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ÖNSÖZ 

 

 

Geleneksel gıda muhafaza yöntemlerinden kimyasal katkı maddeleri ve 

pastörizasyon gibi ısıl işlemler gıda endüstrisinde etkin bir şekilde kullanılmaktadır. 

Son yıllarda taze ve düşük ısıl işlem uygulanmış ve kimyasal katkı maddelerinden 

arındırılmış gıdalara yönelik talepler gıda muhafazasını zorlaştırmaktadır. Meyve 

sularına, özellikle elma suyuna ısıl işlem uygulanması ürünün organoleptik 

özelliklerini olumsuz yönde etkilemektedir. Bu nedenle meyve suyu endüstrisinde 

pastörizasyon prosesinden kaçınılmakta veya proses koşulları azaltılmaktadır. Ancak 

düşük ısıl işlem uygulanması ve koruyucu katkı maddelerinin kullanılmaması gıda 

güvenliği açısından çeşitli riskleri beraberinde getirmektedir. Patojen 

mikroorganizma kontaminasyonu nedeniyle gıda kaynaklı zehirlenme vakaları 

giderek artmaktadır. Bu kapsamda yeni gıda muhafaza yöntemlerinin geliştirilmesi 

zorunlu hale gelmektedir.  
 

Yaptığımız çalışmada enfeksiyon ve intoksikasyon etkeni olan Bacillus cereus 

bakterisinin emetik ve diyarejenik suşlarının karışımları ile çalışılmış ve nisin, 

lizozim, tarçın gibi doğal antimikrobiyal maddelerin ve pH, süre gibi değişkenlerin 

B. cereus üzerindeki etkisi araştırılmıştır. 
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MEYVE SULARINDA BACILLUS CEREUS GELİŞİMİNİN ÖNLENMESİ 

 
ÖZET 

 
Gıda endüstrisinde, bozulmaya yol açan mikroorganizmalar nedeniyle oluşan 

ekonomik kayıplar ve patojenik mikroorganizmaların insan sağlığı üzerindeki 

olumsuz etkileri büyük sorunlara yol açmaktadır. Günümüzde tüketicilerin 

katkılardan arındırılmış, az işlenmiş ve doğal ürünlere eğilimleri mevcut sorunları 

daha da artırmaktadır. Bu kapsamda ürün raf ömrünü ve gıda güvenliğini geliştirmek 

ve tüketici taleplerini karşılamak amacıyla doğal antimikrobiyal bileşikler yoğun bir 

şekilde araştırılmaktadır. Doğal antimikrobiyal bileşikler arasında özellikle 

hayvansal kaynaklı lizozim, mikrobiyal kaynaklı nisin ve bitkisel kaynaklı tarçın 

dikkat çekmektedir. 
 

Bacillus cereus yüksek sıcaklığa ve farklı çevre koşullarına direnç gösterebilmekte, 

gıdalar kanalıyla infeksiyon ve intoksikasyon oluşturabilmektedir. Doğal 

antimikrobiyal bileşikler kullanılarak meyve sularında patojen bakteri gelişiminin 

önlenmesi için birçok araştırma yapılmaktadır. Ancak bu antimikrobiyallerin meyve 

sularında sorun teşkil eden B. cereus gelişimi üzerindeki etkileri ile yapılmış 

çalışmalar sınırlıdır. 
 

Bu çalışmada emetik ve diyarejenik toksin üreten B. cereus suşlarının karışımı 

kullanılarak farklı pH değerlerinde nisin, lizozim ve tarçın gibi doğal 

antimikrobiyallerin inhibitör etkileri araştırılmıştır. Tepki-Yüzey Yöntemi 

(“Response-Surface Methodology”) kullanılarak nisin, lizozim, pH ve sürenin 

değişken olarak seçildiği (NLPS) ve nisin, tarçın ve pH’nın değişken olarak seçildiği 

(NTP) modellerin deney planları hazırlanmıştır. Laboratuarda kültür ortamlarında 

(tryptic soy broth) elde edilen veriler değerlendirilerek kültür ortamında ve elma, 

havuç sularında doğrulama çalışmaları yapılmıştır. 
 

NLPS’nin deneysel çalışmalarında, nisin konsantrasyonları 20-50 ppm (“part per 

million”), lizozim konsantrasyonları 50-100 ppm, pH değerleri 3.5-7.5 ve süre 

değerleri 2-26 saat olarak seçilmiştir. İstatiksel analizlerde pH-süre, nisin-lizozim ve 

nisin-süre etkileşimlerinin önemli bir farklılık yarattığı belirlenmiştir. NTP’nin 

deneysel çalışmalarında ise nisin konsantrasyonları 0-70 ppm, tarçın 

konsantrasyonları %0-%0.3 ve pH değerleri 4.5-6.5 olarak seçilmiştir. İstatiksel 

analizler sonunda yapılan değerlendirmede nisin-tarçın, nisin-pH ve tarçın-pH 

etkileşimlerinin önemli bir farklılık yarattığı belirlenmiştir. 
 

Tepki-Yüzey Yöntemi’yle elde edilen modellerin doğrulanması amacıyla yapılan 

çalışmalarda NLPS’de pH 4,2’de 65 ppm nisin, 30 ppm lizozim varlığında 26 saat 

sonunda tepki (Log N/N0) -0,62, pH 6,2’de 35 ppm nisin, 75 ppm lizozim ilavesi ile 

2 saat sonunda tepki -0,8 olarak belirlenmiştir. Nisin, tarçın ve pH değişkenlerini 

içeren modelde, pH 6.2 ve pH 4.2’de uygulanan nisin ve tarçın konsantrasyonları B. 

cereus gelişimini engellemiştir. Elde edilen sonuçlar tahminlenen tepki değerleri ile 

uyum göstermektedir. 
 



 ix 

Farklı pH değerlerine sahip elma ve havuç suyunda yapılan analizler sonucunda elde 

edilen değerler TSB besiyerinde elde edilen sonuçlar ile uyum göstermektedir. 

Optimum noktadan en büyük sapma nisin, lizozim, pH ve süre değişkenlerini içeren 

modelde, havuç suyunda yapılan analizler sonucunda gözlenmiştir. 
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PREVENTION OF BACILLUS CEREUS GROWTH IN FRUIT JUICES 

 
SUMMARY 

 

Pathogenic microorganisms can cause quite important economical losses due to 

medical care costs besides their undesirable health effects. In recent years consumers 

trend through “natural” and minimally processed foods prepared without chemical 

additives and less heat treatment have increased the susceptibility of foods to 

microbial growth. Therefore, the use of natural antimicrobial compounds in foods 

have received great attention in food industry. Among the natural antimicrobials 

nisin produced by microorganisms, lysozyme produced by animals and spices such 

as cinnamon are the most commonly investigated compounds. 
 

Bacillus cereus, as being a spore forming and food poisoning bacteria is resistant to 

different environmental conditions and high temperatures. Besides these it can 

produce toxins that can cause infections or intoxications. Studies conducted on the 

inhibition of B. cereus by using natural antimicrobials including nisin, lysozyme and 

cinnamon at different pH values are limited.  
 

In this study, the inhibitory effects of nisin, lysozyme and cinnamon at different pH 

values have been studied on emetic and diarrhoeagenic strains of B. cereus. The 

experimental designs were developed with nisin, lysozyme, pH and time (NLPT) 

variables and nisin, cinnamon and pH (NCP) variables by using Response Surface 

Methodology. The data obtained from the experiments were validated in culture 

media (tryptic soy broth), apple and carrot juices. 
 

The intervals of variables were chosen as 20-50 ppm (“part per million”) for nisin, 

50-100 ppm for lysozyme, 4.5-6.5 for pH and 8-20 hours for time in the experiments 

of NLPT. Statistical analysis showed that pH-time, nisin-lysozyme and nisin-time 

interactions were found to be significantly important to inhibit B. cereus growth. In 

the experiments of NCP the intervals of variables were chosen as 0-70 ppm for nisin, 

%0-0.3 for cinnamon and 4.5-6.5 for pH. It was observed that nisin-cinnamon, nisin-

pH and cinnamon-pH interactions were significantly important to control bacterial 

growth. 
 

Optimum values for NLPS at pH 4.2 were found to be as 65 ppm nisin and 30 ppm 

lysozyme at the end of 26 hours incubation. On the other hand at pH 6.2 optimum 

values were determined as 35 ppm nisin and 75 ppm lysozyme after 2 hours 

incubation. Responses (Log N/N0) obtained were –0,62 and -0,8 at pH 4.2 and 6.2 

respectively. 

 

Taking into consideration optimum data obtained the validation of models was done 

in culture media and fruit juices. Results suggested that the models produced a good 

fit both in culture and food media. 
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1. GİRİŞ 

 
Gıda güvenliğinin sağlanmasında geleneksel yaklaşımlar ısıl işlem ve kimyasal katkı 

maddeleri kullanımı olarak özetlenebilmektedir. Antimikrobiyal özelliğe sahip 

kimyasal katkı maddeleri arasında tuz, karbon dioksit, azot, nitratlar, nitritler, ozon, 

kükürt dioksit, klorin, etanol, sukroz, organik asitler (asetik, propiyonik, sorbik, 

benzoik asit), dikarbonik asit esterleri, p-hidroksibenzoik asit esterleri, o-fenilfenol, 

bifenil, dumanlar, tiabendazol gibi çeşitli bileşikler yer almaktadır (Lück ve Jager, 

1997). Ancak işletmelerin gıda endüstrisinde rekabet edebilmeleri için işletme 

maliyetlerini düşürmeleri ve değişen tüketici taleplerini karşılayabilmeleri 

gerekmektedir. Son yıllarda değişen tüketici talepleri aşağıdaki şekilde 

sıralanmaktadır (Gould, 1999): 

- Düşük oranda tuz, yağ, şeker içeren ürünler, 

- Daha az kimyasal katkı maddesi içeren ürünler, 

- Daha az ısıl işlem uygulanmış ürünler, 

- Doğal muhafaza yöntemlerinin daha fazla kullanıldığı ürünler, 

- Kolay depolanabilir, uzun raf ömrüne sahip ürünler, 

- Daha taze, daha doğal ürünler, 

- Daha güvenli ve daha besleyici ürünler. 

 

Sıralanan talepler doğrultusunda gıda endüstrisinde ısıl işlem uygulaması ve 

kimyasal katkı maddeleri kullanımı gibi geleneksel işleme yöntemleri terkedilmeye 

başlanmıştır. Ancak muhafaza koşullarının azaltılması nedeniyle üründe mevcut 

mikrobiyal risk artmaktadır. Bu kapsamda gıda endüstrisinde ısıl işlem içermeyen 

alternatif işleme ve muhafaza yöntemleri önem kazanmaktadır. Gıda muhafazası ve 

işlemesinde kullanılan çeşitli alternatif yöntemler Tablo 1.1’de verilmiştir. 
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Tablo 1.1. Alternatif Muhafaza ve İşleme Yöntemleri 

Alternatif Yöntemler 

Yüksek Hidrostatik Basınç ("High Hydrostatic Pressure") 

Işınlama ("Ionising Radiation") 

Darbeli Elektrik Alan ("Pulsed Electric Field") 

Ultraviyole ("Ultraviolet Light") 

Doğal Antimikrobiyal Maddeler  

"Ultrasound" 

Mikrodalga ("Microwave") 

 

Çeşitli ürünler üzerinde yapılan araştırmalar sonucunda belirtilen alternatif yöntemler 

gıda güvenliği ve raf ömrü üzerinde olumlu etkiler göstermektedir. Ancak işletme 

maliyetleri çekincelere neden olmaktadır. Darbeli elektrik alan, ışınlama, yüksek 

hidrostatik basınç gibi yöntemler işletmelere önemli ölçüde mali yük getirmektedir 

(Vasavada, 2003a; Sizer ve Balasubramaniam, 1999). Bu nedenle son yıllarda gıda 

endüstrisinde doğal antimikrobiyal madde kullanımı konusundaki araştırmalar artış 

göstermektedir. Özellikle olumlu etki sağlayan yöntemlerin birlikte kullanılmaları 

(engeller teknolojisi/“hurdle/combination technology”) “sinerji” yaratarak toplam 

etkiyi artırmaktadır. Gıdanın pH ve su aktivite (aw) değerleri ile bileşimi (yağ, 

protein, tuz vb. bileşenler) antimikrobiyal sistemlerin etkinliği üzerinde  önemli rol 

oynamaktadır (Leistner ve Gorris, 1995; Leistner, 1995). 

 

Son yıllarda risk oluşturan ürünlerin muhafazasında baharat esans yağları gibi 

bitkisel kaynaklı; lizozim, laktoperoksidaz gibi hayvansal kaynaklı ve natamisin, 

kitosan, bakteriosinler gibi mikrobiyal kaynaklı doğal antimikrobiyal maddelerin 

kullanımı yoğun olarak araştırılan konular arasındadır. 
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2. LİTERATÜR ÖZETİ 

 

2.1. MEYVE SULARI 

 

2.1.1. Meyve Sularının Bileşimleri 

 

Meyve suyu ve meyveli içecekler çok geniş bir kitle tarafından talep edilen 

ürünlerdir. Son yıllarda kahve ve alkollü içecek tüketiminin azalmaya başlaması 

sebebiyle meyve suları, spor/enerji içecekleri gibi ürünlere yönelik talep artmaktadır 

(Foster ve Vasavada, 2003). 

 

Meyveler hayvansal ve diğer bitkisel kaynaklı gıdalarda bulunmayan birçok besleyici 

öğeyi içermeleri dolayısıyla beslenmede çok önemli bir rol oynamaktadırlar. 

Özellikle potasyum, demir, askorbik asit, β-karoten gibi vitamin ve mineraller 

bakımından zengindirler. Bunun yanında çinko, magnezyum, mangan ve fosfor 

açısından da zengindirler. Meyvelerde bulunan çeşitli flavonoid bileşikleri kan 

dolaşımını, kılcal damar esnekliğini ve geçirgenliğini artırarak vitaminlerin 

aktivitelerini artırmaktadır. Bu etkiye “Vitamin P aktivitesi” adı verilmektedir. Bu 

sebeple taze meyve tüketiminin sentetik vitamin tüketiminden daha yararlı olduğu 

belirtilmektedir (Fourie, 2001). 

