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Escherichia coli’NIN TERMAL OLUM SURESI (TOS), D- VE z-
DEGERLERININ ORTAMA EKLENEN ASETIK ASIT VE TUZ
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Bu ¢alismada E. coli’nin 52-64 °C pH’s1 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve 7.0’a getirilmis;
%0, 1, 2, 3 ve 5 oraninda NaCl eklenmis Nutrient Broth (NB) ortaminda 4 ve 3 log
devre azalmay1 temsil eden Termal Oliim Siireleri (TOS) ve z-degerleri belirlenmistir.
Calismada inaktivasyon ortamindan alinan orneklerin sivi besi yerinde iiredi tiremedi
testleri yerine 10* hiicreyi temsil eden 5ul’lik porsiyonlar1 3’er paralel halinde Nutrient
Agar (NA) plaklar iizerine ekim yapilmistir. Tarafimizdan yapilan bu modifikasyon
sonucunda klasik TOS denemelerinde elde edilen iiredi iiremedi ikili sonuglarina
ilaveten ¢ok az iiredi (1-9 igne basi koloni) gibi ii¢lincii bir sonu¢ ta ¢ikmaktadir.
Yaptigimiz ¢aligmada bu iciincii degerler {izerinden cizilen TOS egrilerinin klasik
olarak gizilen iiredi/iiremedi noktalarina gore c¢izilen TOS egrilerine nazaran
verilerimizi istatistiki olarak daha iyi temsil ettigi gortilmiistiir. Bu bulgu tamamen bu
calismada gozlenen orijinal bir gézlem olup daha detayli calismalarla pekistirilmelidir.
Secilen referans TOS degeri (TOS 58°C) iizerine tuzun ve pH’nmn artirict etkisi

goriilmistiir. Tuzun z-degerleri lizerine etkisi artirici yonde olmustur.

Anahtar kelimeler: D-degeri, Escherichia coli, pH, z-degeri






ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF ACETIC ACIiD AND NaCl
CONTENT ON THE PARAMETERS OF THERMAL DEAD TiME (TDT), D
VALUE, z-VALUES OF Escherichia coli
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Slépervisor: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
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December 2016, 71 pages

In this study, TDT and z-values of E. coli are determined at NB medium. The
pH of NB test mediums are adjusted 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 and 7.0 by acetic acid and NaCl is
added to each pH level at the levels of 0 (hot added), 1, 2, 3 and 5 %. Study is
performed at 52-64 °C interval. Two TOS value is produced resembling 3 and 4 Log
inactivation. | this study, samples taken during inactivation study, are applied to NA
plates as drop plates. So that three results are obtained as growth, non-growth and a
little growth (a few pinhead colonies at drop plate). TDT Curves, for 3 log level
reduction and taken into account the third data (e few growth) are showed better
statistical compliance then The Curve which resembling 4 log reduction and
growth/no-growth points. This findings, in this study is completely original and must be
proven by further studies. TDT values as selected reference TOS values are increase by

salt contend and pH value. The z-values are also increased by sat content.

Keywords: D-values, Escherichia coli, pH, z-values
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1. GIRIS

Gida giivenligi konusu, tiim diinyada, halk saglhigi ve ekonomik boyutu
nedeniyle 6nem kazanan ve O6nemi giderek artan bir konu haline gelmistir. Gida
gilivenligi daha 6nemli hale gelirken gida cesitliligindeki artislar, yeni gidalar, az islem
gérmiis gidalar, 1s1l islemi daha sinirli olarak kullanma beklentisi gida fireticisini
(miihendisini) asilmasi zor bir kiskaca sokmaktadir. Bu paradokstan ¢ikis, ya gelistirilen
her gida maddesinde belli sayidaki patojen mikroorganizmayi inaktive edecek 1sil igslem
siirelerini (TOS’ler) belirleme ya da TOS iizerine etkili olan pH ve su aktivitesi (6rnegin
tuz konsantrasyonu) gibi temel faktorlerin etkisini ortaya koyan modellerden
yararlanma veya yeni modeller olusturma ile olacaktir.

TOS calismalar1, genellikle sporlu bakteriler iizerine yiiriitiildiigiinden ve 100
derecenin iizerinde calisildigindan kullanilan teknikler tekli ve ¢oklu tiip teknikleri gibi
zaman ve emek isteyen ¢aligmalardir. Bu nedenle bu tip calismalar1 ¢ok faktorlii hale
getirerek model olusturmak oldukca kapsamli bir ¢alismadir. Ancak bagirsak kokenli
patojen mikroorganizmalar ve onlarin indikatorleri 100 derecenin ¢ok daha altindaki
sicakliklarda inaktive olduklari i¢in tiiplii yontem kolaylikla bulk y6ntemine ¢evrilebilir.
Bu yoOntem, inaktivasyon c¢alismasinda olaganiistii bir kolaylik ve malzeme tasarrufu
saglayacaktir. Gida gilivenliginin en O©nemli konusu, bagirsak kokenli patojen
mikroorganizmalarin iiretimin ¢esitli asamalarinda gidalara bulasmasi ve bulasan
mikroorganizmalarin tliketicinin saglhigi i¢in risk teskil etmesidir.

Escherichia coli (E. coli), bagirsak kdkenli patojen mikroorganizmalarin
indikatorii olarak bilinir (Ekici ve ark., 2008). E. coli, gidalarda diger bagirsak kdkenli
patojenlere benzer cogalma ve yok olma davranisi gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda
E. coli en ¢ok kullanilan test mikroorganizmasidir.

Tezin amaci, gidalara yeterli ama miimkiin olan en diisiik diizeyde 1s1l islem
uygulayabilmek i¢in gidalari temsil eden pH ve tuz sartlarinda pratik olarak
kullanilabilecek bir TOS belirleme metodu gelistirmek ve bu metot ile E. coli'nin
TOS'lerinin ¢esitli pH ve tuz konsantrasyonu kombinasyonlarindaki degerlerini
belirlemek ve bu degisimin matematiksel modellerini olusturmaktir. Bu ¢alismayla, hem

hizl ve pratik yontemle TOS belirleme hem de matematiksel modeller gelistirerek daha



genel sartlarda deney yapmaksizin TOS’ii tahmin edebilme konusunda literatiire katkida

bulunulmaya c¢aligilacaktir.



2. LITERATUR BILDIiRiSLERI

Escherichia coli (E. coli) gram (-), spor yapmayan, fakiiltatif anaerob bir
bakteridir. Optimum gelisme sicaklig1 35-37°C olup gelisme araligi 9-45°C arasindadir.
Gelismeleri i¢in 6zel istekleri yoktur. Enerji kaynag1 olarak basit bir sekerin bulunmasi
halindeki her besi ortaminda gelisirler. Laktozu gaz olusturarak fermente ederler. Insan
ve sicakkanli hayvanlarin bagirsaklarinda bulunurlar. Normal olarak patojen bir bakteri
degildir ancak son 20-30 yilda baz1 patojen suslar1 kesfedilmistir. Patojen E. coli tiirleri
cok 6nemli gida kaynakli hastaliklarinin etmenidirler. Bu tiirler diyarejenik E. coli’ler,
enteropatojenik E. coli (EPEC), enterotoksijenik E. coli (ETEC), enteroinvazif E. coli
(EIEC), enterohemorajik E. coli (EHEC), diffuz-adhering E. coli (DAEC),
enteroagregatif E. coli (EAggEC) olmak lizere alt1 ana grup altinda toplanmaktadirlar
(Halkman ve ark., 1998).

E. coli, bagirsak kokenli patojen mikroorganizmalarin indikatdrii olarak bilinir
(Ekici ve ark., 2008). indikatér mikroorganizmalar, gida sanayinde hijyen kurallarina
uygun olarak iiretim yapilip yapilmadiginin gostergesi olarak degerlendirilir. Genel
prensip olarak indikatér mikroorganizmalarin patojen olmamasi gerekirse de E. coli’nin
patojen tiirleri de bulunmaktadir (Halkman ve ark., 1998).

E. coli, Salmonella ve Shigella gibi bagirsak kokenli bir mikroorganizmadir. E.
coli patojen mikroorganizmalara gore diskida devamli ve yiiksek sayida bulunmasi
nedeniyle gidalarda fekal bulasmanin ve fekal kokenli patojen bakterilerin indikatorii
olarak kullanilir. Miktarida mikrobiyolojik kriter olarak degerlendirilir. Baska bir
deyisle gidalarda bulunan E. coli miktari, bir gida giivenligi kriteri olarak yer almaktadir
(Montville ve Matthews, 2008).

