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The purpose of this study was to investigate the thermal resistance of acid adapted and non-adapted
stationary phase Escherichia coli 0157:H7, Salmonella enterica Typhimurium and Listeria
monocytogenes in pomegranate juice. In addition, the performance of generic E. coli was evaluated as an
indicator. Non-adapted stationary phase cells were grown by incubating inoculated tryptic soy broth
without glucose (TSB-NG) at 36+1°C for 18+2 hours. Tryptic soy broth with 1% glucose (10 g/l; TSBG)
was used for acid adaptation. All media used for L. monocytogenes was supplemented with 0.6% yeast
extract. After washing the cells with peptone, 5 ml of pasteurized pomegranate juice was added onto the
pellet to obtain inoculated juice with a initial concentration of 107-10%° log CFU/mI. Inoculated
pomegranate juice was sealed into the microcapillary tubes. Microtubes were heat treated in waterbaths at
50, 52 and 54+1°C by immersing at pre-determined time intervals. Survived populations were counted on
tryptic soy agar (TSA). S. Typhimurium had the lowest thermal resistance in pomegranate juice. At 50°C,
E. coli O157:H7 was the most resistant, whereas L. monocytogenes was more thermally tolerant at 52 and
54°C. Acid adaptation decreased the thermal resistance of E. coli O157:H7, but increased the heat
resistance of L. monocytogenes at all tested temperatures significantly. Thermal tolerance of S.
Typhimurium increased only at 50°C. The most resistant microorganism was non-adapted generic E. coli
at 50 and 52°C; acid-adapted L. monocytogenes had the most thermal tolerance at 54°C. Thermal
inactivation of microorganisms in pomegranate juice could be tested at lower temperatures compare to
other fruit juices. This may be due to the natural antimicrobial effect and more acidic content of
pomegranate juice.
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Nar suyu

Bu ¢alismada, aside adapte olan ve adapte olmayan duragan faz Escherichia coli 0157:H7, Salmonella
enterica Typhimurium ve Listeria monocytogenes’in nar suyundaki termal direngleri incelenmistir.
Agyrica, jenerik E. coli’nin gosterge mikroorganizma olarak performansi degerlendirilmistir. Aside adapte
olmayan duragan faz hiicreler geker igermeyen tryptic soy broth’da (TSB-NG) 36+1°C’de 18+2 saat
inkiibe edilerek elde edilmistir. Asit adaptasyonu i¢in %1 glukoz igeren tryptic soy broth (10 g/l; TSBG)
kullanilmustir. L. monocytogenes i¢in kullanilan besiverleri %0,6 yeast ekstraktla desteklenlmistir.
Hiicreler peptonlu su ile yikandiktan sonra, 5 ml pastdrize nar suyu pellet iizerine eklenerek 107-10° log
CFU/ml konsantrasyonunda inokiile nar suyu elde edilmistir. Inokiile edilmis nar suyu, mikrokapilar tiip
icine miihiirlenmistir. Mikrotiipler 50, 52 ve 54+1°C’deki 6nceden belirlenmis zaman araliklarinda su
banyolarina batirilarak 1s1l islem uygulanmstir. Canli kalan bakteri popiilasyonlar tryptic soy agar (TSA)
iizerinde sayilmigtir. S. Typhimurium nar suyunda en diisiik termal direnci gostermistir. Diisiik
sicakliklarda E. coli O157:H7 1s1l isleme kars1 daha direngliyken, yiiksek sicakliklarda L. monocytogenes
daha fazla termal tolerans géstermistir. Asit adaptasyonu, E. coli O157:H7’nin direncini azaltirken, S.
Typhimurium’un 50°C’de, L. monocytogenes’in ise biitiin sicakliklarda termal inaktivasyon siiresini
artirmigtir. Aside adapte olmayan jenerik E. coli 50 ve 52°C’de, aside adapte L. monocytogenes 54°C’de
uygulanan 1s1l isleme en dayanikli olan mikroorganizma olmustur. Nar suyu i¢in elde edilen termal
inaktivasyon siireleri diger meyve sularina gére daha diisiik sicakliklarda test edilebilmistir. Bunun sebebi
olarak nar suyunun dogal antimikrobiyal etkisi ve diger meyve sularina oranla daha asidik olmasindan
kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Giris

Nar (Punica granatum L.) taze olarak tiiketilebildigi
gibi meyve suyu, meyve suyu konsantresi, jole ve recel gibi
gesitli  Uriinlere  islenerek de tiiketilebilmektedir
(Cemeroglu ve Artik, 1990; Saxena ve ark., 1987). Nar
suyunun zengin fenolik igerige sahip olmasi ve dolayisiyla
saglik tizerindeki pozitif etkileri bilinglenen tiiketicinin bu
iiriine olan ilgisini artirmaktadir. Ozellikle, nar suyunda
bulunan fenolik bilesikler ve antosiyaninlerin antioksidan
Ozelliklerinden dolayr saglik {izerindeki olumlu etkileri
bilimsel ¢aligmalarla kanitlanmigtir (Aviram ve ark., 2000;
Aviram ve Dornfeld, 2001; Aviram ve ark., 2004; Gil ve
ark., 2000; Seeram ve ark., 2008; Zarfeshany ve ark.,
2014). Son yillarda, pastorize %100 nar sular Tiirkiye ve
birgok iilkede ¢esitli markalar ile raflardaki yerlerini
almaktadir.