 

Meyvelerin içerdiği mineral ve vitaminler, meyvenin yetiştiği toprağa, yetiştirildiği 

yere, meyvenin cinsine ve olgunluğuna, depolama koşullarına göre faklılıklar 

göstermektedir. Ayrıca ürünün işleme tipi de vitamin ve mineral içeriğini 

değiştirebilmektedir. Örneğin meyve suyu işlemesinde ısıl işlem ve oksidasyon 

nedeniyle C vitamini içeriği önemli oranda azalmaktadır. Ancak işleme sırasında 

yüksek düzeyde askorbik asit ilave edilerek son üründeki vitamin içeriği 

artırılabilmektedir. Meyvelerin protein ve aminoasit içerikleri düşük olmalarına 

rağmen şeker içerikleri yüksektir (Varnam ve Sutherland, 1994). Çeşitli 

meyvelerdeki şeker ve su içerikleri, pH aralıkları, enerji değerleri, vitamin ve mineral 

gibi besin öğelerinin miktarları Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de verilmiştir. 
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Tablo 2.1. Çeşitli Meyvelerin pH Aralıkları ve 100 g’larındaki Enerji Değerleri, Su 

ve Karbonhidrat Miktarları (Fourie, 2001; Stratford ve diğ., 2000) 

Meyve 
Su 

(g) 

Enerji Değeri 

(kcal) 

Karbonhidrat 

(g) 
pH Aralığı 

Armut 83,8 40 10 3,0 - 4,5 

Çilek 89,5 27 6 3,0 - 3,4 

Domates 93,1 17 3,1 3,2 - 4,8 

Elma 84,5 47 11,8 2,9 - 4,5 

Erik 83,9 36 8,8 3,0 - 4,5 

Greyfurt 89,0 30 6,8 2,9 - 3,6 

Kayısı 87,2 31 7,2 3,1 - 4,5 

Limon 86,3 19 3,2 2,0 - 2,55 

Portakal 86,1 37 8,5 2,6 - 4,3 

Şeftali 88,9 33 7,6 3,6 - 4,0 

Üzüm 81,8 60 15,4 2,9 - 3,9 

Vişne 82,8 48 11,5 3,7 - 4,4 

 

Tablo 2.2. Çeşitli Meyvelerin 100 g’larındaki Başlıca Vitamin ve Mineral Miktarları 

(Fourie, 2001) 

Meyve 
K 

(mg) 

Ca 

(mg) 

Mg 

(mg) 

Fe 

(mg) 

P 

(mg) 

Karoten 

(µg) 

Vitamin C 

(mg) 

Armut 150 11 7 0,2 13 18 6 

Çilek 160 16 10 0,4 24 8 77 

Domates 250 7 7 0,5 24 640 17 

Elma 120 4 5 0,1 11 18 6 

Erik 240 13 8 0,4 23 295 4 

Greyfurt 200 23 9 0,1 20 17 36 

Kayısı 270 15 11 0,5 20 405 6 

Kuru İncir 970 250 80 4,2 89 59 1 

Limon 150 85 12 0,5 18 18 58 

Nektarin 170 7 10 0,4 22 58 37 

Portakal 150 47 10 0,1 21 28 54 

Şeftali 160 7 9 0,4 22 58 31 

Üzüm 210 13 7 0,3 18 17 3 

Vişne 210 13 10 0,2 21 25 11 

 

2.1.2. Meyve Suyu Üretimi ve Kontaminasyon Kaynakları 

 

Ticari olarak meyve suyu üretimi akış şemaları istenen son ürün tipine bağlı olarak 

değişmektedir. Özellikle meyve suyu ekstraksiyonundan sonra yapılan farklı işlemler 

son ürün tipini değiştirmektedir. Meyve sularının sahip olmaları gereken temel 

özellikler (nektar, meyve suyu konsantresi gibi) ülkelere göre değişiklik göstermekte 

olup yasal düzenlemelerle tanımlanmıştır (Varnam ve Sutherland, 1994; Stratford ve 

diğ., 2000). Şekil 2.1’de meyve suyu üretimi akış şeması ana hatları ile verilmiştir.  
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Şekil 2.1. Meyve Suyu Üretimi Akış Şeması (Stratford ve diğ., 2000) 

 

Meyve sularının muhafazasında kullanılan en etkili yöntem pastörizasyon prosesidir. 

Isıl işlem organizmaların DNA, RNA, ribozom, enzim sistemleri gibi hayati organel 

ve moleküllerini hedef almaktadır. Son yıllarda aseptik paketleme ile birlikte 

kullanılan pastörizasyon işleminin meyve suyu üretiminde başarılı sonuçlar verdiği 

belirtilmektedir. Pastörizasyon sıcaklığı ürüne ve hedef alınan mikroorganizmaya 

göre değişiklik gösterebilmektedir. Örneğin 52˚C’de 2 dakikalık bir pastörizasyon 

işlemi birçok maya türünü; 60˚C’de 10 dakikalık ısıl işlem ise vejatatif küflerin 

hepsini öldürebilmektedir. Ancak Byssochlamys fulva gibi askospor oluşturan küfler 

Meyve Hasadı ve Depolama 

Sınıflandırma ve Yıkama 

Ekstraksiyon 

Soğutma 

Aseptik Dolum ve Paketleme 

Evaporasyon ve Konsantrasyon 

Koruyucu Madde İlavesi Pastörizasyon 
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ve Bacillus spp. gibi bakteri sporları yüksek sıcaklıklara (>90˚C) 

dayanabilmektedirler. Bunun yanında şeker, tuz, lipid, protein veya koruyucu madde 

varlığı ve ortamın pH değeri pastörizasyonun etkinliğini değiştirmektedir (Stratford 

ve diğ., 2000).  

 

Meyve suyu işlemesinde pastörizasyon uygulaması küçük ve orta ölçekli işletmelere 

ağır mali yükler getirmektedir. Bunun yanında yıllık işleme giderleri de işletmelerin 

rekabet güçlerini etkileyebilmektedir. Öte yandan ısıl işlem ürünün fiziksel ve 

organoleptik özelliklerine zarar vermekte, bakteri sporlarını ve küf askosporlarını da 

yok edememektedir. Bu nedenlerle pastörizasyon özellikle küçük ve orta ölçekli 

işletmeler tarafından fazla tercih edilmemektedir (Stratford ve diğ., 2000; Kozempel 

ve diğ., 1998; Vasavada, 2003a). 

 

Meyve sularında mikrobiyal kontaminasyon hasat öncesi ve hasat sonrası tüm üretim 

basamaklarından kaynaklanabilmektedir. Hasat öncesi kontaminasyon noktaları 

arasında toz, toprak, sulama, doğal gübreleme, vahşi veya evcil hayvanlar ve insanlar 

sayılabilmektedir (Buck ve diğ., 2003; De Roever, 1998). Ayrıca kirli ve hasar 

görmüş meyvelerin toplanması da mikrobiyal riski artırmaktadır. Özellikle dışkıda ve 

buna bağlı olarak suda, hasar görmüş meyvelerde E. coli O157:H7 kontaminasyonu 

ortaya çıkabilmektedir (Vasavada, 2003a). Hasat sonrasında toplanan ürünün 

işletmelere taşınmasının gecikmesi sonucunda uygun nem ve sıcaklık koşullarında 

mikrobiyal yük hızla artabilmektedir. Özellikle meyvelerin yüzeylerindeki 

mikroorganizmaların işleme öncesinde çok dikkatli bir şekilde temizlenmesi 

gerekmektedir. Bu amaçla işleme öncesi meyveler çeşitli kimyasal maddeler 

yardımıyla yıkanmaktadır. Kullanılan kimyasal maddeler arasında klor, asetik asit, 

hidrojen peroksit, fosforik asit, peroksiasetik asit, klor dioksit, trisodyum fosfat 

sayılabilmektedir (Vasavada, 2003a; De Roeder, 1998; Vasavada ve Heperkan, 2003; 

Cherry, 1999). Ancak işleme sırasında personelden ve kulanılan ekipman ve sudan 

kaynaklanan kontaminasyonlar nedeniyle yıkama ile mikroorganizmalar tamamen 

elimine edilememekte, sadece mikrobiyal yükte azalma sağlanabilmektedir. Yıkama 

sonrası aşamalarda ısıl işlem (pastörizasyon) ve koruyucu madde ilavesi ile 

mikroorganizma kontaminasyonu/gelişmesi kontrol altına alınmaya çalışılmaktadır. 

Meyve suyu muhafazasında potasyum sorbat, sodyum benzoat gibi koruyucu 

maddeler kullanılmaktadır (Vasavada, 2003a). 
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Meyve suyu işlemesi sırasında uygulanan muhafaza yöntemlerine rağmen birçok 

zehirlenme vakası ile karşılaşılması nedeniyle 2001 yılında FDA (“Food and Drug 

Administration”), pastörize edilmemiş veya mikrobiyal yükte 5 log’luk azalma 

sağlayan bir proses uygulanmamış meyve sularında HACCP (“Hazard Analysis and 

Critical Control Point”) programını zorunlu hale getirmiştir (Vasavada, 2003a; 

Kautter, 2003). 

 

2.1.3. Mikrobiyolojik Özellikler 

 

Meyve suyu içerdiği su, şeker, organik asitler, vitaminler ve iz elementler nedeni ile 

küf, maya ve asidurik organizmalar gibi bozulmaya yol açan mikroorganizmalar için 

uygun bir gelişme ortamıdır. Meyve sularında bozulmaya yol açan 

mikroorganizmalar arasında Acetobacter, Gluconobacter, Lactobacillus, 

Leuconostoc, Bacillus, Clostridium, Alycyclobacillus, Zymomonas, Saccharobacter 

ve Zymobacter sayılabilmektedir. Çeşitli meyve sularında bozulmaya yol açan 

mikroorganizmalar ve meydana gelen bozulmalar Tablo 2.3’te verilmiştir. Bunun 

yanında son yıllarda taze veya pastörize edilmemiş meyve suyu tüketimine bağlı 

olarak patojen bakteri kaynaklı çok sayıda gıda zehirlenmesi vakalarına 

rastlanmaktadır. Belirtilen zehirlenme vakalarına özellikle Escherichia coli 

O157:H7, Salmonella, Bacillus cereus, Cryptosporodium parvum gibi patojen 

mikroorganizmaların neden olduğu belirlenmiştir. FDA’ya göre Amerika Birleşik 

Devletleri’nde pastörize edilmemiş meyve suyu tüketimi sonucu yılda 6000 

zehirlenme vakası meydana gelmektedir (Vasavada, 2003b). ABD ve Kanada’da son 

yıllarda meydana gelen çeşitli zehirlenme vakaları ve zehirlenmeye yol açan patojen 

mikroorganizmalar Tablo 2.4’te verilmiştir. 

 

Meyve sularında maya kontaminasyonu nedeniyle zehirlenme olasılığı oldukça azdır. 

Yaklaşık 600 maya türü içinde sadece bir kaçı patojenik özelliğe sahiptir. Patojen 

mayalar arasında Candida famata (Debaryomyces hanseii), Candida guillermondii 

(Pichia guillermondii), Candida krusei (Issatchenka orientalis), Candida 

parapsilosis ve Saccharomyces cerevisae sayılabilir. Patojen mayalar genelikle 

kanda infeksiyon yaratırlar. Ancak Saccharomyces, Zygosaccharomyces gibi mayalar 

bağışıklık sistemini uyararak bağırsak infeksiyonlarına neden olmaktadırlar 

(Stratford ve diğ., 2000). 
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Meyve sularında pH seviyesinin düşük olması nedeniyle patojen bakterilerin 

gelişmesi oldukça zordur. Ancak asidite tüm patojen bakteri florasını yok etmeye 

yeterli değildir. Düşük dozlarda alınması durumunda bile infeksiyon yaratabilen E. 

coli O157:H7 düşük pH seviyelerinde gelişebilmektedir. E coli O157:H7, 

“hemorrhagic colitis” ve “hemolytic uremic syndrome” gibi enfeksiyonlara neden 

olarak ölüme yol açabilir. Meyvelere ve meyve sularına E. coli O157:H7 

kontaminasyonu dışkı kaynaklıdır ve hammadde temizliği, proses sonunda kimyasal 

katkı ilavesi ve pastörizasyon gibi işlemlerle engellenebilmektedir. Dışkı kaynaklı 

başka bir patojen bakteri Salmonella typhimurium olarak belirtilmektedir. Salmonella 

spp. düşük pH seviyelerinde canlı kalarak gelişebilmektedir. pH 3.6’da 30 gün 

boyunca canlı kalabildiği belirlenmiştir (Stratford ve diğ., 2000). 

 

Atık suların meyve suyu prosesinde kullanılması nedeniyle ürüne bulaşan hepatit A 

ve SRSV (“small round structured virus”) virüsleri sorun teşkil etmektedir. Ayrıca 

hayvan dışkısında bulunan Cryptosporidium patojen bir protozoadır ve pH 2.0’de 1 

saat boyunca canlılığını koruyabilmekte ve özellikle elma sularında infeksiyon 

oluşturabilmektedir (Stratford ve diğ., 2000). 

 

Meyve sularında mikotoksinler, özellikle patulin, nedeniyle birçok küf türü sorun 

yaratabilmektedir. Penicillium expansum, P. griseofulvum, P. roqueforti var. 

carneum, P. funiculosum, P. claviforme, P. granulatum ve Byssochlamys spp. gibi 

küfler elma sularında patulin üretmektedirler. Ayrıca Byssochlamys türleri patulinden 

farklı olarak “byssotoxin A” ve “byssochlamic acid” te üretebilirler. Meyve sularında 

patulin varlığı dünya çapında bir sorundur. Türkiye’de elma suyu konsantrelerinden 

alınan örneklerin %44’ünde patulin tespit edilmiştir. Patulin, fermentasyon prosesi 

ile ve askorbik asit ilavesi ile önlenebilmektedir (Vasavada, 2003b). 
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Tablo 2.3. Meyve Sularında Bozulmaya Yol Açan Mikroorganizmalar (Vasavada, 

2003b; Stratford ve diğ., 2000) 

Mikroorganizma Ürün Meydana Gelen Bozulma 

Saccharomyces cerevisiae Meyve suyu 
Alkolik fermentasyon, basınç 

oluşumu ve bulanıklık 

Zygosaccharomyces bailii 
Meyve suyu ve meyve 

konsantreleri 
Ekşi tat ve tortu oluşumu 

Byssochlamys fulva 
Elma suyu, Üzüm suyu 

ve konsantreleri 
Paslı tat ve koku 

Acetobacter Elma suyu Etil alkol oksidasyonu 

Gluconobacter Meyve suyu konsantresi Bulanıklık 

Lactobacillus 
Portakal suyu 

konsantresi 
Ekşi tat, tereyağ-süt kokusu 

Alycyclobacillus 

acidoterrestris 

Elma suyu 

Antiseptik veya fenolik benzeri tat ve 

koku oluşumu; tortu oluşumu  

Portakal suyu 

konsantresi 

Armut suyu konsantresi 

Karışık meyve suları 

Bacillus coagulans 

Domates suyu Düz ekşime 

B. macerans 

B. polymyxa 

B. licheniformis 

B. subtilis 

Clostridium pasteurianum Domates suyu, Meyve 

suyu 

Asitlik artışı, gaz oluşumu, güçlü 

bütrik asit kokusu C. butyricum 

Zymomonas sp. 

Elma suyu, Meyve suyu Etil alkol oluşumu Saccharobacter fermentatus 

Zymobacter sp. 
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Tablo 2.4. Meyve Sularında Gıda Kaynaklı Hastalıklara Yol Açan 

Mikroorganizmalar (Vasavada, 2003b; Stratford ve diğ., 2000) 

Mikroorganizma Ürün Vaka sayısı Yıl 

Bacillus cereus Portakal suyu 85 1994 

Cryptosporidium parvum 
Taze elma suyu 

31 1996 

160 1993 

Elma suyu - ? 

Escherichia coli O157:H7 

Elma suyu 

14 1980 

13 1991 

9 1999 

10 1996 

14 1998 

Taze elma suyu 

6 1996 

70 1996 

49 1996 

66 1996 

E. coli :O134 Portakal suyu - ? 

Salmonella anatum Portakal suyu 4 1999 

S. enteritidis Portakal suyu 74 2000 

S. hartford Portakal suyu 62 1995 

S. muenchen Portakal suyu 220 1999 

S. typhi Portakal suyu 44 1989 

S. typhimurium 
Elma suyu 300 1974 

Portakal suyu 427 1999 

"Norwalk-like virüs" Meyveli süt ürünleri 24 2000 

SRSV ("small round structured virus") Portakal suyu 3000 ? 

