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Bu arastirmada, vanilin ve nisinin thmh sicaklik kosullarinda Listeria monocyfogenes inaktivasyonu tizerine
etkisi yanit ylizey yontemi ile incelenmistir. L. monocyfogenes inhibisyonunda vanilin konsantrasyonu (0.5-1.5
mg/ml), nisin konsantrasyonu (5-10 IU/mL), sicaklik (45-55°C) ve sire (2-6 dak.) bagimsiz
degiskenlerinin etkisini belitlemek icin merkezi kompozit tasarmmi kullamlmistir. Elde edilen ikinci
dereceden model ile, vanilin konsantrasyonu, nisin konsantrasyonu ve sicakhigin inhibisyon tizerine 6nemli
bir etkiye sahip oldugu buna karsin stirenin ise 6nemsiz oldugu saptanmistir. Bu ¢alisma, 1.5 mg/mL
vanilin, 10 TU/mL nisin, 55°C sicaklik ve 5.77 dakikalik uygulamanin 1. monocytogenes inaktivasyonu igin
optimum kosullar oldugu ve bu kosullar ile 7.16 logaritmik azalmanin saglanabilecegini ortaya koymustur.
Ilimh stcaklik kosullarinda nisin ve vanilinin birlikte kullamimt gidalarda L. zomocytogenes kontrolii agisindan
gelecek vaat etmektedir.

Anahtar kelimeler: [ isteria monocytogenes, vanilin, nisin, antibakteriyel aktivite, yanit yiizey yontemi

DETERMINATION OF INHIBITORY EFFECT OF VANILLIN AND NISIN ON
LISTERIA MONOCYTOGENES BY RESPONSE SURFACE METHODOLOGY

ABSTRACT

In this study, the effects of vanillin and nisin on the inactivation of Listeria monocytogenes under mild
temperature conditions were investigated using the response surface methodology (RSM). A central
composite design (CCD) was used to determine the effects of independent variables, including
vanillin concentration (0.5-1.5 mg/mlL), nisin concentration (5-10 IU/mL), temperature (45—
55°C), and time (2—6 min.) on inhibition of L. monocytogenes. The proposed quadratic model revealed
that vanillin concentration, nisin concentration and temperature had a significant effect on
inhibition, whereas time was insignificant. The optimum conditions for the combined treatment for
microbial reduction (7.16 log) were determined which were 1.5 mg/mL vanillin, 10 IU/mL nisin at
55°C for 5.77 min. The combined use of nisin and vanillin in foods under mild temperature
conditions is promising for controling L. monocytogenes in foods.
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GIRIS
Listeria monocytogenes, insanlarda ve hayvanlarda
hastaliga neden olan en onemli gida kaynaklt
patojenlerden  biridir. L.  monocytogenes  ile
kontamine olmug gidalardan  kaynaklanan
listeriozis vakalarina oldukca sik rastlanmaktadir.
Listeriozis, siklikla kontamine sut, yumusak ve
yart yumusak peynir, iyl pismemis, et ve iyi
yitkanmamis, cjg sebzelerin tuketimine bagh olarak
ortaya ctkan bir hastaliktir. Hamile kadinlar, yeni
doganlar, yaslilar ve bagisjklik sistemi baskilanmius,
bireyler  risk  grubunda  yer  almaktadir.
Gudalardaki yuksek L. monocytogenes varligl ve
olum oraninin hayli yuksek olmasi, etkenin halk
sagligi acisindan ne denli buyuk bir risk oldugunu
ortaya koymaktadir. L. monocytogenesin  dusuk
sicakliklarda utreyebilme yetenegi, soZutma,
dondurma, 1sitma ve kurutma islemleri gibi
kosullar  alunda  bile  canliligini
koruyabilmesi ~ nedeniyle  gida  kaynakh
hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Bucur vd.,
2018; Disson vd., 2021).