Gida iiretiminin tiim asamalarinda gida kaynakli
patojenler, pH, sicaklik ve ozmotik stres gibi cesitli stres
faktorleriyle karsilagmaktadirlar. Patojenler bu stresli
kosullara dayanmak ve hayatta kalmak icin koruyucu
mekanizmalar gelistirmektedirler (Mazzotta, 2001). Bazi
gida kaynakli patojen tiirleri asit adaptasyonu sayesinde
asidik kosullardan korunabilmektedir. Escherichia coli
0157:H7, Salmonella tiirleri ve Listeria monocytogenes
gibi gida kaynakli patojenlerin asit adaptasyon sistemleri
gelistirip ¢apraz korumayla yiiksek sicaklik gibi cevresel
etkenlere karsi daha dayanikli hale gelebildikleri
belirlenmistir (Ryu ve Beuchat, 1998; Haberbeck ve ark.,
2017; Ryu ve ark., 1999). Asit adaptasyonunun, E. coli
0157:H7, E. coli O111, Salmonella tirleri ve L.
monocytogenes’in termal direnglerinin bagka bir ifadeyle
desimal azalma siirelerinin (D-degerlerinin), elma,
portakal, beyaz iiziim, karisik meyve sulari, kavun ve
karpuz sularinda artirdigi tespit edilmistir (Mazzotta, 2001,
Ryu ve Beuchat, 1998; Sharma ve ark., 2005; Topalcengiz
ve Danyluk, 2017; Usaga ve ark., 2014). Sonug olarak asit
adaptasyonu gida kaynakli patojenlerin inaktivasyonunu
zorlastiran bir sebep olmaktadir.

Meyve sularinin  kamitlanmigs  birgok toplu gida
zehirlenmelerine neden oldugu rapor edilmistir (CDC,
2014; Danyluk ve ark., 2012; Vojdani ve ark., 2008).
Zehirlenmelere baslica Salmonella tiirleri, E. coli
0O157:H7, E. coli O111, ve Crytosporidium’un sebep
oldugu  bildirilmektedir. ~ Meyve  sularinda, L.
monocytogenes  kaynakli  toplu  zehirlenme olayi
goriilmemistir (CDC, 2015; Vojdani ve ark., 2008). Ancak,
L. monocytogenes’in dogal olarak yaygin bir sekilde
dogada bulunmasi, meyve sularinda risk faktorii olarak
goriilmesine neden olmaktadir. Patojenlerin inaktivasyonu
genellikle 1s1l islem ile yapilmaktadir. Amerikan ilag ve
Gida Bakanligi meyve suyu isletmelerinde, bir mililitre
meyve suyundaki ilgili patojen sayisimin 5-Log (100,000
kat) azaltilmasi i¢in gerekli 1s1l iglemin uygulanmasini sart
kosan Hazard Analysis Critical Control Points (HACCP)
uygulamasinmi 2001 yilinda yaymlamistir (FDA, 2001).
flgili patojen popiilasyonunun 5-Log azalmay saglamak
i¢in gerekli minimum pastdrizasyon parametresi 71,1°C’de
3 saniye olarak belirlenmistir (Mazzotta, 2001). Gida,
Tarim ve Hayvancilik Bakanligi (GTHB, 2011) tarafindan
yayinlanan Tirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler
Yonetmeliginde, pastorize meyve suyunun 25 ml’sinde
ilgili patojenlerin bulunmamasi sart1 kosulmustur.

Son on yillik siiregte patojenlerin ¢esitlli meyve
sularinda ki termal direnci iizerine Onemli calismalar
yapilmistir (Enache ve ark., 2011; Gabriel ve ark., 2015;
Gabriel ve Nakano, 2011; Topalcengiz ve Danyluk, 2017;
Topalcengiz, 2019; Usaga ve ark., 2014) Patojenlerin
termal toleransi, ortamin formiilasyonuna, toplam kuru
madde oranmna, asitligine ve su aktivitesi de dahil olmak
tizere gidalarin fizikokimyasal 6zelliklerine bagli olarak
degismektedir (Doyle ve Mazotta, 2000). E. coli
O157:H7’nin 1s1 direnci, elma suyunda c¢oziiniir kati
maddenin 11,8 ile 16,5 °Brix arasinda artirilmasindan
etkilenmemistir. Ancak, 52°C’de malik, sorbik ve benzoik
asit ilavesi sonucunda pH’nin 4,4’ten 3,6’ya diismesi E.
coli’nin 1s1l direncini etkilemistir (Splittstoesser ve ark.,
1996). Nar suyu ve diger meyve parcalarindan elde edilen
madde ve ckstraktlarin antibiyotik etkilere sahip oldugu
bildirilmektedir (Jayaprakasha ve ark., 2006). Meyve
suyunun igerigi termal inaktivasyon parametrelerini
dogrudan etkilemektedir.