 

2.2. Doğal Antimikrobiyal Sistemler 

 

Doğal antimikrobiyal sistemler canlıların doğal savunma mekanizmaları sonucu 

oluşmaktadır. 1990’larda genetik bilimi ve biyoteknoloji alanında yaşanan gelişmeler 

ve daha doğal, kimyasal katkı maddelerinden arındırılmış ürün talebi sonucunda 

organizmaların doğal savunma sistemleri ve buna bağlı olarak ürettikleri 

antimikrobiyal maddeler üzerinde yapılan çalışmalar hızla artmıştır. Özellikle bu 

antimikrobiyal maddelerin birlikte karışım halinde kullanımı (“hurdle/combination 

technology”) büyük bir potansiyel oluşturmaktadır. Ancak birkaç istisna dışında bu 

sistemler gıda endüstrisinde yeterince uygulama alanı bulamamaktadır. Doğal 

antimikrobiyal sistemler elde edildikleri kaynağa göre; hayvansal, bitkisel ve 

mikrobiyal olmak üzere üç grup altında toplanmaktadırlar (Gould, 1996; Gould, 

1999; Lopez-Malo ve diğ., 2000). Tablo 2.5’te hayvan, bitki ve mikroorganizmaların 
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doğal savunma sistemlerinde kullandıkları en önemli antimikrobiyal bileşikler 

verilmiştir. 

 

Tablo 2.5. Hayvan, Bitki ve Mikroorganizmalarda Bulunan Başlıca Antimikrobiyal 

Bileşikler (Lopez-Malo ve diğ., 2000) 

  

2.2.1. Bitkisel Kaynaklı Doğal Antimikrobiyal Bileşikler 

 

Bitkisel kaynaklı doğal antimikrobiyallerin başlıcaları fitoaleksinler, organik asitler 

ve fenollerdir. Bunlara ek olarak aromatik bitkilerden elde edilen ve esterler, 

aldehitler, ketonlar ve terpenler gibi geniş antimikrobiyal spektruma sahip bileşikler 

içeren esansiyel yağlar da tatminkar sonuçlar verebilmektedir (Rahman, 1999) 

Antimikrobiyal madde içeren 1340’tan fazla bitki türü tespit edilmiştir. Bunlar 

arasında günlük yaşamda sıklıkla kullanılan baharatlar önemli yer tutmaktadır 

(Nychas, 1995). 

 

Baharatlar içerdikleri fenolik bileşikler ve esansiyel yağlar nedeniyle bakteri, küf ve 

maya gibi mikroorganizmaların metabolik aktivitelerini engelleyerek antimikrobiyal 

etki göstermektedirler (Nychas, 1995). Esansiyel yağlar içinde yer alan bir çok 

bileşik, E. coli, Pseudomonas fluorescens, S. enteridis, S. aureus, L. monocytogenes, 

Clostridium botulinum gibi yaklaşık 70 bakteri türüne karşı etkilidir. Karvon 

(“carvone”), güçlü “antifungal” etkisi nedeniyle depolanmış patateslerde; 

sinamaldehit (“cinnamaldehyde”) antiaflatoksinojenik özellikleri yüzünden domates 

yüzeylerinde kullanılmaktadır (Rahman, 1999). Etki mekanizmaları kesin olarak 

belirlenememişse de bazı araştırmacılar enerji üretimini ve yapısal bileşiklerin 

sentezlenmesini sağlayan enzim sistemlerine karşı etkili olduklarını belirtmektedirler 

(Gould, 1995; Nychas, 1995; Lopez-Malo, 2000). 

Kaynak Örnek Antimikrobiyal Ajan 

Hayvanlar Süt Laktoperoksidaz, laktoferrin 

 Yumurta Lizozim, ovotransferrin, avidin 

Mikroorganizmalar Laktik asit bakterileri Nisin, pediosin, diğer bakteriosinler 

 Diğerleri Pimarisin, subtilin, natamisin, diasetil 

  
Düşük molekül ağırlıklı metabolitler (etanol, 

reuterin, H2O2 vb.) 

Bitkiler 
Baharatlar, şifalı otlar 

ve diğer bitkiler 

Organik asitler (sitrik, suksinik, tartarik, 

benzoik, malik vb.) 

  
Fenolik bileşikler (katekol, DOPA, kafeik asit, 

ögenol, timol, sinamikaldehid vb.) 
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Protein, yağ ve tuz içeriği, pH, sıcaklık gibi etmenler baharatların antimikrobiyal 

aktivitelerini etkileyebilmektedir. Bitkisel antimikrobiyal maddelerin, özellikle 

esansiyel yağların gıda endüstrisinde kullanımını sınırlandıran etmenler mevcuttur. 

Gıda kaynaklı patojen mikroorganizmaların gelişiminin önlenmesi için gerekli 

bitkisel kaynaklı antimikrobiyal bileşik konsantrasyonu bazen çok yüksek düzeyde 

olabilmektedir. Bu kapsamda çeşitli fenolik bileşikler ve esansiyel yağların çok güçlü 

aromatik özelliklere sahip olması gıda işlemesi ve muhafazasında bu bileşiklerin 

kullanımını sınırlandırmaktadır (Gould, 1995; Nychas, 1995; Lopez-Malo, 2000). 

 

Tarçın 

 

Esansiyel yağ içeren baharatlar arasında en güçlü inhibitör etkiye sahip olanlar kekik, 

karanfil, tarçın ve kimyon olarak sıralanmaktadır. Tarçın esansiyel yağı içerisinde 

bulunan ögenol, sinamik aldehit ve sinamik asetat gibi terpenoidler antimikrobiyal 

etki sağlamaktadır. Diğer tüm baharatlar gibi tarçın da gram pozitif bakterilere karşı 

gram negatiflerden daha etkilidir. Pseudomonas, Aspergillus parasiticus, 

Staphylococcus aureus, Candida and Saccharomyces cerevisiae, Serratia gibi 

mikroorganizmalar tarçına karşı en hassas bakterilerdir (Peter, 2001; Farkas, 2000). 

 

Genel olarak baharatların içerdiği esansiyel yağlar mikroorganizmaların gelişmesini 

engelleyecek kadar yoğun değildir. Ancak bazı durumlarda pratik olarak koruyucu 

etki sağlayabilmektedirler. Tarçın, ekmek üretimine %1 oranında ilave edildiğinde 

küf gelişimini ve daha düşük oranlarda kullanıldığında ise aflatoksin üretimini 

engellemektedir (Farkas, 2000). Ayrıca tarçının da içinde bulunduğu birçok baharatın 

esansiyel yağları Clostridium botulinum, C. sporogenes ve C. perfringens gibi spor 

oluşturan bakterilere karşı etkilidir. Ögenol (“eugenol”) varlığında Bacillus subtilis 

sporlarının çimlenme oranında azalma tespit edilmiştir. Ancak bu çalışmada ortam 

bileşiminin esansiyel yağ aktivitesini etkilediği belirtilmektedir (Nychas, 1995). 

Havuç içeren besiyerinde çeşitli baharat esans yağlarının B. cereus üzerinde 

gösterdiği etkilerin incelendiği bir çalışmada en önemli etkinin tarçın tarafından 

sağlandığı belirlenmiştir. 5 µl/100ml tarçın esansiyel yağı ilavesi ile düşük 

sıcaklıklarda B. cereus gelişimi 60 gün boyunca engellenmiştir (Valero ve Salmeron, 

2003). 
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2.2.2. Hayvansal Kaynaklı Doğal Antimikrobiyal Bileşikler 

 

Gıda endüstrisi açısından önemli hayvansal kaynaklı başlıca antimikrobiyaller 

arasında sütteki laktoperoksidaz, laktoferrin ve yumurtadaki lizozim yer almaktadır 

(Gould,1996). 

 

Laktoperoksidaz, kolostrum, süt, tükürük ve diğer vücut sıvılarında bulunan bir 

enzimdir. Tiyosiyanat (SCN-)’ın oksidasyonunu sağlayan hidrojenperoksit (H2O2) 

varlığında, vejetatif bakterilere karşı ölümcül (sidal) ve gelişmeyi durdurucu (statik) 

özellik gösteren hipotiyosiyanat (OSCN-) oluşumunu katalize etmektedir. Küflere, 

mayalara ve bakteriyel sporlara karşı etkisiz olmasına rağmen Listeria, 

Staphylococcus, Campylobacter, Salmonella, Bacillus cereus gibi gıdalarda 

bozulmaya yol açan ve patojenik mikroorganizmalara karşı bakteriosidal veya 

bakteriostatik özellik göstermektedir. Başlıca kullanım alanları arasında süt ürünleri, 

diş macunları ve hayvan yemleri yer almaktadır Demir bağlayıcı glikoproteinler 

olarak bilinen yumurtadaki ovotransferrin veya konalbumin, sütteki laktoferrin ve 

kandaki serum transferrinleri, kan serumu ve yumurta akı gibi düşük demir içerikli 

ortamlarda bile sıkı demir bağları kurarak mikrobiyal gelişimi önlerler. Ayrıca, 

ovotransferrin ve transferrinler L. monocytogenes’e karşı lizozim aktivitesini 

arttırırlar. Laktoferrin, asit hidrolizi ve proteoliz sonucu laktoferrisin adında bir 

polipeptid oluşturmaktadır. Laktoferrisin, çiğ sütün raf ömrünü uzatmakta ve çiğ 

sebzelerdeki mikrobiyal kontaminasyonu önlemede kullanılmaktadır. Isıl işlemlere 

karşı direncinin yanında, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Yersinia 

enterocolitica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes ve 

Clostridium perfringens gibi mikroorganizmaları inhibe edebilmektedir (Holzapfel 

ve diğ., 1995; Gould, 1996). 

 

Lizozim 

 

Ticari açıdan en çok kullanılan hayvansal kaynaklı doğal antimikrobiyal, sütte ve 

tavuk yumurta akında bulunan lizozimdir. Lizozim “muramidaz” olarak adlandırılan 

bir enzimdir ve sindirim sisteminde parçalanması dolayısıyla insan sağlığına zarar 

vermemektedir. JECFA (“Joint Expert Committee on Food Additives”) tarafından 

1993 yılında gıdalarda kullanımına izin verilmiş, Kanada ve Amerika Birleşik 

Devletleri’nde GRAS (“generally recognised as safe”) statüsünde yer almıştır. 
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Lizozim, pH 3-7 arasında ve 50˚C sıcaklıklara kadar stabilitesini koruyabilmektedir 

(Lück ve Jager, 1994; Losso ve diğ., 2000). 

 

Lizozim, gram pozitif bakterilere, özellikle B. stearothermophilus, C. 

thermosaccharolyticum ve C. tyrobutyricum’a karşı etkilidir. Ancak kalın 

peptidoglikan dış zara sahip olan gram-negatif bakterilere karşı etkisizdir (Gould, 

1996). Lizolesitin, EDTA, aprotinin, organik asitler ile birlikte ve karbonhidratlara 

bağlı olarak kullanıldığında gram negatif bakterilere karşı da etkili olabilmektedir 

(Losso ve diğ., 2000). Ayrıca, EDTA, “phytic” asit gibi ajanlar, bütil-p-

hidroksibenzoat ve p-hidroksibenzoik esterleri, askorbat gibi organik asitler, 

aminoasitler, dekstran, nisin ve tuz çözeltileri ile birlikte kullanıldığında soğutma, ısıl 

işlem gibi proseslerde mikroorganizmaların hassasiyetini artırmaktadır (Gould, 1996; 

Robinson ve diğ., 2000). 

 

Lizozim gıda endüstrisinde, özellikle peynir üretiminde kimyasal koruyuculara 

alternatif olarak kullanılmaktadır. Süt ve süt ürünlerinde 21-35 ppm aralığında 

bozulma yapan bakterilere karşı etki göstermektedir. Peynir üretiminde starter kültür 

aktivitesini etkilememesi ve C. tyrobutyricum gelişmesini önlemesi nedeniyle tercih 

edilmektedir. Ayrıca 20-200 ppm aralığında süt ve peynir işlemesinde Listeria 

monocytogenes gelişimini durdurmaktadır. Şarap üretiminde malolaktik 

fermentasyonun ve asetik asit, biyojenik amin oluşumunun kontrol altına 

alınmasında sülfür dioksite alternatif olarak kullanılmaktdır. Ancak antioksidatif 

özelliğe sahip olmaması nedeniyle SO2 ile birlikte kullanılması önerilmektedir. Balık 

ve deniz ürünleri üretiminde risk oluşturan “Edwardsiellosis” enfeksiyonuna karşı 

lizozim ve konjuge lizozim bileşikleri kullanılmaktadır. Ayrıca lizozim-NaCl ve 

lizozim-glisin kombinasyonları ile balık ve balık ürünleri muhafaza edilebilmektedir. 

Lizozim, meyve ve sebzelerde de bozulmaya yol açan ve patojen 

mikroorganizmalara karşı etkili olablimektedir. Çeşitli şelatlarla (“chelating agents”) 

birlikte kullanıldıklarında patates içeren sıvı ortamlarında C. botulinum ve L. 

monocytogenes toksinlerinin üretimini durdurabilirler. Taze sebzeler ve “kimchi”, 

“tofu” gibi Uzakdoğu kökenli ürünlerin muhafazasında lizozim ve lizozim-aminoasit 

kombinasyonları kullanılmaktadır. Ayrıca lizozim-glisin kombinasyonu Japonya’da 

meyve suları, fasulye ürünleri ve krema muhafazasında kullanılmaktadır (Losso ve 

diğ., 2000). 
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2.2.3. Mikrobiyal Kaynaklı Doğal Antimikrobiyal Bileşikler 

 

Antimikrobiyal özelliğe sahip mikroorganizmalar arasında hakim organizmalar laktik 

asit bakterileri (LAB)’dir. Bu grupta yer alan başlıca bakteri türleri Lactobacillus, 

Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus oluşturmaktadır. Fermente 

gıdalarda starter kültür olarak kullanılan, insan sağlığı üzerinde herhangi bir olumsuz 

etkisi kanıtlanamayan LAB, GRAS kategorisindeki mikroorganizmalar olarak kabul 

edilmektedirler. LAB, bakteriosin, hidrojen peroksit, diasetil, CO2, reuterin ve 

organik asitler gibi “antagonist” maddeleri üretebilmeleri ve/veya besin rekabetinde 

diğer mikroorganizmalara karşı üstünlük kurabilmeleri nedeniyle biyokoruma 

uygulamalarında kullanılmaktadırlar (Schillinger ve diğ., 1996; Wright ve Salminen, 

1998; Holzapfel ve diğ., 1995). LAB’nin çeşitli gıdalarda gösterdikleri 

antimikrobiyal etkiler, ürettikleri bakteriosinlerin inhibisyon aktiviteleri ile yakından 

bağlantılıdır. Bunun en önemli nedeni, bakteriosinlerin çok düşük 

konsantrasyonlarda bile bozulmaya yol açan ve patojenik mikroorganizmalara karşı 

antimikrobiyal etki gösterebilmeleridir (Rodgers, 2001). 

 

Bakteriosinler, peptidler veya protein içeren, düşük molekül ağırlıklı, geniş bir 

bakteriosidal spektruma sahip ve ısıya dayanıklı makromoleküllerdir. Lökonosin S 

ve Lökosin A-UAL 187 gibi bakteriostatik özelliğe sahip olanların dışında 

bakteriosinlerin hemen hemen tümü bakteriosidal özelliğe sahiptir (Wright ve 

Salminen, 1998; Holzapfel ve diğ., 1995; Robinson ve diğ., 2000). Bakteriosinler, 

mikroorganizmaların sitoplazma zarlarına zarar vermeleri nedeniyle antimikrobiyal 

etki göstermektedirler. Bakterosinler de lizozim gibi kalın lipopolisakkarit hücre 

zarına sahip olan gram-negatif bakterilere karşı etkisizdirler. Ancak lipopolisakkarit 

tabakadaki magnezyum iyonlarını bağlayıcı özelliğe sahip olan sitrat ve EDTA gibi 

bileşikler yardımıyla gram-negatif bakterilere karşı antimikrobiyal etki 

gösterebilmektedirler (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Chen ve Hoover, 2003). 

