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OZET

ALICYCLOBACILLUS ACIDOTERRESTRIS SPORLARININ DEGIiSiK ORTAM
KOSULLARINDA ISIL DAYANIKLILIKLARININ BELIRLENMESI

Ceviz, Giilin
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi ABD
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Yahya TULEK

Temmuz 2006, 64 Sayfa

Alicyclobacillus acidoterrestris (DSM2498) sporlarinin elma suyu, portakal suyu ve
malt ekstrakt broth gibi ii¢ farkli ortamda briks (10 ve 20), pH (3,5 ve 4) ve sicaklik (85,
90, 95 ve 100°C) degiskenlerine bagli olarak 1s1l dayanmiklilign arastirilmistir. Her ii¢
ortamda da briks ve pH'nin desimal azalma siiresi (D degeri) ve inaktivasyon orani
[log(N/N,)] tizerine etkisi belirlenememistir. Briksin artmasina bagl olarak log(N/N,)
degerlerinde artis olmus ancak bu durum istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir.
Briks ve pH’nin Z degeri iizerine etkisi onemli bulunmustur (P<0.01). Portakal suyunda
briksin artistyla Z degeri artarken, elma suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda
azalmistir. Portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda pH’nin artisina bagh
olarak D degeri artmis, elma suyunda ise azalma meydana gelmistir. Diger taraftan,
pH’ nin artistyla log(N/N,) degerlerinde artis olmus, ancak bu durum istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Z degerleri ise pH artisiyla elma suyunda artarken, portakal suyu
ve malt ekstrakt brothda azalmistir. pH’ya bagli olarak Z degerlerindeki degisim 6nemli
bulunmustur (P<0.01). A. acidoterrestris sporlarinin 1s1l dayaniklilig1 lizerine etki eden
en Onemli faktdr sicaklik olarak belirlenmistir. Sicakligin artisina bagh olarak D
degerlerindeki diisiisler istatistiki olarak 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Anahtar Kelimeler: Alicyclobacillus acidoterrestris, meyve suyu, 1sil dayaniklilik, D
degeri, Z degeri

Prof. Dr.: Muharrem CERTEL
Dog¢.Dr.: Ahmet Hilmi CON
Yrd. Dog. Dr.: Yahya TULEK



ABSTRACT

DETERMINATION OF THERMAL RESISTANCE OF ALICYCLOBACILLUS
ACIDOTERRESTRIS SPORES IN DIFFERENT MEDIUM CONDITIONS

Ceviz, Giilin
M. Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Yahya TULEK

July 2006, 64 Pages

The thermal resistance of Alicyclobacillus acidoterrestris (DSM2498) spores in
apple juice, orange juice and a model system (malt extract broth) were investigated in
various brix (10 and 20), pH values (3.5 and 4) and temperatures (85, 90, 95 and
100°C). Brix and pH was not affected on decimal reduction time (D value) and
inactivation rate [log (N/N,)] in all three mediums. log (N/N,) was increased, depending
on increase of the brix contents used, but the relationship was not significant
statistically. The influence of brix and pH on the Z value was important (P<0.01). Z
value was increased with increasing brix in orange juice, but it was decreased in apple
juice and malt extract broth. D value was increased with increasing pH in orange juice
and malt extract broth, while it was decreasing in apple juice. On the other hand, log
(N/N,) value was decreased with increasing pH, but this relation was not important
statistically. While Z value was increasing with raising pH in apple juice, decreased in
orange juice and malt extract broth. Alteration of Z value in various pH values was
determined significant statistically (P<0.01). Temperature was determined as the most
effective factor on the thermal resistance of A. acidoterrestris spores. Decreases of D
values, depending on the temperature used, was also significant (P<0.01).

Key Words: Alicyclobacillus acidoterrestris spores, fruit juice, thermal
resistance, D value, Z value
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1. GIRiS

Meyvelerden hammaddenin 6zelligine baglh olarak berrak meyve suyu veya meyve
eti iceren bulanik meyve suyu iiretilebilir. Meyve sular1 %85-90 oraninda su igerir ve
meyveler gibi vitamin, mineral madde, seker ve meyve asitlerince zengin gidalardir. Bu
nedenle de meyve sulari mikroorganizmalarin geligsmesi i¢in son derece uygun bir ortam

olustururlar (Unliitiirk ve Turantas 2003).

Gidalarin bozulmasina neden olabilecek mikroorganizmalart 1s1 etkisiyle inaktive
etmek suretiyle, gidalara siirekli bir dayaniklilik kazandirma islemine “1s1 uygulayarak
muhafaza” yontemi denir. Bu amacla uygulanan i1sitmaya ise “isil islem” denir

(Cemeroglu 2005).

Yapilan bu calismayla asidik karakterli meyve suyu {iriinlerinde bozulma nedeni
olan ve 1si1l dayamklhilign yiiksek Alicyclobacillus acidoterrestris sporlarinin 1sil
direncinin farkli ortamlarda, farkli pH ve brikslerde ve degisik sicakliklarda
belirlenmesi amaglanmistir. Boylelikle, meyve suyu iiretiminde uygulanabilecek
pastorizasyon normlarinin belirlenmesi icin temel bazi verilerin elde edilmesi

hedeflenmistir.

1.1. Mikroorganizmalarin Is1 Etkisiyle inaktive Edilmesi

Isil iglemin mikroorganizmalar {izerindeki oOldiiriicii etkisi degisik sekillerde
aciklanmaktadir. Ancak en fazla kabul goren agiklamaya gore, mikroorganizmalarin
yapilarinda bulunan proteinler ve yasamsal 6nemi bulunan enzimler 1s1 etkisiyle
denatiire olmakta ve bunun dogal sonucu olarak da o©lim gergeklesmektedir.
Mikroorganizmalarin 1s1l direngleri iizerine etki eden faktorlerin baslhicalar1 soyle

siralanabilir (Unliitiirk ve Turantas 2003).



1. Sicaklik siire iliskisi: Belirli kosullar altinda mikroorganizmalarin vejetatif hiicre
veya sporlarini 6ldiirmek i¢in gerekli olan 1s1l islem siiresi sicaklik yiikseldikg¢e kisalir.

Diger bir ifadeyle 1s1l islemlerde sicaklikla siire arasinda ters bir iligki mevcuttur.

2. Mikroorganizmalarin cins, tiir ve sayisi:: Mikroorganizmalarin 1s1l direnci cins
veya tiire gore farklilik gosterir. Bunun diginda 1s1l diren¢ mikroorganizmanin hangi
formda olduguna baghdir. Bakteri, kiif ve mayalarin spor formlarmin 1sil direnci

vejetatif formlarina kiyasla daha yiiksektir.

3. Ortamin pH’s1: Mikroorganizmalarin 1s1l direngleri, i¢inde bulunduklari ortamin
pH degeriyle yakindan iliskili oldugu i¢in, gidalarin 1sil islemlerle muhafazasinda
gidanin pH degeri Onemli bir kriter olarak ortaya c¢ikmaktadir. Genel olarak
mikroorganizmalarin 1sil direnci, optimum gelisme pH’lar1 civarinda en yiiksek
diizeydedir ve pH degeri optimumdan uzaklastikca 1s1l direnci azalir. Nitekim, birkag
tir disinda bakteriler 1siya karsi en yiiksek direnci pH 7 dolaylarinda yani notral
ortamda gostermektedirler. Ortamin pH degeri diistiikce, mikroorganizmalarin 1s1l
direnci azalmaktadir. Bu yiizden gidalar, pH degerine bagh olarak farkli sicaklik ve

siirelerde uygulanan 1s1l islemlerle dayanikli hale getirilmektedir.

4. Ortamin Bilesimi: Mikroorganizmalarin 1s1l direncini etkileyen diger énemli bir
faktor de  mikroorganizmalarin  icinde bulunduklar1  ortamin  bilesimidir.
Mikroorganizmalarin 1s1l direncini etkileyen onemli faktorlerden birisi ortamin nem
orant veya su icerigidir. Ortamdaki nem oram1 veya su miktar1 yiikseldikge
mikroorganizmalarin 1s1l direnci azalir. Bunun nedeni ise yiiksek nem veya su igeren
ortamda protein denetiirasyonunun daha diisiik sicaklikta gerceklesmesidir. Diger
taraftan ortamin tuz (NaCl) derisimi, belli bir noktaya kadar mikroorganizmalarin 1sil
direncini artirmaktadir. %2’den %4’e kadar tuz oranlarinin mikroorganizmalarin 1s1l
direncini arttirdigi, ancak daha yiiksek tuz oranlarinin ise 1s1l direnci azalttig
bildirilmistir. Sekerler de derisime bagli olarak mikroorganizmalarin 1si1l direncini
etkilemektedir. Diisiik oranlardaki seker, mikroorganizmalar1 1siya karsi korumadigi
halde, %50 gibi yiiksek derisimlerdeki seker 1sil direnci arttirmaktadir. Ayn1 sekilde
protein yapisindaki maddeler ve yaglar da mikroorganizmalar 1s1ya kars1 korumaktadir.
Yaglarin bu etkileri, 1s1y1 gii¢ iletmeleri ile aciklanmaktadir. Ayni1 zamanda yaglar
mikroorganizma hiicresinin ¢evresini sararak su ile iliskisini keserler ve boylece suyun

proteinlerin koagiilasyonu tizerindeki etkisini azaltirlar.



Is1l islemin hedefleri;
¢ (Gidalardaki tiim patojen mikroorganizmalari 6ldiirmek,
e Patojen olmasa dahi, normal depolama kosullarinda o gidada bozulmaya
neden olabilecek tiim mikroorganizmalar1 6ldiirmek,
e Enzimleri inaktive etmek,
¢ Biitiin bu hedeflere ulasilirken, gidanin kalitesinde ve beslenme degerinde en

az olumsuzluga neden olmak (Cemeroglu 2005).

Bu amaclara ulagsmak i¢in 1s1l islemde Oyle bir sicaklik ve siire secilmelidir ki, o
gidada bulunabilecek 1siya en direngli patojen ve bozulma etmeni olabilecek
mikroorganizma Oldiiriilmiis olsun. Baska bir ifadeyle; 1s1l islemde Oldiiriilmesi
hedeflenen mikroorganizma, 1siya en direngli patojen veya bozulma etmeni
mikroorganizmadir. Bu hedefe ulasilinca, 1siya daha az direncli olan patojen veya
bozulma etmeni olan diger mikroorganizmalarin zaten 6ldiiriilmiis olacag1 gercegi, bu

uygulamanin mantigini olusturmaktadir (Cemeroglu 2005).

1.2. Meyve Sularinda Bulunan Mikrobiyal Flora

Meyve sularinin uzun siire bozulmaksizin saklanabilmesi i¢in bunlara mutlaka bir
1s1l iglem uygulanmasi gerekmektedir. Meyve sularina 1sil islem uygulanmasi hem
bozulmayr Onlemek hem de hastalik riskini ortadan kaldirmak i¢in zorunludur
(Cemeroglu ve Karadeniz 2001). Burada en Onemli noktalardan biri, bir taraftan
bozulma etmeni mikroorganizmalarin o©ldiiriilmelerini gerceklestiren diger taraftan
gidalarin fiziksel yapilarinda ve besin degerlerinde en az kayba neden olabilen en uygun

1s1l islem kosullarinin saglanmasidir (Acar ve Cemeroglu 1998).

Taze sikilmis ve herhangi bir muhafaza yontemi uygulanmamis meyve sularinda
genellikle Sacchoromyces, Candida, Hanseniaspora, Cryptococcus, Rhodotorula,
Penicillium, Mucor, Aspergillus, Geotridhum, Byssochlamys, Lactobacillus,
Acetobacter, Bacillus tiirleri ile baz1 koliform ve fekal orjinli bakteriler bulunabilir
(Unliitiirk ve Turantas 2003). Taze meyve sularim dncelikle bozan mikroorganizmalar
mayalar ve laktik asit bakterileridir. Higbir 1s1] islem goérmemis taze meyve suyunun

dayanma siiresi simirhdir. Eger uygun kosullarda iiretilir, hijyene titizlikle uyulur ve



donma noktast iistiinde sogukta saklanirsa raf Omrii en cok 1-2 hafta olabilir

(Cemeroglu ve Karadeniz 2001).

Meyve sularimin pH degerleri diisiik ve genellikle 3-4 civarindadir (Unliitiirk ve
Turantas 2003). pH derecesi 4,5’un iizerinde olan yani diisiik asitli gidalarda belli
normlarda 1s1l islem uygulandigi halde, meyve sular1 gibi yiiksek asitli gidalarda 1s1l
islem normlart pek fazla oOnemli goriillmemektedir. Ciinkii bunlarda bulunan
mikroorganizmalar pastrizasyon olarak tanmimlanan basit bir 1s1 uygulamasiyla
kolaylikla oldiiriilebilmektedir. (Unliitiirk ve Turantas 2003, Cemeroglu ve Karadeniz
2001). pH’s1 3,7-4’den kiiciik meyve sebze ve bunlarn iiriinlerini igeren yiiksek asitli
gidalarda genellikle sporsuz mezofiller, kiifler, mayalar ve/veya laktik asit bakterileri
bozulma nedenidir (Jay 1992). Bu gibi asidik gidalarda uygulanan pastorizasyon islemi
ile laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri, enterobakterler, mayalar ve 1s1ya direngli
olmayan kiifler gibi bozulmaya neden olan sporsuz mikroorganizmalar inaktif hale

getirilebilmektedir (Karagozlii 2004).

Tablo 1.1’de meyve sularinda bulunan bazi mikroorganizmalarin 1sil direngleri
verilmistir (Cemeroglu ve Karadeniz 2001). Tablo 1.2’de ise bazi meyve sularina
uygulanan pastorizasyon normlart yer almaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz 2001,

Unliitiirk ve Turantas 2003).

Tablo 1.1 Meyve sularinda bulunabilen bazi mikroorganizmalarin 1sil direngleri
(Cemeroglu ve Karadeniz 2001).

Mikroorganizma Meyve suyu D ve Z degeri
A. niger Konidosporlar1 Elma suyu Dgo =37 saniye
Z=6°C
Z. baillii askosporlari Elma suyu Dso = 15,6 dakika
Portakal Suyu Dso = 10,4 dakika
Uziim suyu D5y = 33,3 dakika
Elma suyu D75 = 0,02 saniye
L. fermentum Portakal suyu Dgo = 1000 saniye
Z=5°C
Portakal Suyu D75 =0,53 saniye
S. cerevisiae Portakal Suyu Dys = 0,004 saniye




Tablo 1.2 Genel olarak meyve sularina uygulanan pastorizasyon normlari (Cemeroglu
ve Karadeniz 2001, Unliitiirk ve Turantas 2003).

Meyve suyu Sicaklik (°C) Kalis siiresi (s)
Genel meyve suyu 82-85 15
92-95 10-12
110-115 <10
82-90 15-150
87-92 10-15
105 30
Elma suyu 85 10
Portakal suyu 95 30

Meyve sularinda bulunabilen bakterilerin biiyiik bir kism1 Bacillus ve Clostridium
tiirlerinin sporlar harig 1s1l islemler sirasinda 6liir. Ancak meyve sularinin pH degerleri
diisiik oldugundan bu bakterilerin sporlar ¢imlenerek gelisemezler. Meyve sularinda
sporlu bakterilere bozulma etmeni olarak sik rastlanmamakla birlikte Bacillus
coagulans ve Clostriduim pasterianum gibi bazi sporlu bakteriler pH 3,8’de
gelisebilmekte ve meyve sularinda bozulmalara neden olabilmektedir (Unliitiirk ve
Turantas 2003). Son yillara kadar meyve sularindaki diiz eksime tipindeki
bozulmalardan biiyiik oranda Bacillus coagulans sorumlu tutulmus ve bu nedenle
Bacillus coagulans meyve sularinda kalitenin belirlenmesinde hedef mikroorganizma

olarak dikkate alinmistir (Murakami vd 1998, Unliitiirk ve Turantas 2003).