Meyve sulart gibi asidik gidalarin zehirlenmelere yol
actiginin  ispatlanmast ile bu gidalarin giivenligi
sorgulanmaya baslanmistir. Nar suyu bircok meyve suyu
gibi asidik gidalar kategorisindedir. Asit adaptasyonu
patojenlerin termal toleranslarimi artirmaktadir. Gida
kaynakli patojenlerin asidik gida kategorisinde olan nar
suyundaki termal inaktivasyonu ile ilgili giincel calisma
bulunmamaktadir. Meyve suyu pastdrizasyonunda,
prosesin basarisi, yeterli 1sil islem zamanina ve
pastorizasyon sicakligina baglidir. Bu galismanin amaci
aside adapte ve adapte olmayan siga toksin tireten E. coli
O157:H7’nin, Salmonella enterica Typhimurium ve L.
monocytogenes’in nar suyundaki termal inaktivasyon
degerlerinin belirlenerek karsilastirilmasidir.

Materyal ve Yontem

Nar Suyu

Ayn1 parti numarasi ve markaya sahip yiizde yiliz nar
sular1 piyasadan pastorize sekilde alinip aseptik olarak
steril ~ santrifiij  tliplerine  doldurularak  -20°C’de
saklanmistir. Deney giiniinde santrifiij tiipiindeki nar suyu
dondurucudan alinarak analizlerde kullanilmasi i¢in oda
sicakhiginda ¢ozindurilmistiir. Nar suyunun pH ve suda
¢oziinlir kuru madde (°Brix) 6zellikleri pH metre (HACH,
HQ30d Portable Multi Meter, CO, USA) ve otomatik bir
refraktometre (Index Instrument, PTR 2a, USA) ile
Ol¢iilmiistiir.

Bakteri Suslart ve Inokiiliimiin Hazirlanmast

Bu ¢aligmada birer adet jenerik E. coli (ATCC 35218), E.
coli O157:H7 (ZT10; gida izolat1), Salmonella enterica
serotip Typhimurium (ATCC 14028; 1999 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’nde portakal suyundan zehirlenmeye
sebep olan izolat) ve Listeria monocytogenes serotip 4b susu
(ATCC 19115; insan izolat1) kullamlmugtir. Bakteri suslar
aside adapte ve aside adapte olmayan suslar olmak tizere iki
grup olarak incelenmistir. Donmus kiiltiirler (-20°C), tryptic
soy agar (TSA; Biolife; Milan, Italy) iizerine ekilmis
36+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilarak aktive edilmistir.
Aktif kiiltiirlerden birer koloni glukoz igermeyen ve %1 (10
g/l) glukoz igeren 10 ml tryptic soy broth’a (TSB-NG ve
TSBG; Neogen; Lanchashire, UK) inokiile edilmistir. Asit
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adaptasyonu Buchanan ve Edelson (1996)’in tarif ettigi
sekilde %1 saf glukozun (10 g/l) TSB’ye eklenerek glukozun
fermantasyonu sonucu asitligin diisiiriilmesi prensibine dayalt
olarak yapilmistir (Ryu ve Beuchat, 1998). inokiile edilen
mikroorganizmalar 36+2°C’de 1842 saat inkiibasyona
birakilmugtir. Ertesi giin, geligen kiiltiirlerin 100 pl’si 15 mI’lik
santrifijj tiiplerine (LABSOLUTE®, Germany) doldurulmus
10 ml TSB-NG ve TSBG transfer edilerek tekrardan
36+2°C’de 18+2 saat inkiibe edilmistir. L. monocytogenes
icin kullanilan besiyerleri %0,6 yeast ekstraktla (Biolife;
Milan, Italy) zenginlestirilmistir. Inkiibasyondan sonra
hiicreler 5.300 RPM’de 10 dakika santrifiij edilerek (Thermo
Scientific, Labofuge 200 Benchtop Centrifuge, Germany)
peptonlu su ile iki defa yikanmistir. Son yikamadan sonra,
supernatant uzaklastirilip pellet {izerine 5 ml nar suyu
eklenerek vortekslenmistir. Sonug olarak 107-10°° CFU/ml
patojen yogunluguna sahip nar sulari termal iglemde
kullanmilmak {izere elde edilmistir.