Bakteriosinlerin başlıca hedefleri arasında; Clostridium, heterofermentatif 

laktobasiller gibi bozulmaya yol açan bakteriler, L. monocytogenes, Staphylococcus 

spp., Clostridium, Enterococcus, Bacillus spp. gibi patojenik bakteriler ve bu 

mikroorganizmaların vejetatif hücre ve sporları bulunmaktadır. Bakteriosinlerin 

antimikrobiyal etkileri düşük pH seviyelerinde artmaktadır (Robinson ve diğ., 2000; 

Caplice ve Fitzgerald, 1999). 
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Nisin 

 

FAO/WHO (“Joint Food and Agriculture Organization/World Health Organization”) 

1969 yılında ve FDA 1988 yılında ticari olarak nisin kullanımına izin vermiştir. 

GRAS kategorisinde yer alan nisin, gıda katkısı olarak yaklaşık 50 ülkede 

kullanılmaktadır. Lactococcus lactis subsp. lactis türleri tarafından ticari olarak 

üretilebilen nisin, gram-pozitif bakterilere karşı geniş bir antibakteriyal spektruma 

sahiptir. Antimikrobiyal etki gösterdiği gram pozitif bakteriler arasında LAB, 

Listeria, Staphylococcus ve Mycobacterium gibi vejetatif patojenler ve Bacillus, 

Clostridium gibi spor oluşturabilen bakteriler sayılabilir (Chen ve Hoover, 2003; 

Caplice ve Fitzgerald, 1999). 

 

Nisin, polar olmayan sıvılar içinde çözünmez ve sudaki çözünürlüğü pH seviyesi 

düştükçe artmaktadır. Yüksek sıcaklık derecelerinde stabilitesini koruyabilmektedir. 

115˚C’de 20 dakikalık ısıl işlem sonunda optimum pH değeri 3.0’da aktivitesi %5 

oranında azalmaktadır (Adams ve Smid, 2003). Ticari olarak gıda uygulamalarında 

Nisaplin karışımı kullanılmaktadır ve ticari Nisaplin karışımı %2,5 oranında nisin 

içermektedir. Nisinin kullanıldığı çeşitli gıda uygulamaları Tablo 2.6’da verilmiştir. 
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Tablo 2.6. Çeşitli Gıdalara İlave Edilen Nisaplin Miktarları ve Hedef 

Mikroorganizmalar (Adams ve Smid, 2003, Thomas ve diğ., 2000)  

Ürün 
Nisaplin miktarı 

(mg/kg – mg/l) 
Hedef Mikroorganizma 

İşlenmiş peynir 100-600 (200-600) Bacillus spp. 

  Clostridium spp. 

Süt ve süt ürünleri 10-50 Bacillus sporothermodurans 

Pastörize sütlü tatlılar 75-200 (50-150) Bacillus spp. 

  Clostridium spp. 

Sıvı yumurta 50-200 Bacillus cereus 

Pastörize çorbalar 100-250 Bacillus spp. 

"Crumpet" 150-200 (150-250) Bacillus cereus 

Pastörize meyve suları 30-60 (5-10) Alicyclobacillus acidoterrestris 

Konserve gıdalar 100-200 Bacillus stearothermophillus 

  Clostridium thermosaccharolyticum 

  Clostridium botulinum 

Soslar 50-200 Laktik asit bakterileri 

  Brochothrix thermosphacta 

  Listeria monocytogenes 

  Bacillus spp. 

  Clostridium spp. 

Et ürünleri 200-400 Laktik asit bakterileri 

  Brochothrix thermosphacta 

  Listeria monocytogenes 

Alkollü içki üretimi 10-1500 Laktik asit bakterileri 

 

2.3. Bacillus Cereus 

 

Bacillus cereus, gram pozitif, fakültatif aerobik, çubuk şeklinde, oksijen varlığında 

spor oluşturabilen bir bakteridir. Farklı çevre koşullarına direnç gösterebilmesi 

nedeniyle, çeşitli gıdalarda gelişebilmekte veya canlı kalabilmektedir (Gibbs, 2002). 

Bacillus cereus suşları genelde mezofiliktir ve düşük asitli gıdalarda 15-50˚C 

(optimum gelişme sıcaklığı: 30-40˚C) arasında gelişebilirler. Az sayıda suşu 

psikrotrofiktir ve 4-6˚C (maksimum gelişme sıcaklığı: 30-35˚C) arasında 

gelişebilirler. Emetik toksini yüksek sıcaklığa dirençli (126˚C, 90 dakika), diyaretik 

toksini ise ısıya duyarlıdır (56˚C, 5 dakika). Toprak orijinli bir patojen olması 

sebebiyle taze ve dolayısıyla işlenmiş bir çok gıdaya bulaşabilmektedir. Kontamine 

olduğu gıdalar arasında tüketime hazır pastörize gıdalar, kür edilmemiş et ve et 

ürünleri, krema, tatlılar, süt ve süt ürünleri, pişirilmiş pirinç, çorbalar, sebzeler ve 

soslar sayılabilir (Baird-Parker ve Granum, 2000). 
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Çeşitli B. cereus suşları farklı tipte toksin üreterek gıda kaynaklı zehirlenmelere 

neden olmaktadır. Emetik toksin, Staphylococcus aureus toksinine benzerlik 

göstermekte, gıdalar üzerinde oluşabilmekte ve vücuda alındıktan yaklaşık 1-5 saat 

sonra mide bulantısı ve kusma gibi belirtiler ortaya çıkmaktadır. Diyaretik toksin ise 

mide bağırsak sisteminde üretilerek mide ağrısı ve ishale neden olmaktadır. 

Belirtiler, Clostridium perfringens zehirlenmesinde olduğu gibi tüketimi takiben 

yaklaşık 8-16 saat sonra ortaya çıkmaktadır. Ancak her iki toksin tipinde de belirtiler 

6-24 saat sonra kaybolmaktadır (Gibbs, 2002). Emetik ve diyaretik toksinlerin 

özellikleri Tablo 2.7’de verilmiştir. 

 

Tablo 2.7. Bacillus cereus Toksinlerinin Özellikleri (Gibbs, 2002; Granum ve Baird-

Parker, 2000) 

Özellik Emetik sendrom Diyaretik sendrom 

Etkili doz 105-108 hücre/g gıda 105-107 /g veya /ml 

Üretim yeri Gıda  İnce bağırsak 

Belirtiler 
Mide bulantısı ve kusma, seyrek 

olarak ishal 

Mide ağrısı, ishal, seyrek 

olarak mide bulantısı 

İnkübasyon süresi 1-5 saat 8-16 saat 

Hastalık süresi 6-24 saat 12-24 saat 

Toksin özellikleri 
Küçük peptidler, ısıya dirençli, aside 

dayanıklı, hidrofobik 

En az 3 protein enterotoksini, 

ısıya ve proteaza hassas 

Gıda grupları Pişirilmiş pirinç, makarna, şehriye 

Et ürünleri, çorbalar, sebzeler, 

soslar, pudingler, süt ve süt 

ürünleri 

İnaktivasyon koşulları > 126˚C, 90 dakika 56˚C, 5 dakika 

 

2.4. Tepki-Yüzey Yöntemi 

 

Tepki-Yüzey Yöntemi, mevcut proseslerin optimizasyonu ve geliştirilmesi için 

kullanılan matematiksel ve istatiksel teknikler bütünüdür. Öte yandan yeni ürün 

formülasyonu, tasarımı ve geliştirilmesi uygulamalarında büyük öneme sahiptir. 

 

Endüstriyel olarak önemli uygulamalarda kullanılmakta olup özellikle ürün veya 

prosesin kalite ve performans ölçülerini etkileyen çeşitli değişkenlerin iyileştirilmesi 

amaçlanmaktadır. Belirtilen kalite ve performans ölçüleri “tepki” olarak 

adlandırılmaktadır ve tepkiyi etkileyen değişkenler genellikle araştırıcının kontrolü 

altında olmaktadır. Böylece değişken aralıkları ve değerleri ile oynayarak araştırıcı, 

tepki optimizasyonunu gerçekleştirebilmektedir. 
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Bilim adamı veya mühendis genellikle bir ürün, proses veya sistemde ξ1, ξ2, ..., ξk 

gibi kontrol edilebilen değişkenlere bağlı olan y tepkisi üzerinde çalışmaktadır. 

Değişken ve tepki arasındaki ilişki aşağıdaki denklemde gösterilmektedir. 

 

y = f(ξ1, ξ2, ..., ξk) + ε    (4.1) 

 

y: Tepki 

ξ1, ξ2, ..., ξk: Kontrol edilebilen değişkenler 

ε: Deneysel hata 

 

Denklem 4.1’de görülen ξ1, ξ2, ..., ξk değişkenleri ˚C, g/l, saat gibi ölçülebilir 

birimlerden oluştuğu için doğal değişkenler (“natural variables”) olarak 

adlandırılabilmektedirler. Birçok tepki-yüzey çalışmasında doğal değişkenler 

boyutsuzlandırılarak kodlanmış değişkenlere (“coded variables”) 

dönüştürülmektedirler. Bu kapsamda gerçek tepki fonksiyonu şu şekilde 

yazılabilmektedir. 

 

η = f( x1, x2, ..., xk)    (4.2) 

 

Gerçek tepki fonksiyonunun bilinmemesi nedeniyle f için doğru bir yaklaşım yapmak 

gerekmektedir. Yapılan yaklaşımlar sonucunda karşımıza aşağıdaki genel denklem 

çıkmaktadır. 

 

y = β0 + β1x1 + β2x2 + ... + βkxk + ε  (4.3) 

 

Denklem 4.3’te verilen β değerleri bilinmeyen parametrelerdir ve bu parametre 

değerlerini belirleyebilmek için çalışılan sistemde veriler toplanmaktadır. Bu amaçla 

istatiksel bir modelleme dalı olan lineer regresyon analizleri kullanılmaktadır. Ayrıca 

çalışılan sistemde verilerin toplanması amacıyla tepki-yüzey deney tasarımlarının 

doğru bir şekilde planlaması büyük bir öneme sahiptir (Myers ve Montgomery, 

2002). 
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3. MATERYAL – METOT 

 

3.1. Kullanılan Kültürler  

 

Bu çalışmada, mezofilik Bacillus cereus DSMZ 4312 (emetik) ve Bacillus cereus 

DSMZ 4313 (diarrhoeal) kültürleri kullanılmıştır. Stok kültürler +4˚C’de Tryptic Soy 

Agar (TSA) (Acumedia, ABD) üzerinde muhafaza edilmiştir. 

 

3.2. Kültür Ortamları 

 

Deneysel çalışmalar boyunca besiyeri olarak Tryptic Soy Broth (TSB) (Acumedia, 

ABD) ve Tryptic Soy Agar kullanılmıştır. Deneysel çalışmalarda hazırlanan TSB 

besiyerlerinin pH değerleri, 3,5 – 7,5 aralığında çeşitli seviyelere ayarlanmıştır 

(Tablo 3.1, 3.2, 3.3, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8). Ortam pH seviyelerini ayarlamak amacıyla 1 

N HCl kullanılmıştır. Ortamın pH değerleri pH metre (Hanna pH metre 211, İsviçre) 

ile ölçülmüştür. 

 

3.3. Tarçın 

 

Çalışmada kullanılan tarçın Migros A.Ş.’den temin edilmiştir. Tarçın ışınlanmış olup 

TSB’de yapılan denemelerde üreme gözlenmemiştir. Deneysel çalışmalarda, pH 

seviyesi ayarlanmış olan TSB kültür ortamına uygun miktarlarda toz halinde ilave 

edilerek kullanılmıştır (Tablo 3.3, 3.6, 3.8). 

 

3.4. Nisin  ve Lizozim Stok Çözeltilerinin Hazırlanması 

 

Tepki-Yüzey deney deseni uyarınca çeşitli konsantrasyonlarda nisin (Nisaplin, 

Danisco, Danimarka) ve lizozim (Innovapure 300, InnovaTech, Bioproducts, 
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Kanada) stok çözeltileri hazırlanmıştır. Nisin stok çözeltileri 0.02 N HCl’de 1000 

ppm; lizozim stok çözeltileri ise distile suda 1000 ppm konsantrasyonlarında 

hazırlanmıştır. Hazırlanan nisin stok çözeltileri 121˚C’de 15 dakika otoklavlanmıştır. 

Lizozim stok çözeltileri tek kullanımlık steril filtre (Satorius, Minisart, Almanya) 

yardımı ile 250 ml’lik steril Schott şişelere aktarılarak hazırlanmıştır. Hazırlanan 

nisin stok çözeltileri optimum pH değerine (pH 3.0) (Adams ve Smid; 2003; Thomas 

ve diğ., 2000) 1 N HCl ile ayarlandıktan sonra lizozim stok çözeltileri ile birlikte 

+4˚C’de saklanmıştır. 

 

3.5. İnokulum Hazırlanması 

 

TSB besiyerine (10 ml) TSA’daki stok kültürden öze ile aşılama yapılmış ve aşılanan 

örnekler 30˚C’de 24 saat inkübe edilmiştir. İki kez ard arda TSB besiyerine aşılanan 

B. cereus DSMZ 4312 ve 4313 kültürlerinin herbirinden 5’er ml alınarak 1:1 

oranında steril bir tüpe aktarılmış ve bu karışım deneysel çalışmalarda B. cereus 

inokulumu olarak kullanılmıştır. İnokulasyon öncesi karışımın TSA’da sayımları 

yapılarak değerler kob/ml olarak belirlenmiştir. 

 

3.6. Deney Planları ve Deney Koşullarının Hazırlanması 

 

3.6.1. Nisin, Tarçın ve Lizozimin Tekli Antimikrobiyal Etkileri 

 

3.6.1.1. Nisinin Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

Deneysel çalışmalara nisinin tekli antimikrobiyal etkileri incelenerek başlanmıştır. 

Seçilen pH aralıkları ve konsantrasyonlarda deneysel planlar hazırlanmış ve 

mikrobiyolojik analizler gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan deney planı Tablo 3.1’de 

verilmiştir. 

 

Hazırlanan 9’ar adet steril tüpe Tablo 3.1’de verilen deney planı uyarınca uygun 

konsantrasyonları sağlayacak şekilde TSB ve nisin (0-70 ppm) çözeltisinden ilave 

edilmiştir. İnokulum olarak hazırlanan B. cereus suşları karışımından 0.1’er ml tüm 

deney tüplerine aktarılmış ve örnekler 25˚C’de inkübasyona bırakılmıştır. 
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Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde örnekler alınmış, dökme plak yöntemi 

ile analizleri yapılmıştır (FDA 2001). 

 

Tablo 3.1. pH - Nisin Deney Planı 

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

1 3,5 0 

2 5,0 0 

3 6,5 0 

4 3,5 35 

5 5,0 35 

6 6,5 35 

7 3,5 70 

8 5,0 70 

9 6,5 70 
 

3.6.1.2. Lizozimin Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

Deneysel çalışmalara lizozimin tekli antimikrobiyal etkileri incelenerek devam 

edilmiştir. Seçilen pH aralıkları ve konsantrasyonlarda deneysel plan hazırlanmış ve 

mikrobiyolojik analizler gerçekleştirilmiştir. Hazırlanan deney planı Tablo 3.2’de 

verilmiştir. 

