna göre ayarlanır.

Örneğin Hazırlanışı 
25 ml veya g örnek alınarak 250 m’lik balon jojeye aktarılır. Üzerine 50 ml damıtık su eklenir. Üzerine durultma amacıyla 5 ml Carez I ve 5 mL Carez II çözeltilerinden eklenerek iyice karıştırılır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. 30 dak beklenir. 30 dak sonra, ortamın pH’sı 8 olana kadar 0,1 N NaOH eklenir. Çözelti filtre edilerek berraklaştırılır.

İnversiyon Sonrası 
Berrak filtrattan 50 ml alınarak 100 ml’lik balon jojeye koyulur. Üzerine % 25’lik hidroklorik asit (HCl) çözeltisinden 6 ml eklenir. Çözeltinin içerisine termometre konularak 70ºC’ye ayarlanmış su banyosuna yerleştirilir. Sık sık çalkalanarak sıcaklığın en fazla 2-3 dakikada 67ºC’ye gelmesi sağlanır. Bu andan itibaren tam 5 dakika aynı sıcaklıkta tutulur ve soğuk su altında hızlı bir şekilde soğutulur. Çözeltiye 1-2 damla fenolftalein indikatör çözeltisi koyularak 4 N NaOH ile çok açık pembe renk olana kadar nötralize edilir. Daha sonra hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır.

Hazırlanan bu çözelti bürete doldurulur. Erlene 5’er ml Fehling I ve Fegling II çözeltilerinden koyularak 3 dakika içerisinde kaynaması sağlanır. Kaynamada 2 dakika dolmadan 2-3 damla metilen mavisi damlatılır ve büretteki çözelti ile titre edilir. Renk kırmızı olunca titrasyon kesilerek yaklaşık harcanan miktar tespit edilerek bir ön deneme yapılır. İkinci kez daha duyarlı deney yapılır ve bu sefer ilk titrasyonda harcanan hacimden 1 ml eksiği kaynamadan önce fehling çözeltilerinin üzerine koyulur. Böylece az miktarda bir titrantla dönüm noktasına ulaşılır. Aynı şekilde titrasyon yapılarak harcanan hacim not edilir.(A)

İnversiyon Öncesi 
Berrak filtrat bürete doldurulur. Erlene 5 ml Fehling I ve 5 ml Fehling II çözeltilerinden koyularak inversiyon sonrasındaki şekilde titrasyon yapılır.

Hesaplama
F=Faktör hesabı harcanan şeker çözeltisinin ml’sinde bulunan mg şeker ile harcanan çözelti hacminin çarpımı ile bulunur.

F= 2mg x V1
İnvert Şeker (g/L) = (V2 x F) / V x V1
V1 = Alınan numune miktarı

V2 =  Seyreltilen hacim

V = Titrasyonda harcanan çözelti miktarı

F = Faktör

III. 6. GIDALARDA NİŞASTA TAYİNİ

III. 6. 1. Et ve Et Ürünlerinde Nişasta Tayini

Nişasta özellikle et ürünlerinde jöle maddelerinin dışarı taşmasını engellemektedir. Nişasta katılan et ürünleri daha kuru olmaktadır. Et ürünlerine dolgu maddesi olarak katılmasına rağmen yapısı gereği enzimatik ve mikrobiyel faaliyet sonucu, alt gruplara parçalanarak ette tadın oluşmasına yardımcı olur.

Gravimetrik Yöntem

Yöntemin Prensibi 
Yöntemde örnekteki yağ sabunlaştırılıp, proteinler hidrolize edilir. Baharat, selüloz ve nişasta çöktürülür. Çöken nişasta asitte çözülüp gravimetrik olarak tayin edilir. 

Kullanılan Kimyasallar
% 95’lik etanol

% 8’ lik alkollü potasyum hidroksit (KOH) çözeltisi
Hidroklorik asit (1/1) oranında seyreltilmiş

Deneyin Yapılışı
Homojen hale getirilen numuneden 10 g alınıp üzerine % 8’lik alkollü KOH çözeltisinden 50 ml eklenir. 20 dakika ara sıra karıştırılarak su banyosunda ısıtılır. Üzerine 100 ml olana kadar %95’lik etanolden eklenir ve çözelti santrifüj tüplerine alınarak 2000 rpm de 5 dakika santrifijlenir. Sıvı kısım atılır. Kalıntı 25 ml %95’lik etanolle karıştırılarak yıkanır ve sıvı kısım tekrar atılır. Üzerine 50 ml HCl çözeltisi ilave edilir ve çökeleğin çözünmesi sağlanır. Çözelti santrifüjlenir, eğer sıvı kısım berrak değilse süzülür. Bir behere çözeltinin sıvı kısmından 25 ml alınır. Üzerine % 95’ lik etanolden 75 ml eklenir. Beherin ağzı saat camı ile kapatılarak bir gece bekletilir. Sabit tartıma getirilmiş Gooch krozesi önce %95’lik etanol ile yıkanır. Daha sonra çözelti aynı krozeden süzülür ve iki kere % 95’ lik etanol ile yıkanır. Kroze 75C’ de 1 saat kurutulur. Desikatöre alınarak oda sıcaklığına kadar soğutulur ve tartım alınır.

Hesaplama
% Nişasta = [ [(M1-M2) x F] / m ] x 100

M1= Gooch krozesi + örnek

M2 = Gooch krozesi

m = Alınan numune miktarı g

F = Düzeltme faktörü. Genelde 1,45 çarpanı kullanılır ve bu değer hububatta % 69 nişasta olduğu kabul edilmiştir.

Gıdalarda Nitel Olarak Nişasta Tayini

Kullanılan Kimyasallar
İyod-potasyum iyodür çözeltisi: 2 g iyot, 6g potasyum iyodür tartılarak 100 ml’ ye seyreltilir.

Deneyin Yapılışı
Deney numunesinden 10 g alınarak üzerine 200 ml saf su eklenir. Kuvvetlice karıştırılır. Karışıma 5 ml iyot-potasyum iyodür çözeltisi ilave edilip karıştırılır. Nişasta varlığında çözelti mavi renge döner.

III. 7. GIDALARDA TUZ TAYİNİ

III. 7. 1. Peynir ve Tereyağında Tuz Tayini
Yöntemin Prensibi 
Tuz, kimyasal olarak sodyum klorür (NaCl) formunda bulunur. Yöntem, normalitesi belli AgNO3 çözeltisi ile titre edilerek tuz miktarının saptanması ilkesine dayanır. Bu yönteme Mohr Yöntemi denir.

Kullanılan Kimyasallar
0,1 N Gümüş nitrat (AgNO3) çözeltisi (Merck 1.09081)

% 5’lik potasyum kromat (K2CrO4) çözeltisi
Deneyin Yapılışı
Homojen hale getirilmiş örnekten 5 g erlene tartılır. Üzerine sıcak saf su eklenerek kuvvetli bir şekilde 5-10 dakika çalkalanır. Çözelti süzgeç kağıdından 500 ml’lik balon jojeye süzülür. Erlen 4- 5 kere sıcak su ile yıkanarak süzgeç kağıdına dökülür. Böylece hem erlende kalan hem de süzgeç kağıdında kalabilecek olan tuzun suya geçmesi sağlanır. Balon jojedeki süzüntü  tam olarak soğuduğu zaman hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Bu süzüntüden erlene 25 ml alınarak üzerine 2-3 damla potasyum kromat çözeltisi eklenir. Büretteki AgNO3  çözeltisi ile erlendeki örnek kiremit kırmızısı renk verinceye kadar titre edilir.

Hesaplama
1 ml  0,1 N AgNO3 = 0,00585 g NaCl’e eşdeğer

Eğer hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi tam 0,1 N değilse bu değer

 (0,00585 x Hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi) / 0,1 N şeklinde kullanılır.

% Tuz (g)  =  [ (0,00585  x V) / m] x SF x100

V =  Harcanan AgNO3  çözeltisinin hacmi (ml)

N = Ayarlanan AgNO3 çözeltisinin derişimi

m = Alınan numune miktarı (g)

SF = Seyreltme faktörü ( X g örnek 500 ml’lik balonjojeye seyreltildi.Bu çözeltiden de 25 mL alındı. Bu durumda seyreltme faktörü 500/25= 20 dir.)

III. 7. 2. Et ve Et Ürünlerinde Tuz Tayini
a. Volhard Yöntemi ile Tuz Tayini
Yöntemin Prensibi 
Et ve et ürünlerinde bu amaçla iki yöntem kullanılmaktadır. Bunlardan birisi Volhard yöntemidir. Bu yöntemde örnek saf sıcak su ile ekstrakte edilir ve proteinleri çöktürülür. Süzülen çözeltiden alınan çözelti asitlendirilir ve AgNO3 eklenerek klorürler gümüş klorür olarak tutulur. Ortamda kalan gümüş ise ayarlı potasyum tiyosiyanat ile titre edilir 
Kullanılan Kimyasallar 
4 N nitrik asit (1 Hacim derişik nitrik asit + 3hacim saf su)

0,1 N gümüş nitrat ( AgNO3 ) 

1 N sodyum hidroksit ( NaOH )
Nitrobenzen 

Amonyum demir-3- sülfat ( NH4Fe(SO4)2.12H2O )
Ayarlı 0,1 N potasyum tiyosiyanat ( KSCN )
Protein çöktürülmesi için kullanılan çözeltiler:

Reaktif I : 100 g potasyum ferrosyanat ( K4Fe(CN)6.3H2O ) saf suda çözülüp toplam hacim 1000 ml’ye saf su ile tamamlanır.

Reaktif II : 220 g çinko asetat ( Zn(CH3COO)2.2H2O ) ve 30 ml glasial asetik asit (CH3COOH ) saf suda çözülüp toplam 1000 ml’ye saf su ile tamamlanır.

Deneyin Yapılışı 
Homojenize edilmiş örnekten 5 g erlene tartılır. Üzerine 50 ml sıcak saf su eklenerek kaynar su banyosunda 10 dakika karıştırılarak ısıtılır. Çözelti oda sıcaklığına geldikten sonra 1 ml reaktif I ve reaktif II sırasıyla eklenerek iyice karıştırılır. Proteinlerin çökmesi için yaklaşık 20 dakika beklenir. Daha sonra 100 ml’lik balona aktarılıp saf su ile hacim çizgisine kadar tamamlanır. Karışım süzgeç kağıdından süzülür. Süzüntüden 10 ml alınıp üzerine 2,5 ml

4 N HNO3, 1 ml amonyum demir-3-sülfat çözeltisi eklenir. Daha sonra 10 ml AgNO3 ve 1,5 ml nitrobenzen eklenip büretteki ayarlı 0,1 N KSCN ile erlende kiremit rengi görülene kadar titre edilir.

Hesaplama
1 ml 0,1 N AgNO3 = 0,00585 g NaCl

Eğer hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi tam 0,1 N değilse bu değer

 (0,00585 x Hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi) / 0,1 N şeklinde kullanılır.

% Tuz  (g)  =  [ (0,00585 x  (10-V)) / m] x SF x100

V =  Harcanan AgNO3  çözeltisinin hacmi (ml)

m = Alınan numune miktarı (g)

SF = Seyreltme faktörü ( X g örnek 100 ml’lik balonjojeye seyreltildi. Bu çözeltiden de 10 ml alındı. Bu durumda seyreltme faktörü 100/10= 10’ dur)

Hesaplamalardaki 10 baslangıçta eklenen AgNO3  çözeltisinin hacmi. Bu değer tuz miktarına göre değişebilir.

b. Mohr Yöntemi ile Tuz Tayini 
Yöntemin Prensibi 
Yöntem, normalitesi belli AgNO3 çözeltisi ile titre edilerek tuz miktarının saptanması ilkesine dayanır.

Kullanılan Kimyasallar 
0,1 N Gümüş nitrat (AgNO3) çözeltisi 

% 5’lik potasyum kromat (K2CrO4) çözeltisi
Deneyin Yapılışı 
Homojen hale getirilmiş örnekten 10 g erlene tartılır. Üzerine sıcak saf su eklenerek kuvvetli bir şekilde 5-10 dakika çalkalanır. Çözelti süzgeç kağıdından 100 ml’lik balon jojeye süzülür. Erlen 4- 5 kere sıcak su ile yıkanarak süzgeç kağına dökülür. Böylece hem erlende kalan hem de süzgeç kağıdında kalabilecek olan tuzun suya geçmesi sağlanır. Balon jojedeki süzüntü tam olarak soğuduğu zaman hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. Bu süzüntüden erlene 10 mL alınarak üzerine 2-3 damla potasyum kromat çözeltisi eklenir. Büretteki AgNO3  çözeltisi ile erlende kiremit kırmızısı renk gözlenene kadar titre edilir.

Hesaplama
1 ml 0,1 N AgNO3 = 0,00585 g NaCl

Eğer hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi tam 0,1 N değilse bu değer

 (0,00585 x Hazırlanan Ag NO3 çözeltisinin derişimi) / 0,1 N şeklinde kullanılır.

  

%Tuz  (g)  =  [ (0,00585 x V) / m] x SF x100

  

V=  Harcanan AgNO3  çözeltisinin hacmi (ml)

N= Ayarlanan AgNO3 çözeltisinin derişimi

m = Alınan numune miktarı (g)

SF= Seyreltme faktörü ( X g örnek 100 ml’lik balonjojeye seyreltildi.Bu çözeltiden de 10 ml alındı. Bu durumda seyreltme faktörü 100/10= 10’ dur.) 

III. 8. GIDALARDA ASİTLİK TAYİNİ

Asitlik Cinsi 
Örneklerin titre edilebilen asitliği bazı asitlerin gram ağırlıkları cinsinden verilebilir.

Malik Asit Cinsinden 
Yumuşak ve sert çekirdekli meyvelerden elde edilen ürünler için kullanılır. Harcanan 1 ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,0067 g malik aside eşittir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH in derişimi 0,0067 ile çarpılıp 0,1 ’e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH in derişimi 0,0987 bulunmuşsa , bu değer: 
0,0987 x 0,0067 / 0,1= 0,006613 olarak alınır. 
Laktik Asit Cinsinden 
Fermente edilmiş süt ürünleri için kullanılır. Harcanan 1 ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,009g laktik aside eşittir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’in derişimi 0,009 ile çarpılıp 0,1 ’ e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer : 
0,0987 x 0,009 / 0,1= 0,008883 olarak alınır. 

Tartarik Asit Cinsinden 
Üzüm ürünleri için kullanılır. Harcanan 1ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,0075 g tartarik aside eşittir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’ in derişimi 0,0075 ile çarpılıp 0,1 ’e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH’ in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer: 

0,0987 x 0,0075 / 0,1 = 0,007402 olarak alınır. 
Sitrik Asit Cinsinden 
Üzümsü meyveler ve turunçgiller için kullanılır. Harcanan 1ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,0064 g sitrik aside eşittir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’ in derişimi 0,0064 ile çarpılıp 0,1’e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH’ in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer: 
0,0987 x 0,0064 / 0,1= 0,006317 olarak alınır. 
Oleik Asit Cinsinden 
Ekstrakte edilen yağlardaki asitlik miktarı için kullanılır. Harcanan 1ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,0280 g oleik aside eşittir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’ in derişimi 0,0280 ile çarpılıp 0,1 ’e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH’ in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer:
0,0987 x 0,0280 / 0,1= 0,027636 olarak alınır. 

Asetik Asit Cinsinden 
Turşu ve salamura ürünler için kullanılır. Harcanan 1m 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,006 g asetik aside eşdeğerdir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’ in derişimi 0,006 ile çarpılıp 0,1 ’e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH’ in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer: 
0,0987 x 0,006 / 0,1 = 0,0059622 olarak alınır. 
Sülfürik Asit Cinsinden 
Harcanan 1 ml 0,1 N NaOH veya KOH çözeltisi 0,0049 g sülfürik aside eşdeğerdir. Deney sırasında NaOH tam 0,1 N olarak  hazırlanamadığı için hesaplama yapılırken ayarı yapılmış NaOH’in derişimi 0,0049 ile çarpılıp 0,1 ’ e bölünür. Örneğin ayarlı NaOH in derişimi 0,0987 bulunmuşsa, bu değer : 
0,0987 x 0,0049 / 0,1= 0,004836 olarak alınır.

III. 8. 1. Kavurma Yağında Asitlik Derecesi Tayini

Kullanılan Kimyasallar 
Alkol - eter karışımı(yarı yarıya karıştırılmış ve nötrleştirilmiş) 
Ayarlı 0,1 N NaOH çözeltisi 
% 1 lik Fenolftalein belirteç çözeltisi, (% 95 lik etil alkolde hazırlanmış) 
Deneyin Yapılışı
5 g yağ bir erlenin içerisine tartılır. Üzerine alkol – eter karışımından 25-30 ml eklenir. Kuvvetle çalkalanarak yağın erimesi sağlanır. Üzerine bir kaç damla fenolftalein ilave edilerek bürete doldurulan 0,1 N ayarlı sodyum hidroksit çözeltisi ile erlende pembe renk gözleninceye kadar titre edilir. Oluşan pembe renk 30 saniye kalıcı olmalıdır. 
Hesaplama
%A = (V x N ) x 100/ m 
V = Harcanan NaOH çözeltisi hacmi (mL) 
N = Ayarlı NaOH çözeltisinin normalitesi 
m = Numune ağırlığı (g)
III. 8. 2. Tereyağında Asitlik Tayini  

Kullanılan Kimyasallar 
%3 ' lük Fenolftalein belirteç çözeltisi (% 95 lik etil alkolde hazırlanmış) 
0,1 N ayarlı NaOH çözeltisi 
%97 'lik etanol ve dietil eter karışımı (nötrleştirilmiş) 
Deneyin Yapılışı
Erlene 5 g tereyağı tartılarak alınır. Üzerine 40 mL nötrleştirilmiş dietil eter- alkol karışımı eklenir. Erlenin kapağı kapatılarak 5 dakika kuvvetli çalkalanarak örneğin erimesi sağlanır. 
2-3 damla fenolftalein belirteç çözeltisi eklenerek büretteki ayarlı NaOH çözeltisi ile pembe renk gözleninceye kadar titrasyona devam edilir. Gözlenen pembe renk 30 saniye süre ile kalıcı olmalıdır 
Hesaplama
%A = (V x N x100) / m 
  
N = Ayarlanan NaOH derişimi 
V = Ayarlı NaOH için harcanan hacim ml 
m = Alınan örnek miktarı (g)
III. 8. 3. Süt ve Kremada Asitlik Tayini
Kullanılan Kimyasallar
%1' lik Fenolftalein belirteç çözeltisi (% 95 lik etil alkolde hazırlanmış) 
0,1 N ayarlı NaOH çözeltisi 
Deneyin Yapılışı
20 mL örnek erlene tartılarak alınır. Üzerine yaklaşık 50 ml su eklenerek iyice çalkalanır. 2-3 damla fenolftalein belirteç çözeltisi eklenir. Bürete doldurulan ayarlı NaOH çözeltisi ile erlende pembe renk görülene kadar titre edilir. Oluşan pembe renk 30 saniye süresince kalıcı olmalıdır. 
Hesaplama
Harcanan 1 ml 0,1 N NaOH 0.009 g laktik aside eşdeğerdir 
%A = (V x 0,009 x 100) / m 
V = Harcanan 0,1 N sodyum hidroksit çözeltisinin hacmi (mL) 
M = Örneğin ağırlığı (g) 
III. 8. 4. Süt Tozunda Asitlik Tayini

Kullanılan Kimyasallar 

%1' lik Fenolftalein belirteç çözeltisi (% 95 lik etil alkolde hazırlanmış) 
0,1 N ayarlı NaOH çözeltisi
Deneyin Yapılışı
Süt tozundan, yağsız ise 10 g, yarı yağlı ise 11 g, yağlı ise 13 g tartılır. Son hacim 100 ml olacak şekilde saf su eklenir ve süt tozu çözünene kadar iyice karıştırılır. Oluşan köpük kaybolana kadar bekletilir. Çözeltiden 10 ml alınarak erlene koyulur. Ayni pipetle 10 ml su alınarak erkene aktarılır. 2-3 damla fenolftalein belirtecinden eklenir. Bürete doldurulan ayarlı NaOH çözeltisi ile erlende pembe renk gözlenene kadar titre edilir. Oluşan pembe renk 30 saniye kalıcı olmalıdır.
Hesaplama
Harcanan1 ml 0,1 N NaOH 0,009 g laktik aside eşdeğerdir. 
%A = (V x 0,009 x 100 x SF ) / m 
V = Harcanan 0,1 N sodyum hidroksit çözeltisinin hacmi ml 
m = Örneğin ağırlığı (g) 
SF = Çözeltinin hacmi 100 ml’ye tamamlanıp 10 mL alındığına göre 100/10=10 kat seyreltme yapılmış demektir.
III. 8. 5. Yoğurt  ve Dondurmada Asitlik Tayini

Kullanılan Kimyasallar 

%1' lik Fenolftalein belirteç çözeltisi (% 95 lik etil alkolde hazırlanmış) 
0,1 N ayarlı sodyum hidroksit çözeltisi (NaOH) 
Deneyin Yapılışı 
Homojen hale getirilmiş deney numunesinden 10 g bir erlene tartılır. Örneğin üzerine 40 ºC deki saf sudan 50 ml eklenir 2-3 damla fenolftalein belirteç çözeltisi eklenir. Bürete doldurulan ayarlı NaOH çözeltisi ile erlende pembe renk görülene kadar titre edilir. Oluşan pembe renk 30 saniye süresince kalıcı olmalıdır. 
Hesaplama
Harcanan 1 ml 0,1 N NaOH 0.009 g laktik aside eşdeğerdir 
%A = (V x 0,009 x 100) / m 
V= Harcanan ayarlı 0,1 N sodyum hidroksit çözeltisinin hacmi (ml) 
m = Örneğin ağırlığı (g) 
III. 9. YAĞLARDA SABUNLAŞMA SAYISININ TAYİNİ

Yöntemin Prensibi

1 g yağın sabunlaşması için gerekli olan potasyum hidroksitin mg olarak ağırlığının bulunması ilkesine dayanır.

