ONSOZ

Geleneksel gida muhafaza yontemlerinden kimyasal katki maddeleri ve
pastorizasyon gibi 1s1l islemler gida endiistrisinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir.
Son yillarda taze ve diisiik 1s1l islem uygulanmis ve kimyasal katki maddelerinden
anndirilmis gidalara yonelik talepler gida muhafazasini zorlastirmaktadir. Meyve
sularina, Ozellikle elma suyuna 1sil islem uygulanmasi {iriiniin organoleptik
ozelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu nedenle meyve suyu endiistrisinde
pastorizasyon prosesinden kaginilmakta veya proses kosullari azaltilmaktadir. Ancak
diisiik 1s11 igslem uygulanmasi ve koruyucu katki maddelerinin kullanilmamasi gida
giivenligi  agisindan  ¢esitli  riskleri  beraberinde  getirmektedir.  Patojen
mikroorganizma kontaminasyonu nedeniyle gida kaynakli zehirlenme vakalari
giderek artmaktadir. Bu kapsamda yeni gida muhafaza yontemlerinin gelistirilmesi
zorunlu hale gelmektedir.

Yaptigimiz c¢alismada enfeksiyon ve intoksikasyon etkeni olan Bacillus cereus
bakterisinin emetik ve diyarejenik suslarinin karisimlari ile ¢alisilmis ve nisin,
lizozim, tar¢in gibi dogal antimikrobiyal maddelerin ve pH, siire gibi degiskenlerin
B. cereus iizerindeki etkisi arastirilmistir.

Calismamin her asamasinda fikirleri ile beni yonlendiren, yardimlarini1 ve destegini
higbir zaman esirgemeyen Gida Miihendisligi Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr. Necla
ARAN’a tesekkiirii bir borg bilirim. Deneysel planlarin hazirlanmasinda ve istatiksel
verilerin degerlendirilmesinde yardimci olan Gida Miihendisligi Boliimii Arastirma
Gorevlilerinden Nese Sahin’e tesekkiir ederim. Ayrica deneysel calismalarda biiyiik
emegi gecen ve deneyin gece gegcen kisimlarinda beni yalniz birakmayarak destek
olan Gida Miihendisiligi Bolimii Arastirma Gorevlilerinden Volkan K. Kdseoglu’na
tesekkiir ederim. Deneysel calismalarda kullanilan malzemelerin temini sirasinda
biiyiik yardimi dokunan Ozgiir Alkan’a ve labarotuvar ¢alismalarinda destek veren
Levent Ozcelik’e tesekkiir ederim.

Agustos, 2005 Ali Ozgiir Ozcan
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MEYVE SULARINDA BACILLUS CEREUS GELISIMININ ONLENMESI
OZET

Gida endiistrisinde, bozulmaya yol agan mikroorganizmalar nedeniyle olusan
ekonomik kayiplar ve patojenik mikroorganizmalarin insan saghigi {izerindeki
olumsuz etkileri biiylikk sorunlara yol ag¢maktadir. Giiniimiizde tiiketicilerin
katkilardan arindirilmis, az islenmis ve dogal iirlinlere egilimleri mevcut sorunlari
daha da artirmaktadir. Bu kapsamda tirlin raf dmriinii ve gida giivenligini gelistirmek
ve tiiketici taleplerini karsilamak amaciyla dogal antimikrobiyal bilesikler yogun bir
sekilde arastirllmaktadir. Dogal antimikrobiyal bilesikler arasinda oOzellikle
hayvansal kaynakli lizozim, mikrobiyal kaynakli nisin ve bitkisel kaynakli tar¢in
dikkat ¢cekmektedir.

Bacillus cereus yiiksek sicakliga ve farkli ¢evre kosullarina direng gosterebilmekte,
gidalar kanaliyla infeksiyon ve intoksikasyon olusturabilmektedir. Dogal
antimikrobiyal bilesikler kullanilarak meyve sularinda patojen bakteri gelisiminin
Onlenmesi igin bir¢ok arastirma yapilmaktadir. Ancak bu antimikrobiyallerin meyve
sularinda sorun teskil eden B. cereus gelisimi iizerindeki etkileri ile yapilmis
calismalar sinirlidir.

Bu calismada emetik ve diyarejenik toksin iireten B. cereus suslarmin karigimi
kullanilarak ~farkli pH degerlerinde nisin, lizozim ve tar¢gin gibi dogal
antimikrobiyallerin  inhibitor etkileri arastirilmistir.  Tepki-Yiizey Yontemi
(“Response-Surface Methodology”) kullanilarak nisin, lizozim, pH ve siirenin
degisken olarak segildigi (NLPS) ve nisin, tar¢in ve pH’nin degisken olarak se¢ildigi
(NTP) modellerin deney planlart hazirlanmigtir. Laboratuarda kiiltiir ortamlarinda
(tryptic soy broth) elde edilen veriler degerlendirilerek kiiltiir ortaminda ve elma,
havug sularinda dogrulama ¢aligmalar1 yapilmistir.

NLPS’nin deneysel ¢alismalarinda, nisin konsantrasyonlari 20-50 ppm (“part per
million”), lizozim Konsantrasyonlar1 50-100 ppm, pH degerleri 3.5-7.5 ve siire
degerleri 2-26 saat olarak secilmistir. Istatiksel analizlerde pH-siire, nisin-lizozim ve
nisin-siire etkilesimlerinin 6nemli bir farklilik yarattigi belirlenmistir. NTP’nin
deneysel c¢alismalarinda ise nisin konsantrasyonlart 0-70 ppm, tar¢in
konsantrasyonlart %0-%0.3 ve pH degerleri 4.5-6.5 olarak secilmistir. Istatiksel
analizler sonunda yapilan degerlendirmede nisin-tar¢in, nisin-pH ve tar¢in-pH
etkilesimlerinin 6nemli bir farklilik yarattigi belirlenmistir.

Tepki-Yiizey Yontemi’yle elde edilen modellerin dogrulanmasi amaciyla yapilan
caligmalarda NLPS’de pH 4,2’de 65 ppm nisin, 30 ppm lizozim varliginda 26 saat
sonunda tepki (Log N/No) -0,62, pH 6,2’de 35 ppm nisin, 75 ppm lizozim ilavesi ile
2 saat sonunda tepki -0,8 olarak belirlenmistir. Nisin, tar¢in ve pH degiskenlerini
iceren modelde, pH 6.2 ve pH 4.2°de uygulanan nisin ve tar¢in konsantrasyonlar1 B.
cereus gelisimini engellemistir. Elde edilen sonuglar tahminlenen tepki degerleri ile
uyum gostermektedir.
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Farkli pH degerlerine sahip elma ve havug¢ suyunda yapilan analizler sonucunda elde
edilen degerler TSB besiyerinde elde edilen sonuglar ile uyum gdstermektedir.
Optimum noktadan en biiylik sapma nisin, lizozim, pH ve siire degiskenlerini igeren
modelde, havug suyunda yapilan analizler sonucunda gézlenmistir.



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/No) 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.



1. GIRIS

Gida giivenliginin saglanmasinda geleneksel yaklasimlar 1sil islem ve kimyasal katki
maddeleri kullanimi olarak 06zetlenebilmektedir. Antimikrobiyal 6zellige sahip
Kimyasal katki maddeleri arasinda tuz, karbon dioksit, azot, nitratlar, nitritler, ozon,
kikiirt dioksit, klorin, etanol, sukroz, organik asitler (asetik, propiyonik, sorbik,
benzoik asit), dikarbonik asit esterleri, p-hidroksibenzoik asit esterleri, o-fenilfenol,
bifenil, dumanlar, tiabendazol gibi ¢esitli bilesikler yer almaktadir (Liick ve Jager,
1997). Ancak isletmelerin gida endiistrisinde rekabet edebilmeleri i¢in isletme
maliyetlerini diisiirmeleri ve degisen tiiketici taleplerini karsilayabilmeleri
gerekmektedir. Son yillarda degisen tiiketici talepleri asagidaki sekilde
siralanmaktadir (Gould, 1999):

- Diisiik oranda tuz, yag, seker igeren {iriinler,

- Daha az kimyasal katki maddesi igeren tiriinler,

- Daha az 1s1l islem uygulanmus iiriinler,

- Dogal muhafaza yontemlerinin daha fazla kullanildig: Girtinler,

- Kolay depolanabilir, uzun raf émriine sahip {iriinler,

- Daha taze, daha dogal {iriinler,

- Daha giivenli ve daha besleyici {iriinler.

Siralanan talepler dogrultusunda gida endiistrisinde 1si1l islem uygulamasi ve
kimyasal katki maddeleri kullanimi gibi geleneksel igleme yontemleri terkedilmeye
baslanmigtir. Ancak muhafaza kosullarinin azaltilmasi nedeniyle {irlinde mevcut
mikrobiyal risk artmaktadir. Bu kapsamda gida endiistrisinde 1s1l islem icermeyen
alternatif isleme ve muhafaza yontemleri 6nem kazanmaktadir. Gida muhafazasi ve

islemesinde kullanilan gesitli alternatif yontemler Tablo 1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1. Alternatif Muhafaza ve Isleme Y&ntemleri

Alternatif Yontemler

Yiiksek Hidrostatik Basing ("High Hydrostatic Pressure")
Isilama ("Ionising Radiation")

Darbeli Elektrik Alan ("Pulsed Electric Field")
Ultraviyole ("Ultraviolet Light™)

Dogal Antimikrobiyal Maddeler

"Ultrasound"

Mikrodalga ("Microwave")

Cesitli tirtinler lizerinde yapilan arastirmalar sonucunda belirtilen alternatif yontemler
gida gilivenligi ve raf dmrii iizerinde olumlu etkiler gdstermektedir. Ancak isletme
maliyetleri ¢ekincelere neden olmaktadir. Darbeli elektrik alan, 1sinlama, yiiksek
hidrostatik basing gibi yontemler isletmelere 6nemli Slgiide mali yiik getirmektedir
(Vasavada, 2003a; Sizer ve Balasubramaniam, 1999). Bu nedenle son yillarda gida
endustrisinde dogal antimikrobiyal madde kullanimi1 konusundaki arastirmalar artig
gostermektedir. Ozellikle olumlu etki saglayan yontemlerin birlikte kullanilmalar
(engeller teknolojisi/“hurdle/combination technology”) “sinerji” yaratarak toplam
etkiyi artirmaktadir. Gidanin pH ve su aktivite (aw) degerleri ile bilesimi (yag,
protein, tuz vb. bilesenler) antimikrobiyal sistemlerin etkinligi iizerinde 6nemli rol

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

Son yillarda risk olusturan {iriinlerin muhafazasinda baharat esans yaglar1 gibi
bitkisel kaynakli; lizozim, laktoperoksidaz gibi hayvansal kaynakli ve natamisin,
kitosan, bakteriosinler gibi mikrobiyal kaynakli dogal antimikrobiyal maddelerin

kullanimi1 yogun olarak arastirilan konular arasindadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. MEYVE SULARI

2.1.1. Meyve Sularinin Bilesimleri

Meyve suyu ve meyveli igecekler ¢ok genis bir kitle tarafindan talep edilen
tiriinlerdir. Son yillarda kahve ve alkollii igecek tliketiminin azalmaya baslamasi
sebebiyle meyve sulari, spor/enerji icecekleri gibi liriinlere yonelik talep artmaktadir

(Foster ve Vasavada, 2003).

Meyveler hayvansal ve diger bitkisel kaynakli gidalarda bulunmayan birgok besleyici
O0geyi icermeleri dolayisiyla beslenmede ¢ok Onemli bir rol oynamaktadirlar.
Ozellikle potasyum, demir, askorbik asit, B-karoten gibi vitamin ve mineraller
bakimindan zengindirler. Bunun yaninda ¢inko, magnezyum, mangan ve fosfor
acisindan da zengindirler. Meyvelerde bulunan cesitli flavonoid bilesikleri kan
dolagimini, kilcal damar esnekligini ve gecirgenligini artirarak vitaminlerin
aktivitelerini artirmaktadir. Bu etkiye “Vitamin P aktivitesi” adi verilmektedir. Bu
sebeple taze meyve tiiketiminin sentetik vitamin tiiketiminden daha yararli oldugu

belirtilmektedir (Fourie, 2001).

Meyvelerin igerdigi mineral ve vitaminler, meyvenin yetistigi topraga, yetistirildigi
yere, meyvenin cinsine ve olgunluguna, depolama kosullarina gore fakliliklar
gostermektedir. Ayrica Uriiniin isleme tipi de vitamin ve mineral igerigini
degistirebilmektedir. Ornegin meyve suyu islemesinde 1s1l islem ve oksidasyon
nedeniyle C vitamini igerigi onemli oranda azalmaktadir. Ancak isleme sirasinda
yiiksek diizeyde askorbik asit ilave edilerek son iiriindeki vitamin igerigi
artirtlabilmektedir. Meyvelerin protein ve aminoasit igerikleri diisiik olmalarina
ragmen seker igerikleri yiiksektir (Varnam ve Sutherland, 1994). Cesitli
meyvelerdeki seker ve su icerikleri, pH araliklari, enerji degerleri, vitamin ve mineral

gibi besin 6gelerinin miktarlar1 Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de verilmistir.