 

Hazırlanan 9’ar adet steril tüpe Tablo 3.2’de verilen deney planı uyarınca uygun 

konsantrasyonları sağlayacak şekilde TSB ve lizozim (0-100 ppm) çözeltisinden 

ilave edilmiştir. İnokulum olarak hazırlanan B. cereus suşları karışımından 0.1’er ml 

tüm deney tüplerine aktarılmış ve örnekler 25˚C’de inkübasyona bırakılmıştır. 

Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde örnekler alınmış, dökme plak yöntemi 

ile analizleri yapılmıştır (FDA 2001). 

 

Tablo 3.2. pH - Lizozim Deney Planı 

Örnek pH 
Lizozim 

(ppm) 

1 3,5 0 

2 5,0 0 

3 6,5 0 

4 3,5 50 

5 5,0 50 

6 6,5 50 

7 3,5 100 

8 5,0 100 

9 6,5 100 
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3.6.1.3. Tarçının Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

Tekli antimikrobiyal etkilerin incelendiği çalışma tarçının tekli antimikrobiyal 

etkileri incelenerek sona ermiştir. Seçilen pH aralıkları ve konsantrasyonlarda 

deneysel planlar hazırlanmış ve mikrobiyolojik analizler gerçekleştirilmiştir. 

Hazırlanan deney planı Tablo 3.3’de verilmiştir. 

 

Hazırlanan 9’ar adet steril tüpe Tablo 3.3’de verilen deney planı uyarınca uygun 

konsantrasyonları sağlayacak şekilde TSB ve toz tarçın (%0-0.3) ilave edilmiştir. 

İnokulum olarak hazırlanan B. cereus suşları karışımından 0.1’er ml tüm deney 

tüplerine aktarılmış ve örnekler 25˚C’de inkübasyona bırakılmıştır. Mikrobiyolojik 

analizlerde 8. ve 20. saatlerde örnekler alınmış, dökme plak yöntemi ile analizleri 

yapılmıştır (FDA 2001). 

 

Tablo 3.3. pH – Tarçın Deney Planı  

Örnek pH 
Tarçın 

(%) 

1 3,5 0 

2 5,0 0 

3 6,5 0 

4 3,5 0,15 

5 5,0 0,15 

6 6,5 0,15 

7 3,5 0,3 

8 5,0 0,3 

9 6,5 0,3 

 

3.6.2. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerinin Bacillus Cereus Gelişimi 

Üzerine Etkisi 

 

Nisin, lizozim ve tarçının tekli antimikrobiyal etkilerinin incelenmesinin ardından 

antimikrobiyallerin ikili kombinasyonlarının (nisin-lizozim, nisin-tarçın) B. cereus 

üzerinde gösterdikleri etkiler Tepki-Yüzey Yöntemi ile incelenmiştir. Modde 7 

(Umetrics, Sweden) programında hazırlanan deney planı Tablo 3.4’te verilmiştir. 

Deney planının hazırlanmasında Merkezil Bileşik Deney Deseni (CCC “Central 

Composite Circumscribed”) seçilmiştir. 

 

 



 24 

Tablo 3.4. Tepki-Yüzey Yönteminde pH, Lizozim, Nisin ve Süre Değişkenlerini 

İçeren Deney Planı 

Örnek pH 
Lizozim 

(ppm) 

Nisin 

(ppm) 

Süre 

(saat) 

1 4,5 50 20 8 

2 6.5 50 20 8 

3 4,5 100 20 8 

4 6.5 100 20 8 

5 4,5 50 50 8 

6 6.5 50 50 8 

7 4,5 100 50 8 

8 6.5 100 50 8 

9 4,5 50 20 20 

10 6.5 50 20 20 

11 4,5 100 20 20 

12 6.5 100 20 20 

13 4,5 50 50 20 

14 6.5 50 50 20 

15 4,5 100 50 20 

16 6.5 100 50 20 

17 3.5 75 35 14 

18 7.5 75 35 14 

19 5,5 25 35 14 

20 5,5 125 35 14 

21 5,5 75 5 14 

22 5,5 75 65 14 

23 5,5 75 35 2 

24 5,5 75 35 26 

25 5,5 75 35 14 

26 5,5 75 35 14 

27 5,5 75 35 14 

 

Hazırlanan 27 adet steril tüpe Tablo 3.4’te verilen deney deseni uyarınca uygun 

konsantrasyonları sağlayacak şekilde TSB, nisin ve lizozim çözeltilerinden ilave 

edilmiştir. İnokulum olarak hazırlanan B. cereus suşları karışımından 0.1’er ml tüm 

deney tüplerine aktarılmış ve örnekler 25˚C’de inkübasyona bırakılmıştır. 

Mikrobiyolojik analizlerde 2, 8, 14, 20 ve 26. saatlerde örnek alınmış, dökme plak 

yöntemi ile analizleri yapılmıştır (FDA 2001). 

 

3.6.3. Nisin, pH, Tarçın Değişkenlerinin Bacillus Cereus Gelişimi Üzerine Etkisi 

 

Lizozim konsantrasyonunun yapılan denemelerde etkisiz kalması nedeni ile deney 

planında değişiklikler yapılarak nisin – tarçın kombinasyonunun denemeleri 

yapılmıştır. Değişkenler, konsantrasyon aralıkları Tablo 3.5’te verilmiştir. Tüm 

örneklere nisin 0-70 ppm, tarçın % 0 ile % 0.3 arasında ilave edilmiştir (Ceylan ve 
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diğ., 2004; Yuste ve Fung, 2004; Yuste ve diğ., 2002). Tüm örnekler deney planına 

göre hazırlandıktan sonra 25˚C’lik inkübatöre koyulmuştur. Daha önceki denemeler 

baz alınarak süre değişken olarak kullanılmamış, 8. ve 20. satlerde mikroorganizma 

sayılarında tespit edilen faklılıklar nedeniyle mikrobiyolojik analizler 8. ve 20. saatte 

yapılmıştır. Modde 7 (Umetrics, Sweden) programında hazırlanan Tepki-Yüzey 

deney planı için Merkezil Faktöriyel Deney Deseni (CCF “Central Composite 

Factorial”) seçilmiştir. 

 

Tablo 3.5. Tepki-Yüzey Yönteminde pH, Nisin ve Tarçın Değişkenlerini İçeren 

Deney Planı 

Örnek pH Nisin 

(ppm) 

Tarçin 

(%) 

1 3,5 0 0 

2 6,5 0 0 

3 3,5 70 0 

4 6,5 70 0 

5 3,5 0 0,3 

6 6,5 0 0,3 

7 3,5 70 0,3 

8 6,5 70 0,3 

9 3,5 35 0,15 

10 6,5 35 0,15 

11 5 0 0,15 

12 5 70 0,15 

13 5 35 0 

14 5 35 0,3 

15 5 35 0,15 

16 5 35 0,15 

17 5 35 0,15 

 

Hazırlanan 17 adet steril tüpe Tablo 3.5’te verilen deney deseni uyarınca uygun 

konsantrasyonları sağlayacak şekilde TSB, nisin çözeltisi ve toz tarçın ilave 

edilmiştir. İnokulum olarak hazırlanan B. cereus suşları karışımından 0.1’er ml tüm 

deney tüplerine aktarılmış ve örnekler 25˚C’de inkübasyona bırakılmıştır. 

Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde örnek alınmış, dökme plak yöntemi ile 

analizleri yapılmıştır (FDA 2001). 
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3.6.4. Verilerin Doğrulanması 

 

3.6.4.1. Modelin Doğrulanması 

 

Tepki-Yüzey Yöntemi ile hazırlanan nisin, lizozim, pH, süre değişkenlerini içeren ve 

tarçın, nisin, pH değişkenlerini içeren deneysel çalışmalar sonucunda oluşturulan 

modelin doğrulanması amacıyla optimum noktalar seçilmiştir. Doğrulama 

çalışmalarında kullanılan optimum değerler Modde 7 (Umetrics, Sweden) 

programından elde edilmiş olup hazırlanan deney planı Tablo 3.6 ve Tablo 3.7’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.6. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerini İçeren Modelin Doğrulama 

Deney Planı  

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Lizozim 

(ppm) 

Süre 

(saat) 

1 6,2 - - 2 

2 6,2 35 75 2 

3 4,2 - - 26 

4 4,2 65 30 26 

 

Tablo 3.7. Nisin, Tarçın ve pH Değişkenlerini İçeren Modelin Doğrulama Sonuçları 

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Tarçın 

(%) 

Süre 

(saat) 

1 6,2 - - 8 

2 6,2 60 0.2 8 

3 6,2 - - 20 

4 6,2 60 0.2 20 

5 4,2 - - 8 

6 4,2 25 0.15 8 

7 4,2 - - 20 

8 4,2 25 0.15 20 

   

3.6.4.2. Meyve Sularında Doğrulama 

 

TSB besiyerinde doğrulama çalışmaları yapılan modellerden elde edilen verilerin 

meyve sularında denenmesi amacıyla düşük ve yüksek pH değerlerine sahip elma ve 

havuç suyu kullanılmıştır. Gıda endüstrisinde meyve suyu muhafazasında yaygın 

olarak kullanılan potasyum sorbat katkısı, çalışmalara karşılaştırma yapmak amacıyla 

dahil edilmiştir. Bu amaçla, örneklere Türk Gıda Kodeksi’nde izin verilen 

maksimum potasyum sorbat miktarı (300 ppm) ilave edilmiştir. Hazırlanan deney 

planı Tablo 3.8 ve Tablo 3.9’da verilmiştir. 



 27 

Tablo 3.8. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerini İçeren Modelin Meyve 

Sularında Doğrulanması 

Örnek Ortam pH 
Nisin 

(ppm) 

Lizozim 

(ppm) 

K-Sorbat 

(ppm) 

Süre 

(saat) 

1 TSB 6,2 35 75 - 2 

2 Havuç 6,2 - - - 2 

3 Havuç 6,2 35 75 - 2 

4 Havuç 6,2 - - 300 2 

5 TSB 4,2 65 30 - 26 

6 Elma 4,2 - - - 26 

7 Elma 4,2 65 30 - 26 

8 Elma 4,2 - - 300 26 

 

Tablo 3.9. Nisin, Tarçın ve pH Değişkenlerini İçeren Modelin Meyve Sularında 

Doğrulanması 

Örnek Ortam pH 
Nisin 

(ppm) 

Tarçın 

(%) 

K-Sorbat 

(ppm) 

Süre 

(saat) 

1 TSB 6,2 60 0.2 - 8 

2 Havuç 6,2 - - - 8 

3 Havuç 6,2 60 0.2 - 8 

4 Havuç 6,2 - - 300 8 

5 TSB 6,2 60 0.2 - 20 

6 Havuç 6,2 - - - 20 

7 Havuç 6,2 60 0.2 - 20 

8 Havuç 6,2 - - 300 20 

9 TSB 4,2 25 0.15 - 8 

10 Elma 4,2 - - - 8 

11 Elma 4,2 25 0.15 - 8 

12 Elma 4,2 - - 300 8 

13 TSB 4,2 25 0.15 - 20 

14 Elma 4,2 - - - 20 

15 Elma 4,2 25 0.15 - 20 

16 Elma 4,2 - - 300 20 

 

3.7. İstatiksel Analizler 

 

Mikrobiyolojik analizler iki tekrarlı ve iki paralelli olarak gerçekleştirilmiştir. 

İstatiksel analizler, varyans analizi (ANOVA), regresyon analizi (R2) ve Fischer F 

testi yöntemleriyle gerçekleştirilmiştir (P ≥ 0.05). Analiz sonuçları ile deneylerde 

kullanılan değişkenlerin etkili olup olmadığı tespit edilerek bir sonraki deneyde 

kullanılacak değişken özelliklerine karar verilmiştir. İstatiksel analizler ve analizler 

sonunda elde edilen modelin izdüşümü grafikleri için Statistica 6.0 (Statsoft, Inc., 

Tulsa, USA) bilgisayar paket programı kullanılmıştır.  
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Nisin, Lizozim ve Tarçının Tekli Antimikrobiyal Etkileri 

 

4.1.1. Nisinin Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

Çeşitli pH seviyeleri ve nisin konsantrasyonlarının B. cereus üzerindeki etkilerini 

incelemek amacı ile 9 örnek hazırlanmıştır. Örneklerde başlangıç  B. cereus sayısı 

5,32 log10 kob/ml olarak saptanmıştır. 8. ve 20. saatte yapılan mikrobiyolojik 

analizler sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1’de ve Şekil 4.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Farklı pH Seviyelerinde ve Nisin Konsantrasyonlarında 8. ve 20. Saatte 

Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları     

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Log (kob/ml) 

(8.saat) 

Log (kob/ml) 

(20.saat) 

1 3,5 0 5,85 5,01 

2 5,0 0 6,42 7,17 

3 6,5 0 7,77 7,96 

4 3,5 35 4,82 4,91 

5 5,0 35 5,12 5,05 

6 6,5 35 4,97 4,98 

7 3,5 70 5,05 4,98 

8 5,0 70 5,05 5,07 

9 6,5 70 5,03 5,67 
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Şekil 4.1. Farklı pH Seviyelerinde ve Nisin Konsantrasyonlarında 8. ve 20. Saatte 

Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 

 

Analiz sonuçları değerlendirildiğinde nisin içermeyen örneklerde pH seviyesindeki 

azalmanın B. cereus sayısı üzerinde doğrudan etkili olduğu ve pH 5 değerinin 

altındaki örneklerde B. cereus gelişiminin engellendiği gözlenmektedir. Tüm pH 

seviyelerinde nisin varlığı, mikroorganizma gelişimini önlemiştir. Nisin 

konsantrasyonunun 35 ppm’den 70 ppm’e yükselmesi önemli bir etki yaratmamıştır 

Öte yandan 8. ve 20. saatte elde edilen mikroorganizma sayıları arasında da önemli 

bir farklılık gözlenmemiştir (p >0,05). 

 

Psikrotrofik B.cereus suşları ile yapılan bir çalışmada, 8˚C’de, pH 5,5-6,5 aralığında 

ve 50 ppm nisin varlığında 29 gün boyunca bakterilerin gelişimlerinin kontrol altına 

alınabildiği gözlenmiştir. Bazı B. cereus suşlarının ise 1 ppm nisin varlığında dahi 

gelişme göstermedikleri belirtilmektedir. Ancak sıcaklığın 8˚C’den 15˚C’ye 

yükselmesi durumunda bazı B. cereus suşlarının pH 6,0 ve pH 6,5’da 5. günden 

itibaren gelişmeye başladıkları ifade edilmektedir. Çalışmada ortama aşılanan B. 

cereus sayısı 1.67 ile 3.70 log10 kob/ml arasında değişmektedir. Sonuç olarak, nisin 

konsantrasyonu yükseldikçe, sıcaklık ve pH değerleri düştükçe B. cereus gelişimi 

büyük ölçüde kontrol altına alınmaktadır (Jaquette ve Beuchat, 1998). Yaptığımız 

çalışmada inokulasyon düzeyinin daha yüksek olmasına (5,32 log kob/ml) karşın 6,5 

pH değerinde de B. cereus gelişmesinin 35 ppm nisin varlığında önlendiği 

gözlenmiştir. Ancak burada inkübasyon süresi 20 saat ile sınırlıdır. Öte yandan 

25°C’de dahi B. cereus gelişiminin önlenmesi gıda güvenliği açısından önemlidir. 