E. coli diger bagirsak kaynakli patojenler gibi 1s1l isleme ¢ok dayanikli degildir.
Bu nedenle 1s1l islem bu grup bakterilerin yok edilmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir.
Isil islem, bakteri hiicresinin sitoplazma membranini pargalayarak bakteri DNA’sinda
kirilmalara, enzimlerinde denatiirasyona ve ribozomlarinda bozukluklara neden olarak
bakterinin Oliimiinii saglamaktadir (Coksdyler ve Avsaroglu, 2013). Isil islem ile
mikrobiyal inaktivasyonun ilk 6lgiisii olan TOS kavrami, 1900’lerin basinda konserve

sanayi i¢in gelistirilmis olup bir konserve kutusu i¢indeki hedef bakteri sporlarinin belli



bir 1s1l islem sicakliginda tamaminin dSldiriilebildig§i minimum siire olarak
tanimlanabilir. Ortamda ne kadar ¢ok hiicre veya spor varsa inaktivasyon islemi o kadar
uzun siirmektedir. Bu nedenle TOS'iin tamiminda inaktive edilecek hiicre veya spor
sayisit ¢ok Onemlidir. Clostridium botulinum gibi c¢ok tehlikeli gida intoksikasyonu
etmeni olan bu bakteri i¢in bu say1 10**dir ve 12D kavrami olarak taninmaktadir. Bir
konservede higbir zaman bu kadar ¢ok spor bulunmaz. Ornegin bu bakteri sporunun bir
konserve kutusunda 1 tane oldugunu varsaysak, TOS kadar bir 1s1l islem sonucunda bu
bakterinin canl kalma olasihig 10™?ye (10' kutudan sadece birinde canli spor kalma
olasilig1) inecektir. Bu da o konserve fabrikasini tiim liretim dmrii buyunca iiriinlerinde
pratik olarak bu bakterinin canli kalamayacagi anlamina gelmektedir (Coksoyler ve
Avsaroglu, 2013).

Mikroorganizmalarin  inaktivasyonu birinci derece reaksiyon kinetigine
benzemektedir. Yani, var olan hiicre sayisi belli sicaklikta yapilan 1sil islem siirecinde
zamana kars1 logaritmik bir azalma gosterir. Inaktivasyonun diger bir kavrami olan D
degeri, hedef mikroorganizmanin canli hiicre sayisinin belli sicaklikta ve belli bir
ortamda bir logaritmik devre azalmasi (onda birine inmesi veya % 90’min inaktive
olmasi) i¢in gegen siire olarak tanimlanir. Tki kavrami karsilastiracak olursak, D degeri
belirlenmesinde 1s1l islem siirecinde periyodik olarak alinan orneklerde canli kalan
hiicrelerin sayis1 belirlenip, buradan azalmanin kalib1 iizerinden D degeri belirlenirken,
TOS belirlenmesinde bir sayim yapilmaz. Alinan drneklerde iireme olsun (en az bir
canli spor kaldi) / tireme olmadi (hi¢ canli spor kalmadi) seklinde Kalitatif bir
degerlendirme yapilir. Eger TOS’li 12D olarak tamimlarsak TOS ve D arasindaki
iliskinin TOS = 12 x D degeri oldugu kolaylikla goriilecektir. Tiim kimyasal
reaksiyonlarda oldugu gibi mikroorganizmalarin inaktivasyonu, islem sicakligi
yiikseldik¢e hizlanir. Mikrobiyal inaktivasyon hizinin sicakliga bagli degisimi de
logaritmiktir. Hizin sicakliga bagl degisimini gosteren parametre z- degeridir. z- degeri,
TOS veya D-degerinin 1 log devre azalmasi (%10’a inmesi) i¢in gereken sicaklik farki
olarak tanimlanir (Coksdyler, 2013).

Mikroorganizmalar i¢in sartlar optimum ise mikroorganizmalar 1s1l isleme daha
dayaniklidir. pH, koruyucu vb. gibi diger faktorlerin olumsuz olmasi durumunda
mikroorganizmanin 1sil isleme direnci azalir. Isil islem uygulamasinda diger

faktorlerinde kullanilarak islem sicakliginin disiiriilmesi engeller teknolojisinin bir



kavramidir (Sorensen, 1994). Bu nedenle basta asetik asit olmak {izere iirlinlere eklenen
koruyucular ile 1s1l islemin daha diisiik derecelerde yapabilme imkani dogmaktadir.
Ancak McQuestin ve ark. (2009), E. coli'nin fermente et iiriinlerinde inaktivasyonuyla
ilgili 44 yaymlanmis ¢aligsma iizerinde yaptiklar1 incelemede, inaktivasyona asil etkenin
sicaklik faktorii oldugunu bildirmislerdir. pH ve su aktivitesinin ise inaktivasyon
lizerine ¢ok daha az etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Juneja ve ark. (2009), E. coli'nin bir patojen susu olan E. coli O157:H7'nin
kiyma ortaminda z- degerinin 4.23 ile 5.06 derece arasinda degistigi 55°C 67.79 dakika,
62.5C 2.01 dakika olarak belirlemislerdir.

Stringer ve ark. (2000), yaptiklar1 derlemede E. coli O157:H7'nin elma suyu ve
kiymada dahil olmak {iizere ¢esitli ortamlardaki D- ve z-degerlerinin belirlenmesi
lizerine yapilan c¢aligmalar1 degerlendirmisler ve bu degerlerin mikroorganizmanin
gelisme sartlar1, inaktivasyonun yapildigi ortam, 1sil islem uygulama metodu ve
mikroorganizmalar1 geri kazanma sartlarinin nasil etkiledigini belirtmislerdir.

Lee ve Kang (2009), E. coli O157:H7'nin termal inaktivasyonu sirasinda asetik
asit ve tuz ilavesinin etkilerini incelemis ve sicaklik ve asit artisinin sinerjetik bir etki
saglamasina karsilik sicaklik ve tuz artiginin bdyle bir etki saglamadigini belirtmislerdir.
Ancak asit, tuz ve sicaklik birlikte kullanildiginda tuzun koruyucu etkisi nedeniyle bu
kombinasyonun inaktivasyon etkisi zayiflamistir.

Inaktivasyonun modellenmesinde genel olarak 3 tiir model kullanilmaktadir.
Birincil modeller belli ortam sartlarinda ve belli sicakliklarda inaktivasyonun zamana
bagl degisimidir. Ikincil modeller ise birincil model parametrelerinin pH, sicaklik, ay
gibi faktorlere bagli degisimini ortaya koymaktadir. Ornegin Arrhenius denkligi,
inaktivasyonun hizinin sicaklikla degisimini ortaya koyan ikincil bir modeldir. Kombine
modeller ise birincil ve ikincil modellerin birlestirilmesi ile olusturulan modellerdir.
Bunlarda birincil model parametreleri yerine onlart etkileyen ikincil modeller entegre

edilerek olusturulurlar (Coksdyler, 2013).



3. MATARYAL VE YONTEM

3.1. Mataryel

Bu ¢alismada materyal olarak Escherichia coli tiiriine ait suslar, NaCl, asetik
asit, gliserol, Nutrient Broth (NB), Nutrient Agar (NA), Trytic Soy Broth (TSB), Trytic
Soy Agar (TSA), gibi besiyerleri kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan yontemler

3.2.1.1. Saf kiiltiiriin temini

Escherichia coli saf kiiltiirii, ATCC koleksiyonundan temin edilmistir.
Kullanilan kiiltiiriin gida kaynakli olmasina 6zen gosterilmistir. Kiiltiir usuliine gore
acildiktan sonra TSB besiyerine aktarilmis ve tiip 37°C’de 24-48 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda NA plaklarina siirme yapilmis ve bir tipik
kolonilerden yatik muhafaza besiyerine (TSA) alinmustir. Yatik vasatlar inkiibasyon

(37°C’de 24-48 saat) sonrasi buzdolabinda kullanilincaya kadar muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Calisma stok Kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Yatik vasattan i¢ginde 10 ml TSB besiyeri bulunan tiipe 6ze yardimi ile asilama
yapilmis ve tiipler 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Bu inkiibasyon sonunda
tiiplerde yaklasik 10° kob/ml diizeyinde canli hiicre olusmustur. Sayiyr tam olarak
belirleyebilmek igin E. coli suslarindan hazirlanan stok ¢alisma kiiltiirinden kati
besiyerine aktarim yapilmis ve kiiltiirel sayim sonucunda stok caligma kiiltiiriiniin genel

diizeyleri belirlenmistir.



3.2.1.3. Deneme plani

Calisma, TSB besiyeri ortaminda %0, 1, 2, 3 ve 5 olmak flizere 5 tuz
konsantrasyonunun ve 7.0 pH, 6.0 pH, 5.5 pH, 5.0 pH ve 4.5 pH olmak fizere 5 pH
konsantrasyonunun tiim kombinasyonlarinda 52 ‘C, 55 C, 58 C, 61 C ve 64 C’lerde E.
coli'nin TOS’lerinin belirlenmesi seklinde planlanmistir. Her sicaklik, asit ve tuz

kombinasyonunda ¢alisma 3 tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2.1.4. Sterilizasyon ortamimin pH’sinin ayarlanmasi

Cesitli tuz diizeylerine (%0-%5) getirilen sterilizasyon ortamlarinda (Trybtic
Soy Broth) sterilize edildikten sonra %10’luk Steril asetik asit ¢ozeltisi ile pH metre
kullanilarak 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 ve 7.0 pH degerlerine getirmek i¢in yapilan sarfiyat
belirlenmigtir. Bu ¢alisma en az ii¢ paralel yapilarak bir ortalama deger elde edilmistir.
Daha sonra asil denemede pH metre kullanilmaksizin pH ayarlamalarda bu degerler
kullanilmistir. Her tuz x pH kombinasyonunda 3-4 fazla sayida tiip hazirlanmig ve
fazlaliklar pH’ nin kontrolii i¢in kullanilmis ve bunlara ekim yapilmamustir. Sekil 3.1°de

bu sterilizasyon ortamlar1 goriilmektedir.