Kullanılan Kimyasallar
0,5 N etanollü potasyum hidroksit çözeltisi
Ayarlı 0,5 N hidroklorik asit çözeltisi (HCl)
%1’lik fenolftalein çözeltisi
Deneyin Yapılışı
Ağzı rodajlı balon içerisine 2 g örnek tartılarak üzerine 25 ml etanollü potasyum hidroksit çözeltisi eklenir. Balon geri soğutucuya bağlanır. Ara sıra karıştırılarak bir saat geri soğutucu altında tutulur. Geri soğutucudan ayrılan balonun içerisine 2-3 damla fenolftalein indikatörü damlatılarak ayarlı hidroklorik asit çözeltisi ile renksiz çözelti elde edilene kadar titre. edilir.

Şahit deneme için aynı deney bir de örnek koyulmadan sadece etanollü potasyum hidroksit ile yapılır.

Hesaplama
Sabunlaşma Sayısı= [( V2-V1) x N x 56,1] / m

V2 = Şahit  deney için harcanan hidroklorik asit çözeltisi hacmi (ml)

V1 = Deney numunesi için harcanan hidroklorik asit çözeltisi hacmi (ml)

N = Ayarlı hidroklorik asit çözeltisi derişimi

m = Alınan örnek miktarı (g)

III. 10. REİCHERT-MEİSSL SAYISI TAYİNİ
Yöntemin Prensibi 
Bu yöntem, tereyağına hile amaçlı diğer çeşit yağlardan katılıp katılmadığının tespiti için kullanılır. Süt yağları için karakteristik olan düşük molekül ağırlıklı yağ asitlerinin miktarını açıklayan Reichert Meissl sayısı 5 g yağdaki su buharı ile uçan ve suda çözünmeyen yağ asitlerini açıklayan bir değerdir.

Kullanılan Kimyasallar 
İki kez damıtılmış gliserin (d= 1.26 g/ml) 

Ağırlıkça %50’lik sodyum hidroksit çözeltisi: 50 g sodyum hidroksit 50 ml saf su içerisinde çözdürülür.

Seyreltik sülfürik asit çözeltisi (25 ml/l) 
%1’lik fenolftalein çözeltisi (%95’lik etanolde hazırlanmış)
0,1 N  Ayarlı sodyum hidroksit çözeltisi (NaOH)
Deneyin Yapılışı 
300 ml’lik dibi düz olan damıtma balonuna suyundan ve tortusundan ayrılmış olan tereyağından tam olarak 5 ±0.01 g tartılır. Üzerine 20 g gliserin ve 2 ml sodyum hidroksit çözeltisi eklenip balon hafif bek alevine tutulur ve içindekiler çalkalanarak sabunlaştırılır. Sıvı tamamen berraklaşıp açık sarı renk alıp köpürme bitince ısıtma işlemine son verilir. Bu işlem sırasında köpüklerin taşmamasına ve sıcaklığın fazla yükselmemesine dikkat edilmelidir. (Oluşan renk bulanık ise sabunlaşmanın tam olmadığı, koyu renk ise sıcaklığın fazla olduğunu gösterir.Bu durumda deney tekrarlanmalıdır.)


Balon bir asbest üzerine koyularak ağzı saat camı ile örtülür ve 80° C’ye kadar soğumaya bırakılır. Üzerine en az 15 dakika kaynatılmış saf sudan tam olarak 93 ml eklenerek karıştırılır. Kaynamanın sakin olması için, 0.5 g toz sünger taşı atılıp 50 ml seyreltik sülfürik asit çözeltisi eklendikten sonra, balon hemen özel Reichert Meissl damıtma düzeneğine yerleştirilir. Soğutucu altına 100 ve 110 ml’lik hacim yerleri işaretlenmiş olan bir balon joje yerleştirilir. Damıtma 19-21 dakikada bitecek ve distilantın sıcaklığı da18-21° C arasında olacak şekilde su akış hızı ayarlanmalıdır. Damıtma sona erince yani 110ml’lik işaretli yere yaklaşılınca su ve alev kapatılmalıdır. Son damlalar 110ml’lik çizgiye geldiği anda balon sistemden ayrılır. Balonun ağzı mantar ile kapatılarak 110ml’nin işaretli olduğu yere kadar 15° C’deki suya batırılır ve burada 10 dakika tutulur. Sudan çıkarılır, kurulanır seviye düşmüş ise tamamlanır. Çözelti çok çalkalanmadan bir iki kez alt üst edilir. Çözelti 100 ml’lik bir balon jojeye 9 cm çaplı bir süzgeç kağıdından süzülür. Süzüntü berrak olana kadar süzme işlemi tekrarlanır. Şayet berrak bir süzüntü elde edilmezse kieselger ile çalkanarak süzülür. Böylece suda çözünmeyen asitler kieselger tarafından tutulur. Berrak çözeltiden 100 ml alınarak üzerine 5 damla fenolftalein indikatörü eklenir ve açık pempe rengin 30 saniye kalıcı olduğu ana kadar 0.1 N NaOH çözeltisi ile titre edilerek harcanan hacim kaydedilir.Aynı deney bir de yağ örneği kullanılmadan yapılır ve yine harcanan NaOH miktarı kaydedilir. Eğer tanık deneyde harcanan NaOH miktarı 0.5 ml’yi geçerse bütün deney tekrar yapılmalıdır.

Hesaplama
Başlangıçta 100 ml yerine 110 ml distilat toplandığı için, harcanan sodyum hidroksit miktarına 1/10 eklenerek aşağıdaki formül ile hesaplanır.

Reichert-Meissl Sayısı = (V1-V2) + b

b = (V1-V2)/10

V1= Deney numunesinin olduğu titrasyonda harcanan NaOH miktarı (ml)

V2= Tanık deney için harcanan NaOH miktarı (ml)

NOT: Eğer polenske sayısı tayini yapılacak ise distilattan arda kalan 10 ml’lik süzüntü saklanmalıdır.

III. 11. POLENSKE SAYISI TAYİNİ
Yöntemin Prensibi 
5 g deney numunesindeki su buharı ile uçan, suda erimeyen, alkolde eritilen yağ asitlerinin (kapril, kaprin, lavrin) 0.1 N NaOH ile titrasyonuna dayanır.

Kullanılan Kimyasallar 
%90’lık nötr alkol 

%1’lik fenolftalein çözeltisi (%95’lik etanolde hazırlanmış)
0,1 N  Ayarlı sodyum hidroksit çözeltisi (NaOH)
Deneyin Yapılışı 
Reichert Meissl sayısı deneyinden arta kalan 10 ml distilat yine bu deneyde kullanılan süzgeç kağıdından süzülür. 300 ml’lik distilat balonu, buna bağlı olan cam boru, soğutucu ve distilatın toplandığı balon joje, 15’er ml’lik saf su ile 3 defa yıkanarak aynı süzgeç kağıdından süzülür. Su ile yıkanan bütün parçalar 15 ml’lik alkol ile 3 kere yıkanarak aynı süzgeç kağıdından süzülür. Alkolle yıkama sırasında, cam kaplar ve süzgeç kağıdındaki suda erimeyen yağ asitleri alkolde eritilmiş olur. Temiz bir erlende toplanmış olan süzüntülerin üzerine (10 ml+ 45 ml+ 45 ml = 100 ml) bir kaç damla fenolftalein koyularak 30 saniye kalıcı pembe renk elde edilene kadar 0.1 N NaOH çözeltisi ile titre edilir. Harcanan NaOH çözeltisinin hacmi kaydedilir.

Hesaplama
Polenske Sayısı = V (ml)

V= Titrasyonda harcanan NaOH çözeltisinin hacmi (ml)

III. 12. KATI YAĞLARDA PEROKSİT SAYISI TAYİNİ

Yöntemin İlkesi
Peroksit değeri 1 kg yağda bulunan miliekivalan oksijeni vermektedir. Peroksit varlığı, asidik bir çözeltide potasyum iyodürden ayrılan iyotun kanıtlanıp belirlenmesi ilkesine dayanır. Peroksit sayısı 122’ den büyük olan numulerde 0,01 N, 12’den az olan numuneler için ise 0,002 N tiyosülfat çözeltisi (Na2S2O3) kullanılır.

Kullanılan Kimyasallar
Asetik asit- Kloroform çözeltisi (3 hacim buzlu asetik asit, 2 hacim kloroform ile karıştırılır).

Ayarlı 0,01 N sodyum tiyosülfat çözeltisi (Na2S2O3)
%1’lik nişasta çözeltisi 

Potasyum İyodür çözeltisi: Kaynatılmış soğutulmuş saf suya çözünmeyen potasyum iyodür parçacıkları kalana kadar eklenir (doymuş çözeltisi). 

Her deneyden önce hazırlanan doymuş potasyum iyodür çözeltisinden 0,5 ml alınarak 30 ml asetik asit- kloroform çözeltisinin içerisine eklenir. Üzerine 2 ml nişasta çözeltisi eklenir. Eğer 0,01 N tiyosülfat çözeltisinin 1 damlası ile mavi renk oluşuyorsa çözelti atılarak yeniden hazırlanır.

Deneyin Yapılışı
Analizi yapılacak numune tereyağı ise aşağıdaki ön işlem uygulanır.

70 ºC sıcaklıktaki bir etüvde mümkün olduğu kadar kısa bir sürede ağzı kapalı bir kap içerisinde tutularak eritilir. Eritilen numune yaklaşık 40 ºC sıcaklıktaki bir plaka üzerinde bekletilerek su ve süt fazı yağ fazından ayrılır. Üst kısımdaki yağ fazı sık gözenekli filtre kağıdından süzülerek bir behere aktarılır. Süzme işlemi numuneyi ısıtmaya gerek duyulmaksızın yapılabilmesi için çok hızlı yapılmalıdır. Beherde toplanan numune berrak ve saydam olmalıdır.

Deneyin bu aşaması ön işlem uygulanmış tereyağı ve diğer katı yağlar için aynıdır.

Berrak numuneden 5 g tartılarak erlene alınır. Üzerine 30 ml asetik asit-kloroform çözeltisi eklenir. Erlenin kapağı kapatılarak çözününceye kadar çalkalanır. Erlene 1 ml doymuş potasyum iyodür çözeltisinden eklenerek 1 dakika süreyle tekrar çalkalanır ve karanlık bir yerde 5 dakika bekletilir. Üzerine taze kaynatılıp soğutulmuş saf sudan 75 ml eklenir. Ayarlı 0,01 N tiyosülfat çözeltisi ile erlene damlayan yerde açılma olana kadar titre edilir. Bu aşamada nişasta indikatörü eklenir. Oluşan renk açılana kadar tiyosülfat çözeltisi ile titre edilir.

Şahit deney için aynı işlemler örnek yerine saf su koyularak yapılır.

Hesaplama
1000 g örnekteki peroksit değeri miliekivalan olarak;

Peroksit Değeri = (V x N x1000) / m

N = Ayarlı tiyosülfat çözeltisinin normalitesi

V = Titrasyonda harcanan tiyosülfat çözeltisinden, şahit deney için harcanan tiyosülfat çözeltisinin hacminin çıkarılmış miktarı

m = Alınan örnek miktarı

III. 13. YAĞLARDA ACILIK TAYİNİ (KREISS YÖNTEMİ)

Kullanılan Kimyasallar 
Derişik hidroklorik asit (HCl)

%1’lik eterde hazırlanmış floroglucin 

% 0,5’lik kobalt nitrat: Co(NO3)2.6H2O: 0,5 g kobalt nitrat bir miktar saf su içerisinde çözülerek 100 ml’lik balon jojeye aktarılır ve hacim çizgisine kadar saf su ile tamamlanır. 

Deneyin Yapılışı 
Deney tüpüne 5 g eritilmiş yağ alınarak, üzerine 5 ml derişik hidroklorik asit eklenip tüpün ağzı kapatılır ve kuvvetlice çalkalanır. Ardından 5 ml floroglusin çözeltisi ilave edilip tekrar kapak kapatılır ve kuvvetlice çalkalanır. 10 dakika bekletilir. Koyu pembe veya kırmızı – pembe renk görülmesi acılaşmanın varlığını gösterir.

Daha kesin bir sonuç verebilmek için % 0,5’lik kobalt nitrat çözeltisinin rengine bakılarak kıyaslama yapılabilir. Örnek çözeltisinin asit katmanında oluşan renk %0,5’lik kobalt nitrat çözeltisinin renginden açık ise acılaşma yoktur, daha koyu ise acılaşma vardır denebilir. 

III. 14. BİTKİSEL YAĞLARDA MİNERAL YAĞ ARANMASI
Yöntemin Prensibi 
Bu yöntem ile bitkisel yağlara mineral yağların katılıp katılmadığı tespit edilir.

Kullanılan Kimyasallar 
0.5 N etanollü potasyum hidroksit çözeltisi 

Deneyin Yapılışı 
Deney tüpüne 10 damla deney numunesi koyulur. Üzerine 5 ml etanollü potasyum hidroksit çözeltisi eklenir. Tüpün içerisine bir kaç tane kaynama taşı ve bir cam boru yerleştirilerek 20 dakika boyunca 90° C’ deki bir su banyosunda kaynatılır. Bu süre sonunda tüp alınarak üzerine büret yardımı ile 1 ml saf su eklenir ve iyice çalkalanır. Tüpün içerisinde bulanıklık oluşuncaya kadar su eklenmeye ve çalkalanmaya devam edilir. En az 5 ml saf su eklendikten sonra bulanıklılığın oluşmaması mineral yağın bulunmadığını gösterir.

III. 15. TEREYAĞI-SÜT YAĞI REFRAKTOMETRE İNDİSİ TAYİNİ (TS 1334)

Tanım

Yağ refraktometre indisi, belirli dalga uzunluğunda olan ışığın (sodyumun D çizgilerinin ortalaması) 40°C’de havadaki hızının yağdaki hızına oranıdır. Teorik olarak sodyumun iki D çizgisi vardır ve oran havada değil, vakum içindeki hıza ait olmalıdır. Fakat pratikte, sodyum ışığı monokromatik olarak kabul edilebilir ve orantı havadaki hızla ilgilidir.

Prensip

Tereyağının eritilmesi ile elde edilen süt yağının, bu işe elverişli bir refraktometre yardımı ile refraktometre indisinin ölçülmesidir.

Cihaz

Refraktometre: .İndis birimi skalası virgülden sonraki üçüncü haneye kadar işaretli, sıvı akımıyla prizmaları 40°C’de ısıtabilen ve sıcaklığı (0,1 °C içinde kontrol altında tutabilecek termostatlı.

Işık Kaynağı Sodyum Buhar Lambası

Refraktometrede akromatik ayarlayıcı bir düzen varsa, beyaz ışık da kullanılabilir.

Deney Numunesinin Hazırlanması

Numune, 2-3 saat 50-60 °C’de tutularak eritilir, süt yağı ayrılır, berrak kısım aktarılır. Kuru bir süzgeç kağıdından süzülür. Süzüntü berrak değilse, süzme tekrarlanır. İyice karıştırılmış ve suyundan arınmış berrak ve erimiş yağ tayinde kullanılır.

Tayin

Refraktometre hazırlanır ve gereğine göre ayarlanır. Sıvı akımın sıcaklığı 40 (0,1 °C’ye getirilir.


Refraktometre prizmaları arasındaki boşluğu tamamen dolduracak şekilde prizmalar arasına hazırlanan yağdan birkaç damla konulur. Yağın prizma sıcaklığına gelebilmesi için birkaç dakika beklenir. Skala bölüntüsünün ondalık (bu, virgülden sonra dördüncü ondalığı karşılar) tahmini de yapılarak okunur.


Hazırlanmış olan numune üzerinde iki tayin yapılır. Sonuçların gösterilmesi TS 1334’e göre yapılır.

III. 16. AKROLEİN DENEYİ

Gliserin, anhidr potasyum hidrojen sülfat ile işleme alınırsa, ısının da etkisiyle dehidre olarak doymamış bir aldehid olan akroleine dönüşür.


Bir deney tüpüne yaklaşık 1,5g potasyum hidrojen sülfat anhidr ve bir damla gliserin konulur. Tüpün ağız kısmına, amonyaklı gümüş nitrat eriyiği ile ıslatılmış bir kağıt tutulur. Bu durumda, oluşan akrolein gümüş nitratı indirger ve kağıdın rengi kahverengi-siyaha döner.


Bu deney, gliserin yerine analiz edilecek yağ ile tekrarlanır; akrolein kokusu alınması halinde örneğin gerçek yağ olduğu, diğer bir deyişle, gliserin ve yağ asitlerinin esteri olduğu sonucuna varılır.