Tablo 2.1. Cesitli Meyvelerin pH Araliklart ve 100 g’larindaki Enerji Degerleri, Su
ve Karbonhidrat Miktarlar1 (Fourie, 2001; Stratford ve dig., 2000)

Su Enerji Degeri Karbonhidrat

Meyve ) (kcal) ) pH Arah@
Armut 83,8 40 10 3,0-45
Cilek 89,5 27 6 3,0-34
Domates 93,1 17 3,1 32-4,8
Elma 84,5 47 11,8 29-45
Erik 83,9 36 8,8 3,0-45
Greyfurt 89,0 30 6,8 2,9-3,6
Kayisi 87,2 31 7,2 3,1-45
Limon 86,3 19 3,2 2,0-255
Portakal 86,1 37 8,5 2,6-4,3
Seftali 88,9 33 7,6 3,6-4,0
Uziim 81,8 60 15,4 2,9-39
Visne 82,8 48 11,5 3,7-4,4

Tablo 2.2. Cesitli Meyvelerin 100 g’larindaki Baslica Vitamin ve Mineral Miktarlari
(Fourie, 2001)

Meyve K Ca Mg Fe P Karoten Vitamin C
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (ng) (mg)

Armut 150 11 7 0,2 13 18 6
Cilek 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
Kayisi 270 15 11 0,5 20 405 6
Kuru incir 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
Seftali 160 7 9 0,4 22 58 31
Uziim 210 13 7 0,3 18 17 3
Visne 210 13 10 0,2 21 25 11

2.1.2. Meyve Suyu Uretimi ve Kontaminasyon Kaynaklari

Ticari olarak meyve suyu iretimi akis semalar1 istenen son iriin tipine bagli olarak
degismektedir. Ozellikle meyve suyu ekstraksiyonundan sonra yapilan farkli islemler
son Uriin tipini degistirmektedir. Meyve sularinin sahip olmalar1 gereken temel
ozellikler (nektar, meyve suyu konsantresi gibi) iilkelere gore degisiklik gostermekte
olup yasal diizenlemelerle tanimlanmistir (Varnam ve Sutherland, 1994; Stratford ve

dig., 2000). Sekil 2.1°de meyve suyu iiretimi akis semasi ana hatlari ile verilmistir.



[ Meyve Hasadi ve Depolama ]

[ Smiflandirma ve Yikama ]

[ Ekstraksiyon ]

[ Evaporasyon ve Konsantrasyon ]

[ Sogutma ]:

[ Koruyucu Madde Ilavesi ] [ Pastorizasyon

[ Aseptik Dolum ve Paketleme L

Sekil 2.1. Meyve Suyu Uretimi Akis Semasi (Stratford ve dig., 2000)

Meyve sularinin muhafazasinda kullanilan en etkili yontem pastorizasyon prosesidir.
Isil islem organizmalarin DNA, RNA, ribozom, enzim sistemleri gibi hayati organel
ve molekiillerini hedef almaktadir. Son yillarda aseptik paketleme ile birlikte
kullanilan past6rizasyon igleminin meyve suyu iiretiminde basarili sonuglar verdigi
belirtilmektedir. Pastorizasyon sicakligi iiriine ve hedef alinan mikroorganizmaya
gore degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin 52°C’°de 2 dakikalik bir pastdrizasyon
islemi bircok maya tiirlinli; 60°C’de 10 dakikalik 1s1l islem ise vejatatif kiiflerin

hepsini dldiirebilmektedir. Ancak Byssochlamys fulva gibi askospor olusturan kiifler



ve Bacillus spp. gibi bakteri sporlart yiikksek sicakliklara (>90°C)
dayanabilmektedirler. Bunun yaninda seker, tuz, lipid, protein veya koruyucu madde

varligi ve ortamin pH degeri pastorizasyonun etkinligini degistirmektedir (Stratford
ve dig., 2000).

Meyve suyu islemesinde pastorizasyon uygulamasi kiiciik ve orta dlgekli isletmelere
agir mali yiikler getirmektedir. Bunun yaninda yillik isleme giderleri de isletmelerin
rekabet giiclerini etkileyebilmektedir. Ote yandan 1sil islem iiriiniin fiziksel ve
organoleptik 6zelliklerine zarar vermekte, bakteri sporlarini ve kiif askosporlarini da
yok edememektedir. Bu nedenlerle pastorizasyon ozellikle kiigiik ve orta 6lgekli
isletmeler tarafindan fazla tercih edilmemektedir (Stratford ve dig., 2000; Kozempel
ve dig., 1998; Vasavada, 2003a).

Meyve sularinda mikrobiyal kontaminasyon hasat 6ncesi ve hasat sonrasi tiim iiretim
basamaklarindan kaynaklanabilmektedir. Hasat Oncesi kontaminasyon noktalari
arasinda toz, toprak, sulama, dogal giibreleme, vahsi veya evcil hayvanlar ve insanlar
sayilabilmektedir (Buck ve dig., 2003; De Roever, 1998). Ayrica kirli ve hasar
gdrmiis meyvelerin toplanmasi da mikrobiyal riski artirmaktadir. Ozellikle diskida ve
buna bagli olarak suda, hasar gérmiis meyvelerde E. coli O157:H7 kontaminasyonu
ortaya ¢ikabilmektedir (Vasavada, 2003a). Hasat sonrasinda toplanan iriiniin
isletmelere taginmasinin gecikmesi sonucunda uygun nem ve sicaklik kosullarinda
mikrobiyal yiikk hizla artabilmektedir. Ozellikle meyvelerin yiizeylerindeki
mikroorganizmalarin isleme Oncesinde ¢ok dikkatli bir sekilde temizlenmesi
gerekmektedir. Bu amacla isleme Oncesi meyveler ¢esitli kimyasal maddeler
yardimiyla yikanmaktadir. Kullanilan kimyasal maddeler arasinda klor, asetik asit,
hidrojen peroksit, fosforik asit, peroksiasetik asit, klor dioksit, trisodyum fosfat
sayilabilmektedir (Vasavada, 2003a; De Roeder, 1998; Vasavada ve Heperkan, 2003;
Cherry, 1999). Ancak isleme sirasinda personelden ve kulanilan ekipman ve sudan
kaynaklanan kontaminasyonlar nedeniyle yikama ile mikroorganizmalar tamamen
elimine edilememekte, sadece mikrobiyal yiikte azalma saglanabilmektedir. Yikama
sonrasi asamalarda 1si1l islem (pastorizasyon) ve koruyucu madde ilavesi ile
mikroorganizma kontaminasyonu/gelismesi kontrol altina alinmaya calisilmaktadir.
Meyve suyu muhafazasinda potasyum sorbat, sodyum benzoat gibi koruyucu
maddeler kullanilmaktadir (Vasavada, 2003a).



Meyve suyu islemesi sirasinda uygulanan muhafaza yontemlerine ragmen bir¢ok
zehirlenme vakasi ile karsilasilmasi nedeniyle 2001 yilinda FDA (“Food and Drug
Administration”), pastorize edilmemis veya mikrobiyal yiikte 5 log’luk azalma
saglayan bir proses uygulanmamis meyve sularinda HACCP (“Hazard Analysis and
Critical Control Point”) programini zorunlu hale getirmistir (Vasavada, 2003a;
Kautter, 2003).

2.1.3. Mikrobiyolojik Ozellikler

Meyve suyu igerdigi su, seker, organik asitler, vitaminler ve iz elementler nedeni ile
kiif, maya ve asidurik organizmalar gibi bozulmaya yol acan mikroorganizmalar i¢in
uygun bir gelisme ortamidir. Meyve sularinda bozulmaya yol agan
mikroorganizmalar  arasinda  Acetobacter,  Gluconobacter, Lactobacillus,
Leuconostoc, Bacillus, Clostridium, Alycyclobacillus, Zymomonas, Saccharobacter
ve Zymobacter sayilabilmektedir. Cesitli meyve sularinda bozulmaya yol agan
mikroorganizmalar ve meydana gelen bozulmalar Tablo 2.3’te verilmistir. Bunun
yaninda son yillarda taze veya pastdrize edilmemis meyve suyu tiiketimine bagh
olarak patojen bakteri kaynakli c¢ok sayida gida zehirlenmesi vakalarina
rastlanmaktadir. Belirtilen zehirlenme vakalarina 6zellikle Escherichia coli
0157:H7, Salmonella, Bacillus cereus, Cryptosporodium parvum gibi patojen
mikroorganizmalarin neden oldugu belirlenmistir. FDA’ya gére Amerika Birlesik
Devletleri’'nde pastorize edilmemis meyve suyu tiikketimi sonucu yilda 6000
zehirlenme vakas1 meydana gelmektedir (Vasavada, 2003b). ABD ve Kanada’da son
yillarda meydana gelen gesitli zehirlenme vakalar1 ve zehirlenmeye yol agan patojen

mikroorganizmalar Tablo 2.4’te verilmistir.

Meyve sularinda maya kontaminasyonu nedeniyle zehirlenme olasilig1 olduk¢a azdir.
Yaklagik 600 maya tiiri i¢inde sadece bir kag1 patojenik Ozellige sahiptir. Patojen
mayalar arasinda Candida famata (Debaryomyces hanseii), Candida guillermondii
(Pichia guillermondii), Candida krusei (Issatchenka orientalis), Candida
parapsilosis ve Saccharomyces cerevisae sayilabilir. Patojen mayalar genelikle
kanda infeksiyon yaratirlar. Ancak Saccharomyces, Zygosaccharomyces gibi mayalar
bagisiklik sistemini uyararak bagirsak infeksiyonlarina neden olmaktadirlar

(Stratford ve dig., 2000).



Meyve sularinda pH seviyesinin diisik olmasi nedeniyle patojen bakterilerin
gelismesi oldukca zordur. Ancak asidite tiim patojen bakteri florasin1 yok etmeye
yeterli degildir. Diisiik dozlarda alinmasi durumunda bile infeksiyon yaratabilen E.
coli O157:H7 disik pH seviyelerinde gelisebilmektedir. E coli 0O157:H7,
“hemorrhagic colitis” ve “hemolytic uremic syndrome” gibi enfeksiyonlara neden
olarak oOliime yol agabilir. Meyvelere ve meyve sularma E. coli O157:H7
kontaminasyonu diski kaynaklidir ve hammadde temizligi, proses sonunda kimyasal
katki ilavesi ve pastorizasyon gibi islemlerle engellenebilmektedir. Disk1 kaynakli
baska bir patojen bakteri Salmonella typhimurium olarak belirtilmektedir. Salmonella
spp. diisik pH seviyelerinde canli kalarak gelisebilmektedir. pH 3.6’da 30 giin
boyunca canli kalabildigi belirlenmistir (Stratford ve dig., 2000).

Atik sularin meyve suyu prosesinde kullanilmasi nedeniyle iiriine bulasan hepatit A
ve SRSV (“small round structured virus”) virilisleri sorun teskil etmektedir. Ayrica
hayvan diskisinda bulunan Cryptosporidium patojen bir protozoadir ve pH 2.0’de 1
saat boyunca canliligini koruyabilmekte ve Ozellikle elma sularinda infeksiyon

olusturabilmektedir (Stratford ve dig., 2000).

Meyve sularinda mikotoksinler, 6zellikle patulin, nedeniyle birgok kiif tiirii sorun
yaratabilmektedir. Penicillium expansum, P. griseofulvum, P. roqueforti var.
carneum, P. funiculosum, P. claviforme, P. granulatum ve Byssochlamys spp. gibi
kiifler elma sularinda patulin tiretmektedirler. Ayrica Byssochlamys tiirleri patulinden
farkli olarak “byssotoxin A” ve “byssochlamic acid” te iiretebilirler. Meyve sularinda
patulin varlig1 diinya ¢apinda bir sorundur. Tiirkiye’de elma suyu konsantrelerinden
alinan orneklerin %44’tinde patulin tespit edilmigtir. Patulin, fermentasyon prosesi

ile ve askorbik asit ilavesi ile onlenebilmektedir (Vasavada, 2003b).



Tablo 2.3. Meyve Sularinda Bozulmaya Yol Acan Mikroorganizmalar (Vasavada,

2003b; Stratford ve dig., 2000)

Mikroorganizma

Uriin

Meydana Gelen Bozulma

Saccharomyces cerevisiae

Meyve suyu

Alkolik fermentasyon, basing
olusumu ve bulaniklik

Zygosaccharomyces bailii

Meyve suyu ve meyve
konsantreleri

Eksi tat ve tortu olusumu

Byssochlamys fulva

Elma suyu, Uziim suyu
ve konsantreleri

Pasli tat ve koku

Acetobacter

Elma suyu

Etil alkol oksidasyonu

Gluconobacter

Meyve suyu konsantresi

Bulaniklik

Lactobacillus

Portakal suyu
konsantresi

Eksi tat, tereyag-siit kokusu

Alycyclobacillus
acidoterrestris

Elma suyu

Portakal suyu
konsantresi

Armut suyu konsantresi

Karigik meyve sulari

Antiseptik veya fenolik benzeri tat ve
koku olusumu; tortu olusumu

Bacillus coagulans

B. macerans

B. polymyxa

B. licheniformis

B. subtilis

Domates suyu

Diiz eksime

Clostridium pasteurianum

C. butyricum

Domates suyu, Meyve
suyu

Asitlik artis1, gaz olugumu, giiglii
biitrik asit kokusu

Zymomonas sp.

Saccharobacter fermentatus

Zymobacter sp.

Elma suyu, Meyve suyu

Etil alkol olusumu




Tablo 2.4. Meyve Sularinda Gida Kaynakli Hastaliklara Yol Agan
Mikroorganizmalar (Vasavada, 2003b; Stratford ve dig., 2000)

Mikroorganizma Uriin Vaka sayisi Yil
Bacillus cereus Portakal suyu 85 1994
- Taze elma suyu 31 1996
Cryptosporidium parvum 160 1993
Elma suyu - ?
14 1980
13 1991
Elma suyu 9 1999
10 1996
Escherichia coli 0157:H7 14 1998
6 1996
Taze elma suyu 70 1996
49 1996
66 1996
E. coli :0134 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 viriis" Meyveli siit tiriinleri 24 2000
SRSV ("small round structured virus") Portakal suyu 3000 ?