Sekil 3.1. Farkli tuz ve asetik asit konsantrasyonlarindaki TSB besiyerleri.



3.2.1.5. inaktivasyon denemeleri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Inaktivasyon ¢alismas1 Tryptic Soy Broth ve Tryptic Soy Agar'da yapilmstir.
Besiyerleri usuliine gore hazirlanip 50’ser ml olarak 100 ml’lik erlenmayerlere dagitilip
sterilize edilmistir. Her erlenmayere sterilizasyon oncesi belirlenen miktarda NaCl ve
sterilizasyon sonrast da belirlenen miktarda steril asetik asit eklenmistir. Calisma
vasatlar1 en az 4’er paralel olarak hazirlanmis ve bunlardan biri pH kontrolii, merkezi

sicaklik kontrolii gibi kontrol islemlerinde kullanilmistir.

3.2.1.6. inaktivasyon denemelerinin yapilmasi

Su banyosunda inaktivasyon sicakligina getirilmis olan vasata aseptik sartlar
altinda 0,5 ml stok kiiltiir eklenip karistirildiktan sonra kaynaklara dayanilarak
(kaynaklarda verilen D-, TOS ve z-degerlerinden) hesaplanan araliklarda otomatik pipet
ile 6rnekler (5- 10 pl) alinmustir. Ornek petri kutusunda bulunan TSA plaginda énceden
belirlenen yere damlatilmistir. Her 6rnek igin ayri bir steril pipet ucu kullanilmistir. Her
inaktivasyon sicakligi icin ayri bir petri kullanilmistir. Denemeler her inaktivasyon

sicakligi i¢in ayni sekilde diizenlenmistir.

Sekil 3.2. TSB besiyerlerinin su banyosunda 1sitiimast.



Sekil 3.3. Isaretlenmis NA besiyeri.

3.2.1.7. TSA besiyeri plaklarinin inkiibasyonu

Her damla bulundugu yerde adsorbe olduktan sonra besiyeri plaklart 37C’de 2
giin inkiibasyona birakilmis ve damlalarin konuldugu yerlerde koloni gelisimleri pozitif

(1), koloni gozlenmemesi ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.4. Ekim yapilan plaklari inkiibasyonu.
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3.2.1.8. TOS egrilerinin ¢izilmesi

Her tuz- asetik asit kombinasyonu i¢in + ve —'ler yar1 logaritmik bir kagit
tizerine sicakliga (sicaklik aritmetik x-ekseni olmak {izere) karsi siireyi (siireler
logaritmik y-ekseni) belirten nokta olarak kaydedilmistir. TOS egrisi, tiim +'lar1 altta ve
tim —'leri dstte birakan bir dogru olarak ¢izilmis ve bu dogru iizerinden z-degeri

Coksoyler (2013) tarafindan belirtildigi sekilde hesaplanmistir.

3.2.1.9. Tuz ve asetik asit konsantrasyonunun TOS, D- ve z-degerleri iizerine
etkisinin modellenmesi

Bu amagla her tuz-asetik asit kombinasyonunda z-degeri ile bir referans TOS
degerinin (veya D-degerinin) asetik asit ve tuz konsantrasyonuna bagli olarak nasil
degistigi iic boyutlu grafikler ile gosterildikten sonra dogrusal modellerle agiklanmaya

calisiimistir. Bu amagla da dogrusal regresyondan yararlanilmistir.

3.3. Cahsmada Kullanilan Analitik Yontemler

3.3.1. Kiiltiirel sayim

Kiiltiirel sayim i¢in TSB besiyeri kullanilmistir. Bu yontemde, stok kiiltiirden
hazirlanan seri diliisyonlarin 10'6., 10'7., 108, ve 10°. diliisyonlarindan 0,1 ml 6rnek
almarak yayma plaka yonteminin prensibi geregi plak yiizeyine yayilmistir. Kiiltiirel
sayim ikili paralel seklinde gergeklestirilmis olup ikiser paralel olacak sekilde yayma
plaka yontemi kullanilarak ekim yapilmis ve 30-300 arasi koloninin gelistigi petriler
degerlendirilmistir. Sayim sonucu; sayim (kob/ml) = ((NI+N2)/2 * Do seklinde
hesaplanmistir. Formiilde N1, N2 ve Do; sirasi ile uygun sayim yapilabilir diliisyona ait
petrilerde (30-300 arasinda koloni igeren) sayim sonuglari ve o diliisyonun seyrelti

oranidir.
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3.4. Cahsmada Kullanilan Matematiksel ve Istatistiksel Yontemler

3.4.1. TOS igin hiicre sayisinin her noktaya inokiilasyon hacminin belirlenmesi

TOS, test edilen tiiriin hiicre/spor sayisina bagli bir degerdir. C. botulinum gibi
cok tehlikeli organizmalarda bu say1 10*2 veya 12D’lik bir azalma hedeflenirken E. coli
ve Salmonella gibi mikroorganizmalar i¢in 4D’lik bir azalma (%99.99’luk bir azalma)
ongorilmektedir (Coksdyler, 2013; Gayan ve ark., 2012, 2013). Bu nedenle
inaktivasyon ortamindan periyodik olarak alimacak ve petrilerde belli noktalara
birakilacak 5 pl’lik (0.005 ml) drneklerde en az 10* kob bulunmasi gerekmektedir.
Buna gore 3.2.1.3. ve 3.2.1.4. de verilen 50 ml’lik vasatlara baslangic aninda stok
kiiltirden eklenir. Bu durumda stok lag faz1 kiiltiiriin canli hiicre yogunlugu 6rnegin 10°
kob/ml olmasi durumunda her vasat 1’er ml stok kiiltir ile asilanacak, 10° kob/ml
olmasi durumunda ise asilamada 0,1 ml kiiltiir kullanilmistir. Kiiltiiriin 24. saatindeki
canli hiicre yogunlugu ise 4-5 giin boyunca ardisik olarak pasajlanan 24 saatlik
kiiltiirlerin sayim sonuclarina bakilarak tahmin edilmistir. Ayrica inokiilasyonda
kullanilan kiiltiiriin yogunlugu ise kiiltiirel sayim sonucunu belirlenerek yapilan islem

teyit etmistir.

3.4.2. Onceki cahsmalara gore 6rnek alma arahklarinin belirlenmesi

Bu amacla ComBase programi kullanilacaktir. Program ComeBase sitesinde

(http://www.combase.cc/index.php/en/) yer almaktadir. Programin inaktivasyon

modiiliinden E. coli, pH ve NaCl se¢ilmistir. Programda asetik asit konsantrasyonu bir
parametre olarak bulunmamakta olup bunun yerine pH bulunmaktadir. 3.2.1.3 de
belirtilen kontrol vasatlarinda her asetik asit-tuz kombinasyonu i¢in pH degerleri
okunacak ve bu deger ComBase programinda asetik asit yerine bu pH degerleri
girilmigtir. Programm tahmin ettigi D-degerinin 4 kati alinarak tahmini TOS
hesaplanmis ve denemelerde bu siire, bu siirenin yarim ve bir log devre alt1 (ligte ve
onda biri) ve yarim ve bir log devre istii (3 ve 10 kat1) olmak iizere 5 ardigik siirede
ornek alinmustir. Ornegin % 0,1, 0,2 ve 0,3 asetik asit eklenmis %2 tuzlu TSB

besiyerlerinin pH’lar1 sirast ile 5,6, 5,2 ve 5,0 olsun. Bu besiyerlerinde 6érnegin 62°C’de


http://www.combase.cc/index.php/en/

12

D-degerleri program tarafindan asagidaki gibi tahmin edilmistir. Tahmini TOS ve

bunun 6rnek alinacak alt katlar1 ve {ist katlar1 asagida cetvel halinde verilmistir.

Cizelge 3.1. Numune alma zamanlarinin belirlenmesi igin bir 6rnek

Ornek alinacak siireler

Tahmini

Sicakhk Tuz pH .

(°C) (%) (AcA,%) oS
(0] , 70

(dak)
5.6;

58 2 4,599
200.1
5.2;

58 2 4,483
9%0.2
5.0;

58 2 4.339
200.3

Tah.

TOS/10 TOS/3

0.460

0.448

0.434

Tah.