III. 17. TEREYAĞINDA MARGARİN ARANMASI

Analizi yapılacak yağ eritilip sodyum sülfat anhidrden süzülür, süzüntüden 2ml alınarak bir deney tüpüne aktarılır. Üzerine 2ml alkol karışımı (İki kısım 96 derecelik etil alkol + bir kısım izoamil alkol) eklenir. İçine bir termometre yerleştirilen tüp, yavaş ateş üzerinde, karışım berraklaşıncaya kadar, hafif hafif karıştırılarak tutulur. Kaynamamasına özen gösterilir.Berraklaşma gözlenince ateşten alınır, tekrar bulanıklık görülünceye kadar karıştırılır. Bulanıklığın ilk gözlendiği an termometreden karışımın sıcaklık derecesi okunur:

42 – 53 °C ( saf tereyağı

53 – 65 °C ( margarin karıştırılmış tereyağı

65°C ve üzeri ( saf margarin

III. 18. GIDALARDA KOKUŞMANIN BELİRLENMESİ

a) Nessler Reaktifi ile Kokuşmanın (Amonyak) Belirlenmesi

Yöntemin Prensibi
Kokuşmanı varlığı, amonyağa karşı duyarlı bir reaktif olan Nessler reaktifi ile belirlenir

Kullanılan Kimyasallar
Nessler reaktifi: 30 g HgCl2 ve 37 g KI 250 ml saf suda çözülür. Bu sırada kırmızı renkli HgI çöker. Çökelek çözeltiden ayrılır ve saf su ile iyice yıkanır. Yıkama çözeltisi atılır. Üzerine 30 g katı KI ilave edilir ve bu karışım çözünecek hale gelene kadar saf su ilave edilir. Kompleksin üzerine 100 g katı NaOH ilave edilir ve çözdürülür. Soğutulduktan sonra toplam hacim 500 ml olana kadar saf su ilave edilir.

Deneyin Yapılışı
Petri kutusuna analizi yapılacak örnekten bir miktar koyulur ve üzerine Nessler ayıracından damlatılır. Kokuşma sonucu oluşan amonyak ortamda bulunuyorsa açık portakal renginden koyu portakal rengine kadar değişen renkler oluşur.

b) Kurşun Asetat ile Kokuşmanın (Hidrojen Sülfür ) Aranması

Yöntemin Prensibi

Örnekteki bozulma ve kokuşmanın H2S ile saptanması ilkesine dayanır. 

Kullanılan Kimyasallar
%20’lik kurşun asetat Pb(CH3COOH)2.3H20 : 20 g kurşun asetat bir miktar saf suda çözündürülür ve 100 ml’lik balon jojeye aktarılarak hacim çizgisine kadar saf su eklenir.

Deneyin Yapılışı
%20’lik kurşun asetat çözeltilerine daldırılan süzgeç kağıtları açık havada kurutulur. Kapalı bir petri kutusunun kapağına süzgeç kağıdı hafif ıslatılarak yapıştırılır ve örnekte petri kutusunun içerisine yerleştirilerek kapağı kapatılır.10-15 dakika beklenir. Süzgeç kağıdının üzerinde oluşan siyah renk kokuşmanın göstergesidir.

III. 19. SÜTTE KORUYUCU MADDE ARANMASI

Bu analizde kullanılacak ayıraçların hazırlanışı;

1) Ferri klorür (FeCl3) çözeltisi

Distile su ile %25-26 konsantrasyonunda hazırlanır.

2) Nessler ayıracı

6,44g civa iyodür (HgI2) ve 4g potasyum iyodür (KI) bir miktar distile duda eritildikten sonra çözelti yine distile su ile 40ml’ye tamamlanır. Üzerine %30’luk potasyum hidroksitten (KOH) 60ml eklenir ve süzgeç kağıdından süzülür.

3) Rozalik asit

Etil alkol ile %1’lik konsantrasyonda hazırlanır.

4) Gümüş nitrat (AgNO3) çözeltisi

Distile su ile %10’luk konsantrasyonda hazırlanır.

5) Amonyum ferri sülfat

Distile su ile %1’lik konsantrasyonda hazırlanır.

6) Vanadik asit

Vanadik asitten 1g tartılır, 50 ml 1,840 yoğunluktaki sülfürik asit ile eritilir, distile su ile 100ml’ye tamamlanır.

Analizin Uygulanışı;

1) Salisilik asit aranması

Bir deney tüpüne 10ml süt alınır, üzerine 5 damla ferri klorür eklenir. Mor renk pozitif, sarı renk negatif sonucu gösterir.

2) Formol aranması

Bir deney tüpüne 5ml süt alınır, üzerine 5 damla nessler ayıracı eklenir. Koyu kahve ya da siyah renk pozitif sonucu gösterir.

3) Sodyum bikarbonat aranması

Bir deney tüpüne 3-5ml süt alınır, üzerine 1-2 damla rozalik asit eklenir. Pembe renk pozitif sonucu gösterir.

4) Potasyum bikromat aranması

Bir deney tüpüne 2ml süt alınır, üzerine 1ml gümüş nitrat eklenir. Sarı-turuncu renk pozitif sonucu gösterir.

5) Potasyum tiyosiyanat aranması

Bir deney tüpüne bir miktar süt alınır, üzerine bir miktar amonyum ferri sülfat eklenir. Kiremit kırmızısı renk pozitif sonucu gösterir. Bu koruyucu madde genellikle hidrojen peroksit ile birlikte kullanılır.

6) Hidrojen peroksit aranması

a) Test kağıdı süt ile temas ettirilir, 15 saniye içinde oluşan mavi renk pozitiftir.

b) Bir deney tüpüne alınan 5ml süt üzerine birkaç damla vanadik asit eklenir.  

    Damlatıldığı noktada oluşan kahverengi renk pozitif sonucu gösterir.

c) Bir deney tüpüne alınan 5ml süt üzerine 5 damla %2’lik parafenilendiamin 

    eklenir. Mavi renk pozitif sonucu gösterir.

Not: Formol, hem piyasadan temini zor olduğu hem de sütte koku bıraktığı için, potasyum bikromat ise süte sarı renk verdiği için, hile amaçlı kullanımları nadirdir. Bu amaçla en fazla yararlanılan koruyucu maddeler, elde edilmeleri kolay ve ucuz olduğu için salisilik asit, sodyum bikarbonat ve hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksit sütten katalaz enzimi katılarak uzaklaştırılabilmekte ve bu sayede uygulanan işlem kontrolden gizlenebilmektedir. Ancak bu maddelerin hile amaçlı süte katıldığı ve aslında bu yönde kullanımlarının yasak olduğu unutulmamalıdır. Zira bu maddeler insan sağlığı açsından tehlike oluşturduğu gibi, sütün fermentasyon ile ürüne çevrilmesine de engel olur.

IV. YUMURTA MUAYENESİ

Besleyici değeri nedeniyle, tavuk, ördek, kaz, bıldırcın gibi pek çok kanatlı yumurtası, insan gıdası olarak pazara sunulmaktadır. Ancak burada, beslenme alışkanlıklarına bağlı olarak tüketimi daha yaygın olan tavuk yumurtasından bahsedilecektir.


Aşağıda, yumurta ile ilgili en fazla sorulan soruların yanıtları yer almaktadır;


Yumurta kabuğunun rengi, tavuğun ırkına bağlı olarak beyazdan kahverengiye kadar değişebilir. Ancak, farklı kabuk rengine sahip yumurtalar arasında, besleyici değer, lezzet ve pişirme performansı açısından her hangi bir fark bulunmamaktadır.


Yumurta sarısının rengi, tavuğun beslenmesi ile direkt olarak ilgilidir. Örneğin; buğday esaslı diyet verilen tavukların yumurta sarıları limon sarısı bir renge sahipken, mısır ve alfa alfa ağırlıklı beslenmede bu renk turuncudur.

Yumurta akının rengi bazen riboflavin (Vitamin B2) varlığına bağlı olarak, çok hafif yeşilimsi olabilir. Bazen de puslu bir görüntü belirlenebilir ki bu durum yumurtanın doğal olarak yapısında bulunan karbondioksitten kaynaklanır. Karbondioksit henüz kabuktan dışarı salınmamıştır, dolayısıyla yumurta oldukça tazedir. Her iki durumda da yumurta tüketim için güvenlidir.


Yumurta sarısı üzerinde kan ya da et görüntülü lekelere her hangi bir sağlık riski oluşturmaz. Yumurtanın oluşumu sırasında kan damarlarında oluşabilecek hasarlardan kaynaklanır. Kan lekesi, yumurtanın döllenmiş olduğunu göstermez. Işık muayenelerinde bu tarz yumurtalar genellikle ayıklanır, ancak elektronik sistemler dahi kullanılsa, hepsinin yakalanması mümkün olmamaktadır. Eğer istenirse, pişirme öncesi temiz bir bıçakla bu lekeler uzaklaştırılabilir, tüketim açısından güvenlidirler.


Şalaz, taze yumurtalarda daha belirgindir ve yumurta sarısının merkezde tutulmasını sağlayan bir gemi çapası rolünü üstlenir. Tüketiminde bir sakınca yoktur ve genellikle pişirme sırasında gözden kaybolur.


Yumurta bayatladıkça hava kamarası genişler, yumurta sarısı düzleşir, genişler ve kolay yırtılır bir hal alır, koyu yumurta akının kıvamı azalır ve daha sulu, duru bir hale gelir.


Analiz için, yumurta sayısı 1000 adet ve üzeri ise %1, daha az ise 10 adet yumurta partiyi homojen  olarak örnekleyecek şekilde numune olarak alınır.


Yumurta, kuvvetli ışık altında incelenerek, tuzlu suda yüzdürerek ve kırılarak muayene edilebilir. Tuzlu suda yüzdürme deneyi için iki kaptan birine %8’lik diğerine %11’lik tuzlu su konulur. Çok taze yumurta her iki suda da batar, taze yumurta %8’likte batar, %11’likte yüzer, bayat yumurta her ikisinde de yüzer.


Ayrıca bu amaçla özel cihazlar geliştirilmiştir.

Not: Yumurta muayenesine ait resimler ve açıklamaları bölüm sonunda verilmiştir.

Ülkemizde yumurta ile ilgili yürütülecek analizler ve bunlara ilişkin standartlar, “Türk Gıda Kodeksi - Yumurta ve Yumurta Ürünleri Tebliği” ile düzenlenmiştir.

Buna göre;

TAZE YUMURTA - A sınıfı yumurta:

Katikula ve yumurta kabuğu: Normal, temiz ve hasarsız.

Hava boşluğu: 6 mm’den yüksek olmayacak ve hareket etmeyecek.

Yumurta akı: Berrak, saydam, jel kıvamında ve yabancı madde içermeyecek.

Yumurta sarısı: Işık muayenesinde merkezde, yuvarlak, gölge şeklinde, homojen olarak görülecek, membranda yırtık olmayacak. Yumurtanın döndürülerek hareket ettirilmesinde merkezden belirgin şekilde ayrılmayacak ve yabancı madde içermeyecek.

Mikroorganizma: Yumurta içeriğinde gözle görülebilir hiçbir mikroorganizma kolonisi ve parazit içermeyecek.

DEPO YUMURTA – B sınıfı yumurta:

Yumurta kabuğu: Normal, temiz veya hafif kirli ve hasarsız.

Hava boşluğu: 9 mm’den yüksek olmayacak.

Yumurta akı: Berrak, saydam olacak ve hiçbir yabancı madde içermeyecek.

Yumurta sarısı: Işık muayenesinde yumurta sarısında yabancı madde görülmeyecek.

Mikroorganizma: Yumurta içeriğinde gözle görülebilir hiçbir mikroorganizma kolonisi ve parazit içermeyecek.

SANAYİ TİPİ YUMURTA – C sınıfı yumurta:

A ve B sınıf yumurta özelliğini taşımayan yumurtalar C sınıfı yumurtalardır. Bu yumurtalar ancak gıda sanayinde kullanılabilirler, direkt tüketime sunulamazlar.

Yumurta için mikrobiyolojik kriterler

	
	n
	c
	m
	M

	Mezofilik aerobik bakteri
	5
	3
	1 x 105 ml
	1 x 106 ml

	
	5
	0
	25 g’da bulunmamalı


n: Numune sayısı

c: Mikroorganizma sayısı “m” ile “M” arasında bulunabilecek maksimum numune sayısı

m: Tüm numunelerde bulunabilecek maksimum mikroorganizma sayısı

M: “c” sayıda bulunabilecek maksimum mikroorganizma sayısı

V. BAL MUAYENESİ

Bal arılarının (Apis mellifera), çiçek nektarlarını, bitkilerin veya bitkilerin üzerinde yaşayan canlıların salgılarını topladıktan sonra, kendine özgü maddelerle karıştırarak değişikliğe uğratıp bal peteklerine depoladıkları tatlı madde olarak tanımlanır.

Orijinine göre; 

Çiçek Balı: Arıların, bitki çiçeklerindeki nektarlardan ürettikleri baldır.

Salgı Balı: Arıların, bitkilerin canlı kısımlarından veya bitkilerin üzerinde yaşayan canlıların salgılarından ürettikleri baldır.

Piyasaya sunuluş şekline göre;

Doğal Petekli Bal: Tamamıyla arılar tarafından üretilen, doğal peteği içinde tüketime sunulan baldır.

Temel Petekli Bal: Gerçek bal mumundan çeşitli metotlarla, iki tarafı preslenerek hazırlanmış, sterilize edilmiş, işçi ve erkek arı petek hücrelerinin temelini teşkil eden ince levha şeklindeki peteği içinde piyasaya sunulan baldır.

Süzme Bal: Ortam sıcaklığı 35 °C’yi geçmeyecek biçimde petekli balın santrifüj metodu veya dinlendirilmesi ile elde edilen baldır.

Kristalize Süzme Bal: Kristalizasyon metotlarının herhangi birine tabi tutularak veya balın kristalleşmesi için herhangi bir işleme tabi tutulmaksızın, tamamen veya kısmen şekerleşmiş, krema ve fondan kıvamlı baldır.

Pres Bal: Petekli balın pres altında ortam sıcaklığı 45 °C’yi geçmeyecek biçimde sızdırılması ile elde edilen baldır.

Fırıncılık Balı veya Sanayi Balı: Kendine ait doğal koku ve tada sahip olmayan, fermentasyona başlamış, ısıtılmış, hidroksimetil furfurol miktarı, diastaz sayısı 6. maddedeki 1 bendindeki şartlara uymayan, direkt olarak insan tüketimine sunulamayan baldır.


Ülkemizde bala ilişkin standartlar, Türk Gıda Kodeksi-Bal Tebliği ile düzenlenmiştir. Burada, tebliğde geçen bal analizlerinden birkaçı örneklenmiştir.

Balda nem tayini:

III.1.’de anlatıldığı gibi yapılır.

Balda Kül Tayini:

III.2.’de anlatıldığı gibi yapılır.

Balda Şeker Tayini

Yöntemin Prensibi

İndirgen şekerlerle, sakkarozun parçalanması ile meydana gelen toplam şekerin bakırı redükte etmesi esasına dayanır.

Şeker tayini iki aşamada yapılır; ilk aşamada serbest haldeki glikoz ve fruktoz, ikinci aşamada sakarozun glikoz ve fruktoza parçalanması ile toplam indirgen şeker tayini gerçekleştirilir. İkinci aşamada bulunan değer glikoz cinsindendir ve bunun 0,95 ile çarpılması sonucunda sakkaroz miktarı gram olarak bulunur.

Kullanılan Kimyasallar

Fehling A çözeltisi: III.5’de anlatıldığı gibi hazırlanır.

Fehling B çözeltisi: III.5’de anlatıldığı gibi hazırlanır.

Carez I çözeltisi: III.5’de anlatıldığı gibi hazırlanır.

Carez II çözeltisi: III.5’de anlatıldığı gibi hazırlanır.

%1 glikoz çözeltisi: 1 g glikoz (Dextrose) 100ml’lik bir balon jojede bir miktar saf su ile eritilir ve yine saf su ile 100 ml’ye tamamlanır. (faktör tayininde kullanılır).

%5 Potasyum Ferro Siyanat çözeltisi: 5g potasyum ferro siyanat, 100ml’lik bir balon jojede saf su ile eritilip 100 ml’ye tamamlanır.

5 N NaOH çözeltisi: 200g NaOH bir miktar saf su ile eritilip 1000ml’ye tamamlanır.

%2 fenolftalein indikatör çözeltisi: 2g fenolftalein bir miktar %96’lık alkol ile eritilip 100ml’ye tamamlanır.

Derişik HCl: d=1,19 olan %37’lik HCl kullanılır.

Deneyin Yapılışı

Fehling A ve B’nin standardize edilmesi

Bir erlenin içerisine 10ml Fehling A, 10ml Fehling B, 5ml potasyum ferro siyanat konulup birkaç cam boncuk atılarak kaynayıncaya kadar ısıtılır. Kaynama esnasında üzerine %1’lik glikoz çözeltisinden pipetle damla damla ilave edilerek titrasyon yapılır. Titrasyon sırasında mavi renk açılır, yavaş yavaş sarı renk oluşur ve esmerleşme gözükür. Bu noktada titrasyona son verilir. Harcanan glikoz çözeltisi miktarı kaydedilir. Bu değer (örneğin 8,6 ml olsun), 10ml Fehling A içindeki bakırı redükte eden glikoz miktarıdır. Faktör hesaplaması şu şekilde yapılır:

100 ml glikoz çözeltisinde

1 g glikoz varsa

1 ml 
“
“
“

X g glikoz vardır

X = 1/100 = 0,01 g

1 ml glikoz çözeltisinde

0,01 g glikoz varsa

8,6 ml “
“


X g glikoz vardır

X = 8,6 x 0,01  = 0,086 g glikoz 10ml Fehling A’daki bakırı redükte ediyor.


1

F (faktör) = 0,086 olarak bulunur.

Örneğin hazırlanması

5 g bal örneği 70 – 80 g su ile 250 ml’lik balon jojede eritilir. Üzerine 1 ml Carez I ve 1 ml Carez II çözeltilerinden eklenerek çalkalanır ardından saf su ile 250 ml’ye tamamlanır. Bulanık haldeki bu örnek ayrı bir erlene süzgeç kağıdı ve huni yardımı ile süzülür.

Serbest indirgen şeker miktarının (glikoz + fruktoz) saptanması

100 ml’lik bir balon jojeye 50 ml örnek süzüntüsünden konur, saf su ile karıştırılarak 100 ml’ye tamamlanır. 100 ml’lik bir erlene, 10 ml Fehling A + 10 ml Fehling B + 5 ml Potasyum Ferro Siyanat konulup üzerine bir miktar (10 – 20 ml kadar) saf su ilave edilir. İçine cam boncuk atılarak kaynatılır.Kaynama esnasında pipetle veya titrasyon büretiyle, örnek solüsyonu damla damla eklenir. Esmerleşme görülünce titrasyona son verilip harcanan örnek solüsyonu miktarı kaydedilir. (Örneğin 10,8 ml harcanmış olsun)

10,8 ml örnek solüsyonunda


0,086 g indirgen şeker varsa

100 ml 
“
“


X g indirgen şeker vardır

X = 100 x 0,086
= 0,796 g (1 g baldaki indirgen şeker miktarı)


10,8

100 g baldakini bulmak için: 0,796 x 100 = 79,6 g indirgen şeker vardır.

Total şeker miktarının (glikoz + fruktoz + sakkaroz) saptanması

Sakkarozun inversiyonu: (Sakkaroz = Glikoz + Fruktoz) 50 ml örnek süzüntüsü, 1 – 2 ml HCl ile karıştırılır, 1 – 2 dakika kaynatıldıktan sonra soğutulur. Üzerine 1 – 2 damla fenolftalein damlatılır ve NaOH ile kalıcı pembe renk oluşuncaya kadar titre edilir.

