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Ozet

Lazer taramali konfokal mikroskop (LTKM), giiniimiizde cisimleri ii¢ boyutlu
olarak izlemesinde kullanilan en 6nemli cihazdir. LTKM, fluoresan mikroskop
esaslarina benzer sekilde calisan bir mikroskop olup, burada aydinlatma kaynag:
olarak pankromatik goriiniir 151k kaynagi yerine monokromatik karakterdeki lazer
1sinlar1 kullanilmaktadir. LTKM un kullanim alani canli hiicrelerin goriintiilenmesi
yaninda, gida ile ilgili arastirmalarda da giderek yayginlasmaktadir. Gida
miihendisligi alaninda ise, mikrobiyolojik 6zelliklerin belirlenmesinde ve gidalarin
yapilarinin  goriintiilenmesinde  yaygimn  olarak  kullamlmaktadir. ~ Ornegin,
mikroorganizmalarin antimikrobiyal maddelere kars1 gosterdikleri reaksiyonlarda,
biyofilm olusumunun go6zlenmesinde, fermente siit iiriinlerinde siit jeli-
mikroorganizma kompleksinin yapisinin gézlenmesinde, diger siit ve iirlinlerinin
yapilarinin incelenmesinde, bugday proteinlerinden gluten’in hamur icerisinde
meydana getirdigi ag yapisinin goriintiilenmesinde ve et iiriinlerin bazi fiziksel
ozelliklerinin belirlenmesinde LTKM basariyla kullanilabilmektedir. Sonug olarak,
bu mikroskop ile cesitli nedenlerle gidalarda meydana gelen degisikliklerin
hiicresel boyutta izlenebilmesi, bu konuda calisan arastiricilarin  isini
kolaylastirmaktadir.
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Giris

Mikroskoplarla ilgili son gelismeler, gida bilimi ve teknolojisi alanindaki
arastirmalarda, yeni mikroskobik tekniklerin kullanimini yayginlastirmistir. Bu
arastirmalar, gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen
degismeler iizerine bircok yenilik getirmektedir (1). Son yillarda bu amaglarla
sikca kullanilan mikroskoplardan birisi de LTKM’tur. Konfokal mikroskop, ilk
olarak 1957 yilinda ilk Harvard Universitesi’'nde arastirmaci olan Marwin Minsky
tarafindan temeli atilarak 1987 yilinda da Brod Amos ve John White sayesinde
standart bir analiz cihaz1 haline doniigsmiistiir (2, 3, 4). LTKM teknigi ile numuneyi
bozmadan yiiksek ¢oziiniirliikte ic boyutlu optik goriintiiler elde edilebilmektedir
(5). LTKM, fluoresan mikroskop prensiplerine benzer sekilde calismakta olup,
burada aydinlatma kaynagi olarak pankromatik goriiniir 1s1k kaynagi yerine
monokromatik karakterdeki lazer 1sinlarim1 kullanilmaktadir (3, 6, 7).
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LTKM ’un Calisma Prensibi

LTKM ’ta, objektifteki optiklerin optimal kullanimi i¢in bir lazer 151n1 gonderilir.
X-Y yansitma mekanizmasi ile bu 1sin, tarama isinina cevrilir ve objektif lensi
yardimiyla fluoresan isaretlenmis o©rnek {izerindeki tek bir kiiciik noktaya
odaklanir. Optik kesit alma XY diizleminde veya X7, YZ dikey diizlemlerinde
gerceklestirilebilir ve gercek {ic boyutlu veri setleri toplanabilir. Fokal
diizlemlerden elde edilen optik kesit katmanlar tekrar {ist iiste yapilandirilarak ii¢
boyutlu goriintii iiretilir (2, 6, 8).