1.533

1.494

1.446

Tah.
TOS

4.599

4.483

4.339

Tah.
TOS*3

13.797

13.449

13.017

Tah.
TOS*10

45.99

44.83

43.39

Bu tabloda goriildiigii gibi siireler arasindaki kiiciik farkliliklar bize numune alma sirasi

olusturma imkani vermistir.

3.4.3.Her calisma icin petri yiizeylerine ekim noktalarmin belirlenmesi

Her sicaklik-% tuz-Asetik asit (pH) kombinasyonu igin bir petri kutusu

kullanilmistir. Her 6rnekleme siiresinde ardisik 3 defa 6rnek alinmus, petri kutusundaki

ilgili yere inokiile edilmistir. Inokiilasyon noktalar1 petri kutusunun altindan cam yazar

kalem ile isaretlenmistir. Sicaklik-% tuz-asetik asit (pH)) kombinasyonunu betimleyen

uygun bir kod petri kutusunun kapagina yazilmistir. Ornegin, yukaridaki érnek igin “58-

2-0.1” gibi.
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Alt Ust

3.4.4. Her Tuz-Asetik asit kombinasyonu icin TOS egrilerinin ¢izimi ve z-degeri ile
referans TOS degerinin belirlenmesi

Bu amagla yar1 logaritmik kagitlardan yararlamilmistir. Her tuz-asetik asit
kombinasyonu i¢in bir grafik olusturulmustur. Grafik i¢in hazirlanan tabloya sicaklik
birinci degisken (bagimsiz), iiredi ve iiremedi siireleri ise 2. ve 3. degisken olarak
girilmistir. Petri kutusunda her sicaklik ve siire kombinasyonu i¢in bulunan ii¢ noktadan
en az birinde koloni olusmasi durumunda o kombinasyonun siire degeri iiredi, ii¢
noktanin higbirinde iireme olmaz ise o kombinasyonun siire degeri iiremedi olarak
tabloya girilmistir. Uredi ve iiremedi i¢in farkli isaretler kullanilmistir (iiremedi igin

[TPSIR

®”; {iredi i¢in ise “0” seklinde). Grafik ¢izerken Y ekseni (siire) logaritmik, X ekseni

2

(sicaklik) aritmetik olarak sekillendirilmistir.

3.45. TOS ve z-degerlerinin tuz ve astik asit konsantrasyonu ve pH’ya bagh
degisiminin modellenmesi

Yukarida da goriildiigii gibi her asetik asit-tuz-sicaklik kombinasyonunda canli
kalma egrileri (Birincil Model) ¢ikarilmamakta ve sadece TOS degerleri
belirlenmektedir. Inaktivasyon islemi sicakhigina bagli olarak TOS degerlerinin
degisimi bir ikincil modeldir ve bu model parametresi olan z- degerinin hesaplanmasi
yukarida verilmistir. Yine ikincil model olarak TOS, D- ve z-degerlerinin iizerine tuz ve
asetik asit konsantrasyonunun etkisi ¢oklu dogrusal regresyon ile (dogrusal model)
hesaplanmistir. Ayrica asetik asit konsantrasyonlar1 yerine onlara karsilik gelen pH

degerleri kullanilarak tuz ve pH’ya kars1 yine TOS, D- ve z-degerlerinin degisimi yine
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coklu dogrusal regresyon ile belirlenerek ve iki yaklasimdan R? degeri yiiksek olan daha
basarili olarak kabul edilmistir. Ancak pH faktor olarak kullanildiginda “asetik asit ile

diisiiriilen pH” ifadesi kullanilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Tryptic Soy Agar Besi yerinde pH ve Tuz Diizeylerinin Ayarlanmasi

3 gr Tryptic Soy Broth ve 100 ml saf su ile TSB besi yeri hazirlandi. Olusturulan
TSB besi yerine %S5 tuzlu besi yeri i¢in 5 gr NaCl, %3 tuzlu besi yeri i¢in 3 gr NaCl, %2
tuzlu besi yeri i¢in 2 gr NaCl, %1 tuzlu besi yeri i¢in 1 gr NaCl eklendi.

pH ayarlamasi yapilirken de 25 gr asetik asit ve 250 ml saf su karistirilarak
%10’luk asetik asit ¢ozeltisi elde edildi. Olusturulan %10’luk asetik asit ¢ozeltisinden
0.1 ml farkli tuz oranlarindaki TSB besi yerine eklenerek asagidaki tablo

olusturulmustur.
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Cizelge 4.1. Farkli tuz oranlarindaki TSB besi yerine eklenen asetik asit ile pH degisimi

agstlielpggit %0 tuzda pH %1 tll_leda %2 t|L_J|zda %3 tll_leda %5 tll_leda
miktari P P P P

0 7,41 7,36 7,31 7,26 7,16
0,1 7,29 7,232 7,174 7,116 7

0,2 7,19 7,114 7,038 6,962 6,81
0,3 7,03 6,954 6,878 6,802 6,65
0,4 6,88 6,798 6,716 6,634 6,47
0,5 6,76 6,672 6,584 6,496 6,32
0,6 6,59 6,508 6,426 6,344 6,18
0,7 6,45 6,372 6,294 6,216 6,06
0,8 6,29 6,21 6,13 6,05 5,89
0,9 6,14 6,058 5,976 5,894 5,73
1 5,98 5,906 5,832 5,758 5,61
1,1 5,79 5,722 5,654 5,586 5,45
1,2 5,65 5,582 5,514 5,446 5,31
1,3 5,46 5,402 5,344 5,286 5,17
1,4 5,34 5,284 5,228 5,172 5,06
1,5 5,23 5,182 5,134 5,086 4,99
1,6 5,15 5,096 5,042 4,988 4,88
1,7 5,06 5,014 4,968 4,922 4,83
1,8 4,98 4,936 4,892 4,848 4,76
1,9 4,91 4,866 4,822 4,778 4,69
2 4,88 4,832 4,784 4,736 4,64
2,1 4,81 4,77 4,73 4,69 4,61
2,2 4,78 4,736 4,692 4,648 4,56
2,3 4,73 4,686 4,642 4,598 4,51
2,4 4,7 4,658 4,616 4,574 4,49
2,5 4,66 4,622 4,584 4,546 4,47
2,6 4,65 4,608 4,566 4,524 4,44
2,7 4,61 4,57 4,53 4,49 4,41
2,8 4,59 4,548 4,506 4,464 4,38
2,9 4,56 4,52 4,48 4,44 4,36
3 4,54 4,496 4,452 4,408 4,32
3,1 4,51 4,468 4,426 4,384 43
3,2 4,49 4,448 4,406 4,364 4,28

4.2. Termal Oliim Siiresi Denemeleri

Calisma %0, %1, %2, %3 ve %5 Tuz igeren ve pH’s1 4.5, 5.0, 5.5, 6 ve 7.0 olan

NB ortamlarinda E.coli’nin termal olim siiresi denemeleri her tuz x pH
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kombinasyonunda en az 4 sicaklikta Termal Oliim Siiresini belirleme seklinde yapildi.
Metotta belirtildigi gibi her siire sonunda tiger paralel ekim yapildi. 48 saat inkiibasyon
sonunda ekim yapilan noktalarda iireme olup olmadig1 +, - seklinde kaydedildi. Ayrica
ekim noktasinda ¢ok az sayida canli hiicre bulundugu durumlarda, damla ekimde
oldugu gibi bu hiicreler 1-9 gibi sayilabilir ama ¢ok kii¢iik koloniler olusturdu. Klasik
TOS denemelerinden farkli olarak iiredi (+), iiremedi (-) degerlendirmesinin disinda ¢ok
az sayida tlredi gibi bir degerlendirme daha yapildi. Bu ¢ok az sayida tiremelerde “+”, “-
“ yerine koloni sayist belirtildi. Tiim tuz ve pH kombinasyonlarinda tiredi tiremedi

denemeleri sonuglar1 Cizelge 4.2 - 4.26°de verilmistir.