2.2. Dogal Antimikrobiyal Sistemler

Dogal antimikrobiyal sistemler canlilarin dogal savunma mekanizmalar1 sonucu
olugsmaktadir. 1990’larda genetik bilimi ve biyoteknoloji alaninda yaganan geligmeler
ve daha dogal, kimyasal katki maddelerinden arindirilmig iriin talebi sonucunda
organizmalarin dogal savunma sistemleri ve buna bagli olarak {rettikleri
antimikrobiyal maddeler iizerinde yapilan ¢aligmalar hizla artmustir. Ozellikle bu
antimikrobiyal maddelerin birlikte karisim halinde kullanimi (“hurdle/combination
technology”) biiyiik bir potansiyel olusturmaktadir. Ancak birkag istisna diginda bu
sistemler gida endiistrisinde yeterince uygulama alani bulamamaktadir. Dogal
antimikrobiyal sistemler elde edildikleri kaynaga gore; hayvansal, bitkisel ve
mikrobiyal olmak {izere ii¢ grup altinda toplanmaktadirlar (Gould, 1996; Gould,
1999; Lopez-Malo ve dig., 2000). Tablo 2.5’te hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin
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dogal savunma sistemlerinde kullandiklari en Onemli antimikrobiyal bilesikler

verilmistir.

Tablo 2.5. Hayvan, Bitki ve Mikroorganizmalarda Bulunan Baslica Antimikrobiyal
Bilesikler (Lopez-Malo ve dig., 2000)

Kaynak Ornek Antimikrobiyal Ajan

Hayvanlar Siit Laktoperoksidaz, laktoferrin
Yumurta Lizozim, ovotransferrin, avidin

Mikroorganizmalar Laktik asit bakterileri Nisin, pediosin, diger bakteriosinler
Digerleri Pimarisin, subtilin, natamisin, diasetil

Diisiik molekiil agirlikli metabolitler (etanol,
reuterin, H,O, vb.)

Babharatlar, sifali otlar Organik asitler (sitrik, suksinik, tartarik,

ve diger bitkiler benzoik, malik vb.)
Fenolik bilesikler (katekol, DOPA, kafeik asit,
6genol, timol, sinamikaldehid vb.)

Bitkiler

2.2.1. Bitkisel Kaynakl Dogal Antimikrobiyal Bilesikler

Bitkisel kaynakli dogal antimikrobiyallerin baslicalar1 fitoaleksinler, organik asitler
ve fenollerdir. Bunlara ek olarak aromatik bitkilerden elde edilen ve esterler,
aldehitler, ketonlar ve terpenler gibi genis antimikrobiyal spektruma sahip bilesikler
iceren esansiyel yaglar da tatminkar sonuclar verebilmektedir (Rahman, 1999)
Antimikrobiyal madde iceren 1340’tan fazla bitki tiirli tespit edilmistir. Bunlar
arasinda giinliilk yasamda siklikla kullanilan baharatlar 6nemli yer tutmaktadir

(Nychas, 1995).

Baharatlar igerdikleri fenolik bilesikler ve esansiyel yaglar nedeniyle bakteri, kiif ve
maya gibi mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini engelleyerek antimikrobiyal
etki gostermektedirler (Nychas, 1995). Esansiyel yaglar i¢inde yer alan bir gok
bilesik, E. coli, Pseudomonas fluorescens, S. enteridis, S. aureus, L. monocytogenes,
Clostridium botulinum gibi yaklasitk 70 bakteri tiirtine karsi etkilidir. Karvon
(“carvone”), gli¢lii “antifungal” etkisi nedeniyle depolanmis patateslerde;
sinamaldehit (“cinnamaldehyde”) antiaflatoksinojenik 6zellikleri yiiziinden domates
yiizeylerinde kullanilmaktadir (Rahman, 1999). Etki mekanizmalar1 kesin olarak
belirlenememigse de bazi arastirmacilar enerji tretimini ve yapisal bilesiklerin
sentezlenmesini saglayan enzim sistemlerine karsi etkili olduklarini belirtmektedirler

(Gould, 1995; Nychas, 1995; Lopez-Malo, 2000).
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Protein, yag ve tuz igerigi, pH, sicaklik gibi etmenler baharatlarin antimikrobiyal
aktivitelerini etkileyebilmektedir. Bitkisel antimikrobiyal maddelerin, 6zellikle
esansiyel yaglarin gida endiistrisinde kullanimin1 sinirlandiran etmenler mevcuttur.
Gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin gelisiminin Onlenmesi i¢in gerekli
bitkisel kaynakli antimikrobiyal bilesik konsantrasyonu bazen ¢ok yiiksek diizeyde
olabilmektedir. Bu kapsamda ¢esitli fenolik bilesikler ve esansiyel yaglarin ¢ok giiclii
aromatik 6zelliklere sahip olmasi gida islemesi ve muhafazasinda bu bilesiklerin

kullanimini sinirlandirmaktadir (Gould, 1995; Nychas, 1995; Lopez-Malo, 2000).
Tar¢in

Esansiyel yag iceren baharatlar arasinda en gii¢lii inhibitor etkiye sahip olanlar kekik,
karanfil, targin ve kimyon olarak siralanmaktadir. Tar¢in esansiyel yagi icerisinde
bulunan 6genol, sinamik aldehit ve sinamik asetat gibi terpenoidler antimikrobiyal
etki saglamaktadir. Diger tiim baharatlar gibi targin da gram pozitif bakterilere kars1
gram negatiflerden daha etkilidir. Pseudomonas, Aspergillus parasiticus,
Staphylococcus aureus, Candida and Saccharomyces cerevisiae, Serratia gibi

mikroorganizmalar tar¢ina kars1 en hassas bakterilerdir (Peter, 2001; Farkas, 2000).

Genel olarak baharatlarin igerdigi esansiyel yaglar mikroorganizmalarin gelismesini
engelleyecek kadar yogun degildir. Ancak baz1 durumlarda pratik olarak koruyucu
etki saglayabilmektedirler. Targin, ekmek iiretimine %1 oraninda ilave edildiginde
kif gelisimini ve daha diisiilk oranlarda kullanildiginda ise aflatoksin iiretimini
engellemektedir (Farkas, 2000). Ayrica tar¢inin da i¢inde bulundugu bir¢ok baharatin
esansiyel yaglari Clostridium botulinum, C. sporogenes ve C. perfringens gibi spor
olusturan bakterilere kars1 etkilidir. Ogenol (“eugenol”) varliginda Bacillus subtilis
sporlarinin ¢imlenme oraninda azalma tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada ortam
bilesiminin esansiyel yag aktivitesini etkiledigi belirtilmektedir (Nychas, 1995).
Havug iceren besiyerinde ¢esitli baharat esans yaglarmin B. cereus iizerinde
gosterdigi etkilerin incelendigi bir ¢alismada en Onemli etkinin tar¢in tarafindan
saglandig1r belirlenmistir. 5 ul/100ml tarcin esansiyel yagi ilavesi ile diislik
sicakliklarda B. cereus gelisimi 60 giin boyunca engellenmistir (Valero ve Salmeron,
2003).
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2.2.2. Hayvansal Kaynakh Dogal Antimikrobiyal Bilesikler

Gida endistrisi agisindan 6nemli hayvansal kaynakli baslica antimikrobiyaller
arasinda siitteki laktoperoksidaz, laktoferrin ve yumurtadaki lizozim yer almaktadir
(Gould,1996).

Laktoperoksidaz, kolostrum, siit, tiikiiriik ve diger viicut sivilarinda bulunan bir
enzimdir. Tiyosiyanat (SCN")’in oksidasyonunu saglayan hidrojenperoksit (H202)
varliginda, vejetatif bakterilere kars1 6liimcil (sidal) ve gelismeyi durdurucu (statik)
ozellik gosteren hipotiyosiyanat (OSCN") olusumunu katalize etmektedir. Kiiflere,
mayalara ve bakteriyel sporlara karst etkisiz olmasina ragmen Listeria,
Staphylococcus, Campylobacter, Salmonella, Bacillus cereus gibi gidalarda
bozulmaya yol acan ve patojenik mikroorganizmalara karsi bakteriosidal veya
bakteriostatik 6zellik gostermektedir. Baslica kullanim alanlar1 arasinda siit {irtinleri,
dis macunlar1 ve hayvan yemleri yer almaktadir Demir baglayici glikoproteinler
olarak bilinen yumurtadaki ovotransferrin veya konalbumin, siitteki laktoferrin ve
kandaki serum transferrinleri, kan serumu ve yumurta aki gibi diisiik demir igerikli
ortamlarda bile siki demir baglar1 kurarak mikrobiyal gelisimi Onlerler. Ayrica,
ovotransferrin ve transferrinler L. monocytogenes’e karst lizozim aktivitesini
arttirirlar. Laktoferrin, asit hidrolizi ve proteoliz sonucu laktoferrisin adinda bir
polipeptid olusturmaktadir. Laktoferrisin, ¢ig siitlin raf omriinii uzatmakta ve ¢ig
sebzelerdeki mikrobiyal kontaminasyonu Onlemede kullanilmaktadir. Isil iglemlere
kars1 direncinin yaninda, Escherichia coli, Salmonella enteritidis, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes ve
Clostridium perfringens gibi mikroorganizmalari inhibe edebilmektedir (Holzapfel
ve dig., 1995; Gould, 1996).

Lizozim

Ticari agidan en ¢ok kullanilan hayvansal kaynakli dogal antimikrobiyal, siitte ve
tavuk yumurta akinda bulunan lizozimdir. Lizozim “muramidaz” olarak adlandirilan
bir enzimdir ve sindirim sisteminde pargalanmasi dolayisiyla insan sagligina zarar
vermemektedir. JECFA (“Joint Expert Committee on Food Additives”) tarafindan
1993 yilinda gidalarda kullanimina izin verilmis, Kanada ve Amerika Birlesik

Devletleri'nde GRAS (“generally recognised as safe”) statiisiinde yer almistir.
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Lizozim, pH 3-7 arasinda ve 50°C sicakliklara kadar stabilitesini koruyabilmektedir
(Liick ve Jager, 1994; Losso ve dig., 2000).

Lizozim, gram pozitif bakterilere, oOzellikle B. stearothermophilus, C.
thermosaccharolyticum ve C. tyrobutyricum’a kars1 etkilidir. Ancak kalin
peptidoglikan dis zara sahip olan gram-negatif bakterilere karsi etkisizdir (Gould,
1996). Lizolesitin, EDTA, aprotinin, organik asitler ile birlikte ve karbonhidratlara
bagh olarak kullanildiginda gram negatif bakterilere kars1 da etkili olabilmektedir
(Losso ve dig., 2000). Ayrica, EDTA, “phytic” asit gibi ajanlar, biitil-p-
hidroksibenzoat ve p-hidroksibenzoik esterleri, askorbat gibi organik asitler,
aminoasitler, dekstran, nisin ve tuz ¢ozeltileri ile birlikte kullanildiginda sogutma, 1s1l
islem gibi proseslerde mikroorganizmalarin hassasiyetini artirmaktadir (Gould, 1996;

Robinson ve dig., 2000).

Lizozim gida endiistrisinde, Ozellikle peynir iretiminde kimyasal koruyuculara
alternatif olarak kullanilmaktadir. Siit ve siit iiriinlerinde 21-35 ppm araliginda
bozulma yapan bakterilere kars1 etki gdstermektedir. Peynir iiretiminde starter kiiltiir
aktivitesini etkilememesi ve C. tyrobutyricum gelismesini 6nlemesi nedeniyle tercih
edilmektedir. Ayrica 20-200 ppm aralifinda siit ve peynir islemesinde Listeria
monocytogenes  gelisimini  durdurmaktadir.  Sarap iretiminde malolaktik
fermentasyonun ve asetik asit, biyojenik amin olusumunun kontrol altina
alinmasinda siilfiir dioksite alternatif olarak kullanilmaktdir. Ancak antioksidatif
Ozellige sahip olmamasi nedeniyle SO ile birlikte kullanilmasi1 6nerilmektedir. Balik
ve deniz iriinleri iiretiminde risk olusturan “Edwardsiellosis” enfeksiyonuna karsi
lizozim ve konjuge lizozim bilesikleri kullanilmaktadir. Ayrica lizozim-NaCl ve
lizozim-glisin kombinasyonlari ile balik ve balik tiriinleri muhafaza edilebilmektedir.
Lizozim, meyve ve sebzelerde de Dbozulmaya yol agan ve patojen
mikroorganizmalara kars1 etkili olablimektedir. Cesitli selatlarla (“chelating agents™)
birlikte kullanildiklarinda patates igeren sivi ortamlarinda C. botulinum ve L.
monocytogenes toksinlerinin tiretimini durdurabilirler. Taze sebzeler ve “kimchi”,
“tofu” gibi Uzakdogu kokenli tirtinlerin muhafazasinda lizozim ve lizozim-aminoasit
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Ayrica lizozim-glisin kombinasyonu Japonya’da
meyve sulari, fasulye iiriinleri ve krema muhafazasinda kullanilmaktadir (Losso ve

dig., 2000).
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2.2.3. Mikrobiyal Kaynakh Dogal Antimikrobiyal Bilesikler

Antimikrobiyal 6zellige sahip mikroorganizmalar arasinda hakim organizmalar laktik
asit bakterileri (LAB)’dir. Bu grupta yer alan baslica bakteri tiirleri Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus olusturmaktadir. Fermente
gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan, insan sagligi izerinde herhangi bir olumsuz
etkisi kanitlanamayan LAB, GRAS kategorisindeki mikroorganizmalar olarak kabul
edilmektedirler. LAB, bakteriosin, hidrojen peroksit, diasetil, CO», reuterin ve
organik asitler gibi “antagonist” maddeleri {iretebilmeleri ve/veya besin rekabetinde
diger mikroorganizmalara kars1 {Ustlinliikk kurabilmeleri nedeniyle biyokoruma
uygulamalarinda kullanilmaktadirlar (Schillinger ve dig., 1996; Wright ve Salminen,
1998; Holzapfel ve dig., 1995). LAB’nin ¢esitli gidalarda gosterdikleri
antimikrobiyal etkiler, tirettikleri bakteriosinlerin inhibisyon aktiviteleri ile yakindan
baglantilidir. Bunun en o6nemli nedeni, bakteriosinlerin  ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda bile bozulmaya yol agan ve patojenik mikroorganizmalara kars1

antimikrobiyal etki gosterebilmeleridir (Rodgers, 2001).