1.3. Meyve Sularinda Alicyclobacillus

Darland ve Brock (1971) yaptiklar1 calismada cesitli gram o6zelliklerde, sporlu,
cubuk seklinde, aside ve sicakliga dayamikli Bacillus coagulans’a benzeyen bir
mikroorganizma kesfetmisler ve bunu Bacillus acidocaldarius olarak tamimlamiglardir.
Daha sonra Cenry vd’ de (1984) yaptig1 arastirmada bozulmus elma sularindan yeni bir
Bacillus susu izole etmistir. B. acidocaldarius gibi m-cyclohexane yag asitleri ve
haponoidler iceren mikroorganizma 1987 yilinda B. acidoterrestris olarak
adlandirilmistir (Deinhard vd 1987). Goto vd’ de (2002b) bildirildigine gore, bu
mikroorganizmalar 16S rRNA gen zincirine sahip olmalari ve membranlarinda bulunan

yag asitleriyle Alicyclobacillus olarak yeniden siniflandirilmstir .



Alicyclobacillus ilk olarak 1982’de Almanya’da elma sularinda bozulmaya neden
olmasiyla belirlenmistir (Cenry vd 1984). 1990’larda National Food Processors
Association (NFPA) arastirmalarinda iiye firmalar tarafindan, dayanikli meyve
tiriinlerinde sporlu bakterilerin bozulma yaptig1 bildirilmistir (Chang ve Kang 2004).
Yapilan bir aragtirmada ticari sterilizasyon iglemi uygulanmis cesitli meyve sularinda,
yasayan asidurik bakterilerin var olup olmadigi sorusuna cevap aramak amaciyla
marketlerden 33 adet meyve suyu Ornegi toplanmistir. Bu 33 meyve suyundan 8
tanesinin elma suyu, 7 iiziim suyu, 3’ kranberry (kizilciga benzer bir meyve), 3’ii visne
suyu ve 12’sinin karisik meyve suyundan olustugu belirtilmistir. 33 6rnekten sadece 3
tanesinde canli spora rastlanmistir. Bir elma suyu 6rneginde 25/300 ml, bir {iziim suyu
orneginde 1/100 ml ve bir visne aromali meyve suyu Orneginde 3/245 ml miktarinda
spor bulunmustur (Splittstoesser vd 1994). Yamazaki vd (1996) bozulmus asidik meyve
sularindan, izotonik sudan, limonatadan, meyve suyu karisimlarindan ve meyve suyu-
havug suyu karisimlarindan A. acidoterrestris izole etmiglerdir. Benzer bir calismada da
icerigini kusburnu ve hibiscusun (bir nevi ebegiimeci) olusturdugu soguk c¢aylarda
Alicyclobacillus tespit edilmis, siyah ve yesil ¢ayda ve berry (frenk iiziimi, cilek,
bogiirtlen gibi meyveler) konsantresinde olmadigi bildirilmistir (Duong ve Jensen

2000).

Alicyclobacillus gram pozitif, cubuk seklinde, aerobik, termofilik, asidofilik, sporlu
ve patojen olmayan bir bakteridir (Silva ve Gibbs 2001, Chang ve Kang 2004).
A.acidoterrestris’in resimleri Sekil 1.1°de goriilmektedir (WEB_1 2006).

Alicyclobacilluslar 2’den 7’ye kadar olan pH araliginda ve 20°C’den 71°C’ye kadar
sicaklikta gelisebilmektedir (Palop vd 2000). A. acidoterrestris’in optimal gelisme
sicaklifi susa bagl olarak 42-53°C’dir. Yapilan bir ¢alismada A. acidoterrestris’in
25°C, 35°C ve 44°C sicakliklarda elma suyu, portakal suyu ve karbonlanmamis meyve
sularinda gelisebildigi ancak 4°C sicaklikta gelisemedigi tespit edilmistir (Pettipher vd
1997). Diger bir arastirma sonucuna gore Alicyclobacillus’un termofilik yapisindan
dolay1 50°C’de 2 saat depektinizasyondan sonra bulunan spor sayis1 25°C’de 24 saat
depektinizasyondan sonra bulunan spor sayisina gore daha yiiksektir (Bahgeci vd

2003).



Analiz edilen 6rneklerin faz kontrast
mikroskopta goriiniisii

Yesil 151k veren bakteriler Alicyclobacillus
cinsine aittir

Sekil 1.1 Alicyclobacillus acidoterrestris’in degisik sekillerde cekilmis fotograflar
(WEB_I 2006).

Bagka bir caligma sonucunda ise A. acidoterrestris’in 2,2’den 5,8’e kadar pH
degerinde gelisebildigi bildirilmistir (Deinhard vd 1987). McIntyre vd (1995) tarafindan
yapilan calismada PDA besiyerinde pH 3’den 5,3’e kadar gelisme gosterdigi tespit
edilmistir. Yine ayn1 konuyla ilgili olarak yapilan bir diger ¢alisma sonucunda VF ve
WAC susglarinin 2,5 — 7 pH araliginda gelisme kabiliyetine sahip oldugu belirtilmistir
(Splittstoesser vd 1994). Sinigaglia vd (2003) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglarina
gore A. acidoterrestris sporlarinin en iyi pH 4,5’da ve 43°C’de gelisme gosterdigi

saptanmustir.

A. acidoterrstris’in pH 4’de 50°C’de Bacillus Acidocaldarius Medium (BAM)’da 6
giin inkiibe edilmesiyle yuvarlak, krem beyaz renkte, yar1 saydamdan mata dogru, 3
mm’den 5 mm’ye kadar ¢apta koloniler olusturdugu belirlenmistir (Deinhard vd 1987,

Mclntyre vd 1995).

Alicyclobacillus patojen olmayan bir mikroorganizmadir. Alicyclobacillus’un
patojenitesini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada Alicyclobacillus suslart farelere
direkt olarak injekte edilmis ve fareler hastalik belirtileri icin bir hafta boyunca
gbzlenmistir. Bu siire sonunda injekte edilen seviyede Alicyclobacillus suslarindan
kaynaklanan hastalik belirtileri gdzlenmemistir. Diger taraftan Alicyclobacillus suglart
meyve suyuna injekte edilmis ve bu sekilde bozulmasi saglanan meyve sulariyla
kobaylar beslenmistir. Bu deneme sonucunda da kobaylarda hatalik belirtisi veya 6liim

gozlenmemistir. Ayrica kisisel bilgiler sonucunda insanlarin bu mikroorganizmalarla



bozulmus meyve sularim tiikketmeleri ile herhangi bir hastalik belirtisi gézlenmedigi

bildirilmistir (Walls ve Chuyate 2000).

A. acidoterrestris zorunlu aerobik bir mikroorganizmadir. A. acidoterrestris
(DSM2498)’in oksijen ihtiyactyla ilgili olarak yapilan calismada anaerobik kosullarda
gelisiminin sinirlandi@1 belirlenmistir. %0,1 rezidiial oksijen miktar1 portakal suyu
ortaminda gelisim i¢in yeterli olurken, aym1 miktarda oksijen, iiziim suyunda gelisimi
desteklememektedir (Cerny vd 2000). Elma suyu ortaminda yapilan bir calismada
calkalanarak havalanmasi saglanan 6rneklerde A. acidoterrestris gelisiminin daha fazla
oldugu, bu durumun calkalanmayan Orneklerde az oksijen bulunmasindan

kaynaklanabilecegi ortaya konulmustur (Walker ve Phillips 2005)

Alicyclobacillus’un ~ farkli  kaynaklardan  izole  edildigi  bildirilmistir.
Alicyclobacillus’un kaynaklari temelde iki gruba ayrilabilir : toprak kaynakli ve kaplica
kaynakli (Chang ve Kang 2004, Deinhard vd 1987). Darland ve Brock, (1971) yaptiklar
calismada asitli sicak ortamlardan degisik Bacillus acidocaldarius suslar1 izole
etmislerdir. Bu calismada ortam pH’larnn 2,5-3,3 ve sicakliklar1 44-72°C olan
kaplicalardan izolasyon yapilmistir. Diger bir calismada w-cyclohexane yag asidi igeren
13 Bacillus susu cesitli topraklardan ve elma suyundan izole edilmistir (Deinhard vd
1987). Bu konuda yapilan diger bir c¢alismada Alicyclobacillus sendaiensis’in
Japonya’da bir parkin topragindan izole edildigi belirtilmistir (Tsuruoka vd 2003).
Termoasidofilik bakteri susundan 60 tanesi Japonya’da asidik ¢evrelerdeki toprak ve
sulardan izole edilmistir. izole edilen bu mikroorganizmalarin Alicyclobacillus tiiriine

ait oldugu belirlenmistir (Goto vd 2002b).

Alicyclobacillus tiirleri sik sik meyve sularina bulasmakta ve sonugta bozulmalara
neden olmaktadir. Yapilan arastirmalar hasat sirasinda kontamine olan meyvelerin veya
tiretim agamasinda yikanmayan yada yikamanin yetersiz oldugu meyvelerin, son {iriin
olan meyve suyunda Alicyclobacillus bozulmasina neden oldugunu gostermistir (Chang
ve Kang 2004). Mclntyre vd (1995) yaptiklan calismada ingredient olarak kullanilan
sudan Alicyclobacillus izole etmislerdir. Dolayisiyla meyve suyu iiretiminde kullanilan

su da bulagsma kaynagi olabilmektedir.



1.4. Alicyclobacilluslarin Isil Dayamklihig:

Isil islem uygulamalarinda en dayanikli spor secilirse ve tiim islemler bunun
Oldiiriilmesini  saglamaya yoneltilirse, 1s1l direnci daha diisik olan diger
mikroorganizmalar zaten Oleceginden giivenli ve tam yeterli bir 1s1l islem belirlenmis
olur. Su halde 1siya en dayanmikli mikroorganizma, 1sil islemde hedef alinan

mikroorganizmadir (Acar ve Cemeroglu 1998).

Alicyclobacillus bugiinkil pastorizasyon uygulamalarina dayanabilmekte (95°C’de
30 saniye) ve tat ve aroma kayiplariyla meyve suyu endiistrisinde ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Pettipher vd 1997). Bu konuyla ilgili olarak yapilan diger bir ¢alisma
sonuclarina gore A. acidoterrestris sporlari sicak dolum yapilan proseslerde 88-96°C
sicakliklarda 2 dakikaya kadar yasayabilmektedir (Pontius vd 1998). A. acidoterrestris
sporlar1 asidik kosullarda 90°C sicaklia 40 dakika dayanabilmektedir. Ancak bu
mikroorganizmanin vejetatif hiicrelerinin %99'dan fazla kismu 80°C sicaklikta 20
dakikada yok edilmektedir (pH 4.0). Once 1s1l islem uygulanarak ¢imlenmesi saglanan
sporlarin 1siya dayanmiklilign c¢imlenmemis sporlara gore daha az bulunmustur.
Cimlenmis sporlarda 1s1yla hizli bir azalma meydana gelirken, uyku halindeki sporlarda

azalma meydana gelmemistir (Terano vd 2005).

Yapilan c¢alismalar sonucunda bu mikroorganizmanin asidik karakterli meyve
triinleri iiretiminde, pastorizasyon asamasinda hedef mikroorganizma olarak secilmesi
onerilmistir (Murakami vd 1998, Silva vd 1999, Silva ve Gibbs 2001, Silva ve Gibbs
2004).

Meyve sularinda bulunabilecek asidik karakterli sporlu mikroorganizmalar i¢inde
A.acidoterrestris sporlarinin referans mikroorganizma olarak sec¢ilmesinin iki nedeni

vardir (Silva ve Gibss 2001):

1- Diger mikroorganizmalarin vejetatif ve spor formlarinin 1siya kars1 direnci

A.acidoterrestris sporlarma gore ¢cok daha az bulunmustur.

2- Literatiirde A. acidoterrestris sporlar1 hari¢ yiiksek asitli meyve iiriinlerinde

cimlenme ve gelisme kabiliyetine sahip mikroorganizma belirlenememistir.
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Aslinda pastorize edilmis asitli meyve {irlinlerinde (pH<4,6) mikrobiyal

sporlar bulunmasina ragmen iiriin asitliginden dolay1 gelisemezler.

Sicakligin mikroorganizmalara oOldiiriicii etkisinin nedenleri degisik goriislerle
aciklanmaktadir. En yaygin olan goriise gore, mikroorganizmalarin yapilarinda bulunan
proteinler sicaklik etkisiyle denatiire olmakta ve aym sekilde yasamsal 6nemi olan
enzimler inaktive olarak  mikroorganizmalarin  Olimii = gerceklesmektedir.
Mikroorganizmalarin sicakliga kars1 direncleri onlarin kalic1 bir niteligi olmay1p icinde
bulunduklar1 ortamin fiziksel ve kimyasal yapisina bagimh olarak degisebilmektedir

(Acar ve Cemeroglu 1998).

Alicyclobacillus’u diger mikroorganizmalardan ayiran karakteristik 6zelligi, en
biiylk membran igerigi olan w-alicyclic yag asitlerinden kaynaklanmaktadir.
Arastirmalar Alicyclobacilluslarin aside ve yiliksek sicaklia dayamikliliginin -
alicyclic yag asitlerinden kaynaklandigin1 gostermektedir. o- alicyclic yag asidi halkasi
yiginlar1 hiicre membran1 i¢in koruyucu ozellik gostermekte ve Alicyclobacillus
suslarimin  asidik kosullara ve yiikksek sicakliga dayanikliligmi saglamaktadir.
Cyclohexan halkast iceren yag asitlerinden olusan yaglarin membrami stabil hale
getirdigi ve yiiksek sicakliklarda prokaryot membranlarda ana bariyer gorevi gordiigii

belirtilmektedir (Chang ve Kang 2004).

Deinhard vd (1987) yaptiklan calismada B. acidocaldarius’un sahip oldugu gibi -
cyclohexane yag asitlerine ve haponoidlere sahip termotolerant Bacillus tiirleri tespit

etmislerdir.

Goto vd (2002a) yaptiklar1 ¢alismada kurutulmus hibiscus ¢iceklerinden yapilan ot
cayindan A. herbarius izole etmislerdir. izole edilen susun membraninda major
komponent olarak m-cycloheptane yag asidi igerdigini bildirmislerdir. w-cycloheptane
yag asidi toplam yag asidi kompozisyonunun %73’iine ulagsmaktadir. Yag asitleri
dallanmig ve diiz zincirlerden olusan karisimlar halinde  bulunmaktadir.
A.cycloheptanicus’un en biiylik membran yag icerigi w-cycloheptane yag asitleri iken,

A.acidocaldarius ve A.acidoterrestris’in ®-cyclohexane yag asitleridir.
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Alicyclobacilluslarin en onemli karakteristik 6zelligi membranlarinda bulunan -
alicyclic yag asitleri iken Alicyclobacillus pomorum susunda w-alicyclic yag asitleri

bulunmadigi belirlenmistir (Goto vd 2003).

Bakteri sporlarinin termal dayanikliliginin mekanizmasi1 heniiz detayli olarak
bilinmemektedir. Bununla birlikte sporlarin termal dayaniklili§n dehidrasyon,
dipicolinic asid (DPA) icerigi, 1siya dayanmikli protein varligi, mineralizasyon gibi
durumlara bagli olarak degismektedir. Yapilan arastirma sonuglarina gore, bakteri
sporlarmin termal dayaniklihigi DPA ve Ca*? varligindan oldukga fazla etkilenmektedir.
A. acidoterrestris sporlar Ca*> ve Mn** iyonlan ile diger bakterilerle kiyaslandiginda
daha giiclii bag kurmaktadir ve bu baglar A. acidoterrestris sporlariin termal

dayanikliligina etki etmektedir (Yamazaki vd 1997).