Inokiile Edilmis Nar Suyuna Termal Islem Uygulanmast

Patojenik E. coli, jenerik E. coli, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes ile inokiile edilmis 50 pul nar suyu, steril
mikrokapilari tiiplere (1,5-1,8 (ID) 90 mm; Kimble-Kontes,
Vineland, NJ, USA) aseptik olarak doldurulmustur. Aseptik
dolum islemi steril 20 gauge 4 in¢ deflected-point needle
(Popper and Sons, Inc., Hyde Park, NJ, USA) ve 1 mL’lik
sirmga ile gergeklestirilmistir. Daha sonra mikrokapilari
tiiplerin acik uclari bunzen alevi ile miihiirlenmistir. Ardindan
2 adet mikrokapilari tiip (100 pl inokiile edilmis nar suyu), 6n
denemelerle belirlenen ti¢ farkli sicaklikta (50, 52, 54+1°C) ve
gesitli stirelerde dnceden 1sitilmig ¢alkalamali su banyolarinda
(NUVE, ST30, Ankara, Turkey) termal isleme tabi
tutulmustur. Termal uygulamadan sonra, mikrokapilari tiipler
hizlica buzla dolu kaba alinarak sogutulmustur. Sogutulma
isleminden sonra, mikrokapiler tiiplerin dis yiizeyleri %70’lik
alkole daldirilarak steril edilmistir. Mikrokapilari tiip
yiizeyindeki alkol steril deiyonize su ile yikanarak, 10 ml
peptonlu su icinde steril cam c¢ubukla kirma yoluyla
homojenize edilmistir. ilk konsantrasyon 1:100’diir. E. coli
0157:H7, jenerik E. coli, S. Typhimurium popiilasyonlar1
cesitli diliisyonlarda TSA {izerine ve L. monocytogenes ise
%0,6 yeast ektrakt ile desteklenmis TSA {izerine ekilerek
sayllmigtir.  Hassasiyeti artrmak ve az  sayidaki
mikroorganizmalarin sayisini belirlemek igin 1 ml’lik ilk
diliisyon (102) 0,25 ml olarak dort petriye ekilmistir. Her bir
181 ve mikroorganizma i¢in toplam alt1 tekrar (n=6) ¢ift petri
iizerine ekim yapilmistir.

Istatistiksel Analiz

D-degerleri, 1sil islem sonrasinda canli kalan
mikroorganizma konsantrasyonunun ve 1s1l iglem siiresinin
grafige aktarilmasinin ardindan regresyon analizi ile

hesaplanmistir. D- degerleri, Analysis of Covariance
(ANCOVA) ile JMP software (Version 9.0.2 SAS®
Institute Inc., Cary, NC, USA 2010) yardimuyla istatistiksel
olarak karsilagtirilmistr.

Bulgular ve Tartisma

Meyve sularina 1s1l iglem uygulanmasi, patojenleri ve
enzimleri inaktive etmek ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarinin popiilasyonunlarint azaltmak igin
etkili ve genis capta tercih edilen bir yoOntemdir.
Patojenlerin termal inaktivasyonu, meyve sularinda yirmi
yili agkin siiredir incelenmektedir. Elma cideri, elma ve
portakal suyu, pH degerleri 4,0’ altinda olan ve en ¢ok
calisilan meyve sularidir (Enache ve ark., 2011; Gabriel ve
ark., 2015; Gabriel ve Nakano, 2011; Ingham ve Uljas,
1998; Mazzotta, 2001; Ryu ve Beuchat, 1998;
Splittstoesser ve ark., 1995; Usaga ve ark.,, 2014;
Topalcengiz ve Danyluk, 2017). Kullanilan nar suyunun
pH’st 3,23+0,02 ve Brix° degeri de 16,1+0,1 olarak
belirlenmistir. Daha onceki ¢alismalarda test sicakliklari
elma, portakal, diger meyve sulari i¢in genel olarak 55 ile
62°C arast secilmektedir. Bu calismada nar suyu daha
onceki calismalarda secilen sicakliklara gore daha disiik
sicakliklarda (50, 52, 54°C) test edilebilmistir. Bunun
sebebi nar suyunun ortalama meyve suyu pH’s1 olan 3,5’in
altinda olmasi ve ihtiva ettigi antimikrobiyal maddeler
olarak diisliniilmektedir (Jayaprakasha ve ark., 2006;
Karabryikli ve ark., 2014). Mikroorganizmalarin TSB-NG,
TSBG, TSBY-NG ve TSBYG’ye inokiile edildikten 18+2
saat inkiibasyon sonrasindaki besiyerlerinin mevcut pH
degerleri Cizelge 1’de gosterilmistir. Aside adapte edilmis
mikroorganizmalar arasinda en diisik ve en yiiksek
besiyeri pH degisim degeri 4,39+0,02 ile L.
monocytogenes’e ve 4,96+0,03 ile S. Typhimurium’e aittir.
Benzer sekilde, aside adapte olmayan mikroorganizmalar
tarafindan gelisim sirasinda olusan en yiiksek pH ise
6,65+0,02 ve 7,19+0,02 ile ayn1 mikroorganizmalara aittir.
Bu degerler, Buchanan ve Edelson (1996)’un belirttigi asit