Bakteriosinler, peptidler veya protein igeren, diisiik molekiil agirlikli, genis bir
bakteriosidal spektruma sahip ve 1stya dayanikli makromolekiillerdir. Lokonosin S
ve Lokosin A-UAL 187 gibi bakteriostatik 0Ozellige sahip olanlarin disinda
bakteriosinlerin hemen hemen tiimii bakteriosidal 6zellige sahiptir (Wright ve
Salminen, 1998; Holzapfel ve dig., 1995; Robinson ve dig., 2000). Bakteriosinler,
mikroorganizmalarin sitoplazma zarlarina zarar vermeleri nedeniyle antimikrobiyal
etki gostermektedirler. Bakterosinler de lizozim gibi kalin lipopolisakkarit hiicre
zarina sahip olan gram-negatif bakterilere karsi etkisizdirler. Ancak lipopolisakkarit
tabakadaki magnezyum iyonlarini baglayic1 6zellige sahip olan sitrat ve EDTA gibi
bilesikler ~yardimiyla gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etki
gosterebilmektedirler (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Chen ve Hoover, 2003).
Bakteriosinlerin  baslica hedefleri arasinda; Clostridium, heterofermentatif
laktobasiller gibi bozulmaya yol agan bakteriler, L. monocytogenes, Staphylococcus
spp., Clostridium, Enterococcus, Bacillus spp. gibi patojenik bakteriler ve bu
mikroorganizmalarin vejetatif hiicre ve sporlar1 bulunmaktadir. Bakteriosinlerin
antimikrobiyal etkileri diisiik pH seviyelerinde artmaktadir (Robinson ve dig., 2000;
Caplice ve Fitzgerald, 1999).
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Nisin

FAO/WHO (“Joint Food and Agriculture Organization/World Health Organization™)
1969 yilinda ve FDA 1988 yilinda ticari olarak nisin kullanimina izin vermistir.
GRAS kategorisinde yer alan nisin, gida katkis1 olarak yaklagik 50 {ilkede
kullanilmaktadir. Lactococcus lactis subsp. lactis tiirleri tarafindan ticari olarak
iiretilebilen nisin, gram-pozitif bakterilere karsi genis bir antibakteriyal spektruma
sahiptir. Antimikrobiyal etki gosterdigi gram pozitif bakteriler arasinda LAB,
Listeria, Staphylococcus ve Mycobacterium gibi vejetatif patojenler ve Bacillus,
Clostridium gibi spor olusturabilen bakteriler sayilabilir (Chen ve Hoover, 2003;
Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Nisin, polar olmayan sivilar i¢inde ¢dzlinmez ve sudaki ¢oziiniirliigii pH seviyesi
diistiikce artmaktadir. Yiiksek sicaklik derecelerinde stabilitesini koruyabilmektedir.
115°C’de 20 dakikalik 1s1] islem sonunda optimum pH degeri 3.0’da aktivitesi %5
oraninda azalmaktadir (Adams ve Smid, 2003). Ticari olarak gida uygulamalarinda
Nisaplin karistmi kullanilmaktadir ve ticari Nisaplin karisimi %2,5 oraninda nisin

icermektedir. Nisinin kullanildig ¢esitli gida uygulamalar1 Tablo 2.6’da verilmistir.
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Tablo 2.6. Cesitli

Gidalara Tlave Edilen

Nisaplin Miktarlart ve

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

Uriin

Nisaplin miktar1
(mg/kg — mg/l)

Hedef Mikroorganizma

Islenmis peynir

100-600 (200-600)

Bacillus spp.

Clostridium spp.

Siit ve siit tirtinleri

10-50

Bacillus sporothermodurans

Pastorize siitli tathilar

75-200 (50-150)

Bacillus spp.

Clostridium spp.

Hedef

Sivi yumurta 50-200 Bacillus cereus

Pastorize ¢orbalar 100-250 Bacillus spp.

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

Pastorize meyve sular1 ~ 30-60 (5-10) Alicyclobacillus acidoterrestris

Konserve gidalar 100-200 Bacillus stearothermophillus
Clostridium thermosaccharolyticum
Clostridium botulinum

Soslar 50-200 Laktik asit bakterileri
Brochothrix thermosphacta
Listeria monocytogenes
Bacillus spp.
Clostridium spp.

Et iiriinleri 200-400 Laktik asit bakterileri
Brochothrix thermosphacta
Listeria monocytogenes

Alkollii igki tiretimi 10-1500 Laktik asit bakterileri

2.3. Bacillus Cereus

Bacillus cereus, gram pozitif, fakiiltatif acrobik, ¢ubuk seklinde, oksijen varliginda
spor olusturabilen bir bakteridir. Farkli ¢evre kosullarina direng gosterebilmesi
nedeniyle, ¢esitli gidalarda gelisebilmekte veya canli kalabilmektedir (Gibbs, 2002).

Bacillus cereus suslart genelde mezofiliktir ve disiik asitli gidalarda 15-50°C
(optimum gelisme sicakligi: 30-40°C) arasinda gelisebilirler. Az sayida susu
30-35°C) arasinda
gelisebilirler. Emetik toksini yiiksek sicakliga direngli (126°C, 90 dakika), diyaretik

psikrotrofiktir ve 4-6°C (maksimum gelisme sicakligi:
toksini ise 1stya duyarhidir (56°C, 5 dakika). Toprak orijinli bir patojen olmasi
sebebiyle taze ve dolayisiyla islenmis bir ¢ok gidaya bulasabilmektedir. Kontamine
oldugu gidalar arasinda tiiketime hazir pastorize gidalar, kiir edilmemis et ve et

iriinleri, krema, tathlar, siit ve siit iirlinleri, pisirilmis piring, ¢orbalar, sebzeler ve

soslar sayilabilir (Baird-Parker ve Granum, 2000).
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Cesitli B. cereus suslar1 farkli tipte toksin iireterek gida kaynakli zehirlenmelere
neden olmaktadir. Emetik toksin, Staphylococcus aureus toksinine benzerlik
gostermekte, gidalar tizerinde olusabilmekte ve viicuda alindiktan yaklasik 1-5 saat
sonra mide bulantis1 ve kusma gibi belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Diyaretik toksin ise
mide bagirsak sisteminde iretilerek mide agrisi ve ishale neden olmaktadir.
Belirtiler, Clostridium perfringens zehirlenmesinde oldugu gibi tiiketimi takiben
yaklasik 8-16 saat sonra ortaya ¢ikmaktadir. Ancak her iki toksin tipinde de belirtiler
6-24 saat sonra kaybolmaktadir (Gibbs, 2002). Emetik ve diyaretik toksinlerin

ozellikleri Tablo 2.7’de verilmistir.

Tablo 2.7. Bacillus cereus Toksinlerinin Ozellikleri (Gibbs, 2002; Granum ve Baird-
Parker, 2000)

Ozellik

Emetik sendrom

Diyaretik sendrom

Etkili doz

10°-108 hiicre/g gida

10%-107 /g veya /ml

Uretim yeri

Gida

Ince bagirsak

Mide bulantisi ve kusma, seyrek

Mide agrisi, ishal, seyrek

Belirtiler olarak ishal olarak mide bulantis1
Inkiibasyon siiresi 1-5 saat 8-16 saat
Hastalik siiresi 6-24 saat 12-24 saat

Toksin ozellikleri

Kiigiik peptidler, 1s1ya direngli, aside
dayanikli, hidrofobik

En az 3 protein enterotoksini,
1s1ya ve proteaza hassas

Gida gruplari

Pisirilmis piring, makarna, sehriye

Et {irlinleri, corbalar, sebzeler,
soslar, pudingler, siit ve siit
iiriinleri

Inaktivasyon kosullar

>126°C, 90 dakika

56°C, 5 dakika

2.4. Tepki-Yiizey Yontemi

Tepki-Yiizey YoOntemi, mevcut proseslerin optimizasyonu ve gelistirilmesi igin
kullanilan matematiksel ve istatiksel teknikler biitiiniidiir. Ote yandan yeni iiriin

formiilasyonu, tasarimi ve gelistirilmesi uygulamalarinda biiylik 6neme sahiptir.

Endiistriyel olarak onemli uygulamalarda kullanilmakta olup ozellikle iiriin veya
prosesin kalite ve performans Olgiilerini etkileyen gesitli degiskenlerin iyilestirilmesi
amaglanmaktadir. Belirtilen kalite ve performans Olgiileri “tepki” olarak
adlandirilmaktadir ve tepkiyi etkileyen degiskenler genellikle arastiricinin kontrolii
altinda olmaktadir. Boylece degisken araliklar1 ve degerleri ile oynayarak arastirici,

tepki optimizasyonunu gergeklestirebilmektedir.
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Bilim adami veya miihendis genellikle bir {iriin, proses veya sistemde &1, &, ..., &
gibi kontrol edilebilen degiskenlere bagli olan y tepkisi iizerinde caligmaktadir.

Degisken ve tepki arasindaki iliski asagidaki denklemde gosterilmektedir.

y=f(&, & ..., &) +¢ (4.1)

y: Tepki

&, &, ..., & Kontrol edilebilen degiskenler

¢: Deneysel hata

Denklem 4.1°de goriilen &1, &, ..., & degiskenleri °C, g/l, saat gibi Olciilebilir
birimlerden olustugu i¢in dogal degiskenler (“natural variables”) olarak
adlandirllabilmektedirler. Bir¢ok tepki-yiizey ¢alismasinda dogal degiskenler
boyutsuzlandirilarak kodlanmis degiskenlere (“coded variables”)
donistiirilmektedirler. Bu kapsamda gercek tepki fonksiyonu su sekilde
yazilabilmektedir.

1 =1( X1, X2, o0y X) (4.2)

Gergek tepki fonksiyonunun bilinmemesi nedeniyle f i¢in dogru bir yaklasim yapmak
gerekmektedir. Yapilan yaklasimlar sonucunda karsimiza asagidaki genel denklem
cikmaktadir.

Yy=pLo+ fiXe+ faXe+ ...+ fixk + € (4.3)

Denklem 4.3’te verilen f degerleri bilinmeyen parametrelerdir ve bu parametre
degerlerini belirleyebilmek i¢in ¢aligilan sistemde veriler toplanmaktadir. Bu amagla
istatiksel bir modelleme dali olan lineer regresyon analizleri kullanilmaktadir. Ayrica
calisilan sistemde verilerin toplanmasi amaciyla tepki-yiizey deney tasarimlarinin
dogru bir sekilde planlamasi biiylik bir 6neme sahiptir (Myers ve Montgomery,
2002).
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3. MATERYAL - METOT

3.1. Kullanilan Kiiltiirler

Bu ¢alismada, mezofilik Bacillus cereus DSMZ 4312 (emetik) ve Bacillus cereus
DSMZ 4313 (diarrhoeal) kiiltiirleri kullanilmistir. Stok kiiltiirler +4°C’de Tryptic Soy
Agar (TSA) (Acumedia, ABD) tizerinde muhafaza edilmistir.

3.2. Kiiltiir Ortamlari

Deneysel ¢alismalar boyunca besiyeri olarak Tryptic Soy Broth (TSB) (Acumedia,
ABD) ve Tryptic Soy Agar kullanilmistir. Deneysel ¢alismalarda hazirlanan TSB
besiyerlerinin pH degerleri, 3,5 — 7,5 araliginda ¢esitli seviyelere ayarlanmistir
(Tablo 3.1, 3.2, 3.3, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8). Ortam pH seviyelerini ayarlamak amaciyla 1
N HCI kullanilmistir. Ortamin pH degerleri pH metre (Hanna pH metre 211, Isvigre)

ile Ol¢lilmiistiir.

3.3. Tar¢in
Calismada kullanilan tar¢in Migros A.S.’den temin edilmistir. Tar¢in 1sinlanmis olup
TSB’de yapilan denemelerde iireme gozlenmemistir. Deneysel c¢alismalarda, pH

seviyesi ayarlanmis olan TSB Kkiiltiir ortamina uygun miktarlarda toz halinde ilave
edilerek kullanilmistir (Tablo 3.3, 3.6, 3.8).