Sicaklikla ilgili calismalarin yan1 sira Alicyclobacillus’un cesitli kimyasallardan ve
basingtan etkilenisi de aragtirilmistir. Gida muhafazasinda kullanilan bazi koruyucularin
da mikroorganizmalarin 1siya direnglerini azatliklar1 saptanmistir (Acar ve Cemeroglu
1998). Lee vd (2004) tarafindan yapilan ¢alismada laboratuvar ortaminda hazirlanmis
besiyerinde ve elmalarda A. acidoterrestris sporlarinin klorindioksit ile azalisi
arastirilmistir. Sulu siispansiyon olarak hazirlanmig sporlara ve 4 farkli cins elma
yiizeyinde bulunan sporlara farkli konsantrasyonlarda klorindioksit uygulanmistir. Sulu
siispansiyondaki sporlar 40 ppm ile 5 dakika muamele edilmis ve spor sayisinda 4 log
azalma olmustur. 80 ppm 1 dakika uygulamayla 1,8 log ve 120 ppm 30 saniye
muamele ile 4,8 log azalma oldugu tespit edilmistir. 80 ve 120 ppm 5 dakika
uygulanmasiyla spor gelisimi tespit edilemez seviyeye inmistir. Ayrica 4 elma tiiriine
(kirmizi1, golden, gala, fuji) 40 ppm klorindioksit 1,2,3 ve 4 dakika siire ile uygulanmis
sirasiyla 1,5; 3,2; 4,5; 4,8 logdan fazla azalma olmustur. Sporlarin azalisinda elma
cinsleri arasinda bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar gostermistir ki, klorindioksit hem
sporlarin sulu siispansiyonunda hem da elma ylizeylerindeki A. acidoterrestris
sporlarinin  yok edilmesi i¢in oldukca etkilidir. Sulu siispansiyondaki sporlarin
klorindioksitle muamelesini takiben sicaklik uygulamasinin sinerjik bir etki

gostermedigi bildirilmistir.

Shearer vd (2000) tarafindan yapilan ¢alismada kimyasal koruyucularin, sicakligin
ve basincin Alicyclobacilluslar izerine inhibitif etkisi arastirilmis ve yiiksek sicaklik

uygulamalarina alternatif olarak basing, sukroz laurat ve sicakligin birlikte
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uygulanmasinin mikroorganizmalarin elimine edilmesinde umut verici, uygulanabilir

bir yontem oldugunu belirlemislerdir.

A. acidoterrestirs’in bes adet susunu iceren spor karisimim igceren ortamda 200
ppm klorin, 500 ppm asidik sodyum klorit ve %0,2 H,O, sporlarda sirasiyla 2,2; 0,4 ve
0,1 log azalma saglanmistir (23°C, 10 dakika). 1000 ppm klorindioksit veya 4% H,0O,
uygulamastyla spor sayisinda 5 logdan fazla azalma meydana gelmistir (Orr ve Beuchat

2000).

A. acidoterrestris vejetatif hiicreleri ve sporlar {izerine meyve sularinda, koruyucu
(sorbik asit, benzoik asit veya her ikisinin birlikte) kullaniminin inhibitif etkisi
bulundugu belirlenmistir. Koruyucu kullanilmayan o6rneklerde 10 giin sonunda
A.acidoterrestris sayisinda onemli bir arti meydana gelirken, koruyucu ilave edilen

orneklerde gelisim sinirlanmistir (Pettipher ve Osmundson 2000).

Diger bir c¢alismada ise nisinin A. acidoterrestris lzerine inhibitif etkisi
incelenmistir. Nisinin sporlara karsi inhibitif etkisi pH 3,4°’de MYPGA (Modified
Yeast-Peptone-Glucose Agar) besiyerinde 0,78’den 12,5 TU/ml ve 4,2 pH’da aym
besiyerinde 25’den 400 IU/ml’ye kadardir. Nisin eklenmesinin asitli iceceklerde
A.acidoterrestris  sporlarinin  termal dayamikhihi@ini  azalttign  tespit  edilmistir.
A.acidoterrestris sporlarmin gelismesi portakalla karisik meyve sularina 25-50 TU/ml
nisin eklenmesiyle onlenmistir. Fakat konsantre elma suyuna yiiksek seviyede (600
IU/ml) nisin eklenmesiyle bu sporlar inhibe edilememistir. Bu bulgulardan anlasilmistir
ki nisin eklenmesi elma suyu disindaki tiim asitli iceceklerde A. acidoterrestris’den

kaynaklanan bozulmay1 6nlemekte kullanigh bir yontemdir (Yamazaki vd 2000).

A. acidoterrestris’in inhibe edilmesinde yiiksek basin¢ uygulamasi da arastirilan
diger bir konudur. Bu konuda yapilan bir calismada model sistemde (BAM broth),
portakal suyu, elma suyu ve domates suyunda yiiksek hidrostatik basingla
A.acidoterrestris vejetatif hiicrelerinin inaktivasyonu incelenmis ve basing ve sicakligin
artistyla hiicrelerin yasam kabiliyetlerinde anlamli bir azalma oldugu belirlenmistir
(Alpas vd 2003). Bu konuyla ilgili olarak Buzrul vd (2005) yaptiklar1 c¢aligmada
basingla inaktivasyon isleminde islem sicakliinin agik bir etkisinin oldugunu
belirlemislerdir. 350 Mpa basing 50°C’de 30 dakika siireyle uygulandiginda

A.acidoterrestirs hiicrelerinde yaklasik 6 log azalma olurken, ayni seviyede azalma
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35°C’de 150 dakikada elde edilmektedir. Diger bir calisma sonuglarina gore ise, yiiksek
basincin oda sicakliginda uygulanmasiyla sporlarin yasam kabiliyetinde fark edilir bir
azalma olmamistir. Bununla birlikte yiiksek basin¢ ve sicakligin (45°C, 71°C, 90°C)
birlikte uygulanmasiyla sporlarin yasam kabiliyetinde onemli bir azalma godzlenmistir

(Lee vd 2002).

1.5. Alicyclobacilluslarin Bozulmaya Neden Olan Bilesenleri

Tiiketicilerin gidalar1 reddetmelerinin en yaygin sebebi kabul edilemez tattir ve her
gecen yil gida endiistrisi taze, islenmis gida ve paketlenmis gidalarda tat kayiplan veya

kotii koku olusumlariyla ilgili sikayetler almaktadir (Chang ve Kang 2004).

Alicyclobacillus bozulmalaryla ilgili olarak miisteri sikayetlerinde son tiiketim
tarihine gelmeden cok Once meyve sularinin bozulmus, tatsiz ve renginin degismis

oldugu belirtilmistir. Bu bozulmalarda gaz olusmadigi belirtilmektedir (Vieira vd 2002).

Alicyclobacillus bozulmalarindan kaynaklanan tat bozulmalariyla ilgili bilesenler
temelde iki gruba ayrilmaktadir: guaiacol, 2,6 dibromofeneol ve 2,6 diclorofeneol iceren

halophenollerdir.
1.5.1. Guaiacol

Guaiacoliin kimyasal yapis1 Sekil 1.2°de verilmistir.
CH;0

' OH

Sekil 1.2 Guaiacol (WEB_2 2006)

A. acidoterrestris’den kaynaklanan bozulmalar, guaiacol olusumunun sebep oldugu
ilag gibi veya antiseptik koku seklinde karakterize edilmektedir. Guaiacoliin kotii koku
veya farkli ilacimsi tat olusturdugu, tath, yanik ve tiitsiili bir aromaya, lezzete neden

oldugu belirtilmistir (Walls ve Chuyate 2000, Chang ve Kang, 2004, Eisele ve Semon



14

2005). A. acidoterrestris’den kaynaklanan bozulmalar, 2-methoxyphenol (guaiacol)’den
kaynaklanan koku ve aroma kayiplar1 ve ¢okelti olusturmasiyla kendini belli etmektedir

(Walls ve Chuyate 2000).

Orr vd (2000) elma suyunda A. acidoterrestris tarafindan {iiretilen guaiacoliin

panelistler tarafindan belirlenebilen esik degerinin 2,32 ppb oldugunu ifade etmislerdir.

Baska bir calismada, Pettipher vd (1997) elma suyu, portakal suyu ve
karbonlanmamig meyve suyu iceceklerinde guaiacoliin esik degerinin 2 ppb oldugunu
ve guaiacol seviyesinin 1000 ppb’ye kadar ulasabildigini belirtmislerdir.
A.acidoterrestris seviyesinin 1x10° ml' e ulagsmasiyla tespit edilebilir miktarda

guaiacol olustugunu belirlemislerdir.

Bahgeci vd (2005) A. acidoterrestris ile asilanmig elma suyuna 10 ve 100 mg/lt
vanilin ilave edip 25 ve 46°C’de inkiibe edilmesiyle bu mikroorganizmanin vanilini
kullanarak guaiacol tiretimini incelemislerdir. 46°C’de ~1x10 > cfu/ml A. acidoterrestris
ve 100 mg/lt vanilin varlifinda cok cabuk guaiacol iiretiminin basladigi ve 10 giin
sonunda guaiacol konsantrasyonunun 59,18 mg/l seviyesine ulastigi bildirilmistir. 10
mg/l vanilin ve ~1x10 > cfu/ml A. acidoterrestris ilave edilen elma suyunda 46°C’de 24
saatte vanilinin tiikendigi ve guaiacol miktariin 8 mg/lt’ye ulastigi bildirilmistir.
25°C’deki uygulamada A. acidoterrestris gelisiminin olumlu olmadigi dolayisiyla bu

sicaklikta guaiacol olusumunun 6nemli dlciide sinirlandigi belirtilmistir.

Eisele ve Semon’a (2005) gore kokunun belirlenmesinde guaiacoliin en iyi esik
degeri su ve elma suyunda sirasiyla 0,48 ppb ve 0,91 ppb’dir. Tadin belirlenmesinde ise
en iyi esik degeri su ve elma suyunda sirasiyla 0,17 ppb ve 0,24 ppb olarak
bildirilmistir.

Guaiacol uretimine;

e Alicyclobacillus konsantrasyonu
¢ Depolama sicakligi

e Sicaklik uygulamasi etki etmektedir (Chang ve Kang 2004).
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1.5.2. Halophoneller (2,6 dibromafenol ve 2,6 diclorofenol)

2,6 DBP ve 2,6 DCP’iin olusturdugu koku antiseptik (dezenfektan) seklinde
tanimlanmaktadir (Cahng ve Kang 2004). Jensen ve Whitfield (2003) meyve suyunda
dezenfektan gibi koétii koku olusumuna A. acidterrestris tarafindan olusturulan 2,6 DBP
ve 2,6 DCP’nin neden oldugunu bildirmislerdir. Bozulmug 6rneklerde 2,6 DBP’nin 2
den 4 ngl'e ve 2,6 DCP’nin 16 dan 20 ngl'e kadar degistigini bulmuslardir. 2,6
DB’nin kimyasal formiilii Sekil 1.3’de gosterilmistir (WEB_3 2006).

Br

HC Br
Sekil 1.3 2,6 dibromofenol (WEB_3 2006)

2,6 DBP ve 2,6 DCP’nin olusumu kimyasal kontaminasyon ve mikrobiyal sentez
olarak ikiye ayrilabilir. Bromofenol ve klorofenoliin gidalarda olusumu genellikle ¢ig
materyallerin yikanmasinda zayif halojenlerle temas etmesi, islem sirasinda ve meyve
konsantrelerinin diliie edilmesi sirasinda olusmaktadir. Diger bir yol ise bakteriyel
biyosentezdir ki kimyasal kontaminasyondan daha ¢ok rastlanmaktadir.
Alicyclobacilluslar tarafindan 2,6 DBP ve 2,6 DCP olusumuna, sicaklik uygulamasinin
yapildig1 ortamin 6énemli etkisinin oldugu belirtilmistir (Chang ve Kang 2004).
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Bu aragtirmanin her bir agamasinda kullanmilan materyal asagida agiklamalar ile

verilmistir.

1. Arastirmada kullamilan Alicyclobacillus acidoterrestris (DSM 2498) Hacettepe

Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinden tedarik edilmistir.

2. Ana metaryallerden biri olan berrak elma suyu konsantresi (69 °Bx) Akkent
Kasabasi Cal/DENIZLI adresinde bulunan meyve suyu konsantreleri ve meyve

piireleri iireticisi olan KONFURT GIDA A.S’den temin edilmistir .

3. Portakal suyu konsantresi (63,85 °Bx) ise Mersin Tarsus Karayolu 10. km.
Kozanli Kavsagi MERSIN adresindeki Etap Tarim & Gida Uriinleri Ambalaj

San. ve Tic. A. § isletmesinden saglanmigtir

4. FElma suyu ve portakal suyu disinda tigiincii 1s1l islem ortami olarak Malt Extract

Broth (Merck 1.05397.0500) kullanilmustir.

5. Sporulasyon ortami ve sayim ortami olarak Uluslararast Meyve Suyu
Federasyonu (IFU) resmi analiz yontemine gore Alicyclobacillus tiirlerinin
analizi i¢in hazirlanmis bir besiyeri olan BAT Agar (Merck 1.07994.0500)
kullanilmistir (WEB_4 2006).

6. Isil islem ortamlarinin pH ayarlamast 1N H,SOs (Merck 1.00713.2500), 1N
NaOH (Merck 1.06462) ve HCI (Merck 1.00314.2500) kullanilarak yapilmistir
(Silva vd 1999).

7. Isil islem ortamlarindan elma suyu ve portakal suyunun briks degerleri distile su

kullanilarak istenilen seviyelere ayarlanmistir.
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8. Malt ekstrakt broth ortaminin ise briks ayarlamasi sakkaroz (Merck 1.07651)

kullanilarak saglanmistir (Silva vd 1999).

2.2. Metot
2.2.1. Deneme plam

Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda briks (10 ve 20 °Bx),
pH (3,5 ve 4) ve sicaklik (85, 90, 95 ve 100°C) degiskenlerine bagli olarak canli
mikroorganizma sayilaria dayanarak D ve Z degerleri hesaplanmistir. iki tekerriirlii
tam sansa bagh faktoriyel deneme deseninde calisilmistir. Her bir sicaklik
uygulamasinda 6n denemeler ve literatiir bilgileri 1s181inda farkli siireler secilmis olup,

sicakliga bagl siireler Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1 Sicakliklara bagl uygulanan 1s1l islem siireleri

Sicaklik 1 2 3 4 5
(°O)
85 20" 40" 60"’ 80 100"
90 5' 10’ 15" 20" 25"
95 30s 60 s 120 s 240 s 480 s
100 10 s 30s 60 s 90 s 120 s

Arastirma sonucunda elde edilen degeler Minitab ve MSTAD-C istatistiki analiz

programlari kullanilarak Duncan ¢oklu analiz testine gore degerlendirilmistir.