Bakır iyonlarının indirgenmesi: 100 ml’lik bir erlene 10 ml Fehling A + 10 ml Fehling B + 5 ml Potasyum Ferro Siyanat konulup üzerine bir miktar (10 – 20 ml kadar) saf su ilave edilir. İçine cam boncuk atılarak kaynatılır.Kaynama esnasında, pembe renkli örnek solüsyonundan büret veya pipet ile yavaş yavaş damlatılarak titre edilir, esmerleşme görüldüğünde titrasyona son verilir. Harcanan örnek solüsyonu miktarı kaydedilir. (Örneğin bu miktar 10,5 ml olsun)

Total şekerin hesaplanması:

10,5 ml örnekte

0,086 g indirgen şeker varsa

100 ml örnekte

X g indirgen şeker vardır

X = 100 x 0,086
= 0,819 g (1 g baldaki total şeker miktarı)


10,5

100 g baldakini bulmak için: 100 x 0,819 = 81,9 g’dır.

Sakkarozun hesaplanması

Total şeker miktarından indirgen şeker miktarı çıkarılınca, glikoz cinsinden sakkaroz miktarı bulunur. Bunu sakkaroz cinsine çevirmek için, glikoz cinsinden bulunan değer 0,95 ile çarpılır.

Yukarıda verilen örneklerde glikoz cinsinden sakkaroz miktarı;

81,9 – 79,6 = 2,3 g’dır.

Buna göre 100 g baldaki sakkaroz miktarı;

2,3 x 0,95 = 2,18 g

Balda Ticari Glikoz Tayini

Ticari glikoz veya ticari invert şekerin balda teşhisi için İyot ve Fiche metodu uygulanır. Bu metotlardan birinin balın hileli olduğunu göstermesi halinde sonuç kesin sayılır.

İyot Metodu

Bazı ticari glikoz şuruplarında hammaddeden gelen bir miktar polisakkarid bulunur. Bu maddeler, iyot çözeltisi ile muamele edildiğinde, kırmızıdan mora kadar değişen renk verirler.

İyot çözeltisi: 1 g iyot (I) ve 1,4 g potasyum iyodür (KI), 50 ml’lik balon jojeye konur ve 30 – 40 ml suda çözülerek işaret çizgisine kadar seyreltilir.

Deneyin yapılışı: Yaklaşık 1 ml bal, eşit hacimde su ile iyice karıştırılır. İyot çözeltisinden 4 – 5 damla ilave edilip şiddetle çalkalanır. Kırmızıdan menekşeye kadar değişen rengin oluşması, balda ticari glikoz ve / veya invert şeker bulunduğunu gösterir.


Bu deneyde sözü edilen renk gözlenmemişse Fiche metodu uygulanır.

Fiche Metodu

Bala katılan bazı glikoz veya invert şeker şuruplarının üretimi sırasında, yüksek sıcaklık işlemleri nedeniyle monosakkaridler kısmen parçalanır.Oluşan parçalanma ürünleri, eter fazına ekstrakte edilebilirler ve bu maddeler, rezorsin çözeltisi ile renkli kompleksler oluştururlar. Bu komplekslerin renginden, ticari şekerlerin tanısı konulur.

Rezorsin çözeltisi: Taze süblime edilmiş rezorsinden 1g tartılarak 100ml derişik HCl (d = 1,19 g / ml veya yaklaşık % 37’lik) içinde çözdürülür.Çözelti, hava sızdırmayan, cam kapaklı bir şişede saklanır. Bu çözelti, kullanılmadan önce taze hazırlanmalıdır.

Su ile doyurulmuş dietil eter: 50 – 100 ml eter, uygun bir ayırma hunisinde, 20 – 30 ml su ile iyice çalkalanır.20 – 30 dakika dinlendirildikten sonra, alttaki su tabakası atılır. Elde edilen suya doymuş eter, en fazla bir hafta içinde kullanılmalıdır.

Deneyin yapılışı: Yaklaşık 5 g bal, porselen bir havana konur. Üzerine 10 ml eter eklenip, havan eli ile, bal ve eter iyice ezilerek karıştırılır. Birkaç dakika bekletildikten sonra, üstteki eter 100 ml’lik kuru bir behere boşaltılır. Bu işlem üç defa daha tekrarlanır ve eter fazlası her seferinde aynı beherde biriktirilir. Beherde biriken eterli ekstrakt, 30 – 35 °C’lik su banyosunda, yaklaşık 5 ml kalıncaya kadar buharlaştırılır. Beherde kalan eterli çözelti bir deney tüpüne alınır, üzerine 2 ml rezorsin çözeltisi eklenip şiddetle çalkalanır. Rezorsinin eklenme anından itibaren, bir dakika süre içinde kiraz kırmızısı rengin oluşması, bala ticari invert şeker veya glikoz katıldığını gösterir. Sarı veya hafif pembe renklerin oluşması, hiçbir şekilde hile işareti değildir.

Balda Asitlik Tayini

Yöntemin Prensibi

Belli tartımda bal, su ile seyreltildikten sonra, fenolftalein indikatörüne karşı, ayarlı sodyum hidroksit çözeltisi ile titre edilir. Buradan 1 kg baldaki asitlerin toplam milieşdeğer sayısı hesaplanıp sonuç olarak verilir.

Kullanılan Kimyasallar

Fenolftalein çözeltisi: 0,5 N fenolftalein (100 ml hacimce %50’lik etil alkol-su karışımında çözülerek)

Standart sodyum hidroksit çözeltisi: 0,05 N (N/20) NaOH

Karbondioksiti uzaklaştırılmış su: Distile su, 15 – 20 dakika kaynatıldıktan sonra, fazla hava almayacak biçimde kapatılıp soğutulur.

Deneyin Yapılışı

Analiz numunesinden içinde kristaller oluşmuş ballardan alınan numuneler, kapalı kap içinde su banyosuna konularak 60°C’nin altında yarım saati geçmeyecek şekilde ısıtılarak çözünme sağlanır. Çözünmez ise 65°C’ye kadar çıkartılabilir. Bal örneğinden hassas bir şekilde 10 g tartılarak 250 ml’lik temiz, kuru bir erlene konur. Üzerine 75 ml karbondioksiti uzaklaştırılmış saf su eklenip ağzı kapatılır ve iyice karıştırılarak örnek çözülür. Ardından 4-6 damla fenolftalein ilave edilip bir büretten damlatılan standart NaOH çözeltisi ile eşdeğerlik noktasına kadar titre edilir. Bu noktada fenolftaleinin kırmızı rengi en az 15 saniye kaybolmadan kalmalıdır. Titrasyonda harcanan standart NaOH çözeltisinin miktarı (Vt) kaydedilir.


Başka bir erlende, bal numunesi almaksızın, bir şahit deney yapılarak titrasyonda kullanılan suyun ve indikatörün harcayabileceği standart NaOH çözeltisi hacmi okunur (Vo).


Vt’den Vo çıkarılarak bal numunesinin tam karşılığı olan N/20 NaOH hacmi bulunur (V).

Hesaplama

Numunenin asitliği (A) = 1000 x N x V





m

N: Standart NaOH çözeltisinin normalitesi (eşdeğer gram/l)

V. Deneyde harcanan NaOH çözeltisinin hacmi (ml) (V = Vt – Vo)

m: Deneye alınan bal numunesi miktarı (g)

Balda PolenAranması (Deli bal, zehirli bal incelemesi)

Homojen haldeki baldan 10 g alınır ve santrifüj tüpüne konur. Üzerine 20 ml distile su eklenir. Tüpler 45 °C’lik su banyosunda 10 – 15 dakika bekletildikten sonra çıkarılıp iyice çalkalanır, balın su içinde iyice erimesi sağlanır. Çözeltiler 10 dakika süre ile 4000 – 4500 devirde santrifüj edilir. Üstte kalan kısım dökülür, dipte kalan tortudan baget yardımı ile biraz alınarak lam üzerine konulur. Üstlerine lamel kapatılarak mikroskop altında polen muayenesi yapılır. Resimde deli balda görülen rhododendron polenleri yer almaktadır.

VI. İÇME SUYU MUAYENESİ

KİMYASAL ANALİZLER İÇİN NUMUNE ALMA 

Genel olarak kimyasal analizler için alınması önerilen miktar iki litredir. Bununla birlikte belirli toksik maddelerin inceleneceği sulardan en az 5 (beş) litre numune alınmalıdır. 

Kimyasal analiz amacıyla alınacak numuneler için pet şişe veya cam şişe kullanılabilir. Numune alınacak kapların steril olması gerekmez ancak iyice yıkanmış ve durulanmış olmalıdır. Şişelerin, tercihen 1/50 oranında sulandırılmış hidroklorik asit (HCl) ile çalkalandıktan sonra iyice yıkanıp durulanması daha iyi olur. 

Numune alma işlemleri sırasında steril şartlara uymak gerekmez, ancak mümkün olduğunca temiz ve dikkatli çalışılmalıdır. Numune alınacak yer çeşme, musluk şeklinde ise suyu ideal olarak 3-5 dakika (bu mümkün değilse en az 1 dakika) kuvvetlice akıtmalı ve sonrasında numune alınmalıdır. Şişe ağzına kadar doldurulmamalı, üstten en az 2-3 parmak (3-4 cm) boşluk bırakılmalıdır. 

MİKROBİYOLOJİK ANALİZ İÇİN NUMUNE ALMA 

Genel olarak içme sularının mikrobiyolojik analizleri için 100-250 ml numune yeterli olurken, birden fazla mikroorganizmanın araştırılacağı su numunelerinin miktarı en az bir litre olmalıdır. 

Mikrobiyolojik analiz için numune alımında koyu renkli steril cam şişe kullanılmalıdır. 

Klorlanmış sulardan numune alınacak ise, şişe önce 180(C’ de bir saat sterilize edilir. Sonra 100 ml’ye 10 mg hesabı ile sodyum tiyosülfat çözeltisi hazırlanır, 120(C’ de 15 dakika sterilize edilir. Bu % 10’luk steril sodyum tiyosülfat çözeltisinden her bir şişeye 0,1’er ml konulur. 

Numune kabı, numunenin alınacağı zamana kadar kapalı olarak muhafaza edilir. Kapak açıldığında, kapağın kirlenmemesine ve elden bulaşma olmamasına dikkat edilir. Numune kabı numune ile boyun kısmına kadar doldurulduktan sonra sıkıca kapatılır. Analize kadar kapak hiç açılmamalıdır.

Dağıtım Sistemlerinden Numune Alma 

Ana depo ile doğrudan ilgili olan musluk, numune alma yeri olarak seçilir. Musluk tam açılarak bağlı bulunduğu boru hattı temizlenir. Daha sonra suyun akış hızı ayarlanır, su ve çamur sıçratmadan dikkatle numune kabı doldurulur. Su sızdıran ve etrafa su sıçratan musluklar numune alma yeri olarak seçilmezler. 

Kuyu, Çeşme, Kaynak (Memba) Ve Benzeri Yerlerden Numune Alma 

Numune, el ile çalışan bir pompanın bulunduğu sistemden en az 5 dakika pompalama yapıldıktan sonra alınır. Motorlu bir boşaltma sistemi varsa, numune sistemin çıkış noktasından alınır. Herhangi bir pompa sistemi yoksa, şişeye bir ağırlık bağlanır ve daldırılarak doldurulur. Bu durumda şişeyi ve örneği kirletmemeye çok dikkat etmek gerekir. 

Şişe, damacana ve benzerlerinden numune alma işlemi kimyasal analizlerde belirtildiği gibidir. 

Çeşmelerden Bakteriyolojik Analiz İçin Su Numunesi Alma Aşamaları 
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Kuyu ve Benzeri Yerlerden Bakteriyolojik Analiz İçin Su Numunesi Alma Aşamaları 
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GRAVİMETRİK TEKNİKLER 

Basit olarak ağırlığa dayalı analizler olarak adlandırılabilir. Genelde hassas teraziler kullanılarak yapılır ve hassasiyetleri mg’ın onda birine kadar inebilir. Askıda katı madde ve sudaki toplam katı madde analizleri ile suyun özgül ağırlığının ölçümü gravimetrik analizler grubuna girer. Özellikle çevresel su örneklerinin ve içme suyu ve atık suların arıtım aşamalarının değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılır. 

TİTRASYON 

İyi tanımlanmış kimyasal bir reaksiyon kullanılarak, örnekteki belirli miktar madde ile reaksiyona girecek standart solüsyon miktarının belirlenmesi esasına dayanır. 100 ml gibi belirli bir miktardaki numune bir behere veya kaba konur. Büret adı verilen ve kullanılan sıvı miktarını ölçmeye yarayacak dereceli bir tüpe konulan standart solüsyon örnek sıvının üzerine damlatılır. Analizin sonlandırılacağı durum genellikle incelenen sıvının renginde bilinen bir değişimin meydana gelmesidir. Sonlandırma zamanı elektrokimyasal tekniklerle de belirlenebilir. Kullanılan standart solüsyon miktarı bilindiğinde, örnek içerisindeki madde miktarı da hesaplanabilecektir. 

ELEKTROKİMYASAL TEKNİKLER 

Tüm atomların ve moleküllerin dış kısımları elektron tabakalarından oluşmuştur ve kimyasal reaksiyonlar bu elektronlarla ilişki içerisinde meydana gelir. Dolayısı ile gerçekleştirilecek bazı elektriksel ölçümler, atom veya moleküllerin kimyasal özellikleri hakkında bilgi verebilir. İncelenecek kimyasal maddeye göre özel olarak dizayn edilmiş olan elektrodların yardımıyla, sudaki elektriksel potansiyel (voltaj, milivolt) veya akım (miliamper) ölçülerek belirli bir kimyasal maddenin miktarı hakkında bilgi sahibi olunabilir. Elektrodlar kullanım amaçlarına göre altın, gümüş, platinyum veya bakır gibi metal parçacıklarından üretilirler veya pH elektrodlarında olduğu gibi yarıgeçirgen zarlar, dahili elektrodlar ve dolgu sıvıları kullanılarak dizayn edilirler. Doğrudan ölçüm yapmaları büyük bir avantaj sağlamakla birlikte sık olarak kalibrasyona ihtiyaç duymaları dikkat edilmesi gereken hususlardandır. 

SPEKTROFOTOMETRİK VE KOLORİMETRİK TEKNİKLER 

Bir solüsyonun renk yoğunluğunu ölçerek, elde edilen değeri belirli bir maddenin yoğunluğu ile ilişkilendirme prensibine dayanır. Analiz edilecek bazı maddelerin kendileri renkli olmakla birlikte birçok maddenin bu tekniklerle analiz edilebilmesi için ortama bazı kimyasalların ilave edilmesi ve sonuçta ölçüme olanak verecek renkli kimyasal bileşiklerin oluşturulması gerekir. Var/yok şeklinde sonuç veren kimyasal analizlerin bir çoğu incelenecek maddelerin kimyasal reaktiflerle renk oluşturma prensibine dayanmaktadır ve geçmişte yaygın olarak kullanılmıştır, halen cihaz sıkıntısı çekilen durumlarda da kullanılabilmektedir. Bu prensipten yola çıkılarak geliştirilen kolorimetreler ve bu kolorimetrelere uygun olarak geliştirilen kimyasal reaktifler, kimyasal su analizini son derece pratik hale getirmiştir. Yine bilgisayar sektöründeki gelişmelerin kolorimetrelere uyarlanması ile, standart solüsyonlara ihtiyaç duyulmadan, örneğinizdeki ilgili kimyasalın tam değeri çok kısa sürede ve herhangi bir hesaplamaya ihtiyaç duyulmadan belirlenebilmektedir. Ancak sonuçta kolorimetre denilen cihaz görünebilen renkler üzerinde ölçüm yapan bir yapıya sahiptir ve solüsyonda kimyasal reaktiflerinizin oluşturacağı renkle interferans verecek bir madde bulunuyorsa sonuçlar güvenilir olmayacaktır. Daha güvenilir sonuçlar elde etmek için spektrofotometre kullanılabilir. Spektrofotometreler tıpkı kolorimetreler gibi renk yoğunluğunu ölçmekte, ancak ışık kaynağı ölçüm yapılacak sıvıya ulaşmadan önce spektrumlarına (gökkuşağının renklerine) ayrılarak renkler arası etkileşim ortadan kaldırılmaktadır. 

Kimyasal analizlerin bir çoğu görülebilir ışık kullanılarak yapılmakla birlikte, ultraviyole veya infrared ışık gerektiren analizler için daha geniş dalga boyuna sahip spektrofotometreler gerekmektedir. Bu tür analizler genel olarak eser elementlerin saptanması için kullanılır ve “atomik spektroskopi “olarak adlandırılır. Genelde ısıtılarak gaz haline getirilmiş olan örneğin içinden geçirilen belirli özelliğe sahip ışık bir absorbans değeri verir ve elde edilen sonuç sıvı örnekteki eser elementin miktarını yansıtır: bu yönteme atomik “absorbsiyon spektrofotometresi (AAS)” adı verilir. Alternatif olarak gazda bulunan metal atomlarının emdiği ışık miktarı kullanılabilir ve buna da “atomik emisyon spektrofotometresi “adı verilir. Ancak günümüzde en popüler, pratik ve doğru ölçüm veren yöntem olarak “inductively coupled plasma spectrometry (ICP)” kullanılmaktadır. ICP atomik emisyon temeline dayanır. Bu teknikte incelenecek örnek, etrafı radyo dalgası yayan bobinlerle çevrili olan argon gazı içerisine aktarılır ve burada radyo dalgaları aracılığı ile çok yüksek bir ısı elde edilerek, örnek iyonize hale geçirilir. Bu yöntemin en büyük avantajı aynı anda ve lamba değiştirmeye gerek kalmadan çok sayıda elementin analiz edilebilmesidir. 

KROMATOGRAFİ 

Renk grafiği veya renk resmi anlamına gelen kromatografi, ilk olarak bir kağıt parçasındaki bir nokta üzerindeki farklı renklere ait pigmentleri tespit etmek için kullanılmıştır. Alkol gibi bir çözücü kağıdın üzerinden çok yavaş bir şekilde yürütülür ve pigmentlerin farklı bileşenleri farklı hızlarda hareket eder, çünkü pigmentlerin kağıdı tutuş yetenekleri (stationary phase) ve çözücü içinde çözünme miktarları (mobile phase) farklıdır. Bu temel prensipler halen organik kimyasalların veya inorganik iyonların ayrıştırılmasında kullanılmaktadır. Karışımın içindeki maddelerin tanımlanmasında kullanılan temel yaklaşım; bileşiklerin kolon içerisinden geçerken meydana getirdikleri tutulma/gecikme süreleridir. 