Cizelge 4.2. E. coli’nin %5 tuz iceren pH’st 7.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C 64 °C
d 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25
0.5

FNQ NN
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

8 + + + - - - - - -
16
32
64

128
256

~ + +
W+ +
A+ 4+

1

1

1

Cizelge 4.3. E. coli’nin %3 tuz iceren pH’st 7.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61°C 64 °C
d 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25

0.5 + o+ 4
1 + + + + + +
2 + + + + + +
4 + + + - - - 8 2 -
8 + + + - - - - - -

16 + + + - - - - - -

32 + + + - - -

64 - - - - - -

128 - - -

256 - - -




18

Cizelge 4.4. E. coli’nin %2 tuz iceren pH’st 7.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

~
A

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + +
1 + + +
2 + + +
4 + + + - - -
8 + + + + + + - - -
16 + + + + + + - - -
32 + + + + + + - - -
64 - - - 9 8 9 - - -
128 - - - - - -
256

Cizelge 4.5. E. coli’nin %] tuz iceren pH’st 7.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

-
A

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + +
1 + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + + - - -
8 + + + + + + - - -
16 + + + + + + - - -
32 + + + + + + - - -
64 - - - + + +
128 - - -

256
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Cizelge 4.6. E. coli’nin %0 tuz iceren pH’st 7.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25
0.5

FNQY SN
N+ + + +
+ + + +
© + + + +

1

1

1

[EY
a1

32

64
128 - - - - - -
256

+ + + +
+ 4+ + +
N+ o+ 4+
N o+ + +
N+ o+ 4+
+ + + +

Cizelge 4.7. E. coli’nin %5 tuz iceren pH’st 6.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C 64 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25

0.5 + + +
1 + + + + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + + - - -
8 + + + 3 4 1 - - -

16 + + + + + + - - -

32 + + + - - -

64 2 2 - - - -

128 - - -

256 - - -
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Cizelge 4.8. E. coli’nin %3 tuz iceren pH’st 6.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C 64 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25
0.5

FNQY SN
+

+

+

-+ 4+ 4+
-+ 4+ 4+
w + + +
Co+ o+ o+
Co+ o+ o+
o+ o+ o+

32

64
128 - - -
256

N o+ + +
o+ + +
© + + +

1

1

1

Cizelge 4.9. E. coli’nin %2 tuz iceren pH’st 6.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 61°C
(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25

0.5
1 + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + +
8 + + + + + + + + + 2 4 1
16 + + + + + + - - - - - -
32 + + + + + + - 2 3

64 + + + 4 6 T

128 - - - - - -

256
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Cizelge 4.10. E. coli’nin %] tuz iceren pH’s1 6.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25
0.5

DN
o+ + +
N+ o+ +
+ + +
W+ + + +

+ + + +

+ + + +

W+ +

1o+ +

1o+ +

32
64
128
256

+ + + +
+ + + +
© + + + +

[N
N
[EEN
o

Cizelge 4.11. E. coli’nin %0 tuz iceren pH’s1 6.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 61°C
d 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25

0.5 + + +
1 + + + + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + + 8 2 5
8 + + + + + + - - 3 - - -
16 + + + + + + - - -
32 + + + + + +

64 + + + 1 3 1

128 3 2 3

256
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Cizelge 4.12. E. coli’nin %S5 tuz iceren pH’s1 5.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C 64 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

0.25
0.5

+ + +
1 + + + + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + + - - -
8 + + + 4 3 8 - - -

% + + o+ 1 - 1 - - -
32 + + + - - -
64 + + + - - -

128 2 - -

256 - - -

Cizelge 4.13. E. coli’nin %3 tuz iceren pH’s1 5.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55 °C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

0.25

64 °C
2 3

+ + +

0.5 + + + + + +

1 + + + + + +

2 + + + + + +

4 + + + + + + - - -

8 + + + + + + - - -
16 + + + + + +
32 + + + 2 1 1
64 1 2 - - - -
128 - - -

256
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Cizelge 4.14. E. coli’nin %2 tuz iceren pH’s1 5.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

~
S

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + +
1 + + +
2 + + + + + +
4 + o+ o+ o+ o+ 4+ 1 12 1
8 + + + + + + 1 3 -
16 + + + + + +
32 + + + - - -
64 + + + - - -
128 - - -
256

Cizelge 4.15. E. coli’nin %1 tuz iceren pH’s1 5.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 6
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

-
A

0.25
0.5

IO SN

w + + +

-+ 4+

-+ 4+ 4+
-+ 4+ + 4+
+ 4+ + + N
-+ 4+ 4+

32
64
128
256

B+ o+ 4+ 4+
o+ + + +
o+ 4+ 4+
+ 4+ + + +
+ 4+ + + +
+ 4+ + + +

.

'

'
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Cizelge 4.16. E. coli’nin %0 tuz iceren pH’s1 5.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

~
A

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + + + + +
1 + + + + + +
2 + + + + + +
4 + + + + + + 2 6 8
8 + + + + + + 4 6 6
16 + + + + + +
32 + + + + + +
64 + + + 1 5 9
128 2 4 2
256

Cizelge 4.17. E. coli’nin %5 tuz iceren pH’s1 5.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61°C
d 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

0.25

64 °C
2 3

+ + +

0.5 + + + + + +

1 + + + + + +

2 + + + + + +

4 + + + + + + - 1 2

8 + + + + + + 5 - 1
16 + + + 1 1 -
32 + + + - - -
64 - - - - - -
128 - - -

256
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Cizelge 4.18. E. coli’nin %3 tuz iceren pH’s1 5.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

0.25

64 °C
2 3
+ + +
0.5 + + + + + +
1 + + + + + +
2 + + + 3 1 -
4 + + + + + + + + + - - -
8 + + + + + + - - -
16 + + + 1 1 1
32 9 4 10 - - -
64 - - - - - -
128
256

Cizelge 4.19. E. coli’nin %2 tuz iceren pH’s1 5.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55 °C 58 °C 6
@ 1 2 3 1 2 3 1

0.25
0.5

oo A~DNPF
N+ + +
o+ 4+
W+ 4+
Vo4 o+ o+
o+ o+ o+
oo+ o+ o+
~N o+ o+ o+ 4+
G+ o+ o+ N
Q
O+ o+ + 4
+ + +
(@)
o+ o+ N
@!
+ + +

32 -
64

128

256
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Cizelge 4.20. E. coli’nin %] tuz iceren pH’s1 5.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 52 °C 55°C 58 °C 6
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

~
A

0.25
0.5

FNQY SN
+ + + +
+ + + +
+ + + +
o+ + + +
N+ o+ + N
W+ + + +

+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +

32

64
128 - - -
256

+ + + +
+ + + +
+ + + +

1

1

1

Cizelge 4.21. E. coli’nin %0 tuz iceren pH’s1 5.0 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

-
A

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + +
1 + + + + + +
2 + + + + + + + + +
4 + + + + + + - - -
8 + + + + + + - - -
16 + + + + + + . - -
32 + + + + + +
64 + + +
128 - - -

256
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Cizelge 4.22. E. coli’nin %S5 tuz iceren pH’s1 4.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55°C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

0.25
0.5

FNQY SN
+ + + +
+ + + +
+ + + +
w+ + + +
R
G+ (N
@
+ + 4+,

o>
w + +
© + +
© + +

'

.

.

32
64 - - - - - -
128 - - -
256

Cizelge 4.23. E. coli’nin %3 tuz iceren pH’s1 4.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Siire 55 °C 58 °C 61 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1

0.25

64 °C
2 3

+ + +

0.5 + + + + + +

1 + + + + + +

2 + + + + + +

4 + + + + + + - - - + + +

8 + + + 2 7 6 + + +
16 + + + - - -
32 - - - - - -
64 - - - - - -
128

256
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Cizelge 4.24. E. coli’nin %2 tuz iceren pH’s1 4.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

~
A

@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
05 + + +
1 + + + + + +
2 + + + + + + + + +
4 + + + + + + + + + 3 0 2
8 + + + + + + - - -
16 + + + + + + - - -
2 + + + 3 4 1
64 - ] _
128
256

Cizelge 4.25. E. coli’nin %1 tuz iceren pH’s1 4.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C 58°C 6

~
AS

(d) 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0.25 + + +
0.5 + + + + + +
1 + + + + + +
2 + + + - - -
4 + + + - - - - - -
8 + + + + + + - - -
16 + + + + + +
32 + + + 6 10 3
64 + + + - - -
128 - - -

256
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Cizelge 4.26. E. coli’nin %0 tuz iceren pH’s1 4.5 olan Nutrient Broth ortaminda canli
kalma denemesi sonuglari

Stire 52°C 55°C

(@)}
—

o
@)

0.25
0.5

+ + + +

+ + + +
+ + +
+ 4+ + [N
+ + +

58 °C
@ 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1
+
+
+
+

A DN

8
16
32
64

128
256

~N o+ 4+
o+ + +
o+ + +

~N o+ o+ o+
N+ o+ 4+
N+ o+ 4+

1

1

1

4.3. Termal Oliim Siiresi Egrilerinin Cizilmesi

Yar logaritmik kagidin Aritmetik olan tabani (x-ekseni) sicaklik; logaritmik
olan sol yan kenar1 (y- ekseni) Termal Oliim Siireleri (TOS ) igin kullamldi. Her
sicaklik siire kombinasyonunda 3’er paralel 6rnek alinip ekilmis olmakla birlikte
karisikliga neden olmamasi i¢in bu ii¢ paralel tek nokta olarak gosterildi. Soyle ki:

-Eger ekilen li¢ paralelde de iireme gozlenmedi ise. Bu i¢i bos kiigiik bir daire “e” ile
gosterildi.

- Eger ekilen ti¢ paralelde de tireme gozlendi ise. Bu i¢i dolu kii¢iik bir daire “o0” ile
gosterildi.