Hijyenik koşullarda yapılan üretimlerde bakteri kontaminasyonun önlendiği veya 
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kritelerde 102 – 103 /g-ml düzeyinde B. cereus varlığına izin verildiği dikkate alınırsa 

belli gıda gruplarında, düşük kontaminasyon seviyelerinde ve sıcaklık yükselmesi 

durumunda da nisin ilavesinin ürün güvenliğine katkıda bulunması söz konusu 

olabilir. 

 

Rajkovic ve diğ. (2005) patates püresinde nisin ve karvakrolün B. cereus üzerindeki 

etkilerini araştırdıkları çalışmada, 7, 10 ve 22˚C’ler arasında nisinin MIC (“minimum 

inhibitory concentration”) değerlerinin sıcaklık yükseldikçe arttığını ve 22°C’de 50 

ppm nisin konsantrasyonunun etkili olmadığını saptamışlardır. Etkin 

konsantrasyonların suşa göre farklılık gösterebileceği vurgulanmakta (Periago ve 

Moezelaar, 2001), ayrıca bakterinin içinde bulunduğu ortamın asitliği yanında 

karbonhidrat, protein, tuz ve yağ içeriği de nisinin antimikrobiyal özeliğini etkileyen 

faktörler arasında sıralanmaktadır (Abee ve diğ., 1995; Robinson ve diğ., 2000). 

Pol ve Smid (1999) nisin ve karvakrolün B. cereus üzerindeki antimikrobiyal 

etkilerini inceledikleri çalışmada nisinin MIC değerini 8˚C’de 5 ppm, 20˚C’de 10 

ppm olarak tespit etmişlerdir. Yapılan değerlendirmede, düşük sıcaklıklarda bakteri 

hücre membranının doymamış yağ oranının artması sonucu nisin gibi lipofilik 

özelliğe sahip maddelerin antimikrobiyal etkinliğini artırabileceği belirtilmektedir. 

Çalışmada ayrıca nisinin düşük konsantrasyonlarda lag fazını uzattığı, yüksek 

konsantrasyonlarda ise gelişimi tamamen önlediği vurgulanmaktadır.  

 

Nisin ve bitki ekstraktlarının B. cereus üzerindeki etkilerinin incelendiği bir 

çalışmada, 500 ppm nisin varlığında B. cereus gelişiminin 8 saat boyunca 

engellendiği saptanmıştır. Türbidimetrik yöntemlerle gerçekleştirilen analizlerde 8. 

saatten sonra 12 saate kadar absorbans değerlerinde büyük bir artış meydana geldiği, 

ardından bakterinin duraklama fazına girdiği belirtilmektedir. Bu kapsamda yüksek 

nisin konsantrasyonlarında B. cereus hücrelerinin zarar gördüğü (“sub-lethal 

injury”), süre ilerledikçe hücrelerin toparlanarak gelişebildiği vurgulanmaktadır 

(Dykes ve diğ., 2003). 

 

Yuste ve Fung (2004) nisin ve tarçının elma suyunda (pH 3,5), iki farklı sıcaklıkta E. 

coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium üzerindeki antimikrobiyal etkilerini 

inceledikleri çalışmada, 20˚C’de, 25 ppm nisin varlığında ve 24 saatlik inkübasyon 

sonunda E. coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium gelişiminin önlendiğini 

gözlemlemişlerdir. Bir haftalık inkübasyon sonrasında ise ortamda her iki 
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mikroorganizmanın da canlılıklarını yitirdikleri belirlenmiştir. Yapılan 

değerlendirme sonucunda nisinin antimikrobiyal etkinliğinin 20°C’ye göre 5˚C’de 

daha zayıf olduğu, ayrıca kullanılan besiyeri ortamına (genel amaçlı/seçici) bağlı 

olarak alınan sonuçları değiştirebileği ifade edilmektedir. Seçici besiyerlerinde 

yapılan gözlemlerde iki haftalık inkübasyon sonunda mikroorganizma sayılarının 

genel amaçlı besiyerlerine oranla daha düşük olduğu görülmektedir.  

 

4.1.2. Lizozimin Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

Farklı pH seviyeleri ve lizozim konsantrasyonları ile gerçekleştirilen çalışmada 

örneklerin başlangıç B. cereus sayıları 5,3 log10 kob/ml olarak tespit edilmiş ve 

sonuçlar Tablo 4.2’de ve Şekil 4.2’de verilmiştir. 

 

Tablo 4.2. Farklı pH Seviyelerinde ve Lizozim Konsantrasyonlarında 8. ve 20. 

Saatte Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 

Örnek pH 
Lizozim 

(ppm) 

Log (kob/ml) 

(8.saat) 

Log (kob/ml) 

(20.saat) 

1 3,5 0 4,68 4,74 

2 5,0 0 6,46 7,28 

3 6,5 0 7,23 7,81 

4 3,5 50 4,76 4,68 

5 5,0 50 6,19 7,59 

6 6,5 50 7,47 7,80 

7 3,5 100 4,88 4,55 

8 5,0 100 6,41 6,92 

9 6,5 100 7,21 7,84 
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Şekil 4.2. Farklı pH Seviyelerinde ve Lizozim Konsantrasyonlarında 8. ve 20. Saatte 

Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 
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Nisin ilavesiyle yapılan denemede olduğu gibi pH seviyesinin azalması B. cereus 

gelişimini engellemektedir. Ancak lizozim varlığı veya lizozim kosantrasyonundaki 

farklılıklar mikroorganizma sayısında herhangi bir değişime neden olmamaktadır. 

 

Konu ile ilgili olarak yapılan çalışmalar incelendiğinde B. cereus bakterilerinin 

vejetatif formları üzerine lizozimin etkisine ilişkin verilerin çok sınırlı olduğu 

görülmektedir. Pastörize sütte lizozim, EDTA ve apo-laktoferrinin L. monocytogenes 

ve E. coli O157:H7 üzerindeki antimikrobiyal etkilerinin incelendiği bir araştırmada, 

lizozim tek başına kullanıldığında L. monocytogenes gelişimini yavaşlatmakta, fakat 

E. coli O157:H7 gelişimini engelleyememektedir. Ancak 150 ppm lizozim ve 1,5-2,5 

mg/ml EDTA birlikte kullanıldıklarında L. monocytogenes hücrelerini yok etmekte 

ve E. coli O157:H7 gelişimini engellemektedir (Losso ve diğ., 2000). Meyve 

sularında, meyve suyu konsantrelerinde ve konserve domateslerde NaCl ve lizozimin 

Alicyclobacillus spp. üzerindeki antimikrobiyal etkilerinin incelendiği bir 

araştırmada, %5 oranında NaCl varlığında %0,001 (10 ppm) lizozimin bakteri 

gelişimini inhibe ettiği gözlenmiştir (Walls ve Chuyate, 1998). Salatalık ve portakal 

suyunda lizozimin antimikrobiyal özelliklerinin araştırıldığı bir çalışmada, 160 ppm 

lizozim varlığında 37˚C’de 7 günlük inkübasyon sonunda lizozimin antimikrobiyal 

etkisi gözlenmiş, ancak etkinin ortamın pH seviyesine ve iyonik kuvvete bağlı 

olduğu belirtilmektedir (Lin ve Wang, 1994). 

 

4.1.3. Tarçının Tekli Antimikrobiyal Etkisi 

 

B. cereus gelişiminin doğal antimikrobiyal etkenlerle kontrol altına alınması 

kapsamında yapılan diğer bir denemede tarçın yüzdesi değişken olarak alınmıştır. 

Farklı pH değerlerinde ve konsantrasyonlarda tarçın içeren örneklerde başlangıç B. 

cereus sayısı 5,16 log10 kob/ml olarak bulunmuştur. 8. ve 20. saatte yapılan 

mikrobiyolojik analizlerde elde edilen veriler Tablo 4.3’te ve Şekil 4.3’te verilmiştir.  
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Tablo 4.3. Farklı pH Seviyelerinde ve Tarçın Yüzdelerinde 8. ve 20. Saatte Elde 

Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 

Örnek pH 
Tarçın 

(%) 

Log (kob/ml) 

(8.saat) 

Log (kob/ml) 

(20.saat) 

1 3,5 0 4,98 5,12 

2 5,0 0 6,34 7,13 

3 6,5 0 7,29 7,95 

4 3,5 0,15 4,91 5,08 

5 5,0 0,15 5,14 5,14 

6 6,5 0,15 5,53 6,85 

7 3,5 0,3 5,06 5,09 

8 5,0 0,3 5,27 5,04 

9 6,5 0,3 5,20 4,98 
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Şekil 4.3. Farklı pH Seviyelerinde ve Tarçın Yüzdelerinde 8. ve 20. Saatte Elde 

Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 

 

Nisin ve lizozim içeren örneklerde görüldüğü gibi tarçın içeren örneklerde de düşük 

pH seviyesi mikroorganizma gelişimini engellemektedir. Tarçın varlığının yüksek 

pH değerlerinde de , kontrol örneklerine kıyasla B. cereus gelişimini engellediği 

gözlenmektedir (Tablo 4.3). Ancak düşük pH seviyelerinde pH’nın tek başına 

inhibitör etki gösterdiği, bakteri sayılarının ortamdaki tarçın varlığından 

etkilenmedikleri görülmüştür. Ancak pH 6,5 da %0,15 tarçın içeren örneklerde 

inhibitör etki 8. saate kadar etkili olmuş, 20. saatte bakteri sayısında artış gözlenmeye 

başlanmıştır. 

 

TCB (“tyndallized carrot broth”) (pH 6,2) besiyerinde çeşitli baharat esans yağlarının 

farklı B. cereus suşları üzerinde gösterdiği etkilerin incelendiği bir çalışmada en 

önemli etkinin tarçın tarafından sağlandığı belirlenmiştir. Tarçın esansiyel yağının 5 
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µl/100ml ilavesi ile düşük sıcaklıklarda (5, 8, 12˚C) tüm B. cereus suşlarının gelişimi 

60 gün boyunca engellenmiştir. Ancak sıcaklık yükseldikçe (16˚C) tarçın varlığı tüm 

B. cereus suşlarında sadece lag fazı uzatmaktadır (Valero ve Salmeron, 2003). Toz 

tarçının içeriğinde bulunan esansiyel yağ oranı %0,5-1,0 arasında değişmektedir 

(ICMSF, 1998). Bu kapsamda yaptığımız deneysel çalışmalarda örneklere ilave 

edilen esansiyel yağ miktarı 1,5-3,0 µl/100 ml olarak kabul edilebilir. Çalışmamızda 

elde olunan veriler, söz konusu çalışma bulgularıyla karşılaştırıldığında, inkübasyon 

sıcaklığı daha yüksek, esansiyel yağ miktarı daha düşük değerlerde olmasına rağmen 

20. saat sonunda B. cereus gelişimi engellenmiştir. Havuç suyunda (pH 6,2) 

yaptığımız doğrulama çalışmalarında ortama ilave edilen 60 ppm nisin ve 2 µl/100 

ml tarçın esansiyel yağı (%0,2 toz tarçın) B. cereus gelişimini 20 saat boyunca 

sınırlandırmıştır (Tablo 4.15).  

 

Ceylan ve diğ. (2004), elma suyunda (pH 3,5) tarçının E. coli O157:H7 üzerindeki 

antimikrobiyal etkisini inceledikleri çalışmada, 8˚C’de %0,1, %0,2 ve %0,3 tarçın 

ilavesi ile 14 gün sonunda mikroorganizma sayılarında sırasıyla 0,8, ile 1,0 ve 1,6 log 

kob/ml azalma meydana geldiğini belirtmektedirler. İlgili çalışmada 25˚C’de %0,1, 

%0,2 ve %0,3 tarçın ilavesi 3 gün sonunda mikroorganizma sayıları sırasıyla 1,2 ile 

1,7 ve 2,0 log kob/ml azalmıştır. Buna göre iki farklı sıcaklıkta inkübe edilen 

örneklerde mikroorganizma sayıları, ilave edilen tarçın konsantrasyonunun artışı ile 

doğru orantılı olarak azalmaktadır. Ayrıca sıcaklığın yükselmesi (8˚C’den 25˚C’ye) 

ile mikroorganizmanın aside karşı direnci kırılmakta ve antimikrobiyal etkinin arttığı 

vurgulanmaktadır.  

 

Elma suyunda tarçının E. coli O157:H7 üzerindeki antimikrobiyal etkilerinin 

araştırıldığı başka bir çalışmada, 20˚C’de %0,3 tarçın ilavesi ile 1. gün sonunda 

bakteri gelişiminin engellendiği ifade edilmektedir. Aynı koşullarda, 1 hafta boyunca 

inkübe edilen örneklerin büyük bir kısmında bakterinin yok edildiği belirtilmektedir. 

Ancak sıcaklığın 20˚C’den 5˚C’ye düşmesi ile antimikrobiyal etki azalmaktadır. 

Ayrıca örneklerin başlangıç inokulum seviyeleri de alınan sonuçları 

değiştirebilmektedir. Çalışmada inokulum seviyesinin 104 kob/ml seviyesinden 102 

kob/ml seviyesine düşürülmesi 1. gün sonunda gözlenen mikroorganizma sayılarında 

azalma meydana getirmiştir (Yuste ve diğ., 2002).  
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4.2. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerinin Bacillus Cereus Gelişimi 

Üzerine Etkisi 

 

Tepki-Yüzey Yöntemi ile nisin, lizozim, pH ve süre değişkenleri gözönüne alınarak 

hazırlanan deney planı doğrultusunda örneklerin 2, 8, 14, 20 ve 26. saatlerde 

mikrobiyolojik analizleri yapılmıştır.Yapılan mikrobiyolojik analizler sonunda elde 

edilen veriler Tablo 4.4’te verilmiştir. Örneklerdeki başlangıç B. cereus sayısı 5,08 

log10 kob/ml olarak bulunmuştur. Deney sonunda elde edilen verilerin varyans 

analizi sonuçları ve regresyon katsayıları Tablo 4.5 ve 4.6’da verilmiştir. 