“Gaz kromatografide (GC)” incelenecek karışım ince, halka şeklindeki kolonun içine enjekte edilir, GC kolonları cam, slika veya paslanmaz çelik gibi inert maddelerden yapılır. GC ölçümleri öncesinde örnek sıvı organik bir çözücü içerisinde ekstrakte edilir ve buharlaştırma yoluyla yoğunlaştırılır. İncelenecek örneğin içindeki maddelerin tutunabilmesi için kolonun iç yüzeyi yağla kaplı toz mineralle doldurulabilir, bu stationary phase olarak kullanılır ve kullanılan mineraller doğrudan kolon duvarına yapışır. Kolonlar genellikle bir programlanabilir fırın içerisinde bulunur ve kontrollü bir şekilde kolon sıcaklığının yükseltilmesini sağlar. Bu ısıtma işlemi son derece önemlidir ve oda sıcaklığında gaz haline geçirilemeyen pestisit gibi çok sayıdaki çözücü ve toksik maddenin analiz edilmesine olanak verir. Örneğin kolon içerisinde ilerlemesi dışarıdan sürekli olarak verilen argon, helyum veya nitrojen gibi inert bir gazla sağlanır. Kolon içerisindeki karışım kolonun çıkışında alev, ultraviyole ışık veya radyoaktivite ile iyon hale dönüştürülür ve maddeler kolondan çıkarken elektrik yüklü plakalar tarafından tutularak analizleri yapılır. Dedektörden elde edilen veriler zamana karşı piklerden oluşan bir grafik (kromatogram) haline dönüştürülür. Bu pikler maddelerin tutulma zamanları ve karışım içindeki yoğunlukları hakkında bilgi verir. Tutulma zamanı maddeyi tanımlamaya yararken eğrinin altındaki alan veya eğrinin yüksekliği maddenin miktarı hakkında bilgi verir. Ancak daha kesin sonuçlar için dedektör olarak kütle spektrometresi kullanılmalıdır. 

Kaynama noktası yüksek olduğundan kolayca gaz haline getirilemeyen veya yüksek sıcaklıklarda yapısı bozulan maddeler için “sıvı kromatografiler” kullanılır. Bu tür kromatografilerin en yaygın örneği “High pressure or high performance liquid chromatography’dir (HPLC)”. Bu teknikte de mobil faz olarak organik çözcüler kullanılır ve tespit için genellikle ultraviyole ışığın absorbsiyon miktarı kullanılır. Herbisitlerin ve farmasötik maddelerin tespiti bu yöntemin başlıca kullanım alanlarıdır. 

Sıvı kromatografilerin diğer bir türü “iyon kromatografilerdir (IC)”. Bu teknikte inorganik veya organik maddeler yüklü hale getirilerek analizleri gerçekleştirilir. Mobil faz su-bazlı bir çözeltidir ve stationary faz iyon-exchange reçineden oluşur. Dedektörler genelde elektriksel iletkenliği ölçmekle birlikte ultraviyole ışığın absorpsiyonuna dayanan sistemler de bulunmaktadır. Bu yöntemin en öneli avantajlarından birisi karışımın içinde bulunan çok sayıda inorganik iyonu aynı anda ölçebilmesidir. 

KÜTLE SPEKTROMETRESİ 

Kütle spektrometresinde (MS), iyonize hale getirilmiş buharın manyetik veya radyofrekans özellikteki bobinler arasından geçirilmesiyle, karışım içindeki iyonlar kütlelerine göre (esas olarak elektriksel yük/kütle oranlarına göre) ayrıma tabi tutulurlar. Sonuçta her madde kendine özgü karakteristik bir patern oluşturur ve bu patern cihazın bilgisayarındaki kütüphanedeki verilerle karşılaştırılarak tanımlanır. Cihaz tek olarak temin edilebilmekle birlikte çevresel örneklerin analizi için mutlaka gaz veya sıvı kromatografi ile birlikte ve bu cihazların dedektörü olarak kullanılmalıdır. Yine ICP ile birlikte kullanıldığında son derece hassas sonuçlar elde edilebilir. 

İMMÜNOLOJİK TEKNİKLER 

İmmünolojik yöntemler arasında en yaygın olarak kullanılanı “enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)” tekniğidir. Kullanıcının yüksek teknik kapasitesine gereksinim duymayan, göreceli olarak ucuz ve duyarlılığı yüksek olan bu yöntemin temel prensibi; araştırılacak maddenin daha önceden hazırlanmış standart ortam ile reaksiyona girip renk oluşturmasıdır. Bu yöntem su analizinden daha çok tehlikeli atıkların kontaminasyonunu incelemek için kullanılmaktadır.

1. Tat ve Koku muayenesi

Su doğal formunda kokusuzdur. Basit bir mekanizma gibi görünmekle birlikte sudaki kokunun insan ve hayvanlardaki kimyasal reseptörler tarafından fark edilmesi, sudan kaynaklanabilecek zehirlenme veya diğer tehlikeler için ilk ve en önemli korunma yöntemidir. 

Suda, yosun, ot, katran, balık, algler, protozoonlar, planktonlar ve diğer mikroorganizmalar vb. kaynaklanan kokuların yanında, derin tabakalardan geçmesi sırasında bünyesine karışan kükürt dioksit, hidrojen sülfür gibi gazlardan kaynaklanan kokular olabilir. Yine, suların korunması ve saklanması sırasında, içerisinde bulunduğu depo veya kaplara bağlı kokular belirlenebilir. Bu kokular suda üreyen mikroorganizmaların ürettiği maddelere bağlı olarak gelişir. Bir takım sabun, deterjan veya endüstriyel atıkların içerisindeki kimyasalların kokularının da sulara karışma olasılığı vardır. 

Suyun kokusunun incelenmesi, analizi yapacak kişinin duyusal özellikleri ile ilgili olduğundan, kişilerin seçimine özen gösterilmelidir. Bu analiz için çok hassas koku alma özelliği gerekmemekle birlikte, duyarsız veya koku almada sorun yaşayan kişiler seçilmemelidir. Analiz sırasında kokusuz su kullanılmaktadır. Kokusuz su üretmek için özel düzenekler hazırlanabileceği gibi distile + deiyonize sulardan da bu amaçla yararlanılabilir. 

Kokusu incelenecek su örneği 500 ml’lik kapaklı, kokusuz cam erlenmayer şişelere 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.3, 3.1, 1.6 ve 0.8 ml hacimlerde (veya bunlardan birkaçı) konur ve üzerleri kokusuz su ile 200 ml’ye tamamlanarak kapakları kapatılır. Bu dilüsyonlar sırasıyla 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ve 256 Threshold Odor Number (TON) olarak numaralanır. Bir erlenmayere sadece kokusuz su kontrol olarak konur. Analiz için genelde 4 farklı dilüsyon alınır (200, 50, 12.5, 3.1) ve koku saptanan dilüsyona göre gerekli diğer dilüsyonlar hazırlanır. Sabit sıcaklık sağlayan bir su banyosunda tüm erlenmayerler 60ºC’ye kadar ısıtılır. En az su örneği içerenden başlayarak sırasıyla erlenmayerler çalkalanır ve kapakları açılıp hemen koklanır; kokunun hissedildiği en son dilüsyon ve dolayısı ile TON değeri belirlenir. Atık sular ve endüstriyel sular ısıtma sırasında sıklıkla duman oluşumuna ve bu durum biasa neden olabildiğinden opak, koyu renkli veya kırmızı aktinik erlenmayerler kullanılabilir. 

Koku analizi yapılacak su örneklerinin plastik/pet şişelerde muhafazası uygun değildir. Kullanılan tüm malzeme (erlenmayer, pipet, kapak) kokusuz olmalı ve bu analiz dışında mümkünse kullanılmamalıdır. Analiz sırasında herhangi bir nedenle (ısıtma sırasında bozulma, çok aşırı ve toksik gaz üretimi şüphesi gibi) su örneğinin 60ºC’ye kadar ısıtılması uygun değilse analiz 40ºC’de yapılır. Bu sıcaklıkta da risk söz konusu ise oda sıcaklığında analiz denenebilir. 

Musluk suları genellikle klorlu olduğundan musluk sularının kokusu hem klorlu iken hem de klor uzaklaştırıldıktan sonra (sodyum tiyosülfat ile) belirlenmeli ve klor yan ürünlerine bağlı bir koku problemi olup olmadığı belirlenmelidir. 

Birden fazla kişiye analiz yaptırılmışsa elde edilen TON değerleri birbiri ile çarpılır ve kişi sayısınca kökü alınır [örneğin: 5√(4x8x2x2x8) = 4].

Tat muayenesi için ise; bir miktar su ağza alınıp beklenir; ekşi, acı, tuzlu, buruk veya diğer istenmeyen tatlar açısından değerlendirilir. Suyun kendine özgü lezzeti özellikle sıcaklığına bağlıdır; doğru tanımlamanın yapılabilmesi için 8 – 15 °C’ler arasında olmalıdır. Bunun dışında, suyun içinde bulunan O2 ve CO2 miktarı da tat üzerine etkilidir. Suda bulunan gaz miktarı litrede 20 – 25 ml’dir, bunun yarısı CO2, diğer yarısı azot ve oksijendir. Çok az gaz içeren suların tat ve lezzeti hoş değildir. Ayrıca, organik maddelerin miktarı ile erimiş haldeki tuzların cins ve miktarı da lezzete etki eder. Organik maddeler suyun lezzetini yavanlaştırı, demir, mangan, bakır ve çinko lezzeti bozar.

2. Renk Muayenesi

Doğal metalik iyonlar (demir, manganez), humus, fosilleşmiş maddeler, plankton, ot ve endüstriyel atıklar suda renk oluşumuna neden olabilir. Sudaki kolloidal maddeler suyun rengini mavileştirir. Bitkisel maddeler suya sarı/yeşil renk verir. Demir tuzları ise esmer, kırmızı-kahverengi renk verir. 

Suyun içme ve kullanma veya endüstriyel amaçlarla kullanımından önce renk ortadan kaldırılmalıdır. Yine kullanımı sonucu renkli atık su oluşturan endüstriyel işletmeler sudaki rengi giderdikten sonra ortama vermelidirler. 

İçilebilir nitelikteki su renksiz ve saydam olmalıdır. 

Suda renk ve bulanıklık analizi genelde birlikte yapılır ve bulanıklığı yüksek olan sular öncelikle 45 nm’lik filtreden geçirilerek interferans verebilecek bulanıklık ortadan kaldırılır. 

Renk tayininde kullanılan Platinyum-kobalt standardı, genel olarak içme ve kullanma sularının renk tayininde kullanılırken, endüstriyel veya atık suların rengini saptamak için daha çok spektrofotometrik veya fotometrik yöntemler kullanılır. Bir birim platinyum-kobalt renk derecesi 1 mg/l platinyum (kloroplatin iyon formundaki) tarafından üretilen renge eşittir. 

Standard kloroplatinat solüsyonunun hazırlanışı: 1.246 g potassium chloroplatinate (K2PtCl6) (0,500 g metalik Pt’a eşittir) ve 1 g kristal kobalt klorid (CoCl2•H2O) 100 ml konsantre HCl içeren distile suda çözündürülür ve distile su ile 1000 ml’ye tamamlanır. Hazırlanan stok solüsyon 500 renk ünitesine eşittir. Bu solüsyondan nessler tüplerine ayrı ayrı 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 6, 7 ml alınarak, üzeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanır. Bu şekilde 5 – 70 ünitelik renk skalası hazırlanmış olur. 

Kontaminasyon ve buharlaşmayı engellemek için nessler tüplerinin ağzı temiz tıpalarla kapatılmalıdır. Solüsyonların amonyakla kontamine olması durumunda renk koyulaşacağından amonyak bulaşmasına karşı dikkatli olunmalıdır. İncelenecek su nessler tüpüne konulur ve diğer tüplerle karşılaştırılarak renk derecesi belirlenir. Karşılaştırma yapılırken tüplere vertikal olarak bakılır. Tüpün alt kısmına, ışığı sıvı kolonunun içine/yukarı doğru yansıtacak bir düzenek hazırlanır. 

Yukarıda anlatılan işlem görünen renk derecesini verir. Eğer gerçek renk derecesi belirlenmek isteniyorsa yaklaşık 1-2 saatlik santrifüj işleminden sonra renk karşılaştırması tekrar yapılmalıdır. Renk derecesinin 70’in üzerinde çıktığı durumlarda su örneği dilüe edilip standart çözeltiler sınırı içine düşürüldükten sonra işlem tekrarlanmalıdır. Bu durumda bulunan değer seyreltme faktörü ile çarpılır.

Kullanılacak nessler tüpleri, 50 ml’lik kapasiteye sahip uzun tip olmalıdır. Tüpler her kullanımdan önce çok iyi temizlenmelidir. İncelenecek suyun içindeki biyolojik aktivite renk değişikliğine neden olacağından, hemen ölçüm yapılmayacak su örnekleri 4ºC’de saklanmalıdır. 

Günümüzde platinyum-kobalt ölçeği halen standart kullanılmakla birlikte, ölçüm için genelde otomasyonlaşmış fotometrik cihazlar kullanılmaktadır.

	Çözelti miktarı (ml)
	Renk koyuluğu (birim)
	Çözelti miktarı (ml)
	Renk koyuluğu (birim)

	0,0
	0
	3,0
	30

	0,5
	5
	3,5
	35

	1,0
	10
	4,0
	40

	1,5
	15
	5,0
	50

	2,0
	20
	6,0
	60

	2,5
	25
	7,0
	70


3. Bulanıklık Tayini

İçme ve kullanma suları berrak olmalıdır. Genellikle, sızdırma kuyulardan su verilen bölgelerde, sular musluklardan bulanık akar. Yine, sistemde bir onarım söz konusu olduğunda,suların bir süre o bölgede bulanık aktığı gözlenir. Suyun bulanıklığı, içerisinde bulunan bitkisel artıklar, balçık, su yosunları vb bağlı olarak gelişebilir. Bazen aşırı mikroorganizma üremesi de bulanıklıklaşmaya neden olabilir. Ayrıca suyun içerisinde demir ve mangan gibi inorganik tuzların bulunması da  bulanıklığa neden olabilir. Bu tür bulanıklık sular kaynatılınca ortadan kalkar. Demir içeren sular bekletilir veya havalandırılırlarsa dipte kırmızı bir tortu birikir. Bu durum, suda bulunan demirin oksitlenerek demir oksit şeklinde çökmesinden kaynaklanır. Diğer bulanıklık sebebi olan maddeler; çamur, ince organik maddeler, plankton ve diğer mikroorganizmalardır. 

Bulanıklık, türbidite değeri ile ölçülür. Türbidite; suyun kendisine gelen ışığı doğrudan değil de yön değiştirerek ve bir kısmını da soğurarak geçirmesi özelliğidir. 

Suyun bulanıklığı çeşitli şekillerde ölçülebilir:

a. Silisyum Dioksit içeren şişelerle: Değişik yoğunlukta SiO2 içeren referans şişelerle, numune suyun konduğu şişenin bulanıklıkları görsel olarak karşılaştırılır. Hassas bir ölçüm değeri vermese de pratikte yararlıdır, ancak günümüzde standart olarak kabul edilmemektedir. 

b. Formazin Turbidity Unit (FTU) ve Jackson Turbidity Unit (JTU) değerleri : Uygulanması güç ve kolay hata yapılabilecek bir yöntemdir. 

c. Nephelometrik bulanıklık ölçümü: Turbidimetre adı verilen bulanıklık ölçer ekipman yardımıyla suların bulanıklık derecesi son derece hassas olarak ölçülebilir. Bu cihazlar genel olarak Nephelometric Turbidity Unit (NTU) birimini kullanırlar. 0 – 40 NTU arasındaki bulanıklık değerleri FTU ve JTU birimlerine eşit olarak kabul edilmektedir. 40 NTU’nun üzerindeki bulanıklık değerlerinde ölçüm sonuçları JTU değerine eşit olmayacağından su örneği dilüe edilerek ölçümler tekrarlanmalıdır. 

Su örneklerinin hemen incelenmesi gerekir, her hangi bir saklama yöntemi güvenilir değildir ve bulanıklıkta değişime neden olabilir. Su örneğinde bulunan katıların mikrobiyolojik olarak dekompoze olmasını engellemek için 4°C’de saklamak veya dondurmak faydalı olabilir. 

Suda bulunabilecek debris ve sedimentler ölçüm sonuçlarını değiştirebilir. Bu tür durumlarda suya ince bir borudan üflenerek hava verilmesi, bulanıklık ölçümlerinin daha doğru olarak saptanmasına yardımcı olabilir. 

Suda gerçek renk oluşumuna neden olan durumlar ışığı absorbe edeceğinden, bulanıklığın olduğundan daha düşük olarak ölçülmesine neden olacaktır. 

Foto-elektrik sistemlerle nepheleometrik ölçüm yapıldığında, çalışma süresince ışıkta kayma olacağından, kısa bir ısınma süresinin ardından hemen ölçüm yapılmalı, cihaz uzun süre çalıştırılmamalıdır. Cihazlar 0-40 arasında ideal ölçüm sağlayacağından, daha büyük değerler elde edildiğinde temkinli olunmalıdır. Çeşitli araştırmalar 40 NTU üzerindeki değerlerde hata payının yüksek olduğunu göstermektedir. 1 NTU’nun altındaki değerler için cihaz en az 0.02 NTU’luk ölçüm hassasiyetine sahip olmalıdır. 

Ölçümde kullanılan şişelerin iç ve dış yüzeyleri temiz olmalıdır.

Karşılaştırma temeline dayanan bulanıklık tayini yöntemlerine örnek vermek gerekirse; 

Öncelikle standart silikat çözeltisi hazırlanır, bunun için; çöktürülmüş, kurutulmuş ve 200 numaralı (mesh) elekten elenmiş kilden 1g alınır, 1 l saf suda çözdürülerek stok çözelti hazırlanır. Bu çözeltinin bulanıklığı 100 birimdir.

Stok çözeltiden, aşağıda gösterilen hacimlerde, nessler tüplerine konur ve hepsi saf su ile 50 ml’ye tamamlanıp alt üst edilerek karıştırılır. Beyaz bir zemin üzerinde numune ile renk karşılaştırması yapılır.

	Çözelti miktarı        (ml)
	Renk koyuluğu (Birim)
	Çözelti miktarı         (ml)
	Renk koyuluğu                  (Birim)

	0,25
	5
	3,0
	60

	0,50
	10
	3,5
	70

	1,0
	20
	4,0
	80

	1,5
	30
	4,5
	90

	2,0
	40
	5,0
	100

	2,5
	50


4. pH Tayini
Suyun pH değeri, geçtiği toprağın tabiatına bağlı olarak değişir. İçme suyu genellikle hafif alkalidir. Kalker miktarı arttıkça pH yükselir.

a) Kolorimetrik Yöntem

Belirli pH’larda renk değiştiren indikatörlerden yararlanılır. Hassas bir metot değildir.

	İndikatör adı
	Renk değişim pH’sı
	Renkler

	Brom kresol purple
	5,2 – 6,8
	Sarı – mavi

	Brom timol mavisi
	6,0 – 7,6
	Sarı – mavi

	Fenol kırmızısı
	6,8 – 8,4
	Sarı – kırmızı

	Kresol kırmızısı
	7,2 – 8,8
	Sarı – kırmızı

	Bazik timol mavisi
	8,0 – 9,6
	Sarı – mavi


b) Elektrometrik Yöntem

Elektrometrik olarak pH metre ile ölçüm, oldukça pratik ve hassas olduğu için, kullanışlı bir yöntemdir.

5. Sıcaklığın Belirlenmesi

Suyun sıcaklığı, civalı iyi bir termometre ile ölçülebilir. Genel bir kural olarak, termometrenin üzerindeki derecelendirme en az 0,1 düzeyinde olmalı ve derecelendirme doğrudan termometrenin üzerine yani camın üzerine yapılmalıdır. Kullanılan termometreler sıcaklık değişikliklerine hızlı cevap vermelidir. Sahada yapılacak ölçümlerde metal kafesi olan termometrelerin kullanılması kolay kırılmaları önler. 