3.4. Nisin ve Lizozim Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tepki-Yiizey deney deseni uyarinca gesitli konsantrasyonlarda nisin (Nisaplin,

Danisco, Danimarka) ve lizozim (Innovapure 300, InnovaTech, Bioproducts,
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Kanada) stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Nisin stok ¢ozeltileri 0.02 N HCI’de 1000
ppm; lizozim stok ¢ozeltileri ise distile suda 1000 ppm konsantrasyonlarinda
hazirlanmistir. Hazirlanan nisin stok ¢ozeltileri 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.
Lizozim stok ¢ozeltileri tek kullanimlik steril filtre (Satorius, Minisart, Almanya)
yardimi ile 250 ml’lik steril Schott siselere aktarilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
nisin stok ¢ozeltileri optimum pH degerine (pH 3.0) (Adams ve Smid; 2003; Thomas
ve dig., 2000) 1 N HCI ile ayarlandiktan sonra lizozim stok ¢ozeltileri ile birlikte

+4°C’de saklanmustir.

3.5. inokulum Hazirlanmasi

TSB besiyerine (10 ml) TSA’daki stok kiiltiirden 6ze ile asilama yapilmis ve asilanan
ornekler 30°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Iki kez ard arda TSB besiyerine asilanan
B. cereus DSMZ 4312 ve 4313 kiiltiirlerinin herbirinden 5’er ml alinarak 1:1
oraninda steril bir tiipe aktarilmis ve bu karisim deneysel calismalarda B. cereus
inokulumu olarak kullanilmistir. Inokulasyon 6ncesi karisimm TSA’da saymmlari

yapilarak degerler kob/ml olarak belirlenmistir.

3.6. Deney Planlar ve Deney Kosullarinin Hazirlanmasi

3.6.1. Nisin, Tarc¢in ve Lizozimin Tekli Antimikrobiyal Etkileri
3.6.1.1. Nisinin Tekli Antimikrobiyal EtKisi

Deneysel ¢alismalara nisinin tekli antimikrobiyal etkileri incelenerek baslanmustir.
Secilen pH araliklar1 ve konsantrasyonlarda deneysel planlar hazirlanmis ve
mikrobiyolojik analizler gergeklestirilmistir. Hazirlanan deney plan1 Tablo 3.1°de

verilmistir.

Hazirlanan 9’ar adet steril tiipe Tablo 3.1°de verilen deney plani uyarinca uygun
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde TSB ve nisin (0-70 ppm) ¢ozeltisinden ilave
edilmistir. inokulum olarak hazirlanan B. cereus suslar1 karisimindan 0.1’er ml tiim

deney tiliplerine aktarilmis ve Ornekler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
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Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde 6rnekler alinmis, dokme plak yontemi
ile analizleri yapilmistir (FDA 2001).

Tablo 3.1. pH - Nisin Deney Plani

% Nisin
Ornek pH (ppm)
1 3,5 0
2 50 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 caligmalara lizozimin tekli antimikrobiyal etkileri incelenerek devam
edilmistir. Secilen pH araliklar1 ve konsantrasyonlarda deneysel plan hazirlanmis ve
mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir. Hazirlanan deney plan1 Tablo 3.2°de

verilmistir.

Hazirlanan 9’ar adet steril tiipe Tablo 3.2°de verilen deney plan1 uyarinca uygun
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde TSB ve lizozim (0-100 ppm) ¢ozeltisinden
ilave edilmistir. Inokulum olarak hazirlanan B. cereus suslar1 karisimimdan 0.1’er ml
tim deney tiiplerine aktarilmis ve ornekler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde drnekler alinmig, ddkme plak yontemi
ile analizleri yapilmistir (FDA 2001).

Tablo 3.2. pH - Lizozim Deney Plan

.. Lizozim
Ornek pH (opm)
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. Tar¢cinin Tekli Antimikrobiyal Etkisi

Tekli antimikrobiyal etkilerin incelendigi ¢alisma tar¢inin tekli antimikrobiyal
etkileri incelenerek sona ermistir. Se¢ilen pH araliklar1 ve konsantrasyonlarda
deneysel planlar hazirlanmis ve mikrobiyolojik analizler gerceklestirilmistir.

Hazirlanan deney plani Tablo 3.3de verilmistir.

Hazirlanan 9’ar adet steril tiipe Tablo 3.3’de verilen deney plani uyarinca uygun
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde TSB ve toz tar¢in (%0-0.3) ilave edilmistir.
Inokulum olarak hazirlanan B. cereus suslari karisimindan 0.1’er ml tiim deney
tiiplerine aktarilmis ve ornekler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Mikrobiyolojik
analizlerde 8. ve 20. saatlerde 6rnekler alinmis, dokme plak yontemi ile analizleri

yapilmistir (FDA 2001).

Tablo 3.3. pH — Tar¢in Deney Plani

Ornek pH T?O;;:)m

1 3,5 0

2 50 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 50 0,3
9 6,5 0,3

3.6.2. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerinin Bacillus Cereus Gelisimi

Uzerine Etkisi

Nisin, lizozim ve tar¢inin tekli antimikrobiyal etkilerinin incelenmesinin ardindan
antimikrobiyallerin ikili kombinasyonlarmin (nisin-lizozim, nisin-tar¢in) B. cereus
tizerinde gosterdikleri etkiler Tepki-Yiizey Yontemi ile incelenmistir. Modde 7
(Umetrics, Sweden) programinda hazirlanan deney plan1 Tablo 3.4’te verilmistir.
Deney planmin hazirlanmasinda Merkezil Bilesik Deney Deseni (CCC “Central

Composite Circumscribed”) secilmistir.

23



Tablo 3.4. Tepki-Yiizey Yonteminde pH, Lizozim, Nisin ve Siire Degiskenlerini

Iceren Deney Plani

.. Lizozim Nisin Siire
Ornek PH (ppm)  (ppm)  (saat)
1 45 50 20 8
2 6.5 50 20 8
3 45 100 20 8
4 6.5 100 20 8
5 45 50 50 8
6 6.5 50 50 8
7 45 100 50 8
8 6.5 100 50 8
9 45 50 20 20
10 6.5 50 20 20
11 45 100 20 20
12 6.5 100 20 20
13 45 50 50 20
14 6.5 50 50 20
15 45 100 50 20
16 6.5 100 50 20
17 35 75 35 14
18 7.5 75 35 14
19 5,5 25 35 14
20 5,5 125 35 14
21 55 75 5 14
22 55 75 65 14
23 55 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

Hazirlanan 27 adet steril tiipe Tablo 3.4°te verilen deney deseni uyarinca uygun
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde TSB, nisin ve lizozim ¢ozeltilerinden ilave
edilmistir. Inokulum olarak hazirlanan B. cereus suslar1 karistmindan 0.1’er ml tiim
deney tiiplerine aktarilmis ve Ornekler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Mikrobiyolojik analizlerde 2, 8, 14, 20 ve 26. saatlerde 6rnek alinmis, dokme plak
yontemi ile analizleri yapilmistir (FDA 2001).

3.6.3. Nisin, pH, Tar¢in Degiskenlerinin Bacillus Cereus Gelisimi Uzerine Etkisi

Lizozim konsantrasyonunun yapilan denemelerde etkisiz kalmasi nedeni ile deney
planinda degisiklikler yapilarak nisin — tar¢gin kombinasyonunun denemeleri
yapilmistir. Degiskenler, konsantrasyon araliklar1 Tablo 3.5’te verilmistir. Tim

orneklere nisin 0-70 ppm, tar¢in % 0 ile % 0.3 arasinda ilave edilmistir (Ceylan ve
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dig., 2004; Yuste ve Fung, 2004; Yuste ve dig., 2002). Tiim o6rnekler deney planina
gore hazirlandiktan sonra 25°C’lik inkiibatore koyulmustur. Daha 6nceki denemeler
baz alinarak siire degisken olarak kullanilmamis, 8. ve 20. satlerde mikroorganizma
sayilarinda tespit edilen fakliliklar nedeniyle mikrobiyolojik analizler 8. ve 20. saatte
yapilmistir. Modde 7 (Umetrics, Sweden) programinda hazirlanan Tepki-Yiizey
deney plani i¢in Merkezil Faktoriyel Deney Deseni (CCF “Central Composite

Factorial”) se¢ilmistir.

Tablo 3.5. Tepki-Yiizey Yonteminde pH, Nisin ve Targin Degiskenlerini igeren

Deney Plani
Ornek pH Nisin Targin
(ppm) (%)
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

Hazirlanan 17 adet steril tiipe Tablo 3.5’te verilen deney deseni uyarinca uygun
konsantrasyonlar1 saglayacak sekilde TSB, nisin ¢ozeltisi ve toz targin ilave
edilmistir. inokulum olarak hazirlanan B. cereus suslar1 karisimindan 0.1’er ml tiim
deney tiiplerine aktarilmis ve Ornekler 25°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Mikrobiyolojik analizlerde 8. ve 20. saatlerde 6rnek alinmis, dokme plak yontemi ile
analizleri yapilmistir (FDA 2001).
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3.6.4. Verilerin Dogrulanmasi
3.6.4.1. Modelin Dogrulanmasi

Tepki-Yiizey Yontemi ile hazirlanan nisin, lizozim, pH, siire degiskenlerini i¢eren ve
tarcin, nisin, pH degiskenlerini igeren deneysel calismalar sonucunda olusturulan
modelin dogrulanmasi amaciyla optimum noktalar seg¢ilmistir. Dogrulama
calismalarinda kullanilan optimum degerler Modde 7 (Umetrics, Sweden)
programindan elde edilmis olup hazirlanan deney plam1 Tablo 3.6 ve Tablo 3.7°de

verilmigtir.

Tablo 3.6. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerini igeren Modelin Dogrulama

Deney Plani
.. Nisin Lizozim Siire
Omek PR (ppm)  (ppm) (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, Tar¢in ve pH Degiskenlerini iceren Modelin Dogrulama Sonuglar

.. Nisin Tar¢in Siire
Ornek — PH  (ppm) o6 (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 Sularinda Dogrulama

TSB besiyerinde dogrulama caligmalar1 yapilan modellerden elde edilen verilerin
meyve sularinda denenmesi amactyla diisiik ve yiliksek pH degerlerine sahip elma ve
havug suyu kullanilmistir. Gida endiistrisinde meyve suyu muhafazasinda yaygin
olarak kullanilan potasyum sorbat katkisi, ¢alismalara karsilastirma yapmak amaciyla
dahil edilmistir. Bu amagla, orneklere Tiirk Gida Kodeksi’nde izin verilen
maksimum potasyum sorbat miktari (300 ppm) ilave edilmistir. Hazirlanan deney

plani Tablo 3.8 ve Tablo 3.9°da verilmistir.
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Tablo 3.8. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerini iceren Modelin Meyve

Sularinda Dogrulanmasi

. Nisin Lizozim K-Sorbat Siire
Orek Ortam PR (pm)  (ppm) (ppm)  (saat)
1 TSB 6,2 35 75 - 2
2 Havug 6,2 - - - 2
3 Havug 6,2 35 75 - 2
4 Havug 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, Tar¢cin ve pH Degiskenlerini iceren Modelin Meyve Sularinda

Dogrulanmast

- Nisin Tarcin K-Sorbat Siire

Ornek Ortam PR (ppm) (%) (ppm) _(saat)
1 TSB 6,2 60 0.2 - 8
2 Havug 6,2 - - - 8
3 Havug 6,2 60 0.2 - 8
4 Havug 6,2 - - 300 8
5 TSB 6,2 60 0.2 - 20
6 Havug 6,2 - - - 20
7 Havug 6,2 60 0.2 - 20
8 Havug 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 42 - - 300 20

3.7. istatiksel Analizler

Mikrobiyolojik analizler iki tekrarli ve iki paralelli olarak gergeklestirilmistir.
Istatiksel analizler, varyans analizi (ANOVA), regresyon analizi (R?) ve Fischer F
testi yontemleriyle gergeklestirilmistir (P > 0.05). Analiz sonuglar ile deneylerde
kullanilan degiskenlerin etkili olup olmadig1 tespit edilerek bir sonraki deneyde
kullanilacak degisken &zelliklerine karar verilmistir. Istatiksel analizler ve analizler
sonunda elde edilen modelin izdiisimt grafikleri i¢in Statistica 6.0 (Statsoft, Inc.,

Tulsa, USA) bilgisayar paket programi kullanilmstir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Nisin, Lizozim ve Tarcimin Tekli Antimikrobiyal Etkileri

4.1.1. Nisinin Tekli Antimikrobiyal Etkisi

Cesitli pH seviyeleri ve nisin konsantrasyonlarmin B. cereus lizerindeki etkilerini
incelemek amaci ile 9 6rnek hazirlanmistir. Orneklerde baslangic B. cereus sayisi
5,32 logio kob/ml olarak saptanmustir. 8. ve 20. saatte yapilan mikrobiyolojik

analizler sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1’de ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Farkli pH Seviyelerinde ve Nisin Konsantrasyonlarinda 8. ve 20. Saatte
Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar
Nisin Log (kob/ml) Log (kob/ml)

Ornek pH

(ppm) (8.saat) (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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Nisin 8. saat Nisin 20. saat

Log
(kob/ml)

Log
(kob/ml)

pH6.5
pH5.0
pH3.5

pH

0 35
. 70
Nisin Konsantrasyonu (ppm) Nisin Konsantrasyonu (ppm)

Sekil 4.1. Farkli pH Seviyelerinde ve Nisin Konsantrasyonlarinda 8. ve 20. Saatte
Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar1

Analiz sonuglart degerlendirildiginde nisin igermeyen 6rneklerde pH seviyesindeKi
azalmanin B. cereus sayisi lizerinde dogrudan etkili oldugu ve pH 5 degerinin
altindaki orneklerde B. cereus gelisiminin engellendigi gozlenmektedir. Tim pH
seviyelerinde nisin  varligi, mikroorganizma gelisimini  Onlemistir.  Nisin
konsantrasyonunun 35 ppm’den 70 ppm’e yiikselmesi 6énemli bir etki yaratmamistir
Ote yandan 8. ve 20. saatte elde edilen mikroorganizma sayilar1 arasinda da 6nemli

bir farklilik g6zlenmemistir (p >0,05).