adaptasyon kosullarinin saglandigin1  gdstermektedir.
Yapilan hesaplama sonucunda D-degerlerinin
hesaplanmasinda kullanilan lineer regresyon

dogrularindan elde edilen R? degerleri yalnizca %12,5’inde
0,8°den diisiik cikmistir (Cizelge 2). En diisiik R? degeri
aside adapte olmayan L. monocytogenes’te 0,743 olarak
hesaplanmistir. Bu da hesaplanan D-degerlerinin
gecerliliginin genel olarak yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. z-degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan
lineer regresyon dogrularmin R? degerleri 0,95’in
iizerindedir (Sekil 3).

Cizelge 1 Suslarin yikanmadan 6nce gelistirildigi besiyerlerinin 36 + 1°C’de 18 + 2 saat inkiibasyon sonrasi pH degerleri (n=6).
Table 1 pH values of media after incubation at 36 + 1°C for 18 + 2 h where strains (n=6).

Sus Medya pH
E. coli O157:H7 (ZT10) $§§¢NG nggigjgf
Jenerik E. coli (ATCC 35218) Tondie A8120.01
S. Typhimurium (ATCC 14028) TS e £99:0,03
L. monocytogenes (ATCC 19115) ¥§E¥GNG iggiggi

TSB-NG: Seker igermeyen tryptic soy broth, TSBG: %1 glukozla desteklenmis tryptic soy broth, TSBY-NG: Seker igermeyen %0,6 yeast ekstrakt
eklenmis tryptic soy broth, TSBYG: %1 glukoz ve %0,6 yeast ekstraktla desteklenmis tryptic soy broth
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Cizelge 2 50, 52, 54°C’de D-degeri hesaplamasinda kullanmilan E. coli O157:H7, jenerik E. coli, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes suslari icin lineer regresyon esitliklerinden elde edilen R? degerleri.

Table 2 R? of linear regression lines obtained from E. coli O157:H7, generic E. coli, S. Typhimurium, and L.
monocytogenes strains used in D-value calculations at 50, 52, 54°C.

Su Lineer regresyon esitliklerinden elde edilen R? degerleri

i Adaptasyon 50°C 52°C 54°C
. ) Hayir 0,893 0,8833 0,9065
E. coli O157:H7 (2T10) Evet 0,9823 0.9397 0.9183
Jenerik E. coli (ATCC 35218) E'\";‘Zt” 82223 8;8(‘2‘21 8822;
. . Hayir 0,9895 0,9219 0,9735

S. Typhimurium (ATCC 14028) Evé’t‘ 0974 09728 0949

Hayir 0,805 0,7437 0,743
L. monocytogenes (ATCC 19115) Evgtl 09825 0.8807 09418

Cizelge 3 Aside adapte olan ve olmayan E. coli O157:H7, jenerik E. coli, S. Typhimurium ve L. monocytogenes’in lineer

regresyon esitlikleriyle hesaplanmig D ve z-degerleri

Table 3 D and z- values of non-adapted and acid adapted E. coli O157:H7, generic E. coli, S. Typhimurium and L.
monocytogenes calculated from linear regression equations

Sus Dsgect SD (dk)* Dsyec: SD (dk)* Dsgec: SD (dk)* Z-degeri (OC)

Hay1r Evet Hayir Evet Hayir Evet Hayir Evet
ZT10 4,22+0,19% 1,41+0,18® 2,03+£0,30** 0,7340,14%® 1,18+0,07*4 0,41+0,0928 7,2 7,5
ATCC 35218  |7,08+0,43°" 2,86+0,20B 4,77+0,17°* 1,83+0,26"8 2,67+0,13" 1,14+0,11°® 9,4 10
ATCC 14028 1,33+0,16%* 2,44+0,21°°® 0,85+0,11°* 0,81+015® 0,50+0,07°* 0,43+0,10°® 9,4 53
ATCC 19115  |4,09+0,28% 4,64+0,36® 2,56+0,13% 4,20+0,15%® 1,56+0,11% 3,39+0,11%" 9.6 29,3

“Satir iizerindeki farkli biiyiik harfler aside adapte olan ve adapte olmayan hiicreler igin D-degerleri arasindaki anlamli farklilign gosterir. Kolon
izerindeki farkli kiigiik harfler test edilen sicaklikta suglar arasindaki anlaml farklilig: gosterir (P<0,05)