2.2.2. Spor siispansiyonunun hazirlanisi

Yatik agardaki orijinal A. acidoterrestris kiiltiiriinden steril as1 ignesi yardimiyla
yiizey kazinarak elde olunan kiiltiir siispansiyonu icerisinde steril fizyolojik su bulunan
tiipe alinmistir. Elde edilen kiiltiirden BAT agara yayma ekim yapilarak 45°C de 5 giin
inkiibe edilmistir. 5 giin sonunda elde edilen kiiltirden gram boyama ve spor boyama
yapilarak sporulasyon goriilmiistiir. Petrilerde gelisen A. acidoterrestris saf su ile
yikanarak steril santrifiij tiiplerine almmistir. Siispansiyondan, A. acidoterrestris
sporlarin1 ayirmak i¢in sicakliglr 4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijjde 5000 rpm’de
15 dakika santrifiijleme islemi yapilmistir. A. acidoterrestris sporlari santrifiij tiiplerinin
dip kisminda toplanmistir. Tiiplerin iist kismindaki sivi alindiktan sonra, dipteki tortu

tizerine 2 ml steril distile su ilave edilip vorteks yardimiyla homojen hale getirilmistir.
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Yikama ve santrifiijleme islemi aseptik kosullarda bes kez tekrarlanmistir. Son
santrifiijden sonra kalan pellete saf su eklenerek vorteks yardimiyla homojen hale

getirilip vidali kapakli steril cam tiiplere aktarilmistir (Sahbaz vd 1996).

Icerisinde yaklagik 108 spor/ml bulunan tiipler 80°C de 10 dakikalik 1s1l isleme tabi
tutularak vejetatif hiicrelerin 6lmesi saglamistir. Boylelikle saf spor Kkiiltiirii elde

edilmistir (Pettipher vd 1997).

Elde edilen stok kiiltir kullanilincaya kadar buzdolabinda 4 °C’de muhafaza

edilmistir.
2.2.3. Isil islem ortamm

Isil islem ortami icin elma konsantresi, portakal konsantresi ve malt ekstract broth
kullanilmistir. Elma ve portakal suyu konsantreleri saf suyla 10 ve 20 brikse diliie
edilmistir. Elma ve portakal konsantresinin briks degeri sterilizasyondan Once
refraktometre (Atago) ile ayarlandiktan sonra pH’s1 1N H,SO, kullanilarak istenilen
degere ayarlanmistir. Malt ekstract broth ortaminin briks ayarlamas1 sakkaroz ile, pH

ayarlamasi ise 1N HCL ile yapilmistir (Silva vd 1999).
2.2.4. Isil islem calismasi

Istenilen briks ve pH’ya ayarlanan 6rneklerden (elma suyu, portakal suyu ve malt
ekstract broth) 100 ml’lik cam siselere 50’ser ml alinarak steril edilmistir. Isil islem
uygulamasinin gergeklestirilecek oldugu termostat kontrollii su banyosu (GFL 02.275)
istenilen sicakliga ( 85, 90 95 ve 100°C) ayarlanmis ve bu sicaklia ulastig goriildiikten
sonra steril edilmis siseler su banyosuna yerlestirilmistir. Yaklasik 25-30 dakika sise
iceriginin istenilen sicakliga ulasabilmesi icin beklendikten sonra 1 ml spor
siispansiyonu eklenmis ve belirlenmis siirelerde 1’er ml 6rnek alinmistir. Alinan herbir
ornek, icerisinde 9 ml steril fizyolojik su bulunan tiiplere eklenmis, soguk suya
daldirllarak sogumasi saglanmistir. Daha sonra uygun seviyelerde diliisyonlar

hazirlanmigstir. (Acar ve Cemeroglu 1998, Vieira vd 2002).
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2.2.5. Mikroorganizmalarin sayim

Her bir 151l islem ¢alismas1 6ncesinde stok spor siispansiyonunun 1 ml’sindeki spor
sayist belirlenmistir. Bu amagla spor siispansiyonundan uygun diliisyonlar hazirlanmis
ve bunlardan 50 pl alinarak i¢cinde BAT agar bulunan besiyerine yayma ekim yapilip
45°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda petrilerdeki koloniler
kiiltiirel yontem ile sayillmis ve diliisyon faktorii ile ¢arpilarak bulunan say1 baslangi¢
sayist (N,) olarak kaydedilmistir. Isil iglem sonrasi elde dilen diliisyonlardan 50 pl
aliarak icerisinde BAT agar bulunan petrilere yayma ekim yapilmistir. Petriler 45°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmis ve koloniler kiiltiirel yontem ile sayilmistir. (Sahbaz vd
1996). Diliisyon faktorii ile carpilarak bulunan sayilar 1si1l igslem sonrasi canl kalan

bakteri sayist (N) olarak kaydedilmistir.
2.2.6. D ve Z degerlerinin hesaplanmasi

D degeri ortamda canli kalan mikroorganizmalarin %90’ 1nin 6ldiiriilmesi icgin
gerekli 1s1l islem siiresidir veya bagka bir ifade ile D degeri termal 6liim oran1 egrisinin
(logaritmik canl kalma egrisi) yar1 logaritmik cizelgede bir logaritmik ¢evrimi ge¢mesi

icin gerekli 1s1] islem siiresidir (Unliitiirk ve Turantas 2003).

Termal o©liim siiresinin saptanmasinda cesitli yontemler kullanilabilmektedir.
Bunlar, tiip yontemi, kutu yontemi, termorezistometre yontemi ve tank yontemi olarak

siralanabilir (Acar ve Cemeroglu, 1998).

Mikroorganizmalarin 1s1l etkiyle 6lmeleri genel olarak birinci derecede reaksiyon
kinetigine uyar. Birinci dereceden hiz ifadesinde oOlim hizi, bilesenin mevcut

konsantrasyonu ile orantilidir.

dC
=kC

dt

Burada; dC

: Mikroorganizma konsantrasyonunun azalma hizi
dt

C : Canl1 mikroorganizma konsantrasyonu

k : Birinci derece reaksiyon hiz sabiti
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Esitlik integre edildiginde;

t=0  C=Cy (baslangic mikroorganizma konsantrasyonu)

C dC t

R
Cy C 0

InC — InCy=-kt; InC =InCy— kt

k
logC =1ogCy— (—— )t elde edilir.
2,303

Isil islem sonrasi tespit edilen canli mikroorganizma sayisinin logaritmasi (logC)
zamana kars1 (t) grafik edildiginde egimi (k/2,303) olan ve azalan bir dogru elde edilir.
Bu durumda elde edilecek tipik bir grafik Sekil 2.1°de gosterilmistir. Logaritmik canli
kalma egrisinin bir log ¢evrimi ge¢mesi mevcut mikroorganizma sayisinda %90
azalmaya sebep olmaktadir. Bu durumda logaritmik canli kalma egrisinin egimi

asagidaki gibi ifade edilebilir.

Ay logC; - logC, log10’ - log10* 1
Eglm = = = = -
AX -t D D
Canl1 mikroorganizma
sayisi/hacim
10° k 1
egim=-—— =-——
2303 D
10* (t1, 1ogCy)
D
[ >
10’ \Q logC>)
10 >

10 20 30 40 50 60  zaman

Sekil 2.1 Mikroorganizmalarin birinci dereceden inaktivasyonu (Logaritmik Canli
Kalma Egrisi) (Sahbaz vd 1996)
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k
Egim aymi zamanda [- —— ] olarak daifade edilebildiginden hiz sabiti (k) ile

2,303

ondalik azalma zamani (D) arasindaki iliski asagida belirtildigi gibidir.

k 1 2,303
- = - — _ > D=
2,303 D k
2,303 Co
t= log
k C

Bu esitlikte baslangic mikroorganizma sayis1 (Cy) yerine a, t kadar 1sitma siiresi

sonunda canli kalan mikroorganizma sayis1 (C) yerine b degeri konuldugunda,

a

t=Dlog esitligi elde edilir.

b

D degeri sicakliga bagh bir deger oldugundan hangi sicakliga ait oldugu D harfinin
hemen altina yazilan rakamla belirtilir (Ornegin, Dso, Dos, Di3s... gibi). Bir
mikroorganizmanin D degeri ne kadar biiyiikse o mikroorganizma 1siya o kadar direngli

demektir (Acar ve Cemeroglu 1998).

TOS egrisinin bir logaritmik cevrimi agmasi icin gerekli sicaklik degisimi Z degeri
olarak tanimlanir. Bir diger ifade yele D degerinde bir ondalik (%90) azalma
saglayabilmek icin arttirilmasi gereken sicaklik degeri Z degeri olarak tanimlamr

(Sahbaz vd 1996).

Buna gore herhangi bir mikroorganizmanin farkli sicakliklarda elde edilen D
degerleri sicakliga kars1 yar1 logaritmik bir grafige islenirse, diiz bir egri elde edilir. Bu
egriye “termal direng egrisi” denir. Z degeri termal direng egrisi egiminin resiprokalidir.
Sekil 2.2°de tipik bir termal direng egrisi verilmis ve Z degerinin nasil bulunabilecegi

tanimlanmigtir (Cemeroglu 2005).
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D degeri
100
T1-T2
7=
10 (Ty, logDy) log D, — log D,
PEEEEAN
1 (T2, logD»)
0.1
110 120 130 140  Sicaklik (°C)

Sekil 2.2 Termal Direng Egrisi (Cemeroglu 2005).

Kiiciik bir Z degeri ( Z=10 ) 10°C’lik bir artigla 6liim siiresinin onda birine
azalacagim gosterir. Buna karsilik biiyiik bir Z degeri ( Z=50 ) 6liim siiresinin onda
birine diisebilmesi i¢in 50°C’lik bir artis gerektigini gosterir. Bundan dolay1 kii¢iik Z
degerine sahip reaksiyonlarin sicaklik bagimliliklari oldukca yiiksektir, biiyiik Z

degerine sahip olanlar ise sicakliktan en az derecede etkilenirler ( Sahbaz vd 1996).



23

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Elma Suyu Ortaminda A. acidoterrestris’in Isil Dayamkhiliginin Belirlenmesine

Ait Bulgular

A. acidoterrestris sporlarinin farkli ortamlarda 1s1l dayanikliliginin belirlenmesinin
hedeflendigi bu calismada vasat olarak kullanilan elma suyunun 10 ve 20 °Bx, 3,5 ve 4
pH’lik ortamlart ile gergeklestirilen calisma sonucunda elde edilen log (N/N,), D ve Z

degerleri Tablo 3.1’de topluca verilmistir.

Tablo 3.1 Elma suyu ortaminda briks, pH ve sicaklik degiskenlerine bagl olarak elde
edilen log(N/No), D ve Z degerleri

Sicakhik D
Brix pH () Siire Log(N/No) | (dakika) | Z (°C)

20' -0,658
40' -0,743

85 60' -0,787 117,6
80' -0,896
100" -1,047
5 -0,264
10' -0,380

90 15' -0,699 32,8
20' -0,714
25' -0,730

10 3,5 305 20.034 10,9

60 s -0,056

95 120 s -0,107 20,8
240 s -0,231
480 s -0,373
10s -0,383
30s -0,442

100 60 s -0,488 4,1

90 s -0,567
120 s -0,660

(Devamu arkada)



20' -0,176
40' -0,526
85 60' -0,750 105,3
80' -0,735
100’ -0,951
5' -0,517
10’ -0,166
90 15' -0,267 36,1
20' -0,479
25' -0,669
10 4 30s -0,014 16,4
60 s -0,078
95 120 s -0,003 27,8
240 s -0,124
480 s -0,283
10's -0,096
30s -0,120
100 60 s -0,115 11,1
90 s -0,147
120 s -0,252
20' -0,232
40' -0,347
85 60' -0,560 103,1
80' -0,787
100’ -0,986
5' -0,175
10’ -0,257
90 15' -0,347 52,9
20' -0,433
25' -0,497
20 3,5 30s 0.113 13,5
60 s -0,118
95 120 s -0,166 41,7
240 s -0,116
480 s -0,289
10 s -0,276
30s -0,331
100 60 s -0,353 6,2
90 s -0,366
120 s -0,461
20' -0,353
40' -0,625
20 4 85 60' -1,060 94,3 10,9
80' -1,156
100’ -0,905

(Devamu arkada)
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5 -0,157
10' -0,354
90 15' -0,535 43,7
20' -0,403
25' -0,616
30s -0,047
60 s -0,076
95 120 s -0,127 18,5
240 s -0,250
480 s -0,456
10 s -0,147
30s -0,297
100 60 s -0,406 3,8
90 s -0,502
120 s -0,563

Tablo 3.1’in incelenmesinden goriilebilecegi gibi 1s1l islem uygulamasindan sonra
canli kalan A. acidoterrestris spor sayisinin (N) baslangic spor sayisina (N,) oraninin
logaritmas1 sicaklik ve siire artisina bagli olarak beklenildigi gibi azalmistir. Ayni
sekilde, herhangi bir sicaklikta gerceklestirilen 1s1l islem uygulamasinda
A.acidoterrestris sporlarinda %90 rediiksiyon saglamak icin gerekli siireyi (dakika
olarak) ifade eden D degerleri de yine beklenildigi gibi sicaklik artisina paralel olarak
azalmistir. Elma suyunda briks degiskenine ait log(N/N,), D ve Z degerleri Varyans
analizi sonuglar1 Ek Tablo 1’de ve Duncan c¢oklu karsilastirma test sonuclart Tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Elma suyunda briks degiskenine ait log (N/No), D ve Z degerleri ile Duncan
coklu karsilagtirma test sonuglarl*

Briks N log(N/No) D (dakika) Z(°CO)
10 80 -0,4158 a 46,19 a 14,150 a
20 80 -0,4066 a 45,52 a 12,200 b

'Aym siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

10 brikslik elma suyunda ortalama log (N/N,) degeri -04158 elde edilirken, 20 briks
uygulamasinda -0,4066 elde edilmistir. 20 °Bx icin elde edilen log (N/N,) degeri 10
brikse gore %2,26 daha fazla olmasina ragmen istatistiki a¢idan her iki briks degerinde

elde edilen log(N/N,) degerleri arasinda fark bulunamamistir. 10 briks uygulamasinda

elde edilen D degeri 20 briksde elde edilen degerden 0,67 dakika fazla olarak
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belirlenmis ve istatistiki olarak her iki D degerinin birbirinden farkli olmadig1 tespit
edilmistir. D degerinde bir ondalik diisiis elde etmek icin gerekli sicaklik artis miktarini
ifade eden Z degeri ise 10 brikslik elma suyunda 13,65°C iken, 20 brikslik elma
suyunda 12,20°C olarak bulunmustur. Buna gore, 10 brikslik elma suyunda D degerinde
bir ondalik azalma saglamak icin gerekli olan sicaklik artis1 20 brikslik elma suyuna
gore 1,45°C daha fazladir ve her iki Z degeri arasinda istatistiki agidan onemli fark

vardir (P<0,01).

Elma suyunda, pH degiskenine ait Log(N/N,), D ve Z degerleri Varyans analizi
sonuclart Ek Tablo 1’de ve Duncan c¢oklu karsilagtirma test sonuglart Tablo 3.3’de

verilmistir.

Tablo 3.3 Elma Suyunda pH degiskenine ait ortalama log (N/N,), D ve Z Degerleri ile
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari”

pH N log(N/No) D (dakika) Z (°C)
3,5 80 -0,437 a 47,40 a 12,200 a
4 80 -0,385a 44,31 a 14,150 b

' Ayn siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Tablo 3.3’de verilen degerlerden de hesaplanabilecegi iizere pH 4’de elde edilen log
(N/N,) degeri pH 3’de elde edilen degerden %13,5 daha fazladir. Diger taraftan pH’daki
yiikselise bagli olarak D degerinde 3,09 dakikalik bir diisiis tespit edilmis ise de bu
degerler istatistiki agidan birbirinden farkli bulunmamistir. Genel olarak elma suyunda
3,5 pH’ya gore 4 pH’da Z degerinde artis oldugu ve degerler arasinda istatistiki olarak

onemli bir fark bulundugu belirlenmistir (P<0,01).

Elma suyu ortaminda farkli sicakliklarda briks, pH ve siire degiskenlerine ait
log(N/N,), D degerleri varyans analizi sonuglar1 Ek Tablo 2, Ek Tablo 3, Ek Tablo 4 ve
Ek Tablo 5’ de yer almaktadir.