Psikrotrofik B.cereus suslari ile yapilan bir ¢alismada, 8°C’de, pH 5,5-6,5 araliginda
ve 50 ppm nisin varliginda 29 giin boyunca bakterilerin gelisimlerinin kontrol altina
aliabildigi gozlenmistir. Baz1 B. cereus suslarinin ise 1 ppm nisin varliginda dahi
gelisme gostermedikleri  belirtilmektedir. Ancak sicakligin 8°C’den 15°C’ye
yiikselmesi durumunda bazi B. cereus suslarimin pH 6,0 ve pH 6,5’da 5. giinden
itibaren gelismeye basladiklar1 ifade edilmektedir. Calismada ortama asilanan B.
cereus sayisi 1.67 ile 3.70 logio kob/ml arasinda degismektedir. Sonug olarak, nisin
konsantrasyonu yiikseldikge, sicaklik ve pH degerleri diistiikce B. cereus gelisimi
biiyiik 6l¢tide kontrol altina alinmaktadir (Jaquette ve Beuchat, 1998). Yaptigimiz
calismada inokulasyon diizeyinin daha yiiksek olmasina (5,32 log kob/ml) karsin 6,5
pH degerinde de B. cereus gelismesinin 35 ppm nisin varliinda Onlendigi
gbzlenmistir. Ancak burada inkiibasyon siiresi 20 saat ile sinirlidir. Ote yandan
25°C’de dahi B. cereus gelisiminin dnlenmesi gida giivenligi agisindan dnemlidir.

Hijyenik kosullarda yapilan iiretimlerde bakteri kontaminasyonun onlendigi veya
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kritelerde 10? — 10° /g-ml diizeyinde B. cereus varligia izin verildigi dikkate almirsa
belli gida gruplarinda, diisiik kontaminasyon seviyelerinde ve sicaklik yiikselmesi
durumunda da nisin ilavesinin {riin giivenligine katkida bulunmasi s6z konusu

olabilir.

Rajkovic ve dig. (2005) patates piiresinde nisin ve karvakroliin B. cereus iizerindeki
etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, 7, 10 ve 22°C’ler arasinda nisinin MIC (“minimum
inhibitory concentration”) degerlerinin sicaklik yiikseldik¢e arttigin1 ve 22°C’de 50
ppm  nisin  konsantrasyonunun  etkili = olmadigin1  saptamuslardir.  Etkin
konsantrasyonlarin susa gore farklilik gosterebilecegi vurgulanmakta (Periago ve
Moezelaar, 2001), ayrica bakterinin i¢inde bulundugu ortamin asitligi yaninda
karbonhidrat, protein, tuz ve yag igerigi de nisinin antimikrobiyal 6zeligini etkileyen
faktorler arasinda siralanmaktadir (Abee ve dig., 1995; Robinson ve dig., 2000).

Pol ve Smid (1999) nisin ve karvakroliin B. cereus iizerindeki antimikrobiyal
etkilerini inceledikleri ¢alismada nisinin MIC degerini 8°C’de 5 ppm, 20°C’de 10
ppm olarak tespit etmislerdir. Yapilan degerlendirmede, diisiik sicakliklarda bakteri
hiicre membraninin doymamis yag oraninin artmasi sonucu nisin gibi lipofilik
Ozellige sahip maddelerin antimikrobiyal etkinligini artirabilecegi belirtilmektedir.
Caligmada ayrica nisinin digiik konsantrasyonlarda lag fazini uzattigi, yiiksek

konsantrasyonlarda ise gelisimi tamamen 6nledigi vurgulanmaktadir.

Nisin ve bitki ekstraktlarmin B. cereus ftizerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada, 500 ppm nisin varhi@inda B. cereus gelisiminin 8 saat boyunca
engellendigi saptanmustir. Tiirbidimetrik yontemlerle gerceklestirilen analizlerde 8.
saatten sonra 12 saate kadar absorbans degerlerinde biiyiik bir artis meydana geldigi,
ardindan bakterinin duraklama fazina girdigi belirtilmektedir. Bu kapsamda yiiksek
nisin konsantrasyonlarinda B. cereus hiicrelerinin zarar gordigi (“sub-lethal
injury”), siire ilerledik¢e hiicrelerin toparlanarak gelisebildigi vurgulanmaktadir

(Dykes ve dig., 2003).

Yuste ve Fung (2004) nisin ve tar¢inin elma suyunda (pH 3,5), iki farkli sicaklikta E.
coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium iizerindeki antimikrobiyal etkilerini
inceledikleri ¢alismada, 20°C’de, 25 ppm nisin varliginda ve 24 saatlik inkiibasyon
sonunda E. coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium gelisiminin O6nlendigini

gozlemlemislerdir. Bir haftalik inkiibasyon sonrasinda ise ortamda her iki
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mikroorganizmanin  da  canliliklarin1  vyitirdikleri ~ belirlenmistir. ~ Yapilan
degerlendirme sonucunda nisinin antimikrobiyal etkinliginin 20°C’ye gore 5°C’de
daha zayif oldugu, ayrica kullanilan besiyeri ortamina (genel amagli/segici) bagh
olarak alman sonuglar1 degistirebilegi ifade edilmektedir. Segici besiyerlerinde
yapilan gozlemlerde iki haftalik inkiibasyon sonunda mikroorganizma sayilarinin

genel amagli besiyerlerine oranla daha diistik oldugu goriilmektedir.

4.1.2. Lizozimin Tekli Antimikrobiyal Etkisi

Farkli pH seviyeleri ve lizozim konsantrasyonlar1 ile gerceklestirilen caligmada
orneklerin baslangig B. cereus sayilart 5,3 logio kob/ml olarak tespit edilmis ve

sonuclar Tablo 4.2°de ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Farkli pH Seviyelerinde ve Lizozim Konsantrasyonlarinda 8. ve 20.

Saatte Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

.. Lizozim Log (kob/ml Log (kob/ml
Ornek pH (ppm) g(]8(.saat) : (%_(().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

Log
(kob/m1)

Lizozim 8.saat

0
50

Lizozim Konsantrasyonu (ppm)

100

pH6.5
pH5.0
pH3.5

Log

(kob/m1)

Lizozim 20.saat

8,000

0
50

Lizozim Konsantrasyonu (ppm)

100

pH6.5
pH5.0

pH3.5

Sekil 4.2. Farkli pH Seviyelerinde ve Lizozim Konsantrasyonlarinda 8. ve 20. Saatte

Elde Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglar
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Nisin ilavesiyle yapilan denemede oldugu gibi pH seviyesinin azalmasi B. cereus
gelisimini engellemektedir. Ancak lizozim varlig1 veya lizozim kosantrasyonundaki

farkliliklar mikroorganizma sayisinda herhangi bir degisime neden olmamaktadir.

Konu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalar incelendiginde B. cereus bakterilerinin
vejetatif formlar1 lizerine lizozimin etkisine iliskin verilerin ¢ok sinirli oldugu
goriilmektedir. Pastorize siitte lizozim, EDTA ve apo-laktoferrinin L. monocytogenes
ve E. coli O157:H7 tizerindeki antimikrobiyal etkilerinin incelendigi bir arastirmada,
lizozim tek basina kullanildiginda L. monocytogenes gelisimini yavaslatmakta, fakat
E. coli O157:H7 gelisimini engelleyememektedir. Ancak 150 ppm lizozim ve 1,5-2,5
mg/ml EDTA birlikte kullanildiklarinda L. monocytogenes hiicrelerini yok etmekte
ve E. coli O157:H7 gelisimini engellemektedir (Losso ve dig., 2000). Meyve
sularinda, meyve suyu konsantrelerinde ve konserve domateslerde NaCl ve lizozimin
Alicyclobacillus  spp. iizerindeki antimikrobiyal etkilerinin incelendigi bir
arastirmada, %5 oraninda NaCl varliginda %0,001 (10 ppm) lizozimin bakteri
gelisimini inhibe ettigi gézlenmistir (Walls ve Chuyate, 1998). Salatalik ve portakal
suyunda lizozimin antimikrobiyal 6zelliklerinin arastirildig1 bir calismada, 160 ppm
lizozim varhiginda 37°C’de 7 giinliik inkiibasyon sonunda lizozimin antimikrobiyal
etkisi gbzlenmis, ancak etkinin ortamimn pH seviyesine ve iyonik kuvvete bagh
oldugu belirtilmektedir (Lin ve Wang, 1994).

4.1.3. Tarcimin Tekli Antimikrobiyal Etkisi

B. cereus gelisiminin dogal antimikrobiyal etkenlerle kontrol altina alinmasi
kapsaminda yapilan diger bir denemede tar¢in yiizdesi degisken olarak alinmistir.
Farkli pH degerlerinde ve konsantrasyonlarda tar¢in igeren orneklerde baslangi¢ B.
cereus sayist 5,16 logio kob/ml olarak bulunmustur. 8. ve 20. saatte yapilan

mikrobiyolojik analizlerde elde edilen veriler Tablo 4.3’te ve Sekil 4.3 te verilmistir.
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Tablo 4.3. Farkli pH Seviyelerinde ve Tar¢in Yiizdelerinde 8. ve 20. Saatte Elde
Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Tar¢in Log (kob/ml) Log (kob/ml)

Ornek pH (%) (8.saat) (20.saat)
1 3,5 0 4,98 512
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 5,14 514
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
Targin 8.saat Targin 20.saat

Log
(kob/m1)

Log
(kob/m1)

pH6.5 pH6.5
PHS50 o pH5.0
pH3.5

0 pH3.5

0
0,15 03 0,15 03
Targin Yiizdesi (%) Targin Yiizdesi (%) ,

Sekil 4.3. Farkli pH Seviyelerinde ve Tar¢in Yiizdelerinde 8. ve 20. Saatte Elde
Edilen Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Nisin ve lizozim igeren 6rneklerde goriildiigli gibi targin iceren orneklerde de diisiik
pH seviyesi mikroorganizma gelisimini engellemektedir. Targin varliginin yiiksek
pH degerlerinde de , kontrol orneklerine kiyasla B. cereus gelisimini engelledigi
gozlenmektedir (Tablo 4.3). Ancak disiik pH seviyelerinde pH’nin tek basina
inhibitdr etki gosterdigi, bakteri sayilarinin ortamdaki tar¢in varligindan
etkilenmedikleri goriilmistiir. Ancak pH 6,5 da %0,15 tar¢in iceren Orneklerde
inhibitor etki 8. saate kadar etkili olmus, 20. saatte bakteri sayisinda artis gézlenmeye

baslanmuistir.

TCB (“tyndallized carrot broth™) (pH 6,2) besiyerinde ¢esitli baharat esans yaglarinin
farkli B. cereus suslar1 ilizerinde gosterdigi etkilerin incelendigi bir ¢alismada en

onemli etkinin tar¢in tarafindan saglandigr belirlenmistir. Tar¢in esansiyel yaginin 5
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ul/100ml ilavesi ile diisiik sicakliklarda (5, 8, 12°C) tiim B. cereus suslarinin geligimi
60 giin boyunca engellenmistir. Ancak sicaklik yiikseldik¢e (16°C) targin varligi tiim
B. cereus suslarinda sadece lag fazi uzatmaktadir (Valero ve Salmeron, 2003). Toz
tarcinin igeriginde bulunan esansiyel yag orami %0,5-1,0 arasinda degismektedir
(ICMSF, 1998). Bu kapsamda yaptigimiz deneysel ¢alismalarda orneklere ilave
edilen esansiyel yag miktar1 1,5-3,0 pnl/100 ml olarak kabul edilebilir. Calismamizda
elde olunan veriler, s6z konusu ¢alisma bulgulariyla karsilastirildiginda, inkiibasyon
sicakligi daha yiiksek, esansiyel yag miktar1 daha diisiik degerlerde olmasina ragmen
20. saat sonunda B. cereus gelisimi engellenmistir. Havu¢ suyunda (pH 6,2)
yaptigimiz dogrulama calismalarinda ortama ilave edilen 60 ppm nisin ve 2 pl/100
ml tar¢in esansiyel yagi (%0,2 toz tarcin) B. cereus gelisimini 20 saat boyunca

siirlandirmistir (Tablo 4.15).

Ceylan ve dig. (2004), elma suyunda (pH 3,5) tar¢inin E. coli O157:H7 tizerindeki
antimikrobiyal etkisini inceledikleri ¢aligmada, 8°C’de %0,1, %0,2 ve %0,3 tar¢in
ilavesi ile 14 giin sonunda mikroorganizma sayilarinda sirasiyla 0,8, ile 1,0 ve 1,6 log
kob/ml azalma meydana geldigini belirtmektedirler. Ilgili ¢alismada 25°C’de %0,1,
%0,2 ve %0,3 tar¢in ilavesi 3 giin sonunda mikroorganizma sayilari sirasiyla 1,2 ile
1,7 ve 2,0 log kob/ml azalmistir. Buna gore iki farkli sicaklikta inkiibe edilen
orneklerde mikroorganizma sayilari, ilave edilen tar¢in konsantrasyonunun artisi ile
dogru orantili olarak azalmaktadir. Ayrica sicakligin yiikselmesi (8°C’den 25°C’ye)
ile mikroorganizmanin aside karsi direnci kirilmakta ve antimikrobiyal etkinin arttig:

vurgulanmaktadir.