Escherichia coli 0157:H7

Meyve sularinda patojenlerin termal inaktivasyon
¢aligmalar siga toksin lireten E. coli suslar iizerine elma
cideri ve suyunda yogunlagmistir (Enache ve ark., 2011;
Gabriel ve Nakano, 2011; Ingham ve Uljas, 1998;
Mazzotta, 2001; Splittstoesser ve ark., 1995; Usaga ve ark.,
2014). Bunun sebebi ise meydana gelmis ve ispatlanmis
elma cideri ve elma suyu kaynakli zehirlenme vakalaridir
(CDC, 2014; Danyluk ve ark., 2012; Vojdani ve ark.,
2008). Asit adaptasyonu E. coli O157:H7’nin nar suyunda
test edilen tiim sicakliklardaki termal dayanikliligini
azalmistir (P<0,05). Asit adaptasyonunun, siga toksin
tireten E. coli’nin elma ve portakal sular1 dahil diger meyve
sularina termal toleransini artirdigt veya bu g¢alismaya
benzer sekilde azalttig1 rapor edilmistir (Mazzotta, 2001;
Ryu ve Beuchat, 1998; Topalcengiz ve Danyluk, 2017). E.
coli O157:H7 igin hesaplanan D-degerleri Cizelge 3’te
gosterilmigtir. Bu c¢alismada, nar suyunda 50, 52 ve
54°C’de aside adapte olmayan E. coli O157:H7’nin nar
suyu i¢in D-degerleri siras1 ile 4,22+0,19, 2,03+0,30 ve
1,18+0,07 dk olarak hesaplanmistir. Aside adapte olan E.
coli O157:H7’nin nar suyundaki hesaplanan D-degerleri
ise 1,41+0,18; 0,73+0,14 ve 0,41+0,09 dk olarak
belirlenmistir. Nar suyunda hesaplanan bu D-degerleri,
daha oOnceki elma ve portakal suyunda yapilan
¢aligmalardan en az ti¢ kat daha diisiiktiir (Mazzotta, 2001;
Ryu ve Beuchat, 1998; Splittstoesser ve ark., 1995;
Topalcengiz ve Danyluk, 2017; Usaga ve ark., 2014). E.
coli O157:H7’nin zamana karst popiilasyonunun azalmasi
grafiksel olarak Sekil 1°de gosterilmistir. E. coli’nin
serogrup degiskenligi termal direncini etkileyebilir.
Enache ve ark. (2011) ve Topalcengiz ve Danyluk (2017)
tarafindan yapilan farkli iki ¢alismada, E. coli serogrup

026,045,0103,0111,0121,0145 ve O157:H7’nin elma
ve portakal sularinda farkli termal tolerans degerleri
gosterdikleri rapor edilmistir.

Salmonella enterica Typhimurium

Meyve sularinda Salmonella’nin termal inaktivasyonunu
inceleyen ¢alismalarin sayist sinirlidir. S. Typhimurium igin
hesaplanan D-degerleri Cizelge 3’de gosterilmistir. Bu
caligmada, nar suyunda 50, 52 ve 54°C’de aside adapte
olmayan S. Typhimurium’un nar suyu igin D-degerleri sirast
ile 1,33+£0,16; 0,85+0.11 ve 0,50+0.07 dk olarak
hesaplanmigtir. Aside adapte olan S. Typhimurium’un nar
suyundaki D-degerleri ise 2,44+0,21; 0,81+015 ve
0,43+0,10 dk olarak belirlenmistir. 54°C’de nar suyu igin
bulunan termal inaktivasyon degerlerinin, 55°C’de aym
metodoloji ile portakal suyunda hesaplanan D-degerinin
yarisi kadar oldugu belirlenmistir (Topalcengiz ve Danyluk,
2017). Nar suyundaki inaktivasyon hizimin meyve Suyu
icerigindeki antimikrobiyal maddelerden kaynaklandigi
digtiniilmektedir. S. Typhimurium’un nar suyunda 50, 52 ve
54°C’deki termal inaktivasyon iglemi sonunda, aside adapte
ve adapte olmayan mikroorganizmalarin D-degerlerinde
meydana gelen degisim istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). Bu c¢alismada, sadece 50°C’de
Salmonella’nin asit adaptasyonu sonucu termal inaktivasyon
siiresinin ~ artifi  belirlenmistir. ~ Asit  adaptasyonun,
Salmonella’nin elma, portakal, beyaz iliziim, kavun ve
karpuz suyundaki 55-60°C aras1 farkli sicakliklarda termal
direncini artirdig1 rapor edilmistir (Mazotta, 2001; Sharma
ve ark., 2005; Topalcengiz ve Danyluk, 2017). S.
Typhimurium’un zamana karsi popiilasyonun azalmasi
grafiksel olarak Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1 A) E. coli O157: H7, B) S. Typhimurium C) L. monocytogenes suslarinin 50, 52 ve 54°C’de ki D-degerleri
tahmin etmek i¢in kullanilan lineer regresyon dogrulari. (m) Aside adapte olan, () Aside adapte olmayan (n = 6).
Figure 1. Linear regression lines of A) E. coli O157:H7, B) S. Typhimurium C) L. monocytogenes strains to estimate D-
values at 50, 52 and 54°C. (m) Acid adapted, (¢) Non-adapted (n=6)