10 ve 20 briksde elde edilen D degerleri 90°C disindaki tiim sicakliklarda briksin
yiikkselmesine bagli olarak azalmis, ancak 90°C’de bunun tersine bir durum
gozlenmistir. 85, 90 ve 100°C’lerde her iki briksde elde edilen D degerleri arasinda
istatistiki olarak 6nemli seviyede fark varken (P<0,01), 95°C’ de brikse bagli olarak D

degerleri arasinda fark bulunamamistir. Hem 10 briks hem de 20 briksde sicakligin
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artisina bagli olarak D degerinde belirgin bir diisiis gdzlenmistir. Elma suyu drneginde,
briks ve sicaklik degiskenlerine bagli olarak elde edilen D degerlerindeki degisim Sekil

3.1°de gosterilmistir.

120+
100

80+
D degeri
(dakika) 60 =

40,

20+

0

85°C 90°C 95°C 100°C
@ 10 briks 111,45 34,45 31,25 7,6
0O 20 briks 98,7 48,3 30,1 5
Sicaklik

Sekil 3.1 Elma suyu ortaminda briks X sicaklik degiskenlerine bagli olarak D
degerlerindeki degisim

pH ve sicaklik degiskenlerine bagli olarak elde edilen D degerleri Sekil 3.2°de

verilmisgtir.

120+

100

80+

D degeri

(dakika) 601

40,

20

0
85°C 90°C 95°C 100°C

| 3,5 pH 110,35 42,85 31,25 5,15
O4pH 99,8 39,9 30,1 7,45
Sicaklik

Sekil 3.2 Elma suyu ortaminda pH X sicaklik degigkenlerine bagli olarak D
degerlerindeki degisim
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Sekil 3.2°de goriildiigi gibi hem pH 3,5 hem de pH 4’de 1s1l islem sicakligimin
artistyla D degerinde diisiis gdzlenmektedir. 85°C’de pH’min artisiyla D degerinde bir
azalma olmus ve bu degerler istatistiki acidan farkli bulunmustur (P<0,01). 90 ve
95°C’lerde de D degerlerinde aym yonlii bir azalma olmasina ragmen bu sicakliklarda
pH 3.5 ve 4’de elde edilen D degerleri arasinda fark bulunamamistir. 100°C’de ise diger
tic sicakligin aksine 4 pH’da elde edilen D degeri pH 3,5’a gore daha yiiksek
bulunmustur ve her iki pH icin D degerleri arasindaki farkin 6nemli oldugu tespit

edilmistir (P<0,05).

Pontius vd (1998) yaptiklar1 ¢alismada model meyve suyu ortaminda
A.acidoterrestris sporlarinin 1511 dayamikliligina diisiik sicakliklarda pH’nin etkisinin
(91°C) oldugunu, ancak yiiksek sicakliklarda (97°C) pH’ nin etkisinin olmadigini
bulmuslardir. Ayrica Alicyclobacillus acidocaldarius’un pH’s1 4 ve 7’ye ayarlanan
Mcllvaine citrate-phosphate tamponunda gosterdikleri 1s11 dayanikliliklarinda fark
olmadig bildirilmistir (Palop vd 2000). pH ve 1s1l islem sicakliginin A. acidoterrestris
AB-1 sporlarinin 1s11 dayamikliligina etkisi iizerine yapilan diger bir calismada
(Murakami vd 1998) elde edilen sonuglar Tablo 3.4’de gosterilmistir. Tablo 3.4’de
verilen degerlerden de goriilebilecegi gibi sicaklik artisina bagh olarak D degerlerinde
belirgin bir azalma olmasina ragmen pH 3-8 araliginda D degerleri anlamli bir sekilde
degismememistir. Sonu¢ olarak, arastiricilar Mcllvaine tampon ortaminda
A.acidoterrestris  sporlarimin 1511 dayanmkliligi {izerine ortam pH etkisinin

belirlenemedigini ifade etmislerdir.

Tablo 3.4 A. acidoterrestris AB-1 sporlarinin Mcllvaine tamponunda degisik pH ve
sicakliklarda D degerleri (Murakami vd 1998).

pH Sicaklik (°C)

88 90 92 95
3,0 24,1 14,8 6,2 2,7
4,0 25,9 16,1 6,1 2,8
5,0 29,1 16,6 7,1 2,7
6,0 25,9 16,8 6,8 2,3
7,0 24,7 15,7 6,7 2,2
8,0 25,7 16,1 5,7 2,3
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Gergeklestirilen bu arastirmamizda elma suyu ortaminda, sicaklik degiskenine bagh
olarak elde edilen log (N/N,) ve D degerleri Varyans anlizi sonuglari1 Ek Tablo 1’de ve

Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar1 Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5 Elma suyunda sicaklik degiskenine ait log (N/N,) ve D degerleri ile Duncan
coklu karsilastirma test sonuclari”

Sicaklik (°C) n log(N/N,) D (dakika)
85 40 -0,7143 ¢ 105,7 a
90 40 -0,4333 b 41,38Db
95 40 -0,1481 a 30,68 ¢
100 40 -0,3491 b 6,30d

' Ayn siitunda, ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Tablo 3.2, 3.3 ve 3.5%in birbirleri ile Kkarsilastirilarak incelenmesinden,
A.acidoterrestris sporlarinin elma suyu ortaminda 1s1l dayanikliliklarinin belirlenmesi
amactyla gergeklestirilen bu calismada, 1s1l dayanmikliligin temel gostergesi niteliginde
olan D degeri iizerine briks, pH ve sicaklik faktorleri icerinde en onemli etkiye sahip
faktoriin sicaklik oldugu goriilecektir. Nitekim, sicakligin yiikselmesine bagli olarak D
degerindeki diisiis Tablo 3.5’de acgik sekilde goriilmektedir. Elde edilen bu degerler
istatistiki olarak da birbirinden o©nemli sekilde farklidir (P<0,01). Literatiirde
A.acidoterrestris sporlarinin ve degisik Alicyclobacillus tiirlerine ait sporlarin D
degerlerinin 1s1l islem sicakligindaki artisa paralel olarak belirgin bir sekilde azaldig,
bununla birlikte benzer sicaklilar icin belirlenmis olan D degerlerinin birbirinden
olduk¢a farkli oldugu belirlenmistir. Nitekim, Splittstoesser vd (1994) elma suyu
ortaminda A. acidoterrestris VF sporlan ile yaptiklart ¢alisma sonucunda Dgs=56
dakika, Dgop= 23 dakika, Dgs= 2,8 dakika ve Z degerini ise 7,7°C elde edilmistir. Yine
Avustralya’da izole edilen Alicyclobacilluslarin elma suyu ortaminda Dos degerinin 2, 1-
2,5 arasinda oldugu bildirilmistir (Jensen 2000). Bulunan bu degerler Splittstoesser
vd’de (1994) belirlenen degerlerle benzerlik gostermektedir. Diger tarafta ayn1 konuyla
ilgili diger bir calismada da 90°C sicakligin 1 dakika uygulanmasiyla elma suyu
ortamindaki A. acidoterrestris sporlarinin sayisinda 6nemli azalma olmadigi tespit
edilmistir (Lee vd 2002). Ayrica Palop vd (2000) A. acidocaldarius’ un D degerini
distile su ortaminda D;p=3,7, D;15=0,48, Di2=0,11, D;25=0,024 dakika olarak
bulmuslardir. Goriildiigii gibi bu sonuclar oldukca yiliksek degerlerdir. Farkli sicaklik
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uygulamasina bagh olarak elde edilen D degerlerindeki degisim ayrica Sekil 3.3’de
gosterilmistir. Goriildiigli iizere, arastiricilar tarafindan belirlenmis degerler hem bu
calisma sonuclari ile hem de kendi aralarinda farklilik gostermektedir. Bu farkliliklar,
incelenen tiir ve suglarin farkli olmasindan, 1s1l islem ortamlarinin farkli olmasindan

kaynaklanmis olabilir.

120

y =0,3994x - 80,067 + 4022,4
R*=0,958

S

[o2]
(@)
|

D degerleri (dakika
5 3

V]
o
|

(=)
(0.}
[e]

85 90 95 100 105
Sicaklik (°C)

Sekil 3.3 Sicakliga bagh olarak D degerlerinin degisimi
D degerlerinin sicakliga bagh olarak degisimi 2. dereceden denkleme uygundur ve

korelasyon katsayis1 oldukga yiiksek bulunmustur (R*= 0,958).

Her bir sicaklik uygulamasinda belirlenmis olan siireler i¢cin log(N/N,) degerleri

Tablo 3.6’da verilmistir.

Tablo 3.6 Elma suyunda sicaklik X siire degiskenlerine ait log (N/N,) degerleri ile
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari’

Siire Sicaklik (°C)
85 ** 90 ** 95 #* 100 *
1 -0,3550 a -0,2784 a -0,5246 a -0,2261 a
2 -0,5605 ab -0,2896 a -0,8231 ab -0,2981 a
3 -0,7895 be -0,4625 ab -0,1016 ab -0,3411 ab
4 -0,8941 ¢ -0,5077 ab -0,1808 b -0,3959 ab
5 -0,9726 ¢ -0,6285b -0,3233 ¢ -0,4843 b

Parametrelerde, ayni siitunda, aym harfle

farksizdir.

**(P<0,01), * (P<0,05)

isaretlenmis ortalamalar istatistiksel

olarak birbirlerinden
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Isil islem siiresindeki artisa paralel olarak, canli kalan A.acidoterrestris sayis1 (N)
azaldigr i¢in, log (N/N,) degerleri zamana bagli olarak azalmistir. Hemen tiim
sicakliklarda, her bir zaman i¢in elde edilen log (N/N,) degerlerinin genel olarak
istatistiki acidan birbirlerinden farkli olmadigir goriilmektedir. Kuskusuz bunun en
muhtemel nedeni zaman araliklarinin birbirine yakin secilmis olmasi olabilir. Diger
taraftan ise Tablo 3.6’da goriilen dikkat cekici bir husus, 1s1l islem sicakliginin artmis
olmasina ragmen log (N/N,) degerlerinin bazi1 uygulamalarda daha biiyiik bir deger
olarak elde edilmis olmasidir. Bu durum da 1si1l islem uygulamasinda Ornekleme

zamaninin her bir sicaklikta farkli olmasindan kaynaklanmistir.

3.2. Portakal Suyu Ortaminda A. acidoterrestris’in Isil Dayamkhliginin
Belirlenmesine Ait Bulgular
Calismanin 1s1l islem ortami olarak portakal suyunun kullanildigi bu kisminda farkl
briks ve pH degerlerine sahip ortamlarda A. acidoterrestris sporlarinin 1sil
dayanikliligimm gosteren log (N/N,), D ve Z degerlerinin yer aldig1 veriler Tablo 3.7°de

gosterilmistir.

Tablo 3.7 Portakal suyu ortaminda briks, pH ve sicaklik degiskenlerine bagh olarak
hesaplanan log(N/N,), D ve Z degerleri

Sicaklik D
Briks pH (°C) Siire Log(N/N,) (dakika) Z (°C)

20' -0,570
40' -0,685

85 60' -0,673 93,5
80' -1,010
100’ -1,242
5' -0,387
10' -0,603

90 15' -0,607 36,5
20' -0,640
25' -0,802

10 3,5 30 0331 10,9

60 s -0,324

95 120 s -0,336 20,8
240 s -0,414
480 s -0,428
10s -0,367
30s -0,460

100 60 s -0,564 3,3
90 s -0,627
120 s -0,757

(Devami arkada)
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20' -0,368
40' -0,536
85 60’ -0,712 120,5
80' -0,817
100' -0,861
5 -0,394
10’ -0,572
90 15' -0,692 30,9
20’ -0,737
25' -0,905
10 4 30s -0,067 o4
60 s -0,107
95 120 s -0,153 20,8
240s -0,253
480 s -0,418
10s -0,207
30s -0,493
100 60 s -0,687 2,3
90s -0,723
120 s -0,993
20' -0,331
40' -0,573
85 60' -0,734 88,5
80' -1,008
100' -1,152
5 -0,255
10’ -0,451
90 15' -0,600 35,3
20' -0,651
25' -0,726
20 35 30s -0,063 11,5
60 s -0,084
95 120 s -0,150 16,7
240 s -0,256
480 s -0,411
10s -0,214
30s -0,290
100 60 s -0,417 4
90s -0,515
120 s -0,563
20" -0,407
40' -0,536
85 60' -0,713 123,5
80' -0,792
100' -0,844
20 4 5 20343 9.4
10' -0,428
90 15' -0,518 36,1
20' -0,666
25' -0,754

(Devami arkada)
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305 20.140
60 s 20,259
95 120 s -0,282 16,7
240 s 20,400
480 s 20,566
20 4 10s 20.277
30 20,396
100 60's 20,604 2.7
90s 20,697
120 s -0,817

Tablo 3.7°den goriilecegi tizere, elma suyu ortaminda gerceklestirilen 1s1l islem
uygulamasinda oldugu gibi, portakal suyu ortaminda yiiriitiillen calisma sonucunda da
her iki briks ve pH i¢in ortam sicakliginin artisina paralel olarak log (N/N,) ve D
degerleri azalmistir. Bu sonucun, diger mikroorganizmalar igin oldugu gibi
A.acidoterrestris sporlarmin 1s1l islemle yok edilmesinde sicakligin belirgin etkisi

oldugunu ortaya koymasi agisindan kayda deger oldugu diisiiniilmektedir.

Portakal suyunda briks degiskenine gore elde edilen verilere gore hesaplanan
log(N/N,), D ve Z degerleri Varyans analizi sonuglar1 Ek Tablo 6’da ve Duncan ¢oklu

karsilastirma test sonuglar1 Tablo 3.8’de yer almaktadir.

Tablo 3.8 Portakal suyunda briks deglskemne ait log (N/No), D ve Z degerleri ile
Duncan ¢oklu kargilastirma test sonuglari”

Briks n log(N/N,) D (dakika) Z (°C)
10 80 -0,5635a 41,08 a 10,150a
20 80 -0,4976 a 40,44 a 10,450 b

- Ayni siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,05)

Tablo 3.8’de 10 ve 20 brikslik portakal suyu ortami icin belirlenmis olan log (N/N,)
degerleri arasinda %13,2’lik fark oldugu, briks artisinda log (N/N,) degerinin artmis
oldugu tespit edilmesine ragmen bu degerlerin istatistiki olarak birbirinden farkli
olmadig1 goriilmektedir. D degerinde ise log (N/N,)’1n aksine briks degerinin artmasiyla
azalma gozlenmistir. Ancak bu azalis istatistiki ac¢idan ©Onemli bulunmamustir.
A.acidoterrestris sporlarinin 1s1l dayanikliligimin diger bir gostergesi olan Z degeri ise
elma suyu ortaminda gergeklestirilen ¢alisma sonucunun aksine yiiksek briks degerinde
daha biiyiik bulunmus ve brikse bagli olarak Z degerleri arasinda bulunan bu farkliligin

istatistiki agidan 6nemli oldugu (P<0,05) tespit edilmistir.



34

pH’nin degismesine bagli olarak log(N/N,), D ve Z degerleri Varyans analizi
sonuglart Ek Tablo 6’da ve Duncan coklu karsilastirma test sonuglar1 Tablo 3.9’da

verilmistir.