 

Tablo 4.4. pH, Lizozim, Nisin ve Süre Değişkenlerini İçeren Deneyin 

Mikrobiyolojik Analiz Sonuçları 

Örnek pH 
Lizozim (L) 

Ppm 

Nisin (N) 

ppm 

Süre (t) 

Saat 
Log N/No 

1 4,5 50 20 8 -0,83 

2 6.5 50 20 8 -0,48 

3 4,5 100 20 8 -0,90 

4 6.5 100 20 8 -0,90 

5 4,5 50 50 8 -1,20 

6 6.5 50 50 8 -0,43 

7 4,5 100 50 8 0,14 

8 6.5 100 50 8 0,25 

9 4,5 50 20 20 -0,31 

10 6.5 50 20 20 3,31 

11 4,5 100 20 20 0,04 

12 6.5 100 20 20 2,93 

13 4,5 50 50 20 0,61 

14 6.5 50 50 20 1,61 

15 4,5 100 50 0 -0,50 

16 6.5 100 50 20 2,32 

17 3.5 75 35 14 -0,13 

18 7.5 75 35 14 3,27 

19 5,5 25 35 14 -0,04 

20 5,5 125 35 14 0,16 

21 5,5 75 5 14 0,26 

22 5,5 75 65 14 -0,86 

23 5,5 75 35 2 -0,71 

24 5,5 75 35 26 1,11 

25 5,5 75 35 14 -0,80 

26 5,5 75 35 14 -0,50 

27 5,5 75 35 14 -0,48 

N: Örneklerin analizleri sonucunda bulunan B. cereus sayısı 

N0: Başlangıçta inokule edilen B. cereus sayısı 
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Tablo 4.5. Varyans Analizi (ANOVA) Sonuçları 

 
Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Kareler Ortalaması 

(varyans) 
F P 

(1)pH(L) 16,656 1 16,656 185,126 0,000 

pH(Q) 5,500 1 5,500 61,126 0,000 

(2)Lizozim(L) 0,642 1 0,642 7,136 0,022 

Lizozim(Q) 0,363 1 0,363 4,040 0,070 

(3)Nisin(L) 0,910 1 0,910 10,114 0,009 

Nisin(Q) 0,035 1 0,035 0,391 0,545 

(4)Süre(L) 8,953 1 8,953 99,513 0,000 

Süre(Q) 0,585 1 0,585 6,499 0,027 

1L by 2L 0,349 1 0,349 3,881 0,075 

1L by 3L 0,012 1 0,012 0,132 0,723 

1L by 4L 7,478 1 7,478 83,115 0,000 

2L by 3L 1,243 1 1,243 13,815 0,003 

2L by 4L 0,024 1 0,024 0,271 0,613 

3L by 4L 2,249 1 2,249 24,996 0,000 

Hata 0,990 11 0,090   

Genel Kareler 

Toplamı 
44,952 25    

      

 R2 = 0,978    

 

Tablo 4.6. Regresyon Katsayıları Sonucunda Elde Edilen İkinci Dereceden 

Polinomların p-Değerleri 

 
Regresyon 

Katsayısı 

Standart 

Hata 
T(11) P 

Sabit 18,140 3,179 5,706 0,000 

(1)pH(L) -6,030 0,792 -7,619 0,000 

pH(Q) 0,509 0,065 7,818 0,000 

(2)Lizozim(L) -0,022 0,025 -0,858 0,409 

Lizozim(Q) 0,000 0,000 2,010 0,070 

(3)Nisin(L) -0,034 0,041 -0,835 0,421 

Nisin(Q) 0,000 0,000 0,625 0,545 

(4)Süre(L) -0,559 0,102 -5,456 0,000 

Süre(Q) 0,005 0,002 2,549 0,027 

1L by 2L -0,006 0,003 -1,970 0,075 

1L by 3L 0,002 0,005 0,363 0,723 

1L by 4L 0,122 0,013 9,117 0,000 

2L by 3L 0,001 0,000 3,717 0,003 

2L by 4L 0,000 0,001 0,520 0,613 

3L by 4L -0,004 0,001 -5,000 0,000 

 

İstatiksel tablolarda regresyon değeri ve değişkenlerin etkinliği görülmektedir. 

Lizozim ve nisinin birinci dereceden (L) ve ikinci dereceden (Q) etkilerinin, ve pH-

lizozim, pH-nisin ve lizozim-süre etkileşimlerinin P değerleri, güven aralığının 

(P≥0,05) dışında kalması nedeniyle etkisiz oldukları görülmektedir. pH ve süre 
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bağımsız değişkenlerinin birinci ve ikinci dereceden etkileri, pH-süre, nisin-lizozim 

ve nisin-süre etkileşimleri elde edilen modelde önemli bir farklılık yaratmaktadır. 

 

Bağımsız değişkenler (pH, lizozim, nisin ve süre) ile tepki (Log N/N0) arasındaki 

ilişkiye bağlı olarak yapılan regresyon analizi sonucunda ortaya çıkan katsayılar 

kullanılarak aşağıdaki ikinci dereceden polinom model denklemi elde edilmiştir. 

  

SNNL

SpHNpHLpHSS

NLpHpHNLogN







.004,0.001,0

.122,0.002,0.006,0.005,0.559,0

.034,0.022,0.509,0.03,614,18/

2

2

0

 (4.1) 

 

Modelin uygunluğu varyans analizi sonuçları ve modelden tahminlenen değerler ile 

deneylerde gözlenen sonuçlar arasında çizilen grafik ile belirlenmektedir. 

Tahminlenen değerler ile gözlenen değerler arasındaki ilişki Şekil 4.4’te verilmiştir.  
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 Şekil 4.4. Tahminlenen Değerler ile Deney Sonucu Gözlenen Değerler Arasındaki 

İlişki 

 

Bağımsız değişkenler arasındaki ilişkiler Şekil 4.5, 4.6 ve 4.7’de gösterilen Tepki-

Yüzey izdüşümü grafiklerinde belirtilmiştir.  

R2 = 0.978 
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Şekil 4.5. Tepkinin (Log N/N0) pH – Lizozim ve pH – Nisin ile Değişimi 

 

Şekil 4.5’te, B. cereus sayısında azalmanın gözlendiği pH değerleri 4,0 ile 5,0 

arasındadır. Lizozim – pH grafiğinde, pH 4,0 ile 5,0 arasında 0-65 ppm lizozim 

ilavesi ile B cereus sayısında 1 log’luk azalma sağlanmaktadır. Ancak 

konsantrasyonun 65 ppm’den daha yüksek seviyelere çıkarılması bakterisid etkiyi 

durdurmakta, bakteriostatik etki sağlamaktadır. Lizozim konsantrasyonu değişmediği 

takdirde pH seviyesi 6,0’nın üzerine çıktığında bakteri gelişimi artmaktadır. Nisin – 

pH grafiğinde, 40-65 ppm nisin varlığında pH 4,5-5,0 seviyesinde B. cereus 

sayısında 1 log’luk azalma meydana geldiği görülmektedir. Aynı pH seviyesinde 

nisin konsantrasyonunun 45 ppm’den düşük değerlerde olması bakteri gelişimini 

engellemektedir. pH seviyesi 6.0’ın üzerine çıktığında nisin konsantrasyonundan 

bağımsız olarak B. cereus gelişimi artmaya başlamaktadır. 
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Şekil 4.6. Tepkinin (Log N/N0) pH - Süre ve Lizozim – Nisin ile Değişimi 
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Şekil 4.6’daki pH-süre grafiğinde pH 5,0-7,0 arasında B. cereus gelişimi 10 saat 

boyunca engellenebilmektedir. pH seviyesi arttıkça gelişimin önlenebildiği süre 

değerlerinin azaldığı gözlenmektedir. Ayrıca pH 3,5-4,0 arasında bakteri gelişimi 

süre ilerledikçe daha etkin bir şekilde engellenmektedir. Nisin-lizozim grafiğinde, 

55-65 ppm nisin ve 25-65 ppm lizozim varlığında B. cereus sayısında 1 log’luk 

azalma meydana gelmektedir. Ancak nisin konsantrasyonu sabit tutularak lizozim 

konsantrasyonunun artırılması bakteri gelişimini engelleyememektedir. Ayrıca nisin 

30 ppm ve lizozim 70 ppm değerlerinin altında ilave edildiğinde B. cereus gelişimi 

artmaktadır.     
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Şekil 4.7. Tepkinin (Log N/N0) Lizozim - Süre ve Nisin – Süre ile Değişimi 

 

Şekil 4.7’de lizozim-süre grafiğinde lizozim varlığı konsantrasyondan bağımsız 

olarak B. cereus gelişimini 16 saat boyunca engellemektedir. 85-90 ppm lizozim 

varlığında yaklaşık 2 saat boyunca bakteri sayısında 1 log’luk azalma meydana 

gelmektedir. Nisin-süre grafiğinde, 5-25 ppm nisin varlığında 8 saat boyunca bakteri 

sayılarının azaldığı görülmektedir. Ancak süre ilerledikçe antimikrobiyal etki 

kaybolmakta, B. cereus gelişimi artmaktadır. Ayrıca nisin konsantrasyonu arttıkça 

bakteri gelişiminin önlendiği süre de artmaktadır.  

 

4.3. Nisin, pH, Tarçın Değişkenlerinin Bacillus Cereus Gelişimi Üzerine Etkisi 

 

Tepki-Yüzey Yöntemi ile nisin, tarçın ve pH değişkenleri gözönüne alınarak 

hazırlanan deney planı doğrultusunda 8. ve 20. saatlerde örneklerin mikrobiyolojik 
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analizleri yapılmış, sonuçlar Tablo 4.7’de verilmiştir. Örneklerdeki başlangıç B. 

cereus sayısı 5,71 log10 kob/ml olarak bulunmuştur. 

 

Tablo 4.7. Nisin, Tarçın ve pH Değişkenlerini İçeren Deneyin Mikrobiyolojik Analiz 

Sonuçları 

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Tarçin 

(%) 

Log N/N0 

(8.saat) 

Log N/N0 

(20.saat) 

1 3,5 0 0 0,15 0,09 

2 6,5 0 0 2,22 2,93 

3 3,5 70 0 0,03 -0,03 

4 6,5 70 0 -0,14 -0,08 

5 3,5 0 0,3 -0,06 -0,03 

6 6,5 0 0,3 -0,04 0,00 

7 3,5 70 0,3 -0,07 -0,15 

8 6,5 70 0,3 -0,13 -0,10 

9 3,5 35 0,15 -0,21 -0,05 

10 6,5 35 0,15 -0,11 -0,04 

11 5 0 0,15 -0,01 0,03 

12 5 70 0,15 -0,03 -0,09 

13 5 35 0 -0,03 -0,02 

14 5 35 0,3 -0,13 -0,06 

15 5 35 0,15 0,08 -0,05 

16 5 35 0,15 -0,10 -0,06 

17 5 35 0,15 -0,17 -0,08 

 

Deneysel çalışmalar sonunda 8. saatte elde edilen verilerin varyans analizi sonuçları 

ve regresyon katsayıları Tablo 4.8 ve 4.9’da verilmiştir. 

 

Tablo 4.8. 8. Saatte Elde Edilen Varyans Analizi (ANOVA) Sonuçları 

 
Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Kareler Ortalaması 

(varyans) 
F P 

(1)pH(L) 0,000 1 0,000 0,000 0,989 

pH(Q) 0,059 1 0,059 1,951 0,212 

(2)Nisin(L) 0,026 1 0,026 0,864 0,389 

Nisin(Q) 0,216 1 0,216 7,120 0,037 

(3)Tarçın(L) 0,033 1 0,033 1,087 0,337 

Tarçın(Q) 0,137 1 0,137 4,506 0,078 

1L by 2L 1,429 1 1,429 47,068 0,000 

1L by 3L 1,203 1 1,203 39,619 0,001 

2L by 3L 1,471 1 1,471 48,438 0,000 

Hata 0,182 6 0,030   

Genel Kareler 

Toplamı 
5,017 15    

      

 R2 = 0,964    
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Tablo 4.9. 8. Saatte Regresyon Katsayıları Sonucunda Elde Edilen İkinci Dereceden 

Polinomların p-Değerleri 

 
Regresyon 

Katsayısı 
Standart Hata T(11) P 

Sabit -0,760 1,149 -0,662 0,533 

(1)pH(L) 0,015 0,480 0,030 0,977 

pH(Q) 0,067 0,048 1,397 0,212 

(2)Nisin(L) 0,017 0,009 1,845 0,115 

Nisin(Q) 0,000 0,000 2,668 0,037 

(3)Tarçın(L) 3,778 2,181 1,732 0,134 

Tarçın(Q) 10,203 4,806 2,123 0,078 

1L by 2L -0,010 0,001 -6,861 0,000 

1L by 3L -2,186 0,347 -6,294 0,001 

2L by 3L 0,104 0,015 6,960 0,000 

 

İstatiksel tablolarda regresyon değeri ve değişkenlerin etkinliği görülmektedir. pH ve 

tarçın ve nisinin birinci dereceden (L), pH ve tarçının ikinci dereceden (Q) etkilerinin 

P değerleri, güven aralığının (P≥0,05) dışında kalması nedeniyle etkisiz oldukları 

görülmektedir. Nisin bağımsız değişkeninin ikinci dereceden etkisi, pH-nisin, pH-

tarçın ve nisin-tarçın etkileşimleri elde edilen modelde önemli bir farklılık 

yaratmaktadır. 

 

B. cereus gelişimi üzerine etkili olan bağımsız değişkenler (pH, nisin ve tarçın) ile 

tepki (Log N/N0) arasındaki ilişkiye bağlı olarak yapılan regresyon analizi sonucunda 

ortaya çıkan katsayılar kullanılarak 8. saatte aşağıdaki ikinci dereceden polinom 

model denklemi elde edilmiştir. 

 

TNTpHNpHT

TNpHpHNLogN





.104,0.186,2.01,0.203,10

.778,3.017,0.067,0.015,076,0/

2

2

0
  (4.2) 

 

Modelin uygunluğu varyans analizi sonuçları ve modelden tahminlenen değerler ile 

deneylerde gözlenen sonuçlar arasında çizilen grafik ile belirlenmektedir. 

Tahminlenen değerler ile gözlenen değerler arasındaki ilişki Şekil 4.8’te verilmiştir. 
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Gözlenen - Tahminlenen Değerler (8.saat)
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Şekil 4.8. 8. Saatte Tahminlenen Değerler ile Deney Sonucu Gözlenen Değerler 

Arasındaki İlişki 

 

Bağımsız değişkenler arasındaki ilişkiler Şekil 4.9 ve 4.10’da gösterilen Tepki-

Yüzey izdüşümü grafiklerinde belirtilmiştir. 

 

 0,8 
 0,6 
 0,4 
 0,2 
 0 
 -0,2 

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

pH

0

10

20

30

40

50

60

70

N
is

in

 0,8 
 0,6 
 0,4 
 0,2 
 0 
 -0,2 

3,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

pH

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

0,18

0,20

0,22

0,24

0,26

0,28

0,30

T
a
rç

ın

 

Şekil 4.9. 8. Saatte Tepkinin (Log N/N0) pH – Tarçın ve pH – Nisin ile Değişimi 

 

Şekil 4.9’da görülen pH-nisin ve pH-tarçın grafikleri birbirine benzer özellikler 

taşımaktadır. pH 3,5-4,5 arasında 0-20 ppm nisin ve %0-0,1 tarçın varlığında ve pH 

5,0-6,5 arasında 35-70 ppm nisin ve %0,15-0,30 tarçın varlığında B. cereus gelişimi 

önlenmektedir. Yüksek pH seviyesine sahip ortamlarda nisin konsantrasyonu ve 

tarçın yüzdesi belirtilen değerlerin altında kaldığında B. cereus gelişimi artmaktadır. 

pH seviyesi ile nisin ve tarçın konsantrasyonu arasında doğru orantı mevcut olup pH 

R2 = 0.964 
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seviyesi arttıkça bakteri gelişiminin önlenmesi için gerekli tarçın ve nisin 

konsantrasyonları da artmaktadır.  
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Şekil 4.10. 8. Saatte Tepkinin (Log N/N0) Nisin – Tarçın ile Değişimi 

 

Şekil 4.10’da B. cereus gelişimini önleyen nisin ve tarçın değerleri ters orantılı 

olarak değişmektedir. Nisin konsantrasyonu arttıkça tarçın yüzdesi azaltılarak, tarçın 

yüzdesi arttıkça nisin konsantrasyonu azaltılarak B. cereus’a karşı etkin bir koruma 

sağlanabilir. Ancak her iki antimikrobiyal de belirli düzeylerin altında kaldıklarında 

etkilerini kaybetmektedirler. Tarçın yüzdesi %0-0,12, nisin konsantrasyonu 0-20 

ppm seviyeleri arasında kaldıklarında B. cereus gelişimi üzerindeki inhibitör etki 

gözlenmemektedir. 