- Eger {li¢ noktadan en az birinde iireme varsa bu nokta yine “o” ile gosterildi ama
{ireme olmayan sonuglar yanina sayim sonucu olarak kaydedildi. Ornegin: “0, 2, 8”
gibi; bu ii¢ noktanin birinde iireme olmadigi, diger ikisinde 2 ve 8 koloni gozlendigi
anlamina gelmektedir. Yukarida belirtilen bigimlerde olan degerlerin kullanilarak
Termal Oliim egrilerinin ¢izimi esas olarak Coksdyler (2013) tarafindan belirtildigi gibi
yapildi. Buna gore tiim bos noktalar altta kalacak ve miimkiin oldugunca tiim dolu
noktalar {istte kalacak sekilde bir dogru ¢izilir. Bu dogru TOS egrisidir. Ancak dnemli
sayida pH tuz kombinasyonunda, tiim sicaklik denemelerinde hi¢ lireme noktasi elde
edilemedi. Bu durumlarda sayilabilir (0-9) koloninin gelistigi noktalarin {izerinden

gecen bir “gdlge” TOS egrisi elde edildi (TOS grafiklerinde kesikli ¢izgi). Bu egri
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tizerindeki noktalar en az 3 log devrelik bir azalmay1 temsil etmektedir. Daha sonra bu
cizgiye paralel olarak tiim bos noktalar altta kalacak sekilde TOS egrisi ¢izildi. Sonug

olarak 5 tuz ve 5 pH diizeyinin olusturdugu 25 kombinasyon igin gizilen TOS grafikleri
Sekil 4.1 - 4.25°te goriilmektedir.



Sekil 4.1. % 5 tuz ve 7 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.2. % 3 tuz ve 7 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.3. % 2 tuz ve 7 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.4. % 1 tuz ve 7 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.5. % 0 tuz ve 7 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.6. % 5 tuz ve 6 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.7. % 3 tuz ve 6 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.8. % 2 tuz ve 6 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.9. % 1 tuz ve 6 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.10. % 0 tuz ve 6 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.11. % 5 tuz ve 5,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.12. % 3 tuz ve 5,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.13. % 2 tuz ve 5,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.14. % 1 tuz ve 5,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.15. % 0 tuz ve 5,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.16. % 5 tuz ve 5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.17. % 3 tuz ve 5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.18. % 2 tuz ve 5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.19. % 1 tuz ve 5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.20. % 0 tuz ve 5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.21. % 5 tuz ve 4,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.22. % 3 tuz ve 4,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.




Sekil 4.23. % 2 tuz ve 4,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.24. % 1 tuz ve 4,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gére 6liim siiresi.




Sekil 4.25. % 0 tuz ve 4,5 pH’ da E. coli’nin sicakliklara gore 6liim siiresi.
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4.4. Termal Oliim Siiresi Egrilerinin Uzerinden z-Degerlerini ve Referans TOS
degerlerinin ve Referans D-Degerlerinin Belirlenmesi

Her iki egride (kesikli ve devamli ¢izgi ile gosterilen) 58°C dikey c¢izgisinin
egriyi kestigi noktanin karsihik geldigi TOS degeri TOSsgc olarak kaydedildi. Ancak
kabaca 3 log devre azalmay: temsil eden golge TOS egrisinden elde edilen deger
TOSssec() olarak ve 4 log devre azalmayi temsil eden dolu ¢izi TOS egrisinden elde
edilen deger TOSsg(q) 0larak grafikten okundu.

D-degerlerinin  TOS degerlerinden hesaplanmasi i¢in TOS degerinin kag
logaritmik devre azalmayi temsil ettigini bilmek gerekir. Devamli ¢izgi ile gosterilen
TOSy egrileri 4 logaritmik devre azalmay1 temsil ettigine gore drnegin Cizelge 4.27°de
birinci satirda %0 tuz ve pH 4.5 igin 58°C’deki referas TOSqy degerinin 0.81 dakika
oldugunu gériiyoruz. TOSy degeri 4 log devre azalmay1 temsil ettigine gore devamli
cizgiden hesaplanacak D-degeri (%0 tuz ve pH 4.5 denemesi i¢in 58°C’deki referas D-
degeri) 0.81/4 = 0.2025 dakika ¢ikacaktir. Ayni tuz ve pH kombinasyonu igin kesikli
cizgiden hesaplanan 58°C igin TOSk degeri ise 0.6 dakikadir. TOSk degerleri 3 log
devre azalmay1 temsil ettifine gére bundan hesaplanacak Dsgcgy= 0.6/3=0.2 dakika
olarak bulunur. Tiim D-degerleri hesaplandiginda hesaplandigi bu derece ayni olacak
veya deney hatalarinin getirdigi kiigiik farkliliklar gosterebilecektir. Elde edilen
verilerin ¢ok fazla olmasi iki ayr1 egriden hesaplanan D-degerlerinin de bu yogunluk
icinde Karisikliga neden olacagi i¢in D-degerleri tablolar1 hazirlanmamustir. Bunun diger
bir nedeni ise bu ¢alismada esas olanin E. coli ve benzeri patojen indikatorii ve patojen
bakterilerin bir log azalmas1 degil, etkili diizeyde (TOS kadar azalmasidir) bu nedenle
D-degerlerinin referans TOS degerlerinden nasil hesaplanacagi burada belirtilmis ayrica
D-degerleri tablolar1 yapilmamustir.

Her iki egriden TOS degerlerinin 1 log devre azalmasina karsilik gelen sicaklik
farki grafigin x-ekseni lizerinde hesaplandi. Her iki egrinin egimi ayni oldugu i¢in

ikisinden de elde edilen z-degeri ayni oldu. Sonuglar Cizelge 4.27° de verilmistir.
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Cizelge 4.27. E. coli.’nin %0-5 tuz ve 4.5-7.0 pH’da Nutrient Broth ortaminda z-degerleri ve
referans TOS degerleri

Tuz TOSssc
pH z (K (@ Log(TOSssca)  Log(TOSssc()

0 4,5 6 4 6,5 0,6 0,81
1 4,5 5 55 10 0,74 1

2 4,5 7,5 75 19 0,88 1,28
3 4,5 10,25 11,5 24,5 1,06 1,39
5 4,5 9,25 115 25 1,06 14
0 5 5,75 11,5 11,5 1,06 1,06
1 5 5,75 1,5 17 0,88 1,23
2 5 6,75 10 13,5 1 1,13
3 5 7,25 13 17 111 1,23
5 5 10,5 18,5 25 1,27 14
0 5,5 6,5 19 28 1,28 1,45
1 55 3,75 13,5 17 1,13 1,23
2 55 6,5 10,5 13,5 1,02 1,13
3 55 5,75 26 45 141 1,65
5 55 6 27 57 1,43 1,76
0 6 7 14,5 38 1,16 1,58
1 6 6,5 145 22 1,16 1,34
2 6 6,25 12 24 1,08 1,38
3 6 8 21 32 1,32 151
5 6 6 23 29 1,36 1,46
0 7 6 115 25 1,06 14
1 7 4 15 15 1,18 1,18
2 7 6,5 115 24 1,06 1,38
3 7 7,25 18 30 1,26 1,48
5 7 7 19 27 1,28 1,43

Cizelge 4.27°de goriildiigii gibi, egrilerin her ikisinin de egimleri ayn1 oldugu
i¢in her iki z-degeri de ayn1 oldu. Ancak devamli ¢izgi ile ¢izilen TOS egrisi digerinin
yukarisinda oldugu igin iki egri arasindaki yiikseklik farkina bagl olarak TOSsgc(q)
degerleri TOS5goC(k) degerlerinden 2-5 kat daha yiiksek olabildi.
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4.5. E. coli.’nin %0-5 tuz ve 4.5-7.0 pH’da Nutrient Broth ortaminda z-
Degerlerinin degisimi

TOS egrileri iizerinden hesaplanan z-Degerlerinin tuz ve pH’ta bagl degisimi

Sekil 4.26°da grafik halinde verilmistir.
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Sekil 4.26. Kesikli ¢izgi z-degerlerinin tuz ve pH’ya bagli degisimi.
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Sekil 4.28. Diiz ¢izgi z-degerlerinin tuz ve pH’ya bagl degisimi.
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Sekil 4.29. Diiz ¢izgi TOS degerlerinin tuz ve pH’ya bagl degisimi.

Sekil 4.26’da tuz miktar1 arttikga z-degerlerinde de bir artig egilimi
goriilmektedir. Bu trend pH’4.5 ve 5.0 galismalarinda ¢ok acgik goriilirken diger
pH’larda ¢ok belirgin degildir.

Yine Sekil 4.28 incelendiginde goriilecegi lizere ¢ok belirgin olmamakla birlikte
diisiik pH’lara ait z-degerleri yiiksek pH’lara ait z-degerlerinden biraz daha yiiksektir
veya en azindan pH’daki diistise baghh olarak z-degerlerinde bir azalma
goriilmemektedir. Daha detayl1 bir degerlendirme istatistiki analiz verileri ile yapilabilir.
E. coli’'nin %0-5 tuz ve 4.5-7.0 pH’da Nutrient Broth ortaminda z-degerlerinin

degisiminin istatistiksel degerlendirilmesinde Dogrusal Regresyon kullanildi.