Tablo 3.9 Portakal suyu ortaminda pH degiskenine ait log (N/N,), D ve Z Degerleri ile
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglarl*

pH n log(N/No) D (dakika) Z (°C)
3,5 80 -0,5324 a 37,33 a 11,200 a
4 80 -0,5288 a 44,19 a 9,400 b

'Aym siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Portakal suyu ortaminda pH’nin artigina bagl olarak log(N/N,) degerinde bir artis
saptanmis, ancak bu artis istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Diger taraftan 3,5
pH’da D degeri 37,33 dakika olarak bulunurken, pH 4’de 44,19 olarak bulunmustur. 0,5
birimlik pH artisiyla D degerinde %18,38’lik bir artis gerceklesmis olmasina ragmen, D
degerleri arasindaki bu fark istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir. Z degeri ise D
degerinin aksine pH’nin artisiyla azalmistir. pH 3,5’deki 11,2°C’lik Z degeri pH 4’de
9,4°C olarak tespit edilmis, bu azalig istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (P<0,01).
Briks degiskenine gore verilen Tablo 3.8 ile pH degiskenine gore verilmis olan Tablo
3.9 birbirleri ile karsilagtirilarak incelendiginde, log(N/N,) ve D degerlerinin briks ve
pH degisimlerine bagli olarak degistigi, parametrelerdeki degisimlerin istatistiki olarak
birbirlerinden farkli olmadig goriilmektedir. Bununla birlikte, hem briks hem de pH
degiskenlerinin Z degerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunurken, briks ve pH
degiskenine gore parametrelerde artis ve azalis seklinde gerceklesen degisimlerin

beklenen sonuclarla daima paralellik gostermedigi saptanmustir.

Bu konuyla ilgili yapilan ¢alismada ise, 3,5 pH ve 9 briks ¢oziiniir kuru madde
degerlerine sahip portakal suyu ortaminda A. acidoterrestris sporlarn 1siya oldukga
dayanikli bulunmustur (Susa bagl olarakDgs= 60.8-94.5 dakika, Dgp= 10.0-20.6 dakika,
Dys= 2.5-8.7 dakika araliginda tespit edilmistir) (Eiroa vd 1999). Silva vd (1999) ise
11,7 briks ve 3,5 pH degerlerine sahip portakal suyunda A. acidoterrestris (NCIMB
13137) sporlarinin Dgs= 41,9 dakika, Dg;= 2,32 dakika olarak saptamislardir.
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Sicaklik degiskenine bagli olarak portakal suyunda elde edilen log (N/N,) ve D
degerleri Varyans analizi sonuglart Ek Tablo 6’da ve Duncan ¢oklu karsilastirma test

sonuglar1 Tablo 3.10°da gosterilmistir.

Tablo 3.10 Portakal suyunda sicaklik degiskenine ait log (N/N,) ve D degerleri ile
Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglari”

Sicaklik (°C) n log(N/No) D (dakika)
85 40 -0,7287 ¢ 106,5 a
90 40 -0,5871 b 34,70 b
95 40 -0,2726 a 18,75 ¢
100 40 -0,5340 b 3,07d

' Ayn1 siitunda, ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Dort fakli sicaklikta elde edilen log(N/N,) degerleri 85°C’den baslayip 95°C’ye
kadar artip, ancak 100°C’de azalmistir. 90 ve100°C sicakliklar i¢in log(N/N,) degerleri
arasinda istatistiki olarak fark bulunmazken, diger sicakliklarda birbirinden farkli
bulunmustur (P<0,01). Sicakliklara gore elde edilmis olan log(N/N,) degerlerinden
anlasilacag1 ilizere A. acidoterrestris sporlarinin 1si1l rediiksiyonu {izerine en 6nemli
etkiyi gosteren sicakliklar sirasiyla 85, 90 ve 100°C olmustur. Kuskusuz burada her bir
sicaklik i¢in secilen 1s1l islem siirelerinin digerlerinden farkli olmasi etkili olmustur.
Sekil 3.4’de sicaklik degisimine bagli olarak D degerlerinde meydana gelen degisim
grafik edilmistir.

y =0,5612x" - 110,35x + 5428,5
R’ =0,9753

D degeri (dakika,
O =)
S & 5

(V]
o
|

=)

86 88 90 92 94 96 98 100 102
Sicaklik (°C)

o
=

Sekil 3.4 Portakal suyu ortaminda sicakliga baglh olarak D degerlerinin degisimi
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Tablo 3.10 ve Sekil 3.4’den goriilebilecegi gibi D degerlerinde sicaklik artisiyla
belirgin bir azalma meydana gelmis ve her bir sicaklik i¢in hesaplanan degerler
istatistiki olarak da birbirinden 6nemli sekilde farkli bulunmustur (P<0,01). Bu
calismada uygulanan en diisiik sicaklik derecesinde (85°C) elde edilen D degeri ile en
yiiksek sicaklikta (100°C) elde edilen D degeri arasinda 103,43 dakikalik fark vardir.
Sicakliga bagl olarak portakal suyu ortaminda yapilan bazi arastirma sonuglarina gore
Alicyclobacillus acidocaldarius’un 100°C’deki D degeri 3,9 dakika, 115°C’deki D
degeri 0,61 dakika, 120°C’deki D degeri 0,087 dakika ve 125°C’deki D degeri ise 0,027
olarak bulunmustur. Degerlerden de anlasildig iizere bu susun 1s1l dayaniklilig1 oldukga
yiiksektir. A. acidoterrestris sporlarinin 1s1l dayaniklilign Dgs=57 dakika, Dgy=16 dakika,
Dys=2,4 olarak belirlenmistir (Splittstoesser vd 1994).

Portakal suyunda D degerlerinin sicaklikla degisimi 2. dereceden denklem
seklindedir ve korelasyon sayis1 yiiksektir (R?=0,973). Sicaklik ve pH degiskenlerine
gore elde edilen D degerlerinin grafgi Sekil 3.5°de verilmistir.

140+
120+
100+

D degeri 80
(dakika) 60+
40+

20+

0

85°C 90°C 95°C 100°C

W 3,5 pH 91 359 18,75 3,65
O4pH 122 335 18,75 2,50

Sicaklik

Sekil 3.5 Portakal suyu ortaminda pH X sicaklik degiskenlerine bagli D degerleri

Portakal suyu ortaminda farkli sicakliklarda briks, pH ve siire degiskenlerine bagh
log (N/N,) ve D degerleri Varyans analizi sonuclar1 Ek Tablo 7, Ek Tablo 8, Ek Tablo 9
ve Ek Tablo 10’ da verilmistir.

85°C’de pH 4’de elde edilen D degeri pH 3’e gore daha biiyiiktiir ve bu degerler
arasindaki fark oldukca 6nemlidir (P<0,01). 90 ve 100°C’lerde ise 85 °C’deki durumun
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tersine pH'nin artisiyla D degeri diismiistiir. Her iki sicaklikta da pH’ya gore D
degerleri arasinda istatistiki ag¢idan cok oOnemli fark vardir (P<0,01). 95°C’de
gerceklesen 1s1l islem uygulamasinda ise her iki pH icin de aymi deger elde edilmistir.
Pontius vd (1998), A. acidoterrestris VF susu icin pH’s1 3.1°e ayarlanmis malik asit
ortaminda Dg;= 31,3, Dg;= 7,9 dakika, yine malik asit ortaminda bu defa 3,7 pH
degerinde Dg;= 54,3, Dg;= 8,8 dakika degerlerini belirlemislerdir. Arastiricilarin pH
artisina bagh olarak ayn1 sicaklik ortamlarinda D degerlerinin yiikseldigini ortaya koyan
sonuclari, bu arastirmada 85°C’ lik 1s1l islem sicakliginda elde edilen sonucla paralellik

gosterirken diger sicakliklar icin bulunan sonuglarla tezat olusturmaktadir.

Briks ve sicaklik degiskenlerine baghh olarak, portakal suyu ortaminda
A.acidoterrestris sporlarn icin tespit edilen D degerlerinin degisimi Sekil 3.6’da

gosterilmistir.

120+
100+
80+

D degeri
(dakika)

40
20

85°C 90 °C 95°C 100 °C
® 10 briks 107 33,7 20,8 2,8
O 20 briks 106 357 16,7 3,35
Sicaklik

Sekil 3.6 Portakal suyunda briks X sicaklik degiskenlerine bagli D degerleri

Sekil 3.6’da portakal suyu ortaminda briks ve sicaklik degerlerinin degismesiyle D
degerlerinin de degistigi, ancak bu degisikligin bir sistematige baghh olmadigi
goriilebilmektedir. Nitekim, 90 ve 100°C’lik sicakliklarda 20 brikslik portakal suyu
ortaminda elde edilen D degerleri 10 briksde elde edilen degerlerden daha biiyiik iken,
85 ve 95°C’lerde tam tersine, 10 brikslik ortam i¢in 20 brikslik ortama gore daha biiyiik
D degeri bulunmustur. Diger taraftan 90, 95 ve 100°C’ lik sicakliklarda her iki briks
icin elde edilen D degerleri istatistiki olarak birbirlerinden ¢ok Onemli seviyede

(P<0,01) farkli iken, 85°C’de her iki briks arasinda fark 6nemli bulunmamustir.
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Portakal suyu ortaminda yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda hem briks hem de pH
degiskenlerine bagli olarak elde edilen Z degerleri 9,4°C’den 11,5°C’ye kadar
degismektedir (Bkz. Tablo 3.8, Tablo 3.9). Ortalama degerler g6z Oniine alindiginda
briksin artistyla Z degerinde artis oldugu, ancak pH’min artisiyla azalma meydana
geldigi ve bu artis ve azalisin istatistiki agidan 6nemli (P<0,01) oldugu belirlenmistir.
Diger taraftan Pontius vd (1998) ise yaptiklar1 calismada Z degerinin susa, aside ve
pH’ya bagh olarak degismedigini ortaya koymuslardir. Diger bir calismada da portakal
suyunda Z degeri 6,8°C olarak saptanmig ve farkli ortamlarda Z degerinde anlamlh

degisiklik olmadig bildirilmistir (Palop vd 2000).

Tablo 3.11’de dort fakli sicaklikta 1s1l islem siirelerine bagli olarak bulunan

log(N/N,) degeri gosterilmistir.

Tablo 3.11 Portakal suyunda sicaklik X siire degiskenine ait log (N/N,) degerleri ile
Duncan ¢oklu karsilagtirma test sonuglar

Siire Sicaklik (°C)
85 90 95 100
1 -0,4193 a -0,3455 a -0,1505 a -0,2670 a
2 -0,5831 ab -0,5138b -0,1938 a -0,4103 ab
3 -0,7085 b -0,6047 b -0,2307 a -0,5686 bc
4 -0,9072 ¢ -0,6741 bc -0,3324 ab -0,6411 cd
5 -1,0255 ¢ -0,7973 c -0,4564 b -0,7829d

'Aym siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Tablo 3.11°den agik¢a goriilebilecegi iizere, her bir sicaklik i¢in 1s1l iglem siiresinin
artistna bagli olarak A. acidoterrestris sporlarinda belirgin bir rediiksiyon orani
saptanmistir. Benzer bir durum sicaklik artisina gore rediiksiyon oranlarinin
karsilastirilmast sonucunda da goriilmektedir. Dolayisiyla rediiksiyon orami iizerine
islem sicakligi kadar, uygulama siiresinin de 6nemli oldugu ifade edilebilir. Isil islem
sicaklig1 ve siiresinin log (N/N,) degerlerine ve dolayisiyla da rediiksiyon orani iizerine

belirtilmis olan etkisi Sekil 3.7°den daha net goriilebilmektedir.
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Sekil 3.7 Siire ve sicakliga bagl olarak elde edilen log(N/N,) degerleri

3.3. Malt Ekstrakt Broth Ortaminda A. acidoterrestris’in Isill Dayamkhliginin

Belirlenmesine Ait Bulgular

A. acidoterrestris sporlarimin 1s1l dayaniklilig iizerine farkli ortamlarin denendigi bu

arastirmada, malt ekstrakt broth ortam1 kullanilarak farkli briks, pH, sicaklik ve siireler

icin elde edilen log(N/N,), D ve Z degerleri Tablo 3.12°de sicaklik ve siire

degiskenlerine gore log(N/N,), D ve Z degerlerine ait Duncan ¢oklu karsilagtirma test

sonuclar1 da Tablo 3.13’de verilmistir.

Tablo 3.12 Malt ekstrakt broth uygulamasinda briks, pH, sicaklik ve siireye bagli, genel
olarak elde edilen ortalama log(N/N,), D ve Z degerleri

Sicakhik D
Brix pH °O) Siire Log(N/N,) (dakika) Z (°C)

20' -0,528
40' -0,765

85 60' -0,963 82,64
80' -1,070
100' -1,322
5' -0,253
10’ -0,428

10 3,5 90 15' -1,053 20,7 12,8

20' -1,051
25' -1,091
30s -0,153
60 s -0,206

95 120 s -0,307 10,4
240 s -0,398
480 s -0,851

(Devami arkada)
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10 s -0,067
30s -0,129
100 60 s -0,291 5,2
90 s -0,296
120 s -0,401
20’ -0,384
40' -0,629
85 60' -0,824 104,2
80’ -0,816
100' -1,022
10 4 5 20.269 9,8
10’ -0,412
90 15' -0,753 24,9
20’ -0,815
25' -0,995
30s -0,278
60 s -0,396
95 120 s -0,403 11,1
240 s -0,511
480 s -0,866
10 s -0,390
30s -0,629
100 60 s -0,807 2,7
90 s -0,744
120 s -0,904
20’ -0,861
40' -1,082
85 60' -1,297 73,5
80' -1,470
100’ -1,495
5 -0,363
10' -0,475
90 15' -0,599 33
20' -0,695
25' -0,835
20 3.5 30s 0273 11,1
60 s -0,293
95 120 s -0,389 13,9
240 s -0,481
480 s -0,701
10 s -0,411
30s -0,615
100 60 s -0,679 3,1
90 s -0,723
120 s -0,837
20’ -0,049
40' -0,259
20 4 85 60' -0,506 107,5 10,7
80’ -0,569
100’ -0,916

(Devam arkada)
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5 -0,218
10' -0,345
90 15' -0,519 30,4
20' -0,587
25' -0,878
30s -0,018
60 s -0,217
95 120 s -0,072 23,8
240 s -0,163
480 s -0,616
10 s -0,198
30s -0,305
100 60 s -0,347 32
90 s -0,563
120 s -0,711

Malt ekstrakt broth ortaminda degisik sicakliklarda briks, pH, siire degiskenlerine ait
log(N/N,) ve D degerleri Varyans analizi sonuglar1 Ek Tablo 12, Ek Tablo 13, Ek Tablo
14 ve Ek Tablo 15’de verilmistir.

Tablo 3.13 Malt ekstrakt broth ortaminda sicaklik X siire degiskenine gore log(N/N,)
degerleri ile Duncan c¢oklu karsilagtirma test sonuglarl*

. Sicaklik (°C)

sure 85 90 95 100
1 20,4559 a 20,2763 a 201811 a 20,2669 a
2 20,6844 ab 20,4296 a 0,2786ab | -0,4202 ab
3 20,8982 ab 20,7314 b 0,2936ab | -0,5313 ab
4 20,9816 b 20,7874 be 20,3888 b 20,5820 ab
5 21,1893 b 20,9502 ¢ 20,7587 ¢ 20,7138 b

' Ayni siitunda, ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Malt ekstrakt broth ortaminda 1s1l islem sicakligi ve siiresinin A. acidoterrestris
sporlarinin 6liim oram iizerine belirlenmis olan degerlerin gosterildigi Tablo 3.13,
portakal suyu ortami icin aym faktorlerin 6liim oranina etkisini gosteren Tablo 3.11 ile
karsilastirlldiginda sicaklik ve siire degiskenlerinin A. acidoterrestris sporlarina
etkisinin her iki ortam igin biiyiilk bir benzerlik gosterdigi saptanabilir. Denenen
sicakliklar icinde en fazla rediiksiyon oran1 95°C’de elde edilmis olmakla birlikte, her
bir sicaklik uygulamasinda, belirlenmis olan islem siirelerine ait log (N/N,)) degerlerinin
genelde birbirlerine ¢ok yakin bulundugu ve yine genelde bu degerler arasinda istatistiki

olarak onemli fark olmadigi tespit edilmistir. Kuskusuz bu sonu¢ uygulanan her bir
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sicaklik icin belirlenmis olan 1s1l islem siireleri arasindaki farkin yakin olmasi ile de

iligkilendirilebilir.