 

Deneysel çalışmalar sonunda 20. saatte elde edilen verilerin varyans analizi sonuçları 

ve regresyon katsayıları Tablo 4.10 ve 4.11’de verilmiştir. 
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Tablo 4.10. 20. Saatte Elde Edilen Varyans Analizi (ANOVA) Sonuçları 

 
Kareler 

Toplamı 

Serbestlik 

Derecesi 

Kareler Ortalaması 

(varyans) 
F p 

(1)pH(L) 0,001 1 0,001 0,029 0,871 

pH(Q) 0,210 1 0,210 8,085 0,029 

(2)Nisin(L) 0,032 1 0,032 1,237 0,309 

Nisin(Q) 0,221 1 0,221 8,517 0,027 

(3)Tarçın(L) 0,013 1 0,013 0,512 0,501 

Tarçın(Q) 0,209 1 0,209 8,056 0,030 

1L by 2L 2,475 1 2,475 95,497 0,000 

1L by 3L 2,330 1 2,330 89,897 0,000 

2L by 3L 2,525 1 2,525 97,402 0,000 

Hata 0,156 6 0,026   

Genel Kareler 

Toplamı 
8,293 15    

      

 R2 = 0,981    

 

Tablo 4.11. 20. Saatte Regresyon Katsayıları Sonucunda Elde Edilen İkinci 

Dereceden Polinomların p-Değerleri 

 
Regresyon 

Katsayısı 
Standart Hata T(11) P 

Sabit -0,323 1,062 -0,304 0,771 

(1)pH(L) -0,329 0,444 -0,741 0,487 

pH(Q) 0,126 0,044 2,843 0,029 

(2)Nisin(L) 0,028 0,009 3,266 0,017 

Nisin(Q) 0,000 0,000 2,918 0,027 

(3)Tarçın(L) 6,385 2,015 3,168 0,019 

Tarçın(Q) 12,603 4,440 2,838 0,030 

1L by 2L -0,013 0,001 -9,772 0,000 

1L by 3L -3,043 0,321 -9,481 0,000 

2L by 3L 0,136 0,014 9,869 0,000 

 

İstatiksel tablolarda regresyon değeri ve değişkenlerin etkinliği görülmektedir. 20. 

saatte pH bağımsız değişkeninin P değeri, güven aralığının (P≥0,05) dışında kalması 

nedeniyle etkisiz olduğu görülmektedir. pH, nisin ve tarçın bağımsız değişkenlerinin 

birinci deredecen ve nisin ve tarçın bağımsız değişkenlerinin ikinci dereceden 

etkileri, pH-nisin, pH-tarçın ve nisin-tarçın etkileşimleri elde edilen modelde önemli 

bir farklılık yaratmaktadır. 

 

B. cereus gelişimi üzerine etkili olan bağımsız değişkenler (pH, nisin ve tarçın) ile 

tepki (Log N/N0) arasındaki ilişkiye bağlı olarak yapılan regresyon analizi sonucunda 

ortaya çıkan katsayılar kullanılarak 8. saatte aşağıdaki ikinci dereceden polinom 

model denklemi elde edilmiştir. 



 45 

TNTpHNpHT

TNpHpHNLogN





.136,0.043,3.013,0.603,12

.385,6.028,0.126,0.329,0323,0/

2

2

0
 (4.3) 

 

Modelin uygunluğu varyans analizi sonuçları ve modelden tahminlenen değerler ile 

deneylerde gözlenen sonuçlar arasında çizilen grafik ile belirlenmektedir. 20. saatte 

gerçekleştirilen analizler sonucunda tahminlenen değerler ile gözlenen değerler 

arasındaki ilişki Şekil 4.11’de verilmiştir. 
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Şekil 4.11. 20. Saatte Tahminlenen Değerler ile Deney Sonucu Gözlenen Değerler 

Arasındaki İlişki 

 

Bağımsız değişkenler arasındaki ilişkiler Şekil 4.12 ve 4.13’de gösterilen Tepki-

Yüzey izdüşümü grafiklerinde belirtilmiştir. 
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Şekil 4.12. 20. Saatte Tepkinin (Log N/N0) pH – Tarçın ve pH – Nisin ile Değişimi 

R2 = 0.981 
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Tarçın, nisin ve pH değişkenleri ile yapılan deneylerden 20. saatte elde edilen 

verilere göre Şekil 4.12’de ve Şekil 4.13’de verilen grafikler çizilmiştir. Şekil 

4.12’de görülen pH-nisin ve pH-tarçın grafikleri, 8. saatte elde edilen veriler veriler 

yardımıyla çizilen Şekil 4.9’daki pH-nisin ve pH-tarçın grafiklerine oldukça 

benzemektedir. Belirlenen tek farklılık, Şekil 4.12’de pH 4-5 arasında bakteri 

gelişimi daha etkin bir şekilde önlenmektedir. Buna göre, süre ilerledikçe pH-nisin 

ve pH-tarçın etkinlikleri artmaktadır.   

 

 1 
 0,5 
 0 

0 10 20 30 40 50 60 70

Nisin

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,12

0,14

0,16

0,18

0,20

0,22

0,24

0,26

0,28

0,30

T
a
rç

ın

 

Şekil 4.13. 20. Saatte Tepkinin (Log N/N0) Nisin – Tarçın ile Değişimi 

 

Şekil 4.13’de görülen nisin-tarçın grafiği Şekil 4.10’da görülen grafik ile benzer 

özellikler taşımaktadır. Ancak nisin-tarçın etkileşiminin B. cereus üzerindeki 

etkisinde küçük bir azalma olduğu gözlenmektedir. Buna göre, nisin konsantrasyonu 

60-70 ppm seviyesine çıkartıldığında istenen etkinin sağlanabildiği görülmektedir, 

fakat süre ilerledikçe nisin-tarçın etkileşiminin az da olsa etkisini kaybettiği dikkati 

çekmektedir. Şekilde tarçın %0-0,1, nisin 0-30 ppm seviyesinin altında kaldığında B. 

cereus sayısında artış gözlenmektedir. 

 

4.4. Verilerin Doğrulanması 

 

4.4.1. Modelin Doğrulanması 

 

Nisin, lizozim, pH, süre ve nisin, tarçın, pH değişkenlerini içeren iki deneysel 

çalışmadan elde edilen veriler yardımıyla optimum noktalar seçilmiştir. Optimum 

noktaların belirlenmesinde Modde 7 (Umetrics, Sweden) programının “optimizer” 

özelliği kullanılmıştır. Seçilen optimum noktaların ve dolayısıyla modellerin 
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doğrulanması amacıyla hazırlanan deney planı çerçevesinde elde edilen 

mikrobiyolojik analiz sonuçları Tablo 4.12 ve 4.13’te verilmiştir. Tablolarda Modde 

7 (Umetrics, Sweden) programından elde edilen optimum noktaların alt sınırları, 

tahminlenen Log N/N0 adı altında verilmiştir. Örneklerin başlangıç B. cereus sayısı 

5,25 log10 kob/ml olarak bulunmuştur.  

 

Tablo 4.12. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerini İçeren Modelin Doğrulama 

Sonuçları  

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Lizozim 

(ppm) 

Süre 

(saat) 

Gözlenen 

Log N/N0 

Tahminlenen 

Log N/N0 

1 6,2 - - 2 0,77 - 

2 6,2 35 75 2 -0,80 -1,23 

3 4,2 - - 26 -0,1 - 

4 4,2 65 30 26 -0,62 -1,30 

 

Tablo 4.13. Nisin, Tarçın ve pH Değişkenlerini İçeren Modelin Doğrulama 

Sonuçları 

Örnek pH 
Nisin 

(ppm) 

Tarçın 

(%) 

Süre 

(saat) 

Gözlenen 

Log N/N0 

Tahminlenen 

Log N/N0 

1 6,2 - - 8 2,66 - 

2 6,2 60 0.2 8 -0,04 -0,06 

3 6,2 - - 20 2,72 - 

4 6,2 60 0.2 20 -0,13 -0,10 

5 4,2 - - 8 0,26 - 

6 4,2 25 0.15 8 0,15 -0,01 

7 4,2 - - 20 0,36 - 

8 4,2 25 0.15 20 0,16 -0,04 

 

Nisin, lizozim, pH ve süre değişkenlerini içeren modelde, pH 6,2’de, nisin 35 ppm, 

lizozim 75 ppm düzeyinde ilave edilmiş olup 2 saat sonunda yapılan mikrobiyolojik 

analizlerde B. cereus sayısında 0,8 log’luk bir azalma meydana gelmiştir. Aynı 

modelde pH 4,2’de 65 ppm nisin, 30 ppm lizozim varlığında 26 saat sonunda B. 

cereus sayısında 0,6 log’luk azalma belirlenmiştir. 

 

Nisin, tarçın ve pH değişkenlerini içeren modelde, pH 6,2 ve pH 4,2’de uygulanan 

nisin ve tarçın konsantrasyonları B. cereus sayısında azalma sağlamasa da, bakteri 

gelişimini engellemiştir. Elde edilen sonuçlar tahminlenen tepki değerleri ile uyum 

göstermektedir. 
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4.4.2. Meyve Sularında Doğrulama 

 

Modellerin TSB besiyerinde doğrulanmasının ardından düşük ve yüksek pH 

değerlerine sahip elma ve havuç suyunda doğrulama çalışmaları yapılmıştır. 

Doğrulama çalışmalarında elde edilen mikrobiyolojik analiz sonuçları Tablo 4.14 ve 

4.15’te verilmiştir. Örneklerin başlangıç B. cereus sayısı 5,25 log10 kob/ml olarak 

tespit edilmiştir. Tablolarda karşılaştırma yapabilmek amacıyla TSB besiyerinde 

gerçekleştirilen doğrulama sonuçları da verilmiştir. 

 

Tablo 4.14. Nisin, Lizozim, pH ve Süre Değişkenlerini İçeren Modelin Meyve 

Sularında Doğrulanması 

Örnek Ortam pH 
Nisin 

(ppm) 

Lizozim 

(ppm) 

K-Sorbat 

(ppm) 

Süre 

(saat) 
Log N/N0 

1 Havuç 6,2 - - - 2 0,33 

2 Havuç 6,2 - - 300 2 0,42 

3 Havuç 6,2 35 75 - 2 0,21 

4 TSB 6,2 35 75 - 2 -0,80 

5 Elma 4,2 - - - 26 -0,43 

6 Elma 4,2 - - 300 26 -0,52 

7 Elma 4,2 65 30 - 26 -0,50 

8 TSB 4,2 65 30 - 26 -0,62 

 

Tablo 4.15. Nisin, Tarçın ve pH Değişkenlerini İçeren Modelin Meyve Sularında 

Doğrulanması 

Örnek Ortam pH 
Nisin 

(ppm) 

Tarçın 

(%) 

K-Sorbat 

(ppm) 

Süre 

(saat) 
Log N/N0 

1 Havuç 6,2 - - - 8 1,53 

2 Havuç 6,2 - - 300 8 0,18 

3 Havuç 6,2 60 0,2 - 8 0,10 

4 TSB 6,2 60 0,2 - 8 -0,04 

5 Havuç 6,2 - - - 20 2,45 

6 Havuç 6,2 - - 300 20 0,37 

7 Havuç 6,2 60 0,2 - 20 0,03 

8 TSB 6,2 60 0,2 - 20 -0,13 

9 Elma 4,2 - - - 8 0,05 

10 Elma 4,2 - - 300 8 -0,40 

11 Elma 4,2 25 0,15 - 8 -0,07 

12 TSB 4,2 25 0,15 - 8 0,15 

13 Elma 4,2 - - - 20 0,16 

14 Elma 4,2 - - 300 20 0,80 

15 Elma 4,2 25 0,15 - 20 0,07 

16 TSB 4,2 25 0,15 - 20 0,16 
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TSB besiyerinde gerçekleştirilen doğrulama çalışmaları aynı optimum noktalar baz 

alınarak farklı pH değerlerine sahip elma ve havuç sularında devam etmiştir. Meyve 

sularında yapılan analizler sonucunda elde edilen değerler TSB besiyerinde elde 

edilen sonuçlar ile uyum göstermektedir. Optimum noktadan en büyük sapma nisin, 

lizozim, pH ve süre değişkenlerini içeren modelde havuç suyunda gözlenmiştir. TSB 

besiyeri ile havuç suyu analizleri sonucunda tepki değerinde yaklaşık 1 log’luk bir 

sapma belirlenmiştir (Tablo 4.13).    
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5. SONUÇ 

 

Bu çalışmada emetik ve diyarejenik toksin üreten B. cereus suşlarının karışımı 

kullanılarak farklı pH değerlerinde nisin, lizozim ve tarçın gibi doğal 

antimikrobiyallerinin inhibitör etkileri araştırılmıştır. Tepki-Yüzey Yöntemi 

(“Response-Surface Methodology”) kullanılarak nisin, lizozim, tarçın, pH ve süre 

değişken olarak alınmış ve deney planları hazırlanmıştır. 

 

Nisin, lizozim ve tarçının tekli antimikrobiyal etkilerinin incelendiği deneyde, nisin 

ve tarçının olumlu etkileri saptanırken lizozim ilavesi B. cereus gelişimini önlemekte 

yetersiz kalmıştır. Nisin ve tarçın içermeyen örneklerde pH seviyesindeki azalmanın 

B. cereus sayısı üzerinde doğrudan etkili olduğu ve pH 5 değerinin altındaki 

örneklerde B. cereus gelişiminin engellendiği gözlenmektedir. Tüm pH seviyelerinde 

(pH 3,5-5,0-6,5) nisin ve tarçın varlığı, mikroorganizma gelişimini önlemiştir. 

 

Nisin, lizozim, pH ve süre bağımsız değişkenlerinin B. cereus üzerindeki etkilerinin 

incelendiği deneyde, pH-süre, nisin-lizozim ve nisin-süre etkileşimleri önemli bir 

farklılık yaratmaktadır. Deneysel çalışmalarda B. cereus sayısında maksimum 

azalmayı sağlayan bağımsız değişken değerleri pH 4.5, nisin 50 ppm, lizozim 50 

ppm ve süre 8 saat olarak belirlenmiştir. Verilen değerlerde tepki (Log N/N0) -1,20 

olarak bulunmuştur. 

 

Nisin, tarçın ve pH bağımsız değişkenlerinin 8. ve 20. saatte B. cereus üzerindeki 

etkilerinin incelendiği deneyde ise 8. sattte bağımsız değişikenlerin tüm ikili 

etkileşimleri ve nisin konsantrasyonunun ikinci dereceden etkisi tespit edilmiştir. 20. 

saatte yapılan deneysel çalışmalar sonucunda ise bağımsız değişkenlerin tüm ikili 

etkileşimleri ve ikinci dereceden etkilerinin önemli bir farklılık yarattığı tespit 

edilmiştir. 

 

Modelleme çalışmaları sonucunda elde edilen optimum değerler ile doğrulama 

çalışmaları yapılmıştır. TSB besiyerinde ve meyve sularında (elma ve havuç suyu) 

modelin doğrulanması amacıyla yapılan çalışmalarda gözlenen değerler, tahminlenen 
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değerlerle uyum göstermektedir. TSB besiyerinde yapılan doğrulama çalışmalarında 

pH 6,2’de 35 ppm nisin ve 75 ppm lizozim varlığında tepki (Log N/N0) -0,80; 60 

ppm nisin ve %0,2 tarçın varlığında -0,04 olarak tespit edilmiştir. pH 4,2’de ise 65 

ppm nisin ve 30 ppm lizozim varlığında tepki (Log N/N0) -0,62; 25 ppm nisin ve 

%0,15 tarçın varlığında tepki 0,15 olarak bulunmuştur. Gözlenen ve tahminlenen 

değerler kıyaslandığında tarçın, nisin ve pH değişkenlerini içeren modelden elde 

edilen sonuçlar lizozim, nisin, pH ve süre değişkenlerini içeren modelden elde 

edilenlere göre daha iyidir. 
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