10 1 A 10, B 10 c
8 8 =
8
: : B, Ty, e, o
5 6 S 6 S 6 -
L L [T 4
o 4 [S) o
é" §'>4 §4.
2 2 2 -
0 4 . . . § 0 + T T Y 0 . ,
0 5 10 15 20 0 5 10 15 0 5 10

Zaman (Dakika)

Zaman (Dakika)

Zaman (Dakika)

Sekil 2 Jenerik E. coli susunun A) 50°C B) 52°C C) 54°C'de D-degerleri tahmin etmek i¢in kullanilan lineer regresyon
dogrular1. (m) Aside adapte olan, (¢) Aside adapte olmayan (n = 6).
Figure 2 Linear regression lines of generic E. coli strain to estimate D-values at A) 50°C B) 52°C C)54°C. (m) Acid
adapted, (#) Non-adapted (n=3)

Listeria monocytogenes

Meyve sular1 ile ilgili L. monocytogenes’in sebep
oldugu dogrulanmig bir salgin olmamasina ragmen, dogal
olarak her yerde bulunmasi nedeni ile pastérize meyve
suyu transfer edildiginde veya harmanlandiginda meyve
suyuna potansiyel kontaminasyonu riski nedeniyle hedef
mikroorganizma olarak kabul edilir (FDA, 2004). L.
monocytogenes icin hesaplanan D-degerleri Cizelge 3’te
gosterilmistir. 50, 52 ve 54°C’de aside adapte olmayan L.
monocytogenes’in nar suyu i¢in hesaplanan D-degerleri
sirastyla 4,09+0,28; 2,56+0,13 ve 1,56+0,11 dk olarak
belirlenmistir. Aside adapte olan L. monocytogenes’in nar
suyundaki D-degerleri ise 50, 52 ve 54+1°C’de sirasiyla
4,64+0,36; 4,20+0,15 wve 3,39+0,11 dk olarak
belirlenmistir. Tki derecelik sicaklik artisinin, 6zellikle
aside adapte hiicreler iizerinde termal inaktivasyon siiresi
acisindan ¢ok belirgin bir fark yaratmadigi goriilmiistiir.
Bu ¢alismada nar suyu igin hesaplanan D-degerlerinin

farkli ve aym1 metodoloji ile g¢esitli meyve sularinda
hesaplanan D-degerlerine ~ paralellik  gosterdigi
belirlenmistir (Mazotta, 2001; Topalcengiz ve Danyluk,
2017). L. monocytogenes’in nar suyunda 50, 52 ve
54°C’deki termal inaktivasyon islemi sonunda, aside
adapte ve adapte olmayan mikroorganizmalarim D-
degerlerinde meydana gelen artig istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). Bu g¢alismadaki sonuglara benzer
sekilde, asit adaptasyonunun, L. monocytogenes’in elma,
portakal ve beyaz iiziim suyundaki 56, 60 ve 62°C’deki
termal direncini artirdig1 rapor edilmistir (Mazotta, 2001).
Tam tersi bir sekilde, asit adaptasyonunun bazi L.
monocytogenes suslarmim portakal, kavun ve karpuz
suyunda 1s1l direnci diistirdiigli de tespit edilmistir (Sharma
ve ark., 2005; Topalcengiz ve Danyluk, 2017). L.
monocytogenes’in zamana karsi popiilasyonun azalmasi
grafiksel olarak Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 3 A) E. coli O157:H7, B) jenerik E. coli, C) S. Typhimurium ve D) L. monocytogenes suslarinin z-degerleri
tahmin etmek i¢in kullanilan lineer regresyon dogrulari. (m) Aside adapte olan, () Aside adapte olmayan (n = 6).
Figure 3 Linear regression lines of A) E. coli 0157:H7, B) generic E. coli, C) S. Typhimurium, and D) L.
monocytogenes strains to estimate z-value. (m) Acid adapted, (¢) Non-adapted.