4.6. Tuz ve pH’min TOS Degeri Uzerine Etkisi

Hem kesikli ¢izgi ile gosterilen golge TOS egrisinden elde edilen ve 3 log devre
azalmay1 temsil eden TOSsgc) degeri, hem de diiz ¢izgi ile gosterilen TOS egrisinden
elde edilen ve 4 log devre azalmayi temsil eden TOSsgoc(d) degerleri lizerine tuz ve

pH’nin etkisi regresyon analizi ile ayr1 ayr1 ortaya konmaya calisiimistir. Ancak TOS
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egrisinin dogas1 geregi, TOS iizerine sicakligin etkisi logaritmik oldugu i¢in TOSsgc

degerleri logaritmalar1 alinarak regresyon analizine uygulanmiglardir.

Cizelge 4.28. Tuz ve pH’nin TOSy iizerine etkisine ait Varyans Analizi tablosu®

Kareler
Model toplamu S.D. Kareler Ort. F p
1 Regresyon 478 2 239 11,012 ,000°
Hata ATT 22 ,022
Toplam ,955 24

a. Bagimli degisken: LogTOSk
b. Bagimsiz degiskenler: (Constant), pH, Tuz
R-kare=0.500

Cizelge 4.28’de goriildiigii gibi tuz ve pH’nin kesikli TOS egrisi iizerinden elde
edilen ve 3 log devre azalmayr temsil eden TOSk degerleri iizerine etkisi
onemlidir(p=0.000) ve bu etkinin asagida gdsterilen matematiksel modeli degisimin

%50’sini aciklayabilmektedir.

Cizelge 4.29. Tuz ve pH’nin TOSy izerine etkilerine ait dogrusal modelin katsayilar1 ve
onlara ait t ve p degerleri

Standardize edilmemis  Standardize

katsayilar ed. katsayilar
Model B Std.Hata Beta t p.
1 (Sabit) 376 ,198 1,901 ,070
tuz ,059 ,017 ,522 3,461 ,002
pH ,109 ,034 478 3,169 ,004

a. Bagiml degisken: Log TOSk

Cizelge 4.29°a gore; TOSk degerleri iizerine tuz pH’nin birlikte etkisine ait
dogrusal matematiksel model;

TOSssc(o(dak.) = 0.376 + 0.109 *pH +0.059 *Tuz(%)

Cizelge 4.29°da ve model 30°da gorildiigii gibi %1 birimlik tuz artisi
|OgTOS5guc(k) degerini 0.059 log birimi artirmaktadir. Bunun anlami her %1 tuz artisinda
TOS degerinin %11.5 kadar artacagi seklindedir. Yine 1 birimlik pH artmasi
|09TOSsgoc(k) degerini 0.109 log birimi artirmaktadir. Bunun anlami her bir birim pH
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artisinda TOS degerinin %12.8 kadar artacag seklindedir. Model tiimii ile istatistiksel
olarak onemli (p=0.001) tuz ile ilgili 6nemlilik katsayis1 0.05’den kiigiik ¢ikmuistir.
Modele gore ortama ilave edilen tuz bakterinin dayanikliligini artirmaktadir. Yaygin
kani tuzun mikrobiyolojik bozulmaya karsi bir dayaniklilik etkeni oldugu seklinde
olmakla birlikte, tuz, seker, protein, vb. ortamda ¢oziiniir madde kansantrasyonunu
artiran maddeler mikroorganizmalarin dayanikliligini da artirmaktadir.

TOS5goC(k) tizerine pH nin etkisi: Kesikli TOS egrisi kabaca 3 log devre azalmay1
gostermektedir. Buna gore bu diizeyde azalma i¢in gecen siire her bir birim pH
yukselmesinde %12.8 kadar artmaktadir. Bu bulgu da literatiir ile uyumludur.

Devamli ¢izgi ile gizilen TOS egrisi de hedef mikroorganizmamizin 4 log {inite
azaldig siireleri temsil etmektedir. Bu TOS egrisinin ¢izilmesinde egimler paralel ama
egrilerin arasindaki mesafe bir miktar degiskendir. Bu nedenle varyans analizi
sonuclarinda denklik katsayilarinda bir miktar farkliliklar olmustur.

TOS,4 degerleri iizerine tuz ve pH’nin etkisine ait varyans analizi tablosu Cizelge

4.30’da ve dogrusal model katsayilar1 ise Cizelge 4.31’de verilmistir.

Cizelge 4.30. Tuz ve pH’nin TOSy degerleri iizerine etkisine ait varyans analizi

tablosu
Kareler
Model toplam1 S.D. Kareler Ort. F p
1 Regresyon ,413 2 ,206 7,130 ,004°
Hata ,637 22 ,029
Toplam 1,049 24

a: Bagimli

degisken: LogTOS,

b: Bagimsiz degiskenler pH, tuz
r-kare: 0.393

Cizelge 4.30°da goriildigi gibi dogrusal model tiim olarak istatistiksel olarak
onemlidir (p=0.004). Bu iliskiye ait R-kare degeri 0.393 olarak bulunmustur. Baska bir
deyisle model TOSy degerlerindeki degismelerin %39.3’{inii agiklayabilmektedir.
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Cizelge 4.31. Tuz ve pH nin TOSgqizerine etkilerine ait dogrusal modelin katsayilar1 ve
onlara ait t ve p degerleri

Standardize edilmemis  Standardize

katsayilar ed. katsayilar
Model B Std. hata Beta t Sig.
1 (sabit) ,688 228 3,013 ,006
tuz ,059 ,020 495 2,979 ,007
pH ,092 ,040 ,385 2,320 ,030

a. Dependent Variable: LogTOS4

Cizelge 4.31.’de gorildiigii gibi tuz ve pH’nin TOS5goc(d) uzerine etkisine ait
dogrusal model;
LogTOSssec(g) = 0.688+0.092*pH+0.059*tuz(%) seklindedir.
Bu denklik de TOSsgoc(d) degerlerinin tuz igeriginde her %1 artista %11.5 kadar ve her
bir birim pH ylikselmesinde %12.4 kadar artacagin1 géstermektedir.

4.7. Tuz ve pH’nin z-Degerleri Uzerine EtKkisi

Elde edilen z-degerleri her iki egri i¢inde ayni oldugu i¢in tek bir degerlendirme
yapildi. Tuz ve pH’nin z-degeri iizerine etkileri Dogrusal Regresyon ile degerlendirildi.
Degerlendirmeye ait varyans analizi Cizelge 4.32’de iliskiye ait varyans analiz tablosu
goriilmektedir. Iliski, yani tuzun ve pH’ nin birlikte z katsayisinin {izerine etkisi dnemli

bulunmustur (p=0.000).

Cizelge 4.32. Tuz ve pH’nin z-degerleri lizerine etkisine ait Varyans Analizi

tablosu
Kareler
Model toplami S.D. Kareler Ort. F p
1 Regresyon A78 2 239 11,012  ,000°
Hata ATT 22 ,022
Toplam ,955 24

a. Bagiml degisken: Log TOSy
b. Bagimsiz degiskenler : pH, tuz

R-kare: 0.500
Bu iliskiye ait R-kare degeri 0.500 olmustur. Bu kurulan modelin z-degerlerindeki

degisimin %50’sini agikladigini gdstermektedir.
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Modelin katsayilarinin degerleri ve istatistiksel olarak 6énemlilikleri Cizelge

4.32’de goriilmektedir.

Cizelge 4.33. Tuz ve pH’nin z-lizerine etkilerine ait dogrusal modelin katsayilar1 ve
onlara ait t ve p degerleri

Standardize edilmemis  Standardize

katsayilar ed. katsayilar
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 8,610 1,809 4,759 ,000
tuz 457 ,157 506 2,918 ,008
pH -,524 ,313 -290  -1,673 ,109

a. bagimli degisken : z-degeri

Buna gore pH’da bir birimlik yiikselme z-degerini 0.524 birim azaltmakta ve tuz
konsantrasyonunda bir birimlik artig ise z-degerini 0.457 birim artirmaktadir. Buna gore
dogrusal model asagidaki gibidir:
z-degeri= 8,610-0.524*pH+0.457*tuz(%)

Bu iliskiye ait R-kare degeri 0.34’diir baska bir ifade ile bu ¢alismada z-degerlerindeki
degisimin sadece %34’°1 yukaridaki modelle agiklanabilmektedir.

Mikrobiyal inaktivasyonda z-degerinin anlami sicakliga karsi duyarliliktir.
Ornegin kimyasal bozulmalar, mikrobial inaktivasyona nazaran sicaklik artisgina gok
duyarli olmadiklar1 i¢in modern pastdrizasyon ve sterilizasyon miimkiin oldugunca
yuksek sicaklikta yapilir. Sicaklik yiikseldik¢e sicaklik nedeniyle kayip az artarken
mikroorganizma oliimii ¢ok daha fazla olur ve bize bu durum siireyi kisaltma imkan
verir. Sonugta kisalan siire ile 1s1l islemin gida {izerine olumsuz etkisi de azalmis olur.
Yukaridaki denklik incelendiginde; tuzun her %1 artisinda z-degerinin 0.457°C arttig1
goriilmektedir. Bu durum yukarida TOS degerlerinin tuz ilavesi ile artis1 ile paralellik
gostermektedir. Bunun yorumu ortamda tuz arttikca, tuzun 1sil isleme Kkarsi
mikroorganizmalar1 koruyucu etkisini artirdigini (TOS degerlerinde goriildiigii gibi) ve
inaktivasyon reaksiyonunun sicakliga duyarliliginin azaldigini ifade etmektedir. Bu
sonugta bu ¢aligsma ile genel kaninin aksine konulan bir kavram niteligindedir.