Elma suyunda tar¢inin E. coli O157:H7 iizerindeki antimikrobiyal etkilerinin
arastirlldigl baska bir ¢alismada, 20°C’de %0,3 tarcin ilavesi ile 1. giin sonunda
bakteri gelisiminin engellendigi ifade edilmektedir. Ayni kosullarda, 1 hafta boyunca
inkiibe edilen 6rneklerin biiylik bir kisminda bakterinin yok edildigi belirtilmektedir.
Ancak sicakligin 20°C’den 5°C’ye diismesi ile antimikrobiyal etki azalmaktadir.
Ayrica  Orneklerin  baslangic  inokulum seviyeleri de alman sonuglar
degistirebilmektedir. Calismada inokulum seviyesinin 10* kob/ml seviyesinden 10°
kob/ml seviyesine disiiriilmesi 1. giin sonunda gozlenen mikroorganizma sayilarinda

azalma meydana getirmistir (Yuste ve dig., 2002).
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4.2. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerinin Bacillus Cereus Gelisimi

Uzerine Etkisi

Tepki-Yiizey Yontemi ile nisin, lizozim, pH ve siire degiskenleri gézoniine alinarak
hazirlanan deney plant dogrultusunda Orneklerin 2, 8, 14, 20 ve 26. saatlerde
mikrobiyolojik analizleri yapilmistir.Yapilan mikrobiyolojik analizler sonunda elde
edilen veriler Tablo 4.4’te verilmistir. Orneklerdeki baslangi¢ B. cereus sayis1 5,08
logio kob/ml olarak bulunmustur. Deney sonunda elde edilen verilerin varyans

analizi sonuglar1 ve regresyon katsayilari Tablo 4.5 ve 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.4. pH, Lizozim, Nisin ve Siire Degiskenlerini Igeren Deneyin

Mikrobiyolojik Analiz Sonuglari

Lizozim (L) Nisin (N) Siire (t)

Ornek pH PpM opm 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 45 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 35 75 35 14 -0,13
18 7.5 75 35 14 3,27
19 55 25 35 14 -0,04
20 55 125 35 14 0,16
21 55 75 5 14 0,26
22 55 75 65 14 -0,86
23 55 75 35 2 -0,71
24 55 75 35 26 1,11
25 55 75 35 14 -0,80
26 55 75 35 14 -0,50
27 55 75 35 14 -0,48

N: Orneklerin analizleri sonucunda bulunan B. cereus sayisi
No: Baslangi¢ta inokule edilen B. cereus sayisi
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Tablo 4.5. Varyans Analizi (ANOVA) Sonuglari

Kareler Serbestlik Kareler Ortalamasi

Toplami Derecesi (varyans) F P
(D)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)Siire(L) 8,953 1 8,953 99,513 0,000
Siire(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 44,952 25
Toplam

R?=0,978

Tablo 4.6. Regresyon Katsayilart Sonucunda Elde Edilen lkinci Dereceden

Polinomlarin p-Degerleri

Regresyon Standart

Katsayisi Hata T(11) P
Sabit 18,140 3,179 5,706 0,000
(D)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)Siire(L) -0,559 0,102 -5,456 0,000
Siire(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

Istatiksel tablolarda regresyon degeri ve degiskenlerin etkinligi goriilmektedir.
Lizozim ve nisinin birinci dereceden (L) ve ikinci dereceden (Q) etkilerinin, ve pH-
lizozim, pH-nisin ve lizozim-siire etkilesimlerinin P degerleri, giiven araliginin

(P>0,05) disinda kalmasi nedeniyle etkisiz olduklar1 goriilmektedir. pH ve siire
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bagimsiz degiskenlerinin birinci ve ikinci dereceden etkileri, pH-siire, nisin-lizozim

ve nisin-siire etkilesimleri elde edilen modelde 6nemli bir farklilik yaratmaktadir.

Bagimsiz degiskenler (pH, lizozim, nisin ve siire) ile tepki (Log N/No) arasindaki
iligkiye bagli olarak yapilan regresyon analizi sonucunda ortaya cikan katsayilar

kullanilarak asagidaki ikinci dereceden polinom model denklemi elde edilmistir.

LogN /N, = —18,14 —6,03.pH +0,509.pH 2 —0,022.L — 0,034.N
~0,559.S +0,005.5% —0,006.pH x L +0,002.pH x N +0122.pH xS (4.1)
+0,001.Lx N —0,004.N xS

Modelin uygunlugu varyans analizi sonuglart ve modelden tahminlenen degerler ile
deneylerde gozlenen sonucglar arasinda ¢izilen grafik ile belirlenmektedir.

Tahminlenen degerler ile gozlenen degerler arasindaki iligski Sekil 4.4’te verilmistir.

Gozlenen - Tahminlenen Degerler

4,0

3,5
3,0
2,5
2,0
1,5
1,0
0,5

Tahminlenen Degerler

0,0
-0,5
-1,0

-1,5

-2,0
20 -15 -10 -0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Goézlenen Degerler

Sekil 4.4. Tahminlenen Degerler ile Deney Sonucu Goézlenen Degerler Arasindaki
Miski

Bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiler Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de gosterilen Tepki-

Yiizey izdiisiimii grafiklerinde belirtilmistir.
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pH

Sekil 4.5. Tepkinin (Log N/No) pH — Lizozim ve pH — Nisin ile Degisimi

Sekil 4.5’te, B. cereus sayisinda azalmanin gozlendigi pH degerleri 4,0 ile 5,0
arasindadir. Lizozim — pH grafiginde, pH 4,0 ile 5,0 arasinda 0-65 ppm lizozim
ilavesi ile B cereus sayisinda 1 log’luk azalma saglanmaktadir. Ancak
konsantrasyonun 65 ppm’den daha yiiksek seviyelere ¢ikarilmasi bakterisid etkiyi
durdurmakta, bakteriostatik etki saglamaktadir. Lizozim konsantrasyonu degismedigi
takdirde pH seviyesi 6,0 nin lizerine ¢iktiginda bakteri gelisimi artmaktadir. Nisin —
pH grafiginde, 40-65 ppm nisin varliginda pH 4,5-5,0 seviyesinde B. cereus
sayisinda 1 log’luk azalma meydana geldigi goriilmektedir. Ayn1 pH seviyesinde
nisin konsantrasyonunun 45 ppm’den diisiik degerlerde olmasi bakteri gelisimini
engellemektedir. pH seviyesi 6.0’in iizerine ¢iktiginda nisin konsantrasyonundan

bagimsiz olarak B. cereus gelisimi artmaya baslamaktadir.

5 1
25 45 65 85 105 125 330
=

,5 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7.5
pH Lizozim

Sekil 4.6. Tepkinin (Log N/No) pH - Siire ve Lizozim — Nisin ile Degisimi
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Sekil 4.6’daki pH-stire grafiginde pH 5,0-7,0 arasinda B. cereus gelisimi 10 saat
boyunca engellenebilmektedir. pH seviyesi arttikca gelisimin Onlenebildigi siire
degerlerinin azaldigi gozlenmektedir. Ayrica pH 3,5-4,0 arasinda bakteri gelisimi
stire ilerledik¢e daha etkin bir sekilde engellenmektedir. Nisin-lizozim grafiginde,
55-65 ppm nisin ve 25-65 ppm lizozim varhiginda B. cereus sayisinda 1 log’luk
azalma meydana gelmektedir. Ancak nisin konsantrasyonu sabit tutularak lizozim
konsantrasyonunun artirilmasi bakteri gelisimini engelleyememektedir. Ayrica nisin
30 ppm ve lizozim 70 ppm degerlerinin altinda ilave edildiginde B. cereus gelisimi
artmaktadir.

2
a1
25 45 65 85 105 125 B0
A -1
Lizozim

Sekil 4.7. Tepkinin (Log N/No) Lizozim - Siire ve Nisin — Siire ile Degisimi

Sekil 4.7°de lizozim-siire grafiginde lizozim varligi konsantrasyondan bagimsiz
olarak B. cereus gelisimini 16 saat boyunca engellemektedir. 85-90 ppm lizozim
varliginda yaklasik 2 saat boyunca bakteri sayisinda 1 log’luk azalma meydana
gelmektedir. Nisin-siire grafiginde, 5-25 ppm nisin varliginda 8 saat boyunca bakteri
sayilarinin azaldigi goriilmektedir. Ancak siire ilerledikge antimikrobiyal etki
kaybolmakta, B. cereus gelisimi artmaktadir. Ayrica nisin konsantrasyonu arttik¢a

bakteri gelisiminin 6nlendigi siire de artmaktadir.

4.3. Nisin, pH, Tar¢in Degiskenlerinin Bacillus Cereus Gelisimi Uzerine Etkisi

Tepki-Yiizey Yontemi ile nisin, tar¢in ve pH degiskenleri g6zoniine alinarak

hazirlanan deney plan1 dogrultusunda 8. ve 20. saatlerde 6rneklerin mikrobiyolojik
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analizleri yapilmis, sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir. Orneklerdeki baslangig B.

cereus sayist 5,71 logio kob/ml olarak bulunmustur.

Tablo 4.7. Nisin, Tar¢in ve pH Degiskenlerini igeren Deneyin Mikrobiyolojik Analiz

Sonuglart
- Nisin Targin Log N/NO Log N/NO
Ornek PH (ppm) (%?) (895aat) (28.saat)
1 3,5 0 0 0,15 0,09
2 6,5 0 0 2,22 2,93
3 35 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 calismalar sonunda 8. saatte elde edilen verilerin varyans analizi sonuglari

ve regresyon katsayilar1 Tablo 4.8 ve 4.9°da verilmistir.

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

Kareler Serbestlik Kareler Ortalamasi

Toplami Derecesi (varyans) F P
(DpH(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)Tarcin(L) 0,033 1 0,033 1,087 0,337
Tar¢in(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 5,017 15
Toplam

R?=0,964
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Tablo 4.9. 8. Saatte Regresyon Katsayilar1 Sonucunda Elde Edilen Ikinci Dereceden

Polinomlarin p-Degerleri

F;ggt'; ?3)//12? Standart Hata T(11) P
Sabit -0,760 1,149 -0,662 0,533
(L)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)Tar¢mn(L) 3,778 2,181 1,732 0,134
Tar¢in(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

Istatiksel tablolarda regresyon degeri ve degiskenlerin etkinligi goriilmektedir. pH ve
targin ve nisinin birinci dereceden (L), pH ve tar¢inin ikinci dereceden (Q) etkilerinin
P degerleri, giiven araliginin (P>0,05) disinda kalmasi nedeniyle etkisiz olduklar
goriilmektedir. Nisin bagimsiz degiskeninin ikinci dereceden etkisi, pH-nisin, pH-
targin ve nisin-tar¢in etkilesimleri elde edilen modelde oOnemli bir farklilik

yaratmaktadir.

B. cereus gelisimi lizerine etkili olan bagimsiz degiskenler (pH, nisin ve tar¢in) ile
tepki (Log N/No) arasindaki iliskiye bagli olarak yapilan regresyon analizi sonucunda
ortaya cikan katsayilar kullanilarak 8. saatte asagidaki ikinci dereceden polinom

model denklemi elde edilmistir.

LogN /N, =-0,76 +0,015.pH +0,067.pH* + 0,017.N +3,778.T

4.2
+10,203.T2—0,01.pH x N —2,186.pH xT +0,104.N xT (42)

Modelin uygunlugu varyans analizi sonuglart ve modelden tahminlenen degerler ile
deneylerde go6zlenen sonuglar arasinda g¢izilen grafik ile belirlenmektedir.

Tahminlenen degerler ile gozlenen degerler arasindaki iliski Sekil 4.8°te verilmistir.
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Gozlenen - Tahminlenen Degerler (8.saat)
2,5

2,0

15}
R?=0.964

1,0

Tahminlenen Degerler

0,5}
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-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

Gozlenen Degerler

Sekil 4.8. 8. Saatte Tahminlenen Degerler ile Deney Sonucu Gozlenen Degerler
Arasindaki Iliski

Bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiler Sekil 4.9 ve 4.10’da gosterilen Tepki-

Yiizey izdiigiimii grafiklerinde belirtilmistir.

Nisin
Targin

0,
0,

0,

) 0,
3,5 4,0 4,5 5,0 55 6,0 6,5 0

0,2
pH

Sekil 4.9. 8. Saatte Tepkinin (Log N/No) pH — Tar¢in ve pH — Nisin ile Degisimi

Sekil 4.9°da goriilen pH-nisin ve pH-targin grafikleri birbirine benzer O6zellikler
tasimaktadir. pH 3,5-4,5 arasinda 0-20 ppm nisin ve %0-0,1 tar¢in varliginda ve pH
5,0-6,5 arasinda 35-70 ppm nisin ve %0,15-0,30 tar¢in varliginda B. cereus gelisimi
onlenmektedir. Yiiksek pH seviyesine sahip ortamlarda nisin konsantrasyonu ve
tarcin yiizdesi belirtilen degerlerin altinda kaldiginda B. cereus gelisimi artmaktadir.

pH seviyesi ile nisin ve tar¢in konsantrasyonu arasinda dogru orant1 mevcut olup pH
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seviyesi arttikca bakteri gelisiminin Onlenmesi i¢in gerekli tar¢in ve nisin

konsantrasyonlari da artmaktadir.