Jenerik Escherichia coli ve Biitiin Mikroorganizmalarin
Karsilastirlmasi

50, 52, 54°C’de aside adapte olmayan jenerik E.
coli’nin D-degerleri siras1 ile 7,08+0,43; 4,77+0,17 ve
2,67+0,13 dk olarak hesaplanmistir. Aside adapte olan
jenerik E. coli'nin 50, 52, 54°C’de nar suyu igin
hesaplanan D-degerleri ise sirasi ile 2,86+0,20; 1,83+0,26
ve 1,14+40,11 dk olarak belirlenmistir (Cizelge 3). Ayni
sekilde jenerik E. coli’nin nar suyunda 50, 52 ve 54°C’deki
termal inaktivasyon iglemi sonunda, aside adapte ve adapte
olmayan mikroorganizmalarin D-degerlerinde meydana
gelen degisim istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0,05). 50°C’de uygulanan 1s1l islemde aside adapte
olmayan E. coli O157:H7 ve jenerik E. coli D-degerlerinde
meydana gelen degisim istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). Aside adapte E. coli O157:H7 ve
jenerik E. coli’nin D-degerlerinde meydana gelen degisim
ise istatiksel olarak anlamli degildir (P>0,05). 52 ve
54°C’de uygulanan 1s1l islemde hem aside adapte hem de
aside adapte olmayan E. coli O157:H7 ve jenerik E.
coli’nin D-degerleri arasindaki farklilik istatiksel olarak
anlamli bulunmustur (P<0,05). Jenerik E. coli’nin zamana
kars1 popiilasyonunun azalmasi grafiksel olarak Sekil 2’de
gosterilmistir.

En yiksek z-degeri 29,3 ile aside adapte L.
monocytogenes’te, en disiik z- degeri ise S.
Typhimurium’da 5,3 olarak 6l¢lilmiistiir. Hesaplanan z-
degerleri Cizelge 3’te gosterilmektedir. L. monoocytogenes
test edilen diger mikroorganizmalara gore nar suyu i¢inde
termal uygulamaya daha fazla dayaniklilik géstermistir. Bu
sonuglar daha oOnce tespit edilen verilerle uyumludur
(Enache ve ark., 2006; Mazzotta, 2001; Topalcengiz ve
Danyluk, 2017). 50°C’de uygulanan 1s1l igslem sonucunda
aside adapte olmayan E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes’in jenerik E. coli ve S. Typhimurium’un D-
degerleri arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). 50°C’de, aside adapte olan E. coli

O157:H7’in  D-degeri, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes’ten istatiksel olarak farklidir (P<0,05).
52°C’de uygulanan termal iglem sonucunda aside adapte
olan ve olmayan E.coli O157:H7, jenerik E. coli, S.
Typhimurium ve L. monocytogenes arasindaki D-degerleri
farklihig: istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05).
54°C’de uygulanan termal islem sonucunda ise aside
adapte ve aside adapte olmayan E. coli O157:H7, jenerik
E. coli, S. Typhimurium ve L. monocytogenes’in D-
degerleri arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0,05). Mak ve ark. (2001) tarafindan da
belirtildigi gibi, jenerik E. coli (ATCC 35218) proses
galismalarinda E. coli O157:H7 ve Salmonella igin

indikatér mikroorganizma olarak kullanilabilecegini
gOstermistir.
Sonuc¢

Glukoz eklenmis besiyerlerinin pH’s1 basarili bir sekilde
biitin  test edilen mikroorganizmalar igin  asit
adaptasyonunun gerceklesebilecegi orta derece asitlik
derecesine ulasmistir. Onceki calismalarm aksine, tiim asit
adapte edilmis E. coli O157:H7, jenerik E. coli, Salmonella
suslarinin, nar suyundaki aside adapte olmayan hiicrelerle
karsilastirildiginda daha diisiik 1s1 direncine sahip oldugu
belirlenmistir. Yalnizca L. monocytogenes asit adaptasyonu
sonucu biitiin sicakliklarda nar suyu igindeki 1s1ya karsi olan
direncini artirmustir. Ancak, daha fazla susla teyit edilmesi
gerekmektedir. Genel olarak nar suyu daha etkili
antimikrobiyal 6zelliklere sahip oldugundan dolay: diisiik
sicakliklarda 6liimciil etki gostermistir. Bu antimikrobiyal
etkinin daha ziyade gram negatif tiirler olan E. coli ve
Salmonella enterica tizerine etkili oldugu gézlemlenmistir.
Diger meyve sularmma kiyasla daha diisiik sicakliklarda
yakalanan termal inaktivasyon degerleri, nar suyunun
pastdrizayonu sirasinda kullanilan 1s1 ve enerji kullanimimin
azaltilabilecegine isaret etmektedir. Bu sayede endiistriyel
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olarak nar suyu iretiminde daha diisik sicakliklarda
pastdrizasyon yapilirken besin degerleri daha ¢ok korunarak
gida giivenligi gilivenceye alinabilir, enerji giderleri
azaltilabilir ve karlilik arttirilabilir. Fakat bu sonucun daha
fazla susun termal direngliliginin nar ve diger meyve
sularinda belirlenerek kuvvetlendirilmesi gerekmektedir.
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