LTKM’un Mikroorganizmalarin Goriintiillenmesinde Kullanilmasi

Gelismis bir mikroskop olan LTKM ile mikroorganizmalarin yiizeye yerlesmesini,
dagilimin1 ve aktivitesini ii¢ boyutlu bir sekilde gérmek miimkiindiir (9). LTKM
uygulamalarindan birisi, siit ve meyve suyu gibi gida iireten fabrikalar i¢in biiyiik
Oonem arz eden ve énemli bir sorun olan biyofilm olusumunu gozleyebilmektir (10,
11). Bir ¢calismada da 13 Listeria monocytogenes susu, statik/duragan sartlarda cam
yiizeyler iizerinde biyofilm iiretmek iizere kullanilmis ve biyofilmlerin ii¢ boyutlu
yapist LTKM ile goriintiilenmistir (12). Yine LTKM, mumlanmamis elmalarin
yiizeyine ve icyapilar1 arasina yesil fluoresan bir plazmid ile tasinan Escherichia
coli O157:H7’nin tutunmasin gostermek iizere kullanilmistir ve patojenin yiizeyde
mumlu kiitikiiladaki bosluklarda ve 40 mm’ nin {istiindeki derinliklerde
bulunabilecegi gozlenmistir (13). Baska bir arastirmada ise elma yiizeylerine E.
coli O157:H7 asilanarak LTKM ’ta incelenmis ve SYTOX Green - Alexa
Fluor594-Ab fluoresan boyas: ile daha iyi sonuglar alindigi bildirilmistir (14).
Pinto ve ark. (14), iiziimlere E. coli asilayarak, su ve %50 ’lik etanol icerisine 3
dakika daldirmislar ve LTKM’ta incelemeleri sonucunda, etanole daldirilan
orneklerde cok az canli bakteri hiicresi tespit etmislerdir (15). Son yillarda,
antimikrobiyal etkiye sahip olan bitkilerin icerdikleri eugenol, karvakrol ve
sinnamaldehitin, E. coli, L. monocytogenes ve Lactobacillus sake hiicrelerinin
canlilig1 ve ATP degerleri iizerine etkisi LTKM kullanilarak gdzlemlenmistir (16).

LTKM’nun Siit ve Uriinleri ve Diger Gidalarin Goriintiilenmesinde
Kullanim

LTKM, basta siit iiriinleri olmak iizere bir¢cok gidamin mikroskobik yapisim
inceleyebilen cok kullanigli bir mikroskop teknigidir (17). Peyniralti suyu
proteinine jellesme 6zelliklerinin gelismesi icin %0.01 ksantan gamu ilavesinin bile
peyniraltt suyu proteinin jel yapisimt Onemli derecede etkiledigi LTKM ile
saptanmustir (18). Siit tozu, yagda coziilebilir fluoresan boya igceren bir gliserol
icerisine dagitilmis ve siit tozunun yiizeyindeki yag globiilleri ve laktoz kristalleri
LTKM goriintiilenmistir (19). Lopez ve ark. (20), Emmental peynirinin iiretimi ve
olgunlagtirilmasi sirasinda yag globiillerinin fizikokimyasal 6zelliklerini ve mikro
yapist LTKM ile incelemislerdir. LTKM kullanilarak rop olusturan ve
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olusturmayan laktik asit bakteri (LAB) tiirlerinin siit i¢erisinde glukoz, galaktoz,
laktoz ve sukroz sekerleri kullanilarak kapsiil olusturmasi ve kapsiiliin boyutu
tespit edilmis, sonugta rop olusturmayan LAB’larin kapsiil boyutunun daha biiyiik
oldugu goriintiilenmistir (21). Ayn sekilde Feta peynirinde kullanilan farkl starter
kiiltiir tiplerinin, protein ag yapisini ve yag globiillerini etkiledigi yine LTKM ile
belirlenmistir (22). Cheddar peynirinin hizli olgunlastirilmas: icin yiiksek basing
uygulanmis ve LTKM ile proteoliz izlenmis, atmosfer sartlar altinda 25 °C de 70
saat olgunlastirmaya nazaran 350 MPa basin¢ uygulamasi sonucunda 25 °C de 70
saatte olgunlastirma islemi arasinda Onemli farklar oldugu saptanmustir (23).
Ekmek hamurunun ag yapisinin gozlenmesinde, ekmekte nisasta graniillerinin
izlenmesinde, bir protein olan glutenin hem hamurda hem de ekmekte ag yapisinin
izlenmesinde LTKM kullanilabilmektedir (7). Son yillarda eksi hamur (24) ile
biskiivi hamurlarinda meydana gelen yapisal degisimlerin goriintiilemesinde de
LTKM’ dan yararlanilmaktadir (25). Patates cipslerinin kizartilmasi siiresince
meydana gelen degismeleri LTKM ile goriintiilemek miimkiin olabilmektedir (26).
Konfokal mikroskobun kullanildigi alanlardan birisi de et ve et iiriinleridir.
Emiilsiyon et {iriinlerinde miyofibril proteinlerin ve yag damlaciklarinin
gozlenmesinde LTKM kullanilabilmektedir (27). Sonug olarak, son yillarda gida
mithendisligi alaninda, LTKM ile yukarida bahsedilen konular cercevesinde
arastirma yapmak ve ii¢c boyutlu yapisal goriintiiler almak miimkiindiir.
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