Malt ekstrakt broth ortaminda briks ve sicaklik degiskenlerinin birlikte etkisinin D
degerlerinde meydana getirdigi degisim Sekil 3.8’de gosterilmistir. Malt ekstrakt broth
ortaminda 85°C’de briks degisimine bagli olarak tespit edilen D degerleri arasinda fark
istatistiki olarak onemli bulunmamigtir. Diger taraftan, 90, 95 ve 100°C’lerde her iki
briks ic¢in tespit edilen D degerleri arasinda istatistiki olarak 6nemli (P<0,01) fark
bulundugu belirlenmistir. Briks artisina bagh olarak D degerlerindeki degisim 85 ve
100°C’lerde azalma yoniinde olurken, 90 ve 95°C’lerde briksin artisiyla D degeri de
artmistir. Silva vd (1999) yaptiklar1 calismada malt ekstrakt broth ortaminda A.
acidoterrestris sporlarina ait D degerlerinin diisiik sicakliklarda briksin yiikselmesiyle
arttigini, ancak 97°C’de ise briksin degismesinin D degeri iizerine agik bir etkisinin

goriilmedigini belirtmislerdir.

100

807

D degeri
(dakika) 401

20

85°C 90 °C 95°C 100 °C
® 10 briks 934 22,8 10,75 3,95
O 20 briks 90,5 31,7 18,85 3,15
Sicaklik

Sekil 3.8 Malt ekstrakt broth ortaminda briks X sicaklik degiskenlerine baghh D
degerleri

Mikroorganizmalarin 1s11 dayanikliligi iizerine etkili olan diger bir faktor pH ve

sicakligin D degerleri iizerine etkisi Sekil 3.9°da verilmistir.
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120
100+
80
D degeri
(dakika)
40+
20
0
85°C 90 °C 95°C 100 °C
m3,5pH 78,05 26,85 12,15 4,15
04 pH 105,85 27,65 17,45 2,95
Sicaklik

Sekil 3.9 Malt ekstrakt broth ortaminda pH X sicaklik degiskenlerine bagli D degerleri

85, 90 ve 95°C’lerde pH’nin artisiyla D degerlerinde artis gézlenmistir. Bu artisg 85
ve 95°C’de istatistiki olarak ©Onemli (P<0,01) bulunurken, 90°C’de ise Onemli
bulunmamastir. 100°C’de ise diger sicakliklarin aksine pH’ nin artisiyla D degeri azalmis
ve bu durum istatistiksel olarak ©nemli bulunmustur (P<0,01). Silva vd (1999)
A.acidoterrestris (NCIMB 13137) sporlarinin malt ekstrakt broth ortaminda diisiik
sicakliklarda (85°C) pH’nin yiikselmesiyle D degerinin yiikseldigini, yiiksek
sicakliklarda (97°C) ise D degerinin pH’nin degismesinden etkilenmedigini ortaya

koymuslardir.

Briks degiskenine bagli olarak elde edilen verilerden hesaplanan ortalama
log(N/N,), D ve Z degerleri Varyans anlizi sonuglar1 Ek Tablo 11°de ve Duncan ¢oklu

karsilastirma test sonuglar1 Tablo 3.14’te verilmistir.

Tablo 3.14 Malt ekstrakt broth ortaminda briks degiskenine ait log (N/N,), D ve Z
degerleri ile Duncan c¢oklu karsilagtirma test sonuglarl**

Briks n log(N/N,) D (dakika) 7(°C)
10 80 -0,6123 a 32,73 a 11,30 a
20 80 -0,5677 a 36,05 a 10,90 b

Ayni siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,05)
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Malt ekstrakt broth ortaminda genel olarak log(N/N,) degeri briksin artisiyla artmus,
her iki briks i¢in bulunan log(N/N,) degerlerinin ortalamasi dikkate almarak yapilan
hesaplama sonucunda bu artisin %7,28 oraninda gerceklestigi belirlenmistir. Buna
ragmen, brikse bagli olarak log(N/N,) degerindeki bu degisiklik istatistiki acidan dnemli
bulunmamistir. Benzer sekilde D degeri de briksin 10’dan 20’ye ¢ikarilmasiyla 32,73
dakikadan 36,05 dakikaya yiikselmis, anacak her iki uygulama arasinda 6nemli seviyede
fark tespit edilememistir. Diger taraftan 10 briksde 11,30°C olarak elde edilen Z degeri
20 briksde 10,90°C olarak hesaplanmistir. Briks artisina bagh olarak Z degerinde
saptanan 0,4°C’lik bu diisiis istatistiksel olarak da o6nemli bulunmustur (P<0,05).
Literatiirde, konu ile ilgili olarak gerceklestirilmis olan benzer bir ¢alismada, ¢oziiniir
kuru madde miktarinin mikroorganizmalarin 1s1l direncine etki eden ©nemli bir
parametre oldugu belirtilmistir. Karagozlii’de (2003) bildirildigine gore Splittstoesser
vd (1998) tarafindan yapilan ¢alismada Alicyclobacillus WAC sporlarinin Concard tipi
iziim suyundaki 1s1l direncine ¢6ziiniir kuru maddenin etkisini ifade eden D ve Z
degerleri Tablo 3.15°de verilmektedir. Tablo 3.15’den goriilebilecegi gibi D degerleri
tizerine sicaklik kadar briksin de belirgin bir etkisi vardir. Ne varki, Z degeri iizerine
briksin etkisinden bahsetmek bu verilere gore zor goziikmektedir. Zira 16 brikse gore 30
brikslik ortam icin elde edilmis olan Z degeri bir miktar diiserken, 65 briks icin

belirlenen Z degeri diger iki brikse gore daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 3.15 Briks degiskenine bagli D degerleri (Karagozlii,2004).

Briks Sicaklik (°C) D (dakika) Z (°C)

85 53

16 90 11 6,9
95 1,9
85 76

30 90 18 6,6
95 2,3
85 276

65 90 127 7,4
95 12

Aslinda, briks artiginin 1s1l dayanikliligi arttiracagi yoniindeki beklenen sonucun ¢ok
yiikksek briks degerlerinde elde edilebilecegini gostermesi agisindan arastiricilar

tarafindan saptanmis olan bu sonug, calismamizdaki sonuclar destekler mahiyettedir.
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pH ve sicaklik degiskenlerine ait log (N/N,), D ve Z degerleri Varyans analizi
sonuglart Ek Tablo 11°de ve Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuclar1 Tablo 3.16’da

yer almaktadir.

Tablo 3.16 Malt ekstrakt broth ortaminda pH degiskenine ait log (N/N,), D ve Z
degerleri ile Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuclart’

pH n log(N/No)** D (Dakika) 7* (°C)
3,5 80 -0,6555 a 30,30 a 11,950 a
4 80 -0,5244 b 38,48 a 10,250 b

Parametrelerde, ayni siitunda, ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden
farksizdir.

*P<0,01

** P< (0,05

Tablo degerlerinden de anlagilacagi gibi pH’min 3,5’dan 4’e yiikselmesiyle
log(N/N,) degeri -0,6555’den -0,5244’¢ yiikselmistir. Bu durumda her iki pH arasinda
log(N/N,) degerleri acgisindan istatistiksel anlamda fark yaratmistir (P<0,05). D
degerinde ise briksin artisiyla %26,99 oraninda artis olmus, ancak istatistiki acidan 3,5
ve 4 pH arasinda fark bulunamamistir. Z degeri ise D degerinin aksine pH’ nin artisiyla

azalmis ve azalma istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,01).

Malt eksrakt broth ortaminda gergeklestirilen caligma sonucunda sicakliga bagh
olarak A. acidoterrestris spor sayisindaki degisimin ifadesi olan log(N/N,) degerleri ile
D degerleri Tablo 3.17°de verilmistir. Ayrica uygulanan sicakliklarin D degerine etkisi

Sekil 3.10’da grafik halinde verilmistir.

Tablo 3.17 ve Sekil 3.10’dan goriilecegi iizere sicaklik faktorii elma suyu ve
portakal suyunda da oldugu gibi D degerleri {izerine etkili en 6nemli faktordiir. Nitekim,
1s1 islem uygulamasinda, sicaklik degerlerinin S’er birim arttirlmasi1 D degerinde
belirgin bir diisiise neden olmus ve her bir sicaklik degeri i¢in elde edilmis olan D
degerlerinin istatistiki olarak ¢ok 6nemli seviyede (P<0,01) farkli oldugu saptanmistir.
Bu konuda Silva vd (1999) tarafindan yapilan arastirmada da sicakligin D degeri
tizerinde etkili en onemli faktor oldugu, sicakliktaki kiiciik bir artisin D degerinde agik
bir diisiise neden oldugu belirtilmistir. Malt ekstrakt broth ortaminda sicaklik
degiskenine ait log (N/N,) ve D degerleri Varyans analizi sonuglar1 Ek Tablo 11°de

verilmistir.
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Tablo 3.17 Malt ekstrakt broth ortaminda sicaklik degiskenine ait log (N/N,) ve D
degerleri ile Duncan ¢oklu karsilastirma test sonuglart”

Sicaklik (°C) n log(N/N,) D (dakika)
85 40 -0,8419 ¢ 9195a
90 40 -0,6350 b 2725b
95 40 -0,3802 a 14,80 ¢
100 40 -0,5082 ab 3,55d

' Aymn siitunda, ayni harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiksel olarak birbirlerinden farksiz (P>0,05),
farkli harfler ise birbirinden farklidir (P< 0,01)

Yine Tablo 3.17’den goriilebilecegi gibi A.acidoterrestris sporlarinin malt ekstrakt
broth ortaminda 1s1l rediiksiyonu {izerine sirasiyla 85, 90 ve 100°C’ ilk sicakliklar daha
etkili bulunmustur. Diger taraftan 85, 90 ve 95°C’lik sicakliklar i¢in elde edilmis olan
log(N/N,) degerleri birbirlerinden 6nemli seviyede (P<0,01) farkli bulunurken, 100
°C’lik sicaklik i¢in belirlenmis olan log(N/N,) degerinin 85 ve 90 °C’lik sicakliklar i¢in

elde edilen degerlerden istatistiki olarak farkli olmadig1 saptanmstir.

100
3 80 y = 0,5345x% - 104,44x + 5104,7
z R?>=0,9723
g 60
5
S 40 -
[}
o
a 20
0 . . . . . ‘ :
84 86 88 90 92 94 9 98 100 102
Sicaklik (°C)

Sekil 3.10 Sicakliga bagh D degerleri
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4.1. Degerlendirme
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Alicyclobacillus acidoterrestris sporlarinin 1s1l dayanikliligimi belirlemek amaciyla

elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda gergeklestirilmis olan

calismada farkli briks, pH ve sicakliga ait elde edilen verilere bagh olarak hesaplanan D

ve Z degerlerinin topluca gosterimi Tablo 4.1’de yer almaktadir.

Tablo 4.1 Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda elde edilen
verilere gore hesaplanan D ve Z degerleri

Malt Ekstrakt
Elma Suyu Portakal Suyu Broth

Briks| PH S‘ffé‘;‘k D" |ZCC)| D) |ZCC)| D() |ZC°C)
85 117,6 93,5 82,64
90 32,8 36,5 20,7

10 | 35 ’ 10,9 : 10,9 : 12,8
95 20,8 20,8 10,4
100 4.1 3,3 52
85 105,3 120,5 104,2

0 A 90 36,1 164 | 309 0 249 | 44
95 27.8 20,8 11,1
100 11,1 2,3 2.7
85 103,1 88,5 73,5

20 | 35 20 52,9 135 223 1 415 311
95 41,7 16,7 13,9
100 6,2 4 3,1
85 94,3 123,5 107,5

20 4 20 43,7 109 | 361 9.4 304 1107
95 18,5 16,7 23,8
100 3,8 2.7 3,2

Tablo 4.1°de her ii¢ ortam i¢in elde edilen D degerleri incelenecek olursa, ortamin

¢Oziiniir kuru madde miktarinin D degerini belirgin bir sekilde ve belirgin bir yonde

etkilemedigi goriilecektir. Nitekim, elma suyu ve portakal suyu ortamlarinda briksin
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artistyla D degeri azalirken, malt ekstrakt broth ortaminda ise briksin artisiyla genel
olarak D degeri de artmistir. Literatiirde ortamin briks degerinin 1s1l islem
uygulamasinda, mikroorganizmalarin 1s1l dayaniklilig1 tizerine etkili bir faktdr oldugu,
briks artisina baglhh olarak mikroorganizmalarin 1s11 dayanikliliginin arttifi ifade
edilmisse de (Unlitirk ve Turantas 2003), %50’nin iizerindeki seker
konsantrasyonlarinin  1s11  dayamiklhilifin  artmasina katki saglayabildigini ifade
etmektedirler. Malt ekstrakt broth ortaminda gerceklestirilen calisma sonucuna gore
briksin A. acidoterrestris sporlarinin 1s1l dayanmiklhiligi iizerine tespit edilmis olan etkisi
genel literatiir bilgileri ile paralellik arz ederken, portakal ve elma suyu ortamlar igin
saptanan sonuclarin genel beklentiye uymamasinda bu ortamlarin bilesimlerinin etkili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Zira malt ekstrakt broth ortaminda, ortamdaki asil ¢ziiniir
kuru maddeyi sakaroz olustururken, elma ve portakal suyunda su i¢inde ¢oOziiniir halde
onlarca bilesenin varligindan bahsedilebilir. Her ii¢ ortam igin, D degerinin briks

degiskenine bagl olarak elde edilen verileri Sekil 4.1°de grafik edilmistir.

507

. .30
D degeri
dakika
( ) 201

10

0
elma portakal malt

@ 10 Briks 46,19 41,08 32,73
0O 20 Briks 45,52 40,44 36,05

Sekil 4.1 Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda briks
degiskenine bagl D degerleri
Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt ortamlarinin her {iigiinde de briks
degerinin artmasiyla log (N/N,) degeri artmistir. Ancak bu artiglar istatistiki olarak
onemli bulunmamistir. Bu durum yiiksek briks degerlerinde A. acidotrrestris sporlarinin

0lim hizinin yavasladigin1 géstermektedir.
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Z degerlerinde ise portakal suyunda briksin artigiyla artis gézlenirken, elma suyu ve
malt ekstrakt broth ortamlarinda portakal suyunun aksine azalma olmustur. Her ii¢
ortam i¢in Z degerlerindeki bu degisimler istatistiki olarak Onemli bulunmustur

(P<0,01).

Alicyclobacilluslarin 1s1l dayanikliliklarinin degisik ortam kosullarinda belirlenmesi
amaciyla yapilmig arastirma sonuglari Tablo 4.2°’de Ozetlenmistir. Tablo 4.2’den
goriildiigii iizere bir¢ok arastiricinin, farkli Alicyclobcillus tiirleri igin farkli kosullarda
saptamis olduklar1 sonuglar oldukca genis bir varyasyon gostermektedir. Bu durum 1s1l
dayaniklilik tizerine incelenen Alicyclobacillus cinsi bakterinin tiir ve susunun, ortamin,
pH ve briks degerinin, sicaklik ve siirenin ayr1 ayr etkisinin var oldugunu
gostermektedir. Bununla birlikte, hem konu ile ilgili literatiir sonuglarinin hem de
tarafimizdan yiiriitiilen bu ¢alisma sonucuna gore 1s1l dayaniklilik iizerine bahsedilen

faktorlerin etkilerinin her zaman belirlenen yonde olmadig: goriilmektedir.