Yeraltı sularının ısılarının yüzey ısılarından etkilenmesi, su kaynağının yeryüzüne çok yakın olduğunu gösterir. Eğer ısıda dış ortam ısısıyla açıklanamayacak değişiklikler varsa, yüzeysel akıntılarla kirlenme olasılığı akla gelmelidir. Böyle bir olasılıktan şüpheleniliyorsa suyun ısısının günlük maksimum ve minimum değerlerini saptayan termometreler su kaynağının çıkış yerine konulmalı, ayrıca dış ortamdaki ısının en küçük ve en büyük değerleri de gözden geçirilmelidir. 

Limnolojik (tatlı suların fiziksel ve biyolojik durumları) çalışmalarda genellikle suyun derinliğine eş olarak sıcaklık kaydı da yapılır. Özellikle kuyu veya artezyen sularının derinliği hakkında fikir almak için suyun sıcaklığı tek başına karar verdirici bir parametre olabilir. 

Suyun lezzeti ısısına bağlıdır. 8 - 15(C arasındaki suların lezzeti daha iyidir ve susuzluğu giderici etkisi daha fazladır. 12(C’deki su en lezzetlidir denilebilir. 20(C’nin üzerindeki sular çok lezzetsiz ve bulantı verici olabilirler. 

Sıcaklılıklarına göre sular şu şekilde sınıflanır: 

5 - 12(C Çok soğuk su 

12 - 16(C Soğuk su 

16 - 26(C Serin su 

26 - 33(C Ilık su 

33 - 35(C Mutedil su 

35 - 37(C Sıcak su 

37(C - ( Çok sıcak su 

Yüzey su tabakasının altında ve çeşitli derinliklerde sıcaklık ölçümü yapmak gerekebilir. Bu amaçla kullanılabilecek cihazlar; reversing (ters çevrilebilir) termometre, termofon veya termistor’dur. Bu cihazlardan en uygunu ve güveniliri termistor olmakla birlikte maliyet ve kullanılabilirlik gibi nedenlerle reversing termometre yaygın olarak tercih edilmektedir.

6. Sertlik Tayini

Sabun eriyiği ile sertlik tayini

Yöntemin prensibi

Suyun köpük yapmak için emdiği sabun miktarının ölçülmesi esasına dayanır. Sabunlar, suda eriyik halinde yağ asitlerinin alkalik tuzlarıdır, bu nedenle çalkalama ile köpürme ve kalıcı köpük yapma özelliğine sahiptirler. Ancak sabunun yağ asitleri, sertliği oluşturan Ca ve Mg tuzları ile birleşerek çökeceğinden, kalıcı köpük hemen oluşmaz. Bunların çöktürülmesi, dolayısıyla köpüğün oluşması için sarf edilen sabun eriyiği miktarı Ca ve Mg miktarını, diğer bir deyişle, suyun sertlik derecesini verir.

Ayıraç ve çözeltiler

Standart Sabun Eriyiği

Hazırlanışı:

a) Reçinesiz ve tamamen kuru en iyi sabundan rendelenerek 20 gram tartılır, üzerine 95(’lik alkol eklenip önce su banyosunda daha sonra da soğutucu altında eritilir. Saf su ile 500 ml’ye tamamlanarak 12 saat dinlendirilir. Süzüldükten sonra ayarlanır.

b) Bir balona;


30 g saf zeytinyağı (=33 ml)


17,5 ml % 30’luk NaOH


17,5 ml 95(’lik alkol

konur ve kaynar su banyosunda 2 – 3 dakika ısıtılır (katılaşıncaya kadar sabunlaştırılır). Oluşan sabun 60(’lik alkolle litreye tamamlanır.

Ayarlanması:

0,55 g BaCl2 (baryum klorür) veya 0,59 g Ba( NO3 )2 (Baryum nitrat), saf suda  eritildikten sonra litreye tamamlanır. Bu solüsyondan, hidrometri şişesinin 40 işaretine kadar konulur. Üzerine, hidrometri büretinden damlalar halinde ayarlanması yapılacak olan sabun eriyiğinden kalıcı köpük oluşuncaya kadar eklenir. Harcanılan miktar 22 ise hazırlanan sabun eriyiği normaldir, daha az ise eriyik kuvvetli, daha çok ise zayıftır. Kuvvetli olan sabun eriyiğine su veya alkol ilave edilerek, zayıf olana ise sabun eklenerek işlem tekrarlanır.

Aletler

Hidrometri büreti

Hidrometri şişesi

İşlem

Hidrometri büreti “0” çizgisinin üzerindeki rakamsız çizgiye kadar, bir pipet yardımıyla, sabun eriyiği ile doldurulur (40 ml suyu köpürtmek için gerekli olan miktardır).


Hidrometri şişesi, numune su ile iki defa çalkalanır ve 40 ml çizgisine kadar analizi yapılacak su ile doldurulur. Büretten şişeye bir miktar sabun eriyiği aktarılır, cam kapağı kapatılır ve kuvvetlice çalkalanır. İlk köpüğün hızla kaybolduğu ve suyun bulandığı görülür. Bu bulanıklık, sabunun yağ asitleri ile toprak alkalilerinin çökmesinden ileri gelir. Önce çabuk sonra dikkatlice damla damla ilave etmek ve her seferinde iyice çalkalamak suretiyle, sabit bir köpük oluşuncaya dek sabun eriyiği eklenir. Sonra titrasyona son verilerek harcanan miktar okunur. Okunan rakam Fransız sertlik derecesi cinsinden suyun total sertliğini verir.


Numune suyun kalıcı sertliğini (sabit asitlerin toprak alkalileri ile birleşmesinden ileri gelen CaCl2, MgCl2, CaSO4, MgSO4 tuzları veya silikat tuzları) bulmak için; örnekten 200 ml alınır, 30 dakika kaynatıldıktan sonra eksilen kısım saf su ile tamamlanır. Soğutulur, süzülür ve yukarıda anlatıldığı gibi sertlik tayini yapılır. Total sertlikten kalıcı sertlik çıkarılınca, suyun geçici sertliği (toprak alkali bikarbonatlarına bağlı olan ve su kaynayınca kaybolan sertliktir) belirlenmiş olur.

Değerlendirme

1 Fransız sertlik derecesi 1 litre suda 10 mg CaCO3’a eşittir.

1 Alman sertlik derecesi 1 litre suda 10 mg CaO’e eşittir.

1 İngiliz sertlik derecesi 0,7 litre suda 10 mg CaCO3’a eşittir.

	Sınıflandırma
	Fransız S. D.
	Alman S. D.
	İngiliz S. D.

	Çok yumuşak su
	0 – 7
	0 – 4
	0 – 5

	Yumuşak su
	7 – 14
	4 – 8
	5 – 10

	Orta sert su
	14 – 21
	8 – 12
	10 – 15

	Sert su
	21 – 32
	12 – 18
	15 – 22

	Çok sert su
	32 – 54
	18 – 30
	22 – 37


EDTA çözeltisi ile sertlik tayini

Yöntemin prensibi

EDTA (Etilen Daimin Tetra Asetik Asit)’nın, kalsiyum ve mağnezyum iyonları ile kompleks yapması ve Erichroma Black I indikatörü ile mavi renk vermesi temeline dayanır.

Ayıraç ve çözeltiler

( 0,01 N EDTA çözeltisi: 4 g EDTA (sodyum versenat) (titriplax 111 buffer tablet) tartılır, saf su ile litreye tamamlanır. Bu çözelti 100 ml suyla hazırlanırsa, bir hafta süreyle kullanılabilirse de, aynı amaçla, 0,5 g krom black 1 ve 100 g toz sodyum klorür karışımı da hazırlanabilir. Bu karışım koyu renkli bir şişede bir yıl saklanabilir.

( Standart kalsiyum çözeltisi: Etüvde iyice kurutulmuş CaCO3’tan (kalsiyum karbonat) 100 mg tartılır, mümkün olduğu kadar az miktarda hidroklorik asitte (HCl, d = 1,19) çözülür ve 100 ml’ye tamamlanır. Bu çözeltinin 1 ml’si 1 mg CaCO3’a eşdeğerdir.

( Tampon çözelti: 67,5 g Amonyum klorür (NH4Cl) 570 ml derişik amonyakta (d = 0,88) çözülür, saf su ile litreye tamamlanır. Amonyak kaybını önlemek için, ağzı iyice kapatılmış bir plastik şişede saklanır. pH değeri 7 – 10 aralığında olan numuneye bu çözeltiden 1 ml katıldığında, numunenin pH’sı 10 olmuyorsa, tampon solüsyon atılır ve yeniden hazırlanır.

İşlem

Bir erlen veya behere, 25 ml su örneği konulup saf su ile 50 ml’ye tamamlanır. Üzerine 1ml tampon çözelti ve 1-2 damla indikatör çözeltisi eklenerek, EDTA çözeltisi ile, renk şarap kırmızısından maviye dönünceye kadar titre edilir. Harcanan miktar (A), 100 ml’deki CaCO3 düzeyini bulmak için, dört ile çarpılır. Bulunan değer, örneğin Fransız sertlik derecesi cinsinden toplam sertliğini verir.


Kalıcı sertlik derecesinin tayini için; 250 ml su örneği alınıp 20 – 30 dakika kaynatılır, soğutulur, süzülür ve saf su ile 250 ml’ye tamamlandıktan sonra 50 ml’si alınarak, total sertlik tayininde uygulanan işlemler yürütülür, harcanan EDTA çözeltisi miktarı iki ile çarpılır.

7. Nitrit Tayini

Yöntemin Prensibi

Nitrin, alfa – naftilamin ve sülfanilik asit ile pembe renk vermesi esasına dayanır.

Ayıraç ve çözeltiler

Griess I: 1,5 g sülfanilik asit, 50 ml asetik asit ile karıştırılıp ısıtır ve saf su ile 250 ml’ye tamamlanır.

Griess II: 75 mg alfa – naftilamin 50 ml asetik asit içinde eritilerek saf su ile 250 ml’ye tamamlanır.

İşlem

Bir deney tüpüne 2,5 ml Griess I ve 2,5 ml Griess II reaktifi konur. Üzerine 5 ml su örneği eklenir. Oluşan pembe renk nitrit varlığı açısından pozitif olarak değerlendirilir.

Sularda hiç bulunmaması gerekir.

8. Nitrat Tayini

Yöntemin prensibi

Nitratın, difenilamin ve sülfürik asit ile reaksiyona girerek mavi renk oluşturması esasına dayanır.
Ayıraç ve çözeltiler

Difenilamin çözeltisi: 2,5 g difenilamin, 100 ml konsantre H2SO4, 20 ml saf su ile karıştırılır.

İşlem

İki ayrı deney tüpü alınır, birine 5 ml su örneği, diğerine de 5 ml difenilamin reaktifi konur. Her iki tüp eğik olarak uç uca getirilir. Reaktif tüpünden su tüpüne, kenarından yavaşça sızdırılarak aktarım yapılır. Bu sırada reaktifin suyun altına girmesiyle iki tabaka oluşur. İki tabaka arasında oluşan mavi renk, nitrat varlığı açısından pozitif olarak değerlendirilir.


Sularda tek başına bulunması çok önemli değildir, diğer azotlu bileşiklerin aranmasını gerektirir.

9. Amonyak Tayini

Suda amonyak bulunması yakın bir noktadan suyun organik maddelerle kirletildiğini gösterir. Organik maddelerin nitrifikasyon aşamasından geçerek tamamen zararsız hale geldiği döngünün ilk aşamasında amonyak meydana gelir. Eğer organik madde suya karıştıktan sonraki süre kısaysa yani henüz nitrifikasyon tamamlanacak kadar zaman geçmemişse suda amonyak saptanır. Bunun yanında sudaki nitrit ve nitratların sudaki bakteriler ile denitrifikasyona uğraması sonucu da suda amonyak bulunabilir. Başka kimyasal maddelerin varlığı araştırılmadan amonyak saptanan bir suyun kirli olduğuna karar verilemez. Amonyak tek başına sağlığa olumsuz etkilerde bulunmaz. Ancak beraberinde organik maddelerin de suya karışmış olabileceğini düşündürdüğü için kirlilik öğesi olarak kabul edilmelidir. 

Klorlanmış sularda amonyak saptamak zordur. Çünkü amonyak kloraminler şeklinde bileşik halinde bulunabilir. Bu nedenle klorlu suları analiz etmeden önce dekloraminasyon yapılmalıdır. 

Yöntemin prensibi

Aromatik aminler, organik klor aminler, aseton ve aldehidlerin, nessler reaktifi ile sarıdan turuncuya değişen renk vermesi esasına dayanır.

Ayıraç ve çözeltiler

Nessler reaktifi: 6 g HgI2 (Civa iyodür) ve 4 g KI (Potasyum iyodür), amonyaksız su ile 40 ml’ye tamamlanıp eritilir. Üzerine % 30’luk KOH (Potasyum hidroksit)’ten 60 ml eklenip süzgeç kağıdından süzülür.

İşlem

Bir deney tüpüne 5 ml su örneği alınıp üzerine birkaç damla nessler reaktifi eklenir. Sarıdan turuncuya kadar değişen renklerin gözlenmesi, amonyak varlığı açısından pozitif olarak değerlendirilir.


Sularda hiç bulunmamalıdır.

10. Organik Madde Tayini

Yöntemin Prensibi

Permanganat asit ortamda, su içinde bulunan organik maddeleri oksitler. Geri titrasyon yoluyla oksitlenmede harcanan KMnO4 (Potasyum permanganat) miktarı belirlenir

Ayıraç ve çözeltiler

Seyreltik H2SO4 çözeltisi: Bir hacim derişik sülfürik asit, üç hacim saf su üzerine yavaş yavaş eklenir.

N / 100 KMnO4 çözeltisi: 0,3959 g kristal potasyum permanganat 1 litre saf suda çözülür ve N / 100 amonyum okzalat çözeltisine karşı ayarlanıp faktörü belirlenir.

N / 100 Amonyum okzalat çözeltisi: 0,888 g amonyum okzalat 1 litre saf suda çözülür. Bu çözeltinin 1 ml’si 0,0001 g O2’ye karşılık gelir. Amonyum okzalat yerine 0,788 g okzalik asit veya 0,837 g sodyum okzalat da kullanılabilir.

N / 100 potasyum permanganatın amonyum okzalatla ayarlanması: 25 ml N / 100 amonyum okzalat, 8 ml seyreltik sülfürik asit çözeltisi ve 52 ml saf su karıştırılır. Sıcak iken üzerine N / 100 potasyum permanganat damlatılarak hafif pembe renk oluşana kadar titre edilir. Bu işlemde örneğin sarf edilen potasyum permanganat miktarı 26 ml olsun. Bu durumda faktör; F = 25 / 26 = 0,96 olarak bulunur.

İşlem

300 ml’lik bir erlene 100 ml su örneği konur. Örnek üzerine 5 ml sülfürik asit çözeltisi ve 5 ml N / 100 potasyum permanganat çözeltisi eklenip içine cam boncuk atılarak 10 dakika kaynatılır. Sıcak iken üzerine N / 100 okzalik asit veya amonyum okzalattan 5 ml ilave edilir ve renk berraklaşır. Yine sıcak iken N / 100 permanganat solüsyonu ile hafif pembe renk oluşana kadar geriye titre edilir. Harcanan potasyum permanganat miktarı (A) kaydedilir. Aynı deney saf su kullanılarak tekrarlanır ve yine harcanan potasyum permanganat miktarı kaydedilir (B).

Organik madde miktarı = 0,8 x C = …..mg / l

C = A (ml) – B (ml)

11. Serbest Klor Tayini

Sudaki klor miktarının belirlenmesi için komperatör ismi verilen ve daha önce saptanmış renklere göre bulunan rengin mukayesesine dayanan basit bir cihaz kullanılır. Suyun klorlandığı tesislerden ve şebekenin belirlenmiş noktalarından, günde en az 5 defa serbest klor miktarı saptanmalıdır. 

Gerekli malzemeler

Klor ölçüm cihazı (komperatör), ortotoluidin veya tetrametilbenzidin solüsyonu, klor miktarı ölçülecek su numunesi

İşlem

1. Su numunesi çeşmeden alınacaksa, suyu 2-4 dakika kuvvetlice akıtınız.
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2. Komperatör tüpünün temizliğini kontrol ediniz.

3. Tüpü üstten 1 cm boşluk kalıncaya kadar su ile doldurunuz.

4. Tüpteki suya 3 damla ortotoluidin veya tetrametilbenzidin solüsyonu damlatınız.
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5. Tüpün ağzını parmağınızla kapatarak 5-6 kez çalkalayınız.

6. Komparatörünüz birden fazla kimyasal ölçmek için dizayn edilmişse, klor için uygun olan renk diskini takınız.
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7. Tüpü komperatörün yuvasına yerleştiriniz.
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8. Tüpteki suyun rengini komperatör diskindeki renk skalasında bulunuz. En yakın rengi bulana kadar diski çevirmeye devam ediniz.
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9. Diskin sol tarafında, su örneğindeki klor miktarını ppm** cinsinden gösteren rakamı okuyunuz.
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10. Tüpteki suyu lavaboya dökünüz.

11. Tüpü akar su ile yıkayıp, kurumaya bırakınız.

12. Malzemeyi kutusuna yerleştirip kaldırınız.

* Ortotoludin veya tetrametilbenzidin yerine klor ölçümü için özel olarak hazırlanmış DPD tabletler de kullanılabilir.

** ppm: milyonda kısım (parts per million) = mg / l

12. Suların Mikrobiyolojik Muayenesi

Türk Gıda Kodeksi – İnsani Tüketim Amaçlı Sular Hakkında Yönetmelik uyarınca, Koliform bakteri ve E. Coli (ISO 9308-1), Enterokok (ISO 7899-2), Pseudomonas aeruginosa (pr EN ISO 12780), Clostridium perfringens (sporlar dahil) yönünden analiz yapılır, ayrıca; Total jerm sayımı 22 (C’de koloni sayımı (pr EN ISO 6222), Total jerm sayımı 37(C’de koloni sayımı (pr EN ISO 6222) gerçekleştirilir.

VII. BALIK MUAYENESİ

 “Balıklarda Kalite” çoğunlukla estetik görünüş ve tazelik veya bozulma derecesinin yanında, zararlı bakteriler, parazitler veya kimyasallardan ari olma gibi güvenlik kavramlarını da içine alır. Ancak şunu da unutmamak gerekir ki, kalite, bireylere göre farklı anlamlar ifade edebilir, örneğin; çoğu kez post mortem dönemde ilk birkaç saat içinde tüketilen balığın en yüksek kaliteye sahip olduğu düşünülür. Bununla birlikte, henüz rigor motis evresinde olan çok taze balıkların fileto ve derilerinin ayrılması oldukça zordur ve dumanlama için uygun değildir. Bu nedenle bu prosesi yürütecek kişiler, rigor aşamasından geçmiş balıkları tercih ederler.


Taze balıkların kalitelerinin belirlenmesine yönelik yöntemler, “duyusal” ve “entrümantal” olmak üzere başlıca iki kategoriye ayrılır. Son karar tüketiciye ait olduğu için, kimyasal ve enstrümantal metotlar, duyusal yöntemler ile korelasyon içinde olmalıdır. Bununla birlikte, duyusal yöntemler, kontrollü koşullar altında, bilimsel anlamda yürütülmelidir.