Targin

EE000EE
500000k
NEo®

0 10 20 30 40 50 60
Nisin

Sekil 4.10. 8. Saatte Tepkinin (Log N/No) Nisin — Tar¢in ile Degisimi

~
S
~

Sekil 4.10°da B. cereus gelisimini onleyen nisin ve tar¢in degerleri ters orantili
olarak degismektedir. Nisin konsantrasyonu arttikca tarcin yilizdesi azaltilarak, tar¢in
yiizdesi arttik¢a nisin konsantrasyonu azaltilarak B. cereus’a karsi etkin bir koruma
saglanabilir. Ancak her iki antimikrobiyal de belirli diizeylerin altinda kaldiklarinda
etkilerini kaybetmektedirler. Tar¢in yiizdesi %0-0,12, nisin konsantrasyonu 0-20
ppm seviyeleri arasinda kaldiklarinda B. cereus gelisimi iizerindeki inhibitor etki

gozlenmemektedir.

Deneysel ¢aligmalar sonunda 20. saatte elde edilen verilerin varyans analizi sonuglari

ve regresyon katsayilar1 Tablo 4.10 ve 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4.10. 20. Saatte Elde Edilen Varyans Analizi (ANOVA) Sonuglari

Kareler Serbestlik Kareler Ortalamasi

Toplami Derecesi (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)Tarc¢in(L) 0,013 1 0,013 0,512 0,501
Tar¢in(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 8,293 15
Toplam

R?=0,981

Tablo 4.11. 20. Saatte Regresyon Katsayilar1 Sonucunda Elde Edilen Ikinci

Dereceden Polinomlarin p-Degerleri

Regresyon

Standart Hata T(11) P
Katsayisi
Sabit -0,323 1,062 -0,304 0,771
(D)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)Targin(L) 6,385 2,015 3,168 0,019
Tar¢in(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

[statiksel tablolarda regresyon degeri ve degiskenlerin etkinligi goriilmektedir. 20.
saatte pH bagimsiz degiskeninin P degeri, giiven araliginin (P>0,05) disinda kalmasi
nedeniyle etkisiz oldugu goriilmektedir. pH, nisin ve tar¢in bagimsiz degiskenlerinin
birinci deredecen ve nisin ve tar¢in bagimsiz degiskenlerinin ikinci dereceden
etkileri, pH-nisin, pH-tar¢in ve nisin-tar¢in etkilesimleri elde edilen modelde 6nemli

bir farklilik yaratmaktadir.

B. cereus gelisimi lizerine etkili olan bagimsiz degiskenler (pH, nisin ve tar¢in) ile
tepki (Log N/No) arasindaki iliskiye bagli olarak yapilan regresyon analizi sonucunda
ortaya ¢ikan katsayilar kullanilarak 8. saatte asagidaki ikinci dereceden polinom

model denklemi elde edilmistir.
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LogN /N, =-0,323 —0,329.pH +0,126.pH* +0,028.N +6,385.T

4.3
+12,603.T % -0,013.pH x N —3,043.pH xT +0,136.N x T 43)

Modelin uygunlugu varyans analizi sonuglari ve modelden tahminlenen degerler ile
deneylerde gozlenen sonuglar arasinda ¢izilen grafik ile belirlenmektedir. 20. saatte

gerceklestirilen analizler sonucunda tahminlenen degerler ile gozlenen degerler

arasindaki iliski Sekil 4.11°de verilmistir.

Gozlenen - Tahminlenen Degerler (20.saat)
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Sekil 4.11. 20. Saatte Tahminlenen Degerler ile Deney Sonucu Goézlenen Degerler
Arasindaki Tliski

Bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiler Sekil 4.12 ve 4.13’de gosterilen Tepki-

Yiizey izdiigiimii grafiklerinde belirtilmistir.

Nisin

1 X - [
05 35 4,0 45 5,0 55 6,0 65105
0 mo
pH pH

Sekil 4.12. 20. Saatte Tepkinin (Log N/No) pH — Tar¢in ve pH — Nisin ile Degisimi
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Targin, nisin ve pH degiskenleri ile yapilan deneylerden 20. saatte elde edilen
verilere gore Sekil 4.12°de ve Sekil 4.13’de verilen grafikler c¢izilmistir. Sekil
4.12’de goriilen pH-nisin ve pH-tar¢in grafikleri, 8. saatte elde edilen veriler veriler
yardimiyla ¢izilen Sekil 4.9’daki pH-nisin ve pH-tar¢in grafiklerine oldukga
benzemektedir. Belirlenen tek farklilik, Sekil 4.12°de pH 4-5 arasinda bakteri
gelisimi daha etkin bir sekilde dnlenmektedir. Buna gore, siire ilerledikge pH-nisin

ve pH-tar¢in etkinlikleri artmaktadir.

1
0,5
0

Nisin

Sekil 4.13. 20. Saatte Tepkinin (Log N/No) Nisin — Tar¢in ile Degisimi

Sekil 4.13’de goriilen nisin-tar¢in grafigi Sekil 4.10’da goriilen grafik ile benzer
Ozellikler tasimaktadir. Ancak nisin-targin etkilesiminin B. cereus iizerindeki
etkisinde kiigiik bir azalma oldugu gozlenmektedir. Buna gore, nisin konsantrasyonu
60-70 ppm seviyesine ¢ikartildiginda istenen etkinin saglanabildigi goriilmektedir,
fakat siire ilerledikg¢e nisin-targin etkilesiminin az da olsa etkisini kaybettigi dikkati
cekmektedir. Sekilde tar¢in %0-0,1, nisin 0-30 ppm seviyesinin altinda kaldiginda B.

cereus sayisinda artis gézlenmektedir.

4.4. Verilerin Dogrulanmasi

4.4.1. Modelin Dogrulanmasi

Nisin, lizozim, pH, siire ve nisin, tar¢in, pH degiskenlerini igeren iki deneysel
calismadan elde edilen veriler yardimiyla optimum noktalar secilmistir. Optimum
noktalarin belirlenmesinde Modde 7 (Umetrics, Sweden) programinin “optimizer”

ozelligi kullanilmistir. Secilen optimum noktalarin ve dolayisiyla modellerin
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dogrulanmasi amaciyla hazirlanan deney planm1 c¢ercevesinde elde edilen
mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Tablo 4.12 ve 4.13’te verilmistir. Tablolarda Modde
7 (Umetrics, Sweden) programindan elde edilen optimum noktalarin alt sinirlari,
tahminlenen Log N/No ad1 altinda verilmistir. Orneklerin baslangic B. cereus sayisi

5,25 logio kob/ml olarak bulunmustur.

Tablo 4.12. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerini igeren Modelin Dogrulama

Sonuglari
Ornek oH Nisin Lizozim Siire Gozlenen Tahminlenen
(ppm) (ppm) (saat) Log N/No Log N/No
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, Tarcin ve pH Degiskenlerini Iceren Modelin Dogrulama

Sonuglari
Ornek oH Nisin Tarc¢in Siire Gozlenen Tahminlenen
(ppm) (%) (saat) Log N/No Log N/No
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 42 - - 20 0,36 -
8 4,2 25 0.15 20 0,16 -0,04

Nisin, lizozim, pH ve siire degiskenlerini iceren modelde, pH 6,2°de, nisin 35 ppm,
lizozim 75 ppm diizeyinde ilave edilmis olup 2 saat sonunda yapilan mikrobiyolojik
analizlerde B. cereus sayisinda 0,8 log’luk bir azalma meydana gelmistir. Ayni
modelde pH 4,2°de 65 ppm nisin, 30 ppm lizozim varliginda 26 saat sonunda B.

cereus sayisinda 0,6 log’luk azalma belirlenmistir.

Nisin, tar¢in ve pH degiskenlerini iceren modelde, pH 6,2 ve pH 4,2°de uygulanan
nisin ve tar¢in konsantrasyonlar1 B. cereus sayisinda azalma saglamasa da, bakteri
gelisimini engellemistir. Elde edilen sonuglar tahminlenen tepki degerleri ile uyum

gostermektedir.
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4.4.2. Meyve Sularinda Dogrulama

Modellerin TSB besiyerinde dogrulanmasmin ardindan diisiik ve yiiksek pH
degerlerine sahip elma ve havu¢ suyunda dogrulama calismalar1 yapilmistir.
Dogrulama ¢alismalarinda elde edilen mikrobiyolojik analiz sonuglar1 Tablo 4.14 ve
4.15’te verilmistir. Orneklerin baslangic B. cereus sayis1 5,25 logio kob/ml olarak
tespit edilmistir. Tablolarda karsilastirma yapabilmek amaciyla TSB besiyerinde

gergeklestirilen dogrulama sonuglar1 da verilmistir.

Tablo 4.14. Nisin, Lizozim, pH ve Siire Degiskenlerini iceren Modelin Meyve

Sularinda Dogrulanmasi

.. Nisin Lizozim K-Sorbat Siire
Ornek  Ortam pH (ppm) (ppm) (ppm) (saat) Log N/No
1 Havug 6,2 - - - 2 0,33
2 Havug 6,2 - - 300 2 0,42
3 Havug 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, Tar¢in ve pH Degiskenlerini Igeren Modelin Meyve Sularinda

Dogrulanmast

.. Nisin Tarcin K-Sorbat Siire

Ornek  Ortam pH (ppm) (%f) (ppm) (saat) Log N/No
1 Havug 6,2 - - - 8 1,53
2 Havug 6,2 - - 300 8 0,18
3 Havug 6,2 60 0,2 - 8 0,10
4 TSB 6,2 60 0,2 - 8 -0,04
5 Havug 6,2 - - - 20 2,45
6 Havug 6,2 - - 300 20 0,37
7 Havug 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 42 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 42 25 0,15 - 20 0,07
16 TSB 4,2 25 0,15 - 20 0,16
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TSB besiyerinde gerceklestirilen dogrulama caligmalar1 ayni optimum noktalar baz
alinarak farkli pH degerlerine sahip elma ve havug sularinda devam etmistir. Meyve
sularinda yapilan analizler sonucunda elde edilen degerler TSB besiyerinde elde
edilen sonuglar ile uyum gostermektedir. Optimum noktadan en biiyiik sapma nisin,
lizozim, pH ve siire degiskenlerini igeren modelde havug suyunda goézlenmistir. TSB
besiyeri ile havug suyu analizleri sonucunda tepki degerinde yaklasik 1 log’luk bir

sapma belirlenmistir (Tablo 4.13).
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5. SONUC

Bu c¢alismada emetik ve diyarejenik toksin tireten B. cereus suslarmin karigimi
kullanilarak farkli pH degerlerinde nisin, lizozim ve tar¢in gibi dogal
antimikrobiyallerinin inhibitér etkileri arastirllmistir. Tepki-Yiizey YOntemi
(“Response-Surface Methodology”) kullanilarak nisin, lizozim, tar¢in, pH ve siire

degisken olarak alinmis ve deney planlar1 hazirlanmstir.

Nisin, lizozim ve tar¢inin tekli antimikrobiyal etkilerinin incelendigi deneyde, nisin
ve tar¢inin olumlu etkileri saptanirken lizozim ilavesi B. cereus gelisimini dnlemekte
yetersiz kalmistir. Nisin ve tarcin icermeyen drneklerde pH seviyesindeki azalmanin
B. cereus sayisit lizerinde dogrudan etkili oldugu ve pH 5 degerinin altindaki
orneklerde B. cereus gelisiminin engellendigi gézlenmektedir. Tiim pH seviyelerinde

(pH 3,5-5,0-6,5) nisin ve tar¢in varligi, mikroorganizma gelisimini 6nlemistir.

Nisin, lizozim, pH ve siire bagimsiz degiskenlerinin B. cereus tizerindeki etkilerinin
incelendigi deneyde, pH-siire, nisin-lizozim ve nisin-siire etkilesimleri 6nemli bir
farklilik yaratmaktadir. Deneysel ¢alismalarda B. cereus sayisinda maksimum
azalmay1 saglayan bagimsiz degisken degerleri pH 4.5, nisin 50 ppm, lizozim 50
ppm ve siire 8 saat olarak belirlenmistir. Verilen degerlerde tepki (Log N/No) -1,20

olarak bulunmustur.

Nisin, tar¢in ve pH bagimsiz degiskenlerinin 8. ve 20. saatte B. cereus iizerindeki
etkilerinin incelendigi deneyde ise 8. sattte bagimsiz degisikenlerin tiim ikili
etkilesimleri ve nisin konsantrasyonunun ikinci dereceden etkisi tespit edilmistir. 20.
saatte yapilan deneysel caligmalar sonucunda ise bagimsiz degiskenlerin tiim ikili
etkilesimleri ve ikinci dereceden etkilerinin 6nemli bir farklilik yarattigi tespit

edilmistir.

Modelleme ¢alismalart sonucunda elde edilen optimum degerler ile dogrulama
caligmalar1 yapilmistir. TSB besiyerinde ve meyve sularinda (elma ve havug suyu)

modelin dogrulanmasi amaciyla yapilan caligmalarda gozlenen degerler, tahminlenen
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degerlerle uyum gostermektedir. TSB besiyerinde yapilan dogrulama calismalarinda
pH 6,2°de 35 ppm nisin ve 75 ppm lizozim varliginda tepki (Log N/No) -0,80; 60
ppm nisin ve %0,2 tar¢in varliginda -0,04 olarak tespit edilmistir. pH 4,2’de ise 65
ppm nisin ve 30 ppm lizozim varliginda tepki (Log N/No) -0,62; 25 ppm nisin ve
%0,15 tar¢in varliginda tepki 0,15 olarak bulunmustur. Gozlenen ve tahminlenen
degerler kiyaslandiginda tar¢in, nisin ve pH degiskenlerini iceren modelden elde
edilen sonuglar lizozim, nisin, pH ve siire degiskenlerini iceren modelden elde

edilenlere gore daha iyidir.
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