Tablo 4.2 Alicyclobacilluslarin 1s1l dayanikliliklariyla ilgili olarak yapilan bazi
arastirma sonuglari

Z degeri
1s1l islem ortam | pH | Briks D degeri (Dakika) °C) Kaynak
20 mM sitrat
buffer Dyo=13.6
100 mM sitrat
buffer Dyo=14.4
20 mM fosfat Dgy=12.9
buffer 6.4-7.1°C Murakami vd
100 mM fosfat Do=12.3 i 1_,’ d 1998
buffer 0 aralignda 4 cidoterrestris
Dgg=24.1-29.1
. 3-4- Do= 14.8-16.8
Mcllvaine buffer | 5-6-
7_8 D92=5.7—7.1
Dys=2.2-2.8

Dys=5.99-3.82 araliginda (depolama | 7,8-29 °C | Vieira vd 2002

Cupuagu nectar | 3,2 18 stiresine bagli olarak) araliginda | A.acidoterrestris

pH ve brikse bagl olarak

MEB (malt 42’255'_ 3255 Dygs5=35.5-94.9 arahiginda
extract broth) ’ 6 6b Dg;=4.35-15.5 araliginda Silva ve Gibss
Dy;=0.498-4.35 araliginda 1999

A.acidoterrestris

D85=l7,5 D91=5,35 D95=2,82

Cupuagu extract | 3,6 | 11,3 Dsy=0.596

(Devamu arkada)
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Portakal suyu

35

11,7

Dg5=65,6 D91= 11,9

7,8

Lig“ht Frenk
Uziimii
konsantresi

2,5

26,1

D91=3,84

Frenk {iziimii
konsantresi

2,5

58,5

D91=24, 1

Cilek suyu

Dgy 3= 11 Dy ;=3.8
Dys=1

7,2

Mclntyre vd
1995

A.acidoterrestris

Model sistem

2.8-3.1-3.4-3.7-4

Sus, pH ve asit
cinsine bagl olarak
degisen sekillerde
Dg;=16.6-69.5
araliginda degisen
degerlerde

D97=3 .6-10.8
araliginda degisen
degerlerde

5,9-10
araliginda
degisen
degerlerde

Pontius vd
1998

A.acidoterrestris

Portakal suyu

3,15

suglara bagl olarak
Dgs=50.0-94.5
D90=10.0—10.6

D95=2.5—8.7
araliginda

7.2-11.3
araliginda

Eiora vd 1999

A.acidoterrestris

Mcllvaine citrate
-Phosphate
buffer

Dl 1():2.6

Dl 15=0.54

D120=0.097

D125=0.014

6,7

D110=2.6

Dl 15=0.99

D120=0.1 1

D125=0.035

7.5

Distile su

D1 10=3.7

Dl 15=0.48

D120=0.1 1

D125=0.024

6,7

Portakal suyu

D1 10=3.9

D115=0.61

D120=0.087

D125=0.027

6,8

Palop vd 2000
sus
A.acidocaldarius

Elma suyu

35

11,4

D85=56

D90= 1 6

D95=2.8

1,7

Uziim suyu

33

15,80

Dys=57

D90=23

D95=2.4

7,2

Splittstoesser
vd 1994

A.acidoterrestris
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Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda D degerlerinin pH’ya

gore degisimi Sekil 4.2°de goriilmektedir.

50

40

D degeri 30
dakik:
(dakka) .

10

0
Elma Portakal Malt

m 3,5 pH 474 37,33 11,95
O4pH 44,31 44,19 10,25

Sekil 4.2 Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda pH degiskenine

bagh olarak elde edilen D degerleri

Mikroorganizmalarin 1s1l direnclerine etki eden faktorlerden biri de ortamin pH
degeridir. Her ne kadar literatiir bilgilerinde notral pH’dan uzaklastik¢a
mikroorganizmalarin 1s1l direncinin azalacagi yoniinde genel bir bilgi mevcutsa da
calisma sonucunda elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda 3,5 ve
4 pH’da elde edilen D degerlerinin arasinda istatistiksel olarak fark bulunmadig
belirlenmistir. Murakami vd (1998) tarafindan yapilan calismada da tarafimizdan
yapilan calismay1 destekler nitelikte sonuclar bulunmus ve pH’nin Alicyclobacillus
sporlarinin 1s1l dayanikliligia etkisinin olmadigi belirlenmistir. Bazi arastirmacilar ise
disiik sicakliklarda pH’min D degeri iizerinde etkili oldugunu, ancak yiiksek
sicakliklarda etkisinin olmadigini bildirmislerdir (Pontius vd 1998). Calismamizda,
portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortaminda pH’nin artisiyla D degeri artmis, elma
suyunda ise azalma gozlenmistir. Her ii¢ ortamda da pH’nmin artisiyla log(N/N,)
degerlerinde artma olmustur. Yiiksek pH’larda A. acidoterrestris sporlarinin siireye
bagl olarak azalmasi daha yavas gerceklesmektedir, ancak bu durum her iki pH
arasinda istatistiksel olarak fark olusturmamaktadir. Z degerlerinde ise pH’ nin artisina
bagh olarak elma suyu ortaminda artis olurken, portakal suyu ve malt ekstrakt brothda
azalma meydana gelmistir. Her ii¢ 1s1l islem ortaminda da pH’nin Z degerlerine etkisi

istatistiki olarak énemli bulunmustur (P<0,01).
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Sicaklik her i ortamda da D degeri iizerine etkili en Onemli faktdr olarak
bulunmustur. Sicaklifin artisina bagl olarak elde edilen D degerlerinde belirgin bir
diisme oldugu ve bu degerlerin  birbirlerinden ©6nemli seviyede farkli oldugu
saptanmistir. Bu {i¢ ortamda sicakligin D degeri iizerine etkisini gosteren grafik Sekil

4.3’de gosterilmistir.

120

=
v

80 "
\ —8— Elma

<
4
4

<
<
. E 6() .\
)%D Portakal
= 40 N\ Malt
A ekstrakt

20 \
0 T T T T
80 85 90 95 100 105
Sicaklik (°C)

Sekil 4.3 Elma suyu, portakal suyu ve malt ekstrakt broth ortamlarinda D degerlerinin

sicakliga bagl olarak degisimi

Sekil 4.3’den de goriilebilecegi gibi D degerleri sicaklik artisiyla 6nemli sekilde
azalirken bu azalma, 6zellikle 85°C ile 90°C’lik sicaklik araliginda daha biiyiik oranda
gerceklesmistir. 90-100°C’lik sicaklik araliginda D degerlerinde gerceklesen azalma,
85-90°C’lik sicaklik aralifina gore oransal olarak belli miktarda azalmistir.
A.acidoterrestris sporlarinin 1511 dayaniklilifiyla ilgili olarak Nakauma vd (2004)
tarafindan yapilan calismada mikroorganizmalarin sicaklikla azalhist iki fazda
incelenmistir. Bu iki faza bagh olarak D ve Z degerleri de her faz icin ayr1 ayn
hesaplanmistir. Birinci logaritmik fazda mikroorganizma sayisinda hizli bir azalma
meydana gelirken, ikinci fazda mikroorganizmalarin 1siya hassasiyeti azalmakta ve
mikroorganizmalarin azalma hizi1 zamanla diismektedir. 85°C icin D= 70.5 ', D,= 847 ',
90°C i¢in D1=16.1', D,= 137" ve 95°C i¢in°C D= 5,19', D,= 71.2' olarak belirlenmistir.
Goriildiigii gibi oOzellikle ikinci logaritmik fazda belirlenen D degerleri oldukca
yiiksektir. Z degerleri ise birinci faz i¢in 8.83°C, ikici faz icin 9.29°C seklinde tespit
edilmistir. Aym1 ¢aligmada 85, 90 ve 95°C’lerde spor sayisinda 4 log azalma olmasi i¢in

gerekli siire ise sirasiyla 1642, 526.7 ve 188.8 dakika olarak belirlenmistir.
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4.2 Sonug

Yapilan bu calismada elde edilen sonuglara ve konu ile ilgili literatiir bilgilerine
gore A. acidoterrestris sporlarinin genis bir briks ve pH araligina sahip ortamlar icin,
1s1 islem uygulamalarinda sicaklia karsi olduk¢a direncli oldugu ifade edilebilir.
Patojen karakterde olmamakla birlikte, meyve sulart ve meyve suyu konsantrelerinde
bozulma etmeni olarak sikca karsilasilabilen bu bakteri, giiniimiizde bu iiriinlerin
pastorizasyonu i¢in  kullanmilan  sicaklik ve siire normlarinda canlilifini
koruyabilmektedir. Meyve sularinin normal ortam kosullarinda gerceklestirilen
depolama islemlerinde, A. acidoterrestris sporlarinin vejetatif forma doniigerek, tiriiniin
bozulmasina neden olabilecegi dikkate alinarak, bu bakterinin, meyve sularinin
pastorizasyonunda hedef mikroorganizma olarak kabul edilmesi ve pastorizasyon
normlarinin bu mikroorganizmaya gore belirlenmesi uygun olacaktir. Bu 6nerimiz pek

cok literatiir verisi ile de desteklenmektedir.

Konu ile ilgili gelecekte yapilmasi planlanan caligsmalarda A. acidoterrestris
sporlarinin 151l dayanikliligi iizerine ortam ¢oziiniir madde igeriginin ve ortam pH’ sinin
daha somut olarak ortaya konabilmesi i¢in ortam briks ve pH araliginin biraz daha genis
olarak se¢ilmesi faydali olabilecektir. Diger taraftan 100°C’nin izerindeki sicakliklarin

ve daha uzun 1s1l iglem siirelerinin denenmesi tavsiye edilebilir.
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Ek Tablo 1 Elma suyunda briks, pH ve sicaklik degikenlerine ait varyans analizi sonuglar1

Varyasyon SD log(N/N,) D zZ

Kaynaklar1 KO F KO F KO F
Briks 1 0,0034 0,04 18 0,01 152,10 24,52%%*
Hata 158 0,0887 1413 6,20
pH 1 0,1074 1,22 381 0,27 152,10 24,52%*
Hata 158 0,088 1411 6,20

Sicaklik 3 2,206 46,57** 70962 1065%* *

Hata 156 0,047 66,6

Ek Tablo 2 Elma suyunda 85°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,0066 0,07 1625,6 54,01%*
Hata 38 0,0968 30,1

pH 1 0,0038 0,04 1113 25,54%%*
Hata 38 0,0968 1656,2

Siire 4 0,5149 11,1%%* !
Hata 35 0,0464

Ek Tablo 3 Elma suyunda 90°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,1231 2,6 1918,2 152,6%*
Hata 38 0,0474 12,6

pH 1 0,011 0,22 87 1,43
Hata 38 0,0504 60,8

Siire 4 0,1783 5,15%* !
Hata 35 0,0346

Ek Tablo 4 Elma suyunda 95°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynaklari SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,0321 2,16 13 0,1
Hata 38 0,0149 128

pH 1 0,0064 0,41 13 0,1
Hata 38 0,0156 128

Siire 4 0,0947 15,16%* !
Hata 35 0,0063
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Ek Tablo 5 Elma suyunda 100°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynaklari SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,0185 0,6 67,6 9,38**
Hata 38 0,0307 721

pH 1 0,2826 11,91 52,9 6,97*
Hata 38 0,0237 7,59
Siire 4 0,0765 3,05% !
Hata 35 0,0251

Ek Tablo 6 Portakal suyunda suyunda briks, pH ve sicaklik degikenlerine ait varyans analizi sonuglari

Varyasyon SD log(N/N,) D Z

Kaynaklar1 KO F KO F KO F
Briks 1 0,01738 2,48 16 0,01 3,6 4,27%*
Hata 158 0,07 1650 0,843

pH 1 0,0005 0,01 1884 1,15 129,6  2844%*
Hata 158 0,0711 1638 0,0456
Sicaklik 3 1,454 33,02%%* 83508  1281,6%* *

Hata 156 0,044 65,2

Ek Tablo 7 Portakal suyunda 85°C sicaklikta birks,

pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi

sonuglari
Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F
Briks 1 0,0147 0,22 10 0,04
Hata 38 0,0674 257
pH 1 0,194 3,09 9610 2148,1%*
Hata 38 0,0627 4,47
Stire 4 0,4745 24,46%* L
Hata 35 0,0194

Ek Tablo 8 Portakal suyunda 90°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi

sonuglart
Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F
Briks 1 0,0894 2,64 40 9,5%%*
Hata 38 0,0338 4,21
pH 1 0,0081 0,23 57,6 15,37%*
Hata 38 0,0359 3,75
Stire 4 0,2316 18,12%* L
Hata 35 0,0128
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Ek Tablo 9 Portakal suyunda 95°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi

sonuglari
Varyasyon Kaynaklari SD log(N/No) D
KO F KO F
Briks 1 0,0049 0,18 168,1
Hata 38 0,0266 0,0
pH 1 0,0023 0,09 0,0 0,0
Hata 38 0,0267 4,42
Stire 4 0,1202 7,87%* 1
Hata 35 0,0153

Ek Tablo 10 Portakal suyunda

100°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans analizi

sonuglari
Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F
Briks 1 0,1183 2,52 3,025 8,55%*
Hata 38 0,0469 0,0354
pH 1 0,1252 2,68 13,225  154,63**
Hata 38 0,0468 0,0855
Stire 4 0,3225 18,43%%* L
Hata 35 0,0175

Ek Tablo 11 Malt Ekstrakt Broth ortaminda briks, pH ve sicaklik degikenlerine ait varyans analizi

sonuglari

Varyasyon SD log(N/N,) D Z

Kaynaklar1 KO F KO F KO F
Briks 1 0,08 0,64 18 0,01 6,4 5,52%
Hata 158 0,124 1413 1,16

pH 1 0,687 5,74% 381 0,27 115,6  246,8%*
Hata 158 0,120 1411 0,468
Sicaklik 3 1,5611 16,32%* 70961,5 1065%* *

Hata 156 0,0957 66,6

Ek Tablo 12 Malt ekstrakt broth ortaminda 85°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans

analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,003 0,02 84 0,39
Hata 38 0,182 213

pH 1 2,382 20,02%* 77284  626,85%*
Hata 38 0,119 12,3

Siire 4 0,634 5,09%* 1

Hata 35 0,125
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Ek Tablo 13 Malt ekstrakt broth ortaminda 90°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans

analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,2396 3,08 792,1 246,72%*
Hata 38 0,0778 3,21

pH 1 0,0993 1,22 6,4 0,27
Hata 38 0,0815 23,9
Stire 4 0,6056 27,36%* L
Hata 35 0,0221

Ek Tablo 14 Malt ekstrakt broth ortaminda 95°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans

analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynaklar1 SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,1312 2,38 656,1 50,62%%*
Hata 38 0,0552 13

pH 1 0,0262 0,45 280,9 12,3%%*
Hata 38 0,0579 22,8

Stire 4 0,4017 22,63%* L
Hata 35 0,0178

Ek Tablo 15 Malt ekstrakt broth ortaminda 100°C sicaklikta birks, pH ve siire degiskenlerine ait varyans

analizi sonuglart

Varyasyon Kaynaklari SD log(N/N,) D
KO F KO F

Briks 1 0,0533 0,8 6,4 7,77+%
Hata 38 0,0670 0,824

pH 1 0,1316 2,03 14,4 23,48%**
Hata 38 0,0649 0,613
Siire 4 0,2281 4,74%* t
Hata 35 0,0482

1D degeri siireden bagimsiz bir parametre oldugu i¢in Varyas analizi tablosunda gosterilmemigtir.

* 85,90, 95 ve 100 °C i¢in tek bir Z degeri hesaplandig icin sicakligin Z degerine etkisi incelenmemistir
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