1. Duyusal Yöntemler

Duyusal değerlendirme, gıdaların, görme, koklama, tatma, dokunma ve duyma ile algılanan özelliklerinin, ölçüm, analiz ve yorumlanmaları için kullanılan bilimsel bir disiplindir.Birçok duyusal özellik yalnızca insanlar tarafından anlamlı bir şekilde ölçülebilir. Bununla birlikte, bu ölçümlerin gerçekleştirilmesine yönelik enstrümanlarda önemli gelişim ve ilerlemeler kaydedilmektedir. Örneğin “yapay burun” olarak isimlendirilen cihaz sayesinde, incelenecek gıda örneğinin koku profili çıkartılabilmektedir.

Kalitenin duyusal olarak belirlenmesinde şu tablodan yararlanılabilir:

	Kalite parametresi
	Karakter
	Skor

	Genel görünüş
	Deri
	0: Parlak, ışıldıyor

1: Parlak

2: Donuk, mat

	
	Solungaç kapağındaki kan lekesi
	0: Yok

1: Küçük, %10-30

2: Büyük, %30-50

3: Çok büyük, %50-100

	
	Sertlik
	0: Sert, rigor motriste

1: Elastik

2: Sıkı

3: Yumuşak

	
	Karın
	0: Sıkı

1: Yumuşak

2: Karında çatlak ve yırtılma

	
	Koku
	0: keskin deniz ya da yosun kokusu, metalik koku

1: Nötral

2: Küf kokusu, acımsı, ekşimsi, bozulma kokusu

3. Bayat et kokusu / ransid

	Gözler
	Berraklık
	0: Berrak

1: Puslu

	
	Şekil
	0: Normal

2: Düz

3: Çökük

	Solungaçlar
	Renk
	0: Karakteristik, kırmızı

1: Solgun, renksiz

	
	Koku
	0: keskin deniz ya da yosun kokusu, metalik koku

2: Nötral

3: Tatlımsı/hafif ransid

4: Acımsı, ekşimsi, pis kokuşma kokusu, ransid

	Skorların toplamı
	
	(Minimum 0, Maximum 20)


Buna göre izlenen her veriye puan verilir ve sonuçlar toplanıp değerlendirilir. Balık bayatlayıp kalite düştükçe, toplam puan artacaktır.

Pişmiş balığın duyusal olarak kalite derecelendirilmesinde ise, puan arttıkça kalitenin yükseldiği, şu tablodan yararlanılabilir:

	
	Derece
	
	Skor

	Kabul edilebilir
	İstenmeyen koku /lezzet yok
	I
	Türe özgü koku/lezzet, 

oldukça taze, yosunumsu, 

koku/lezzet kaybı, 

nötral
	10

9

8

7

6

	
	Hafif koku/lezzet
	II
	Hafif koku/lezzet, örneğin, sarımsağımsı, ekmeğimsi, meyvemsi, ransid, ekşimsi, acımsı
	5

4

	Kabul edilebilirlik sınırı

	Reddedilir
	Çeşitli koku/lezzet
	III
	Güçlü koku/lezzet, örneğin bozulmuş lahana kokusu, amonyak, hidrojen sülfür, sülfid kokusu
	3

2

1


2. Biyokimyasal ve Kimyasal Yöntemler

Aminler-Total Volatil Bazik Aminler (TVB)

Deniz ürünlerinin kalitesinin belirlenmesinde en yaygın kullanılan yöntemlerden biridir ve trimetilamin (bozulma bakterileri tarafından üretilir), dimetilamin (dondurarak muhafaza sırasında otolitik enzimler yoluyla üretilir), amonyak (nükleotid katabolitleri ve amino asitlerin deaminasyonu ile üretilir) ve deniz ürünlerinin bozulmaları ile ilişkili diğer volatil temel nitrojenli bileşenlerin ölçümlerini kapsar. Uygulama nispeten kolay da olsa, genellikle bozulmanın çok ileri basamaklarında açığa çıkarlar ve ölçümleri soğuk muhafazanın ilk 10 günü için güvenilir değildir. TVB ölçümü, bozulmanın hangi tipte olduğunu göstermez (Bakteriyel ya da otolitik). Bu amaçla volatil aminlerin buharla distilasyonu ya da ekstraktın mikrodifüzyonu gibi yöntemler kullanılmaktadır.

Amonyak

Amonyak, proteinlerin, peptidlerin ve amino asitlerin bakteriyel yıkımlanma / deaminasyonu sonucunda şekillenir. Bunun yanında, soğutulmuş deniz ürünlerinde adenozin monofosfatın (AMP) otolitik yıkımlanması sonucunda meydana gelir. Ortamda varlığı iki şekilde belirlenebilir. Bunlardan birincisi, glutamat dehidrojenaz enzimi, NADH ve alfa-ketoglutarat kullanımını kapsar. Bir balık ekstraktında amonyağın molar redüksiyonu ile glutamik asit ve NAD üretilir, ki bunlar da 340 nm absorbans değerinde görüntülenebilir. Amonyak, bakteriyel bozulmadan çok otolitik olarak indirgenen balık kalitesinin belirlenmesinde objektif bir indikatördür.

Glutamat dehidrojenaz temeline dayanan amonyak test kitleri Sigma, Boehringer Mannheim gibi firmalar tarafından satışa sunulmaktadır. Ayrıca, amonyak içeren sıvı ekstraktlar ile temasa geçtiğinde renk değiştiren test şeritleri Merck firmasından elde edilebilir durumdadır.

Trimetilamin (TMA)

Trimetilamin, bozulan deniz ürünlerindeki tipik balık kokusu ile ilişkilendirilen keskin kokulu bir volatil amindir. Bir çok deniz balığı türünde doğal olarak bulunan trimetilamin oksidin (TMAO) bakteriyel olarak indirgenmesi sonucunda, bozulan balıklarda varlığı saptanabilir. Her ne kadar bozulma yapıcı bakterilerin faaliyetleri ile şekillendiğine inanılsa da, bakteri sayısı ile arasında iyi bir korelasyon olduğu söylenemez. Bugün bu fenomon, spesifik bozulma yapıcı mikroorganizmaların toplam bakteriyel flora içinde her zaman büyük bir paya sahip olmamaları, ancak az sayıda olmalarına rağmen, TMA gibi bozulmayla ilinlitili bileşikleri büyük oranlarda üretebilme yeteneğine sahip olmalarına bağlanmaktadır. Bu spesifik bozulma yapıcı mikroorganizmalardan biri olan Photobacterium phosphoreum, yine yaygın olarak bilinen ve bu gruba diğer bir örnek olan Shewanella putrefaciens’e göre yaklaşık 10 – 100 kat daha fazla miktarda TMA oluşturur.


TMA analizi, daha kısa sürede sonuç vermesi ve bozulmanın derecesini daha doğru bir şekilde ortaya koyması nedeniyle, bakteri sayısının saptanmasına göre avantajlıdır. Örneğin, kontamine bir bıçak kullanıldığında, aslında yüksek kaliteye sahip olan bir filetoda yüksek sayıda mikroorganizma belirlenebilir. Bununla birlikte böyle bir olguda bakteriler henüz bozulma oluşturmaya fırsat bulamadıkları için TMA düzeylerinin sınırın altında olduğu görülecektir. Analizin dezavantajı ise, TMA’nın bozulmanın ileri basamaklarında kendini göstermesi ve sadece belli balık türleri için güvenilir olmasıdır. TMAO’nun tatlı su balıklarında eseri miktarda bulunması, köpekbalıklarında ise diğer denizbalıklarına göre son derece fazla olması nedeniyle, bu parametrenin analizine uygun değildirler. 

Bu amaçla kolorimetrik, kromatografik ve enzimatik analizler gibi birçok analitik teknikten yararlanılabilmektedir.

Dimetilamin (DMA)

Bazı balık türlerinde, TMAO’yu eşit miktarlarda DMA ve formaldehide (FA) dönüştüren TMAO dimetilaz enzimi bulunur. DMA, dondurulmuş muhafaza sırasında otolitik olarak şekillenir ve soğuk muhafazada meydana gelen sıcaklık dalgalanmaları ile üretiminde artış meydana gelir. Lezzet ve tekstür üzerine etkisi azdır ya da hiç yoktur ancak, dondurarak saklama aşamasında veya öncesinde şekillenen uygun olmayan koşullar nedeniyle meydana gelen protein denatürasyonunun indirekt göstergesidir. DMA analizlerinde kolorimetrik ve kromatografik yöntemlerden yararlanılmaktadır.

Biyojenik Aminler

Balık kası, bakterilerin, amino asitlerin direkt dekarboksilasyonu ile, geniş varyetede amin bileşikleri oluşturmalarını destekler bir yapıya sahiptir. Dekarboksilaz aktivitesine sahip bozulma yapıcı bakterilerin çoğu, amin üretimine bağlı olarak ortam pH’sını yükseltebilir. Histamin, putresin, kadaverin ve tiramin, sırasıyla histidin, ornitin, lizin ve tirozinin dekarboksilasyonundan üretilir. Histamin, tuna, uskumru ve mahi-mahi tüketimi sonucunda şekillenen skombroid zehirlenmesi olguları ile ilişkisinden dolayı dikkat çekmiştir. İlginç olan, biyojenik aminlein çoğunluğunun termal işleme dayanıklı olmasıdır; konserve ürünlerde saptanması hammaddenin ısı işlemi uygulanmadan önce bozulduğunun iyi bir göstergesidir. HPLC, gaz kromatografi, spektroflorometri, biyojenik aminlerin analiz yöntemlerine birkaç örnektir. Ayrıca histamin için hızlı enzimatik metotlar geliştirilmiştir.

Nükleotid Katabolitleri

Türe, muhafaza sıcaklığına ve dokunun fiziksel durumuna bağlı olarak, otolitik enzimler ve bakteriyel faaliyetler sonucunda nükleotid yıkımlanması gerçekleşir. Kalite değerlendirmesinde iyi bir yol göstericidir. Bu analizin gerçekleşrilmesinde sıklıkla HPLC yönteminden yararlanılmaktadır.

Etanol

TMA analizi kadar olmasa da, deniz ürünlerinin kalitesi için objektif bir indikatör olarak yıllardır kullanılmaktadır. Karbonhidratların anaerobik fermentasyonu (glikoliz) ve / veya alanin gibi amino asitlerin deaminasyonu ve dekarboksilasyonu yoluyla oluşabildiği için, birçok bakterinin yaygın bir metabolitidir. Isıya dayanıklı olması nedeniyle (volatil olmasına rağmen), konserve balık ürünlerinin kalite değerlendirmesinde yararlanılabilir. Ticari enzim test kitleri, balık dokusunda etanol ölçümü için basit ve güvenilir çözüm sunmaktadır.

Oksidatif Ransiditenin Ölçümü

Balık yağında bulunan yüksek oranda doymamış yağ asitleri, oksidasyona oldukça duyarlıdır. Primer oksidasyon ürünleri, lipid hidroperoksitlerdir. Bu bileşikler kimyasal yöntemlerle saptanabilir. Oksidasyonun ileri basamaklarında genellikle aldehidler, ketonlar, kısa zincirli yağ asitleri gibi çoğu hoş olmayan koku ve tada sahip, sekonder oksidasyon ürünleri oluşur. 

Bu amaçla spektrofotometrik ve kromatografik yöntemlerden yararlanılmaktadır.

3. Fiziksel Yöntemler

Elektriksel Nitelik

Ölümden sonra deri ve dokunun elektriksel niteliği değişir. Post mortem değişikliklerin ve bozulma derecesinin ölçülmesinde bu özellikten yararlanılabilmektedir. RT - freshmeter, GR - torrymeter bu amaçla kullanılabilmektedir.

pH ve Eh

Balık etinin pH’sı, durumu hakkında yararlı bilgiler verebilir. pH – metrenin elektrodunun direkt balık etine ya da balık etinin distile sudaki süspansiyonuna yerleştirilmesi ile ölçüm yapılabilir. Eh ölçümü ise rutin olarak uygulanmamaktadır.

Tekstür Ölçümü

Tekstür, ister çiğ ister pişirilmiş olsun, balık kası için oldukça önemli bir niteliktir. Balık kası, dondurarak muhafazanın bir sonucu olarak sertleşebilir ya da otolitik yıkımlanma sonucunda yumuşayabilir. Organoleptik olarak veya cihazlar kullanılarak ölçümü yapılabilmektedir.

Mikrobiyolojik Yöntemler

Balık ürünlerinin mikrobiyolojik yönden incelenmesinin amacı, halk sağlığını etkileyebilecek herhangi bir mikroorganizmanın bulunup bulunmadığını belirlemenin yanında, hijyenin kalitesinin ortaya konulmasıdır. Mikrobiyolojik veriler, genel olarak yeme kalitesi ve tazelik hakkında bilgi vermez, ancak spesifik bozulma yapıcı bakterilerin sayısına bakılarak raf ömrü ile ilgili tahminlerde bulunulabilir. Geleneksel mikrobiyolojik analizler, zahmetli, zaman alıcı, masraflı olmanın yanında, uygulama ve sonuçların yorumlanmasında beceri gerektirir. Günümüzde bu alanda her geçen gün gelişmeler olmakta ve çok sayıda örneğin işlenebileceği otomayonu sağlayan prosedürler önerilmektedir.

Toplam (Aerobik) Bakteri

Eğer örnekleme öncesi sıcaklık koşulları, paketleme vb bilgiler dahilinde sistematik olarak örnek alınıp bu parametre yönünden inceleme yapılırsa, hijyenik uygulamalar ve bakteriyel kontaminasyon derecesi ile ilgili karşılaştırmalı değerlendirmeler gerçekleştirilebilir. Bununla birlikte, toplam bakteri sayısı ile halk sağlığı açısından önem taşıyan bakterilerin ortamda varlığı arasında bir korelasyon bulunmadığı bilinmelidir.


PCA (Plate Count Agar) bu amaçla en yaygın olarak kullanılan besiyeridir. Bununla birlikte, çeşitli tipte denizürünleri incelenirken, besin maddeleri bakımından daha zengin besiyerleri (Iron Agar gibi) kullanılması halinde, PCA’ya göre belirgin derecede yüksek sayımlar elde edilir. Bunun da ötesinde, iron agarda, bazı balık ürünleri için spesifik bozulma bakterileri olan hidrojen sülfid üreten bakterilerin sayısı belirlenebilir.Soğuk muhafazası yapılan denizürünleri için 30(C ve üzerindeki inkübasyon sıcaklıkları uygun değildir. Psikrotrof mikroorganizmaların önemli olduğu ürünler incelenirken, dökme plak tekniğinin tercih edilmesi ve 25 (C’de 3-4 günlük inkübasyon, psikrofilik Photobacterium phosphoreum yönünden incelenecek ürünler için ise yüzeye ekim ve maksimum 30(C’de inkübasyon daha uygundur.

Bu amaçla kullanılan yöntemler şu şekilde özetlenebilir:

	Yöntem
	Sıcaklık, (C
	İnkübasyon
	Duyarlılık, kob/g

	Plate count ya da Iron agar
	15-25
	3-5 gün
	10

	“Redigel”/”PetrifilmTMSM”
	15-25
	3-5 gün
	10

	Mikrokoloni-DEFT
	15-30
	3-4 saat
	104-105

	DEFT
	-
	30 dakika
	104-105

	ATP
	-
	1 saat
	104-105

	Limulus lizat test
	-
	2-3 saat
	103-104

	Microcalorimetry/Dye reduction Conductance/Capacitance 
	15-25
	4-40 saat
	10


DEFT: Direkt Epifloresan Filtre Tekniği

ATP: Adenozin Tri Fosfat (Bakteriyel ATP ölçümü)

Bozulma Bakterileri

Balığın toplam bakteri sayısı, duyusal kalite veya muhafaza özelliklerini nadiren gösterir. Shewanella putrefaciens, Vibrionaceae ailesi üyeleri, Pseudomonas spp. Photobacterium phosphoreum gibi belirli bakterilerin bozulmaya neden olduğu bilinmektedir.

Bozulma Reaksiyonları

Çeşitli bozulma reaksiyonları, balık ürünlerinin bakteriyolojik durumlarının belirlenmesinde kullanılabilir. Bazı balıkların bozulmaları sırasında meydana gelen en önemli reaksiyonlardan biri, trimetilamin oksidin bakteriyel olarak trimetilamine indirgenmesidir. Bu olay gerçekleştiğinde, redoks potansiyelinde azalma, pH’da ve elektriksel iletkenlikte artış gibi fiziksel değişiklikler göze çarpar. Örneğin inokule edildiği TMAO içeren substratta bu değişikliklerin ölçümünden, bozulma yapıcı mikroorganizmaların düzeyinin belirlenmesinde yararlanılabilir; bu düzey ne kadar yüksek olursa değişiklikler o kadar hızlı gerçekleşecektir.


Yukarıda konu edilen muayenelerin yanında, Türk Gıda Kodeksi Su Ürünleri Yönetmeliği’nde belirtilen sınır değerler ışığında, patojenik bakteriler ve ağır metaller yönünden analizler yapılır.

VIII. KONSERVE MUAYENESİ

Et Konservelerinde Laboratuar Muayenesi

1. Dış Bakı

( Muayene edilecek kutu konservenin öncelikle etiketi incelenir.


Etikette, üretici firmanın ismi, konservenin içeriği ve Sağlık Bakanlığı’nın hangi müsaadesiyle imal edilmiş olduğu yazılmış olmalıdır.

( Konserve kutusunun şekli, hacmi ve hangi malzemeden üretilmiş olduğuna bakılır. Et konservesi kutuları, silindir şeklinde, basık veya uzundur. Kullanılan teneke, kalaylı veya verniklenmiş siyah teneke olabilir. Ayrıca alüminyum kutular da kullanılabilir. Kutuların büyüklük ve şekillerinin standartlara uygun olup olmadığı belirlenir.

( Kutu üzerinde, lehim ve kenet yerlerinde paslanma bulunup bulunmadığı kontrol edilir. Kenetlerin düzgünlüğü, kenet hatası, lehim ve kenet yerlerinde açılma olup olmadığı incelenir. Kutularda ezik varsa ne derecede olduğu saptanır.

( Kutularda bombaj varsa, derecesi, basıldığı zaman geri gidip gitmadiği belirlenir.

( Kutuya el ile darbeler yapılarak, içeriğin tenekeye yapışıp yapışmadığı, hava oluşup oluşmadığı kontrol edilir.

( Çalkantı deneyi yapılır. Normal bir et konservesinde çalkantı olmamalıdır. Eğer varsa, içeriği oluşturan bazı et kısımlarının sıvılaşmış olduğu anlaşılır. Bu durum bakteriyel faaliyetler sonucunda gelişebilir. Yaz aylarında yağ kısımları eriyeceğinden, böyle bir çalkantı sesi normal olarak oluşabilir. Ancak bu durumun, et konservesinin bir süre buzdolabında tutulması ile kaybolması gerekir.

( Kutularda delik bulunp bulunmadığı kontrol edilir. Bu amaçla kutular 90 (C’deki suya bırakılır. Kaynadıktan sonra buhar çıkarsa (habbecikler halinde görülür) kutunun delik olduğu anlaşılır.

( Bombaj deneyi yapılır. Bunun için et konservelerini temsilen örnekler alınıp, önce 37 (C’ye ayarlanmış etüvde 72 saat, ardından 2-3 gün laboratuar ortamında tutulur. Bu zaman süresince sık sık gözlemler yapılıp kutulardaki değişimler izlenir. Ticari sterilite sağlanmamış ise bombaj şekillenir.