Daha farkli bir egilim, bu modelde, pH yiikseldik¢e, yani notre yaklastikca
bakteri inaktivasyon reaksiyonunun sicakliga duyarliliginin azaldigi seklindedir. Ancak

bu olgu istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Bdyle bir olgu TOS
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degerlerinin pH diistiikce azalisina ters gibi diismekte ise de TOS egrilerinin pH
diistiikge baslangi¢ noktalarinin ¢ok 6nemli dlgiide artmasi ve deneme sicakliklarinda
egim azalisinin baslangic degerleri artist yaninda 6nemsiz kalmasi ile agiklanabilir.
Istatistiksel olarak énemli ¢ikmayan bu olgu mutlaka ¢ok daha detayli ¢alismalar ile

yeniden incelenmelidir.



5. TARTISMA VE SONUC

Termal 6liim siiresi kavrami ortamda var olan tiim mikroorganizmalarin inaktive
edilmesi ile ilgilidir. Bu nedenle hedef inaktivasyon diizeyi, ortamda var olan veya
potansiyel olarak risk olusturacak diizey veya o mikroorganizmanin azaltilmasi gereken
diizey olarak belirlenir. Bu diizey C. botulinum gibi bakterilerin sporlar1 igin 10 kabul
edilmistir. Bagka bir deyisle konserve kutusunun i¢in de potansiyel olarak beklenen
diizeyin 12 log devre azaltilmasi hedeflenmistir. Calisma sartlari sonuglarin
tiredi/iremedi seklinde alimmasimi daha kolay kilmaktadir. Boyle bir inaktivasyon
calismasinda hedef mikroorganizma azaltilmasi1 gereken diizeyde test ortaminin igine
ilave edilir ve bunlar 110-120 °C gibi yiiksek sicakliklarda dayanacak sekilde kapatilir
ve test sicakliginda peryodik olarak alinip igerigi besi yerine aktarilir. Ve sonug
tiredi/iremedi seklinde degerlendirilir. Bu c¢alismadaki gibi grafiklere islenen
degerlerden TOS egrileri elde edilir. Kalitatif olan bu yontemin yerine ileriki yillarda
canli kalan hiicre/spor sayilari iizerinden bir log devre azalmay1 (D-degerini) hesaplayan
yontemler gelistirilmistir. Bu yaklasim daha zor ama verilerin daha verimli
degerlendirildigi bir yontemdir.

Sporlu patojen bakteriler i¢in énemli olan TOS kavrami, giiniimiizde patojen
sporsuz bakteriler igin de dnemli hale gelmistir. Sporsuz patojen bakterilerde TOS igin
4, 5 (4D, 5D) logaritmik devre azalma esas olarak alinmaktadir (Coksdyler ve
Avsaroglu, 2013). Yapilan bu calismada TOS igin 4D’lik bir azalma esas olarak
alinmistir.

Bu calismada kullanilan sicaklik dereceleri 100°C’nin altinda oldugu i¢in bu
sicakligr elde etmede basing altinda veya sizdirmaz kapali kapilar tiiplere ihtiyac
duyulmamistir. Yag banyosunda bekleyen kapilar tiipler yerine belli konsantrasyonda
hiicre igeren belli sicaklikta tutulan bir kiiltiir veya inaktivasyon ortamu kullanilmus,
aseptik sartlar altinda buradan alinip besi yerine ekilen hiicre miktar1 da belli
olmaktadir. Bu calismanin kolayligi ve pratikligi anlaminda 6nemlidir. Bu sayede ¢ok
fazla sayilda pH ve tuz kombinasyonu c¢aligmasi, 3 paralel olarak kolayca

yiiriitiilebilmistir.
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Bu calismada belli sicaklikta tutulan inaktivasyon ortamindan alinan 6rnekler,
klasik yontemde oldugu gibi sivi besi yerine degil, kat1 besi yeri iizerinde onceden
isaretlenmis noktalara damla plaka teknigi kullanilarak ekilmistir. Bu durumda {i¢ ayri
goriinlim ortaya ¢ikmaktadir. Birincisi; 6rnekleme aninda kiiltiir ortaminda en az 4 log
devre azalma meydana geldi ise ekim noktasinda hi¢ koloni gelismemektedir. Ikinci
durum ise ornekleme aninda kiiltiir ortaminda en fazla 1-2 log devrelik bir azalma
gelmis olmasidir. Bu durumda ekim noktasinda muhtemelen mikro kolonilerin
bilesiminden meydana gelen ve yaklasik 0.5 cm c¢apinda bir koloni olusmaktadir. Bu

sonug iiredi olarak kaydedilmektedir.

Sekil 34: Inkiibasyon sonras1 gelisen koloniler.

Uciincii durum ise yaklasik 3 log devre azalma meydana gelmesi durumudur. Bu
durumda ekim noktasinda sayilar1 10’a varmayan birkag topluigne basi koloni
olugsmaktadir. Sayilar1 10’u bulmayan sayilabilir miktarda koloni olusumu bize, bu
calismada yaklasik 3 log devre azalmay1 gostermektedir.

Eger TOS icin hedeflenen diizey 6rnegin 7 log devre azalma olsaydi bu
sayilabilir minik koloni olusumlar1 6 log devre azalmay1 gosterecekti. Bu durum klasik
TOS belirlemede yoktur. Bir iki yiiksek lisans ve doktora tezinde on deneme olarak
kullanilmistir. Bu calismada iki TOS egrisi iiretilmistir. Birincisi tiim iireme olan
noktalar1 egri altinda birakan klasik TOS egrisi, devamli ¢izgi ile gdsterilmistir ve bu
egri en az 4 log devre azalmay: isaret etmektedir. ikincisi ise sayilabilir mikro

kolonilerin iirediklerini gésteren noktalarin tam iizerinden yani bu noktalar egri ile
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cakistyor ve/veya biraz altta biraz iistte kalryorlar. Klasik TOS egrisi ¢iziminde olmayan
bu yaklasim bu c¢alismada ortaya konmustur. Iki egriden elde edilen TOS 58°C
degerlerine ait varyans analiz tablolar1 ve incelendiginde 3 log devre azalmay1 temsil
eden kesikli TOS egrisinden elde edilen TOS 58°C degerlerinin deneme verilerini daha
1yi temsil ettigi gorilmiistir.

Klasik TOS egrisi ¢izimine eklenmis bezer bir kavram gdlge TOS egrisidir
(Coksdyler, 2013). Golge TOS egrisi 1 log devre azalmayr temsil eder. Eger
inaktivasyon calismast TOS degerleri elde edilerek degil de canli kalma egrileri
tizerinden D- degerleri elde edilerek yapilmis ise, yar1 logaritmik kagida dnce golge
TOS egrisi ¢izilir ve asil TOS egrisi kag logaritmik devre azalmayi temsil ediyorsa ona
paralel ve o kadar azalmay1 temsil edecek sekilde yukaridan ¢izilir. Bu ¢alismada da
aym mantik ile sayilabilir degerler iizerinden gegirilen bir cesit gdlge TOS egrisi bize
asil TOS egrisinden sadece 1 log devre daha diisiik diizeyde azalmay1 gdsterecektir. Bu
yaklagimin basaris1 tamamen buna yonelik daha detayli ¢alismalar ile pekistirilmelidir.
Bu calismada inaktivasyon ortamma ilave edilen tuzun etkisi hem TOS degerlerini
artirict, hem de z-degerini artirict yonde olmustur. Cesitli kaynaklarda tuzun
mikroorganizmay1 1sil isleme karsi koruyucu da olabilecegi, hassasligini artirici da
olabilecegi belirtilmektedir(Cole ve ark., 1993).

Bu calismada pH’nin TOS degerleri iizerine etkisi énemli bulunmustur. pH
diistiikge TOS degerleri azalmaktadir. Farkli olarak pH’nin z-degeri {izerine etkisi,
istatistiki olarak o©Onemlilik sinirinin altinda olmamakla birlikte (p=0.109), genel
beklentiden farklidir. Genel olarak TOS degerlerinde oldugu gibi, pH diistiikge
sicakliga olan duyarhiligin artmasi ve TOS degerlerinin bir logaritmik devre azalmasi
icin gereken sicaklik farkinin azalmasidir. Ancak bu calismada tam tersi bir egilim

istatistiksel olarak dnemli olmamakla birlikte gdzlenmistir.
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