2. Bombaj Muayenesi

Üretimi uygun koşullarda yapılmış konserve kutularının her iki tarafı konkav veya düzdür. Ancak bazı nedenlerden ötürü kutunun içinde hava kalır veya gaz oluşur. Hava ya da gaza bağlı olarak kutunun iç basıncı artar, kapaklarda şişme veya kabarmalar görülür. Bu kabarma ya da şişkinliklere “Bombaj” denir. Et konservelerinde en fazla mikrobiyel bombaj oluşur, bunu sırasıyla kimyasal ve fiziksel bombaj izler. 

Et konservelerinde başlıca dört tip bombaj meydana gelebilir:

a) Bakteriyel veya Biyolojik Bombaj

Obligat anaerob basiller ve aerob sporlu bakteriler önemlidir. Bakteriyel bombajın iki tipi vardır; 

Kuru bombajda et sıvılaşmaz, yani et materyali kurudur. Konservenin lezzeti tuhaftır, çok hafif gaz oluşur, koku değişmiştir.

Islak bombajda etin jel kısımları erir ve fazla miktarda gaz oluşur. Özellikle anaerob basillerden kaynaklanır. NH3, H2S ve CO2 gazları meydana gelir. Bu etkenler tarafından bozulmuş et konserveleri, hafif organoleptik değişikler gösterseler dahi, imha edilirler. Çünkü bu basiller ürediklerinde, et kısımlarının parçalanması sonucu, noyrin, kolin ve sepsin gibi ptomainler oluştururlar. Ölümle seyreden gıda zehirlenmeleri ortaya çıkabilir. Şiddetli bombajlarda kesinlikle bakteriyolojik muayene yapılmalıdır.

b) Kimyasal Bombaj

İçerikte asit oluşumu ile karakterizedir. Kutuların iç kısımlarının incelenmesinde, kalay ve lehimde hasar olduğu belirlenir. İlerlemiş durumlarda bol miktarda H2 ve CO2 gazları oluşur. Bombaj şekillenmiş CO2 içeren kutular delindiklerinde çıkan gaz kokusuzdur. Nadiren ekşi bir koku duyulabilir. CO2 oluşumunun etin bayat olmasıyla bir ilgisi yoktur, bu olay pH ile ilgilidir. H2 ise, asit karakterli maddelerin, korozyona uğramış kutu tenekesine etkisi sonucunda şekillenir. İlerlemiş olgularda konservenin kalitesi düşer.

c) Yalancı Bombaj

Bu tip bombajda, kutu içerisinde, kapatma hatası veya içeriğin havasının iyi alınmamış olması nedeniyle hava kalır, yani teknolojik bir hata söz konusudur. İçeride kalan hava, sterilizasyon sırasında genleşir. Kontrol amacıyla, buzdolabına konulan kutularda bombaj geriler veya tamamen kaybolur. Bu tarz bombaj sağlık açısından sakınca oluşturmaz.

d) Soğuk Bombaj (Sellüler Bombaj)

Kutu içindeki sıvıların ve sosların, soğuk etkisi ile kapağı hafif itmesiyle oluşur. Bol sıvı ve sos içeren et konservelerinde, daha çok da sebzeli (karışık) konservelerde görülür. 


Bunların yanında, konserve kutusunun fazla veya az doldurulması ya da sterilizasyondan hemen sonra otoklav buhar basıncının aniden azaltılması sonucu, kutu içi ile dış ortam arasındaki basınç farklılığına bağlı olarak kutu iç bsıncının artması gibi nedenlerle de fiziksel bombaj şekillenebilir.

3. Kutuların Açılması Sırasında Yapılacak Muayeneler

Analizi yapılacak konserve kutusu bir açacak ile delinir. Bu sırada gaz veya içeriğin dışaı çıkıp çıkmadığına bakılır. Gaz çıkması halinde, bunun NH3, H2S veya CO2 olup olmadığı kontrol edilir.

CO2’in belirlenmesi için;

Bir cam baget barit suyuna (3,5 g Ba(OH)2 + 900 ml saf su) daldırılır ve deliğin ağzına tutulur. Eğer çıkan gaz CO2 ise, BaCO3 oluşumuna bağlı olarak beyaz bir renk meydana gelir.

4. İç Bakı

Önce organoleptik muayene yapılır. Bu amaçla, kutu açılır ve içi kontrol edilir. Kapağın iç kısmında ve kutunun yan duvarlarında korozyon olabilir. Eğer siyah saç kullanılmışsa, vernik yer yer kalkabilir ve kutu içinde paslanma oluşabilir. Kutu içeriğinin yüzeyine ve derin kısımlarına bakılır. Yüzeysek bakışta, gaz oluşumuna bağlı köpürme olup olmadığı gözlenir, yer yer sıvılaşma olup olmadığı belirlenir. Çıplak gözle ve mercekle yapılan kontrollerde, küf ve mikroorganizma kolonilerinin varlığı araştırılır. Bunun yanı sıra, renk, lezzet ve kokuda değişim olup olmadığı saptanır.


İç bakıda koku kontrolü çok önemlidir. Tipik et konservesi kokusu, ekşimiş koku, yakıcı koku, küf kokusu, kokuşma kokusu vb algılanabilir. Eğer tam bir fikir elde edilemezse, pişirme ve kaynatma deneyi uygulanır, gizli kalmıl kokular bu sayede açığa çıkar. Lezzet muayenesinde, tipik et konservesi tadı, yakıcı lezzet, ekşimsi ve küf tadı ya da kokuşmuş lezzeti hissedilebilir.


Kutu içeriği boşaltılır ve içinin durumu incelenir. Tüm iç kısımda siyahlaşmanın görülmesi, FeS, FeSO4 veya çinko sülfidden kaynaklanıyor olabilir. Kahverengi görünüm ise paslanmaya işaret eder.

5. Bakteriyolojik Muayene

Önce, kutu %10’luk formol ile temizlenir. Kutu kapağı alkol ile silinip ateşte yakılarak sterilize edilir. Steril bir delici ile delik açılıp pastör pipeti ile içerik alınır. Materyal katı yapılı ise, steril şartlar korunarak kutu açılır. Konservelerde mikrobiyel olarak, “Düz ekşime” ve “Bombaj” olmak üzere başlıca iki tip bozulma meydana gelir. Düz ekşimede, kutuda bombaj yoktur, normal yapısındadır. İçeriği ekşimiş, kötü bir lezzet, renk ve kokudadır. pH önemli ölçüde düşmüştür. Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans (Bacillus thermoacidurans), Bacillus pebe ve Desulfotomaculum nigrificans (Clostridium nigrificans) bu bozukluğun olşumunda rol alırlar. Bazı mikrobiyel etkenler, konserve içeriğini fermente edip CO2 ve H2 gazlarını oluşturarak bombaja neden olurlar. Clostridium sporogenes, Clostridium putrefaciens, Clostridium botulinum, Clostridium butyricum, Clostridium pasteurianum ve Clostridium thermosaccharolyticum, bombaja neden olur. Şiddetli durumlarda kutu patlayabilir.

a) Kalitatif Muayene

Aeroblar ve anaeroblar üzerinde durulur. Hazırlanan frotiye Gram boyama uygulanır ve bakteriyoskopi yapılır. Bakteriyoskopi, ölü mikroorganizmaların da boyanması nedeniyle yanıltıcı olabilir, ancak mikroflora hakkında fikir verir. Canlı mikroorganizmaların tanınması için kültürel muayene gerekir.

b) Kantitatif Muayene

Standartlar açısından önem taşır. Ticari sterilitenin saptanmasına da olanak sağlar. Aerob mezofil ve anaerob mikroflora belirlenir. Selektif besiyerlerinden yararlanılır, gerekirse diferensiyasyona gidilir.

Konserve Gıdalara Uygulanacak Mikrobiyolojik Analizler

Bombajlı kutular dışındaki konserve kutularına, 35 (C’de 14 gün süreyle ön inkübasyon uygulanır. İnkübasyon sonucunda bombaj durumu ve sızıntı kontrolü yapılır. Sızıntı kontrolü için, orijinal ambalajı ile kaynar suya konan örnekten, gaz çıkışı olup olmadığı kontrol edilir. Eğer sızıntı varsa test bitmiştir, örnek steril değildir.


Kutunun açılacak kısmı, 2-3 cm aşağıya kadar, çok kirli ise sıcak sabunlu su veya iyi bir deterjan eriyiği ile iyice ovalanarak yıkanır, normal şartlarda alkolle temizlenir. Açılacak kısım aleve tutularak sterilize edilir.


Bombajlı kutu ise, kutunun açılacak kısmı 1/1000’lik HgCl2 ile sterilize edilir. Dezenfekte edilen yüzey steril petri kutusu ile kapatılır.


Kutunun sterilize edilen kısmı, steril kutu açacağı ile açılır. Bombajlı kutular, açılmadan önce basıncı gidermek için delinir ya da buzdolabında soğutulur.

Mezofil ve termofil aerob mikroorganizmaların saptanması için, 4 adet Dekstroz tripton (DT) sıvı besiyerine (Bromcresolpurple eklenmiş glikoz tripton eriyiği), örnekten 2-4 g (ya da ml) inokule edilir. Tüplerden ikisi 35 (C’de 4-5 gün, diğer ikisi 55 (C’de 24-48 saat inkübe edilir.

Mezofil ve termofil anaerob mikroorganizmaların saptanması için, rejenere edilmiş (kaynar suda 20 dakika tutularak oksijeni uzaklaştırılmış) ve 40-45 (C’ye soğutulmuş 4 adet Cooked Meat (CM) veya karaciğer sıvı besiyerine, 2-4 g (ya da ml) örnek inokule edilir. Besiyerinin üzerine parafin dökülerek oksijen teması kesilir. Tüplerden ikisi 35 (C’de 4-5 gün, diğer ikisi 55 (C’de 48-72 saat inkübe edilir.

H2S oluşturan termofil anaerobların belirlenmesi için, henüz rejenere edilmiş ve 35 (C’ye soğutulmuş Sülfid agar (SA) bulunduran iki tüpe, 2-4 g örnek inokule edilip 50-55 (C’de 5 gün inkübe edilir.

Not: 55 (C’de inkübe edilecek tüplerin sıcaklığı, inokulasyondan önce 55 (C’ye getirilir.

İnkübasyon sonucu üreme görülen tüplerden gerektiğinde spor boyama yapmak için Nutrient agara ekim yapılır.

Örnekten preparat hazırlanarak Gram boyama yapılır.

Değerlendirmede;

Besiyerlerinde herhangi bir gelişme görülmüyorsa test biter. Sadece DT’de üreme (asit oluşumu nedeniyle rengin sarıya dönüşümü ve bulanıklık) varsa, boyama yapılarak morfolojik olarak incelenir. Bu besiyerinde, gıda bozulmasına neden olan, spor oluşturmayan bakteriler (Lactobacillus (çubuk) veya Leuconostoc (kok, çok kısa çubuk) ) ürer. Hem DT hem de CM’de üreme (CM’de gaz oluşumu ve bulanıklık) varsa veya yalnız CM’de üreme görülüyorsa, morfolojik incelemede de çubuklara rastlanıyorsa, botulinum toksini aranır. Eğer Gram pozitif ya da Gram değişken çubuklar görülüyorsa, Bacillus ya da Clostridium olma olasığı vardır. Sporlu olup olmadığı kontrol edilir., gerekirse botulinum toksini aranır. SA’da siyah koloniler varsa, ortam da muhtemelen H2S üreten spor oluşturan termofil mikroorganizmalar bulunmaktadır. Gram boyama yapılıp subterminaloval sporları olan Gram pozitif çubukların varlığı araştırılır.
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Süt bütirometresi




Gerber santrifüjü
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Soxhlet düzeneği
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Kjeldahl digesyon ünitesi
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Kjeldahl distilasyon ünitesi
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Yumurtanın kuvvetli ışık altında muayenesi
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Taze ve kaliteli bir yumurta.Hava kamarası normal, yumurta sarısının dış hatları belirgin.
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Hava kamarası çapında genişleme.
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Hava kamarası çapı ve yüksekliğinde artış
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Burada ışık kaynağı ile yumurtanın dışından kan lekesi gözlenebilmektedir, soldaki resimde, yumurta kırıldıktan sonra aynı kan lekesi görülmektedir.
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Yumurta akında kanlanma (ışık muayenesi)
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Bozulmuş yumurta (Işık muayenesi, kırılarak muayene)
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Tuzlu suda yüzdürme deneyi
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Yumurta muayenesi için geliştirilmiş bir cihaz

Yumurtaların kırılarak muayenesinde, çeşitli ülkelerde kullanılan kalite derecelendirmeleri:
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Yüksek AA




Yüksek A
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Orta AA




Orta A
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Düşük AA




Düşük A

[image: image123.jpg]



[image: image124.jpg]



Yüksek B




Orta B
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Düşük B
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        Zehirli balda gözlenen rhododendron polenleri
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Sularda klor ölçümü için kullanılan Lovibond Komperatör
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Balığın eksternal anatomisi
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Balığın internal anatomisi
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Taze balıkta solungaçların görünümü
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Taze balıkta solungaçlar


Bayat balıkta solungaçlar
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Taze balık




Bayat balık

IX. GIDA İŞLETMELERİNDEKİ ALET VE EKİPMANLARIN SANİTASYON KONTROLÜ

Gıdaların işlenmeleri sırasında en fazla mikroorganizma bulaşması, temiz olmayan ve sanitasyonu iyi yapılmamış alet ve ekipmanlardan kaynaklanır. Alet ve ekipmanların sanitasyonunda, patojen mikroorganizmalarla birlikte gıdaları bozan mikroorganizmaların uzaklaştırılması esas alınmalıdır.


Gıda işletmelerinde temizlik ve dezenfeksiyonun kontrolü için, belirli yerlerden, özellikle temiz olmayan veya temizlenmesi zor olan yüzeylerden numune alınır. Mikrobiyolojik kontrollerde kullanılan örnek alma yöntemleri üç ana grupta toplanabilir:

1. Kontrolü yapılmak istenen yere bir pamuk veya benzeri maddeleri sürtme esasına dayanan yöntemler

a-) Pamuk Sürtme Yöntemi

b-) Damga Yöntemi

2. Kontrolü yapılmak istenen kısımdan bir parça alınmasına dayanan yöntemler

a-) Kazıma Yöntemi

b-) Kazıntı Yöntemi

3. Direkt olarak bir besiyerini örnekle temasa getirme esasına dayanan yöntemler

a-) Agar Sucuğu Yöntemi

Pamuk Sürtme Metodu

Bu metot genellikle alet ve ekipman yüzeylerinin, mutfak malzemelerinin  ve bardak gibi cam malzemelerin sanitasyonunu kontrol etmek için kullanılmaktadır. Kontrol edilmek istenen yere bir pamuğun veya benzeri maddelerin sürtülmesi ve bu maddelerin mikrobiyolojik olarak analiz edilmesi esasına dayanır. 15-20 cm uzunluğunda ince bir ağaç çubuğun ucuna bir pamuk sarılır. Pamuklu kısım aşağıya gelecek şekilde vidalı kapaklı bir test tüpü içerisine konulur ve otoklavda 121oC’de 15 dakika sterilize edilir. Numune alınacağı zaman, tüpün içerisinden çıkarılan pamuklu çubuk (swab) ölçülü bir alan yüzeyine, 30o’lik bir açıyla 3 kez sürülüp steril tüp içine konularak laboratuara taşınır. Laboratuara getirildikten sonra, steril bir pensle pamuklu kısmı kırılarak ve sterilize edilmiş ve 10 veya 100 ml olarak dağıtılmış fizyolojik tuzlu su veya Rinse solüsyonu içerisine atılır. Bu tüpler 25 kez alt üst edilerek çalkalanır. Böylece pamuk üzerindeki mikroorganizmaların sıvı ortama geçmeleri sağlanır. Daha sonra uygun dilüsyonlar hazırlanır. Bu dilüsyonlardan teşhisi veya sayılması istenen mikroorganizma türüne göre ekim yapılır.

Agar Sucuğu Metodu

Bu metodun esası, besiyerinin numune alınacak yüzeyle direkt temas ettirilmesidir. Bu yolla, ekim esnasında meydana gelebilecek olan kontaminasyon ihtimali ortadan kalkar. Bu nedenle son senelerde en çok başvurulan metotlardan biridir. Ancak, her metot gibi bu yöntemin de dezavantajları vardır. Bunların başında yalnız dış yüzeylerden numune alınabilmesi gelmektedir. Şayet anaerob bakteriler tespit edilecekse anaerob kavanoz veya anaerob etüve ihtiyaç duyulmaktadır. Aynı zamanda agar sucuğu hazırlamada kullanılan ısıya dayanıklı özel suni bağırsak her zaman bulunamamaktadır. Bütün bu mahsurlara ilaveten, eğer numune alınacak yüzey çok sayıda bakteri içeriyorsa, agarın yüzeyinde üreyen mikroorganizmalar bütün yüzeyi kaplamakta böylece sayım ve izolasyon güçleşmektedir.


Agar sucuğu metodunda, mikrobiyolojik kontrol yapılacak yerde hangi mikroorganizma türlerinin tespit edilmesi gerekiyorsa, ona göre besiyeri seçilir. Besi yeri eritilerek suni bağırsaklara doldurulur ve yaklaşık 15 cm aralıklarla iplerle bağlanır. Otoklavda 121oC’de 15 dakika sterilize edilir. Hazırlanan agar sucuğu soğutulur ve istenirse bir ay buzdolabında muhafaza edilebilir. Kullanılacağı zaman uç kısmı steril bir bıçakla kesilerek atılır. Sonra elle tutulan kısımdan sıkılarak suni bağırsaktan 1-2 cm kadar çıkarılır. Bu kısım incelenecek yüzeye hafifçe bastırılarak numune alınır.


Numune alınan agar 0,5-1 cm kalınlığında kesilir ve numune alınan kısım üstte kalacak şekilde boş steril petri kutularına konulur. Aseptik şartlarda laboratuvara getirilir ve inkübasyona bırakılır. İnkübasyondan sonra agar üzerinde sayım yapılır.

EL YIKANMA TESTİ

İnsan vücudunun belirli bir mikroflorası vardır. Mikroorganizma, kir, toz, toprak ile bulaşmaya en fazla maruz kalan organ ellerdir. El temizliği (hijyeni) sağlıklı ve hijyenik gıda üretimi için çok önemlidir.


Özellikle tırnakların uzaması ve uzatılması halinde, tırnak aralıkları mikroorganizmaların birikmesi için uygun bir ortam haline gelir.


Sabun ve bazı dezenfektan maddelerin ellerdeki deri mikroflorası üzerine etkisi aşağıda verildiği şekilde belirlenir.


Deneyin yapılışı

1. Eller her bir deneme için 

a. Çeşme suyu ve sabun

b. Steril su ve sabun

c. Steril dezenfektanlı su ve sabun

d. Steril dezenfektanlı su ile yıkanır ve steril havlu ile kurulanır.

2. Hiçbir yere dokundurulmayan 5 parmak, petri kutusuna dökülen agar üzerine hafifçe bastırılarak temas ettirilir ve petri kutuları, kapak alta gelecek şekilde 25(C’de 4-7 gün inkübe edilir.

3. Süre sonunda koloniler incelenir. Hazırlanan preparatta bakteri çeşitlerine dikkat edilir.

Ellerde, genellikle Staphylococcus türleri bulunur.
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