olumsuz

Son yillarda, titketicilerin sentetik katkt maddeleri
ile ilgili Gnyargilart ve katki maddesi icermeyen
trtinlere yonelik artan tiiketici talepleri nedeniyle
gida muhafaza yontemlerinde yeni teknikler ve
Ozellikle dogal antimikrobiyel bilesiklere olan
ilgiyi  artirmugtir.  Gidalarin - mikrobiyolojik
gvenligini saglamak ve yiksek 1s1l islem sonucu
ortaya ctkabilecek kalite kayiplarini 6nlemek
amaciyla dogal antimikrobiyel bilesiklerin gida
muhafazasinda 1sil islem ile birlikte kullanimi
engeller teknolojisi kapsaminda alternatif bir
yontem olarak olduk¢a 6nem kazanmustir. Nisin,
laktik  asit bakterilerinden  Lactococens  lactis
tarafindan dUretilen bir bakteriyosindir ve gida
sistemlerinde  kullanillan ~ GRAS  (Generally
Recognized As Safe) statiisindeki 6nemli dogal
koruyuculardan Dbirisidir. Listeria tirtleri basta
olmak tizere Ozellikle Gram pozitif bakteriler ile
Clostridium ~ve Bacillus tirlerinin sporlarina kars:
genis spektrumda antimikrobiyel etkiye sahiptir
(Abdollahzadeh vd. 2014; Moshtaghi vd., 2018).
Vanilin (4-hidroksi—3—metoksibenzaldehit),
vanilya bitkisinin ¢ekirdek ve kabugunun ana
bileseni olan diisik molekil agirlikli bir fenolik
bilesiktir ve pastacilik Urlnleri, dondurma,
alkolstiz icecekler ve unlu mamuller gibi genis bir
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iriin yelpazesinde aroma verici olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Bunun yani sira
vanilinin ~ antimikrobiyel =~ ve  antioksidan
Ozelliklere sahip oldugu belitlenmistir (Fitzgerald
vd., 2004, Olatunde vd., 2022). Antimikrobiyel
bilesiklerin tek baslarina kullanilmast durumunda
bakteriler tizerinde letal etkiye ulasabilmesi icin
yiksek miktarda kullaniminin gerekliligi, yitksek
konsantrasyonlarda kullanilmast durumunda ise
gidanin  organoleptik 6zelliklerinde degisimlere
yol acmast nedeniyle, gida patojenlerinin
inaktivasyonunda  antimikrobiyel  bilesiklerin
kombine kullanimlar ile fiziksel uygulamalarin
(1s1l islem, ultrases, yiiksek hidrostatik basing vb.)
antimikrobiyel bilesiklerle olusturdugu sinerjistik
etkili uygulamalar tzerine arastirmalar dikkat
cekmektedir (Gurtler vd., 2019; Arioli vd., 2019;
Takundwa 2021). Ihmh 1sd  islem ve
antimikrobiyel bilesiklerin birlikte kullanimi ile
hedeflenen letal etki diizeyi arttirilmakta, bunun
yant sira maliyet, besin ve kalite kayiplart da
onlenmektedir.

Bu aragtirmada, GRAS statistinde yer vanilin ve
nisinin, diml sicakhk kosullarinda L. monocytogenes
inaktivasyonu uzerine etkisi yanit ylizey yontemi
kullanilarak belirlenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Arastirma kapsaminda kullanilan nisin ve vanilin
Sigma-Aldrich  (St. Louis. MO) firmasindan
temin edilmistir. Vanilin stok c¢ozeltisi %0.5
oraninda yeast ekstrakt iceren Tryptic Soy Broth
(TSBYE) icerisinde hazitlanmustir. Nisin stok
cozeltisi ise 25 mL nisin eluent ¢ozeltisi (0.5 mL
IM HCI ve 245 mL saf su) icinde slspanse
edilmistir. Elde edilen stok ¢ozeltilerin asitligi pH
5.0, 6.0, ve 7.0’ye ayarlanmis ve 0.45 um por
capli steril membran filtreden  (Sartorius,
Germany) gecirilerek sterilize edilmigtir. ~ Stok
cozeltiler 4°C’de muhafaza edilmisti.

Bakteri kiltiirii

Arastirmada. L. monocytogenes ATCC 19111
(Microbiologics) bakteri kaltird kullandmistir.
%15 gliserol iceren Tryptic Soy Broth (TSB,
Merck) besiyerinde —20 °C’da  dondurularak
muhafaza edilen bakteri kultura, TSBYE



L. monocytoges’in vanilin ve nisin ile inhibisyonu

besiyerinde 37 °C’da 24 saat inkibe edilerek
aktive edilmistir.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu

Vanilin ve nisinin L.  mwonocytogenes Uzerine
antibakteriyel aktivitelerinin farklt pH
degerlerinde (pH 5.0, pH 6.0, ve pH 7.0)
kantitatif olarak 6l¢iimii icin mikro tiip dilisyon
yontemi ile 96 kuyucuklu plaklar kullanilarak
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
belirlenmistir (Polat Yemis vd., 2011). Bu amagla
0.5-10 mg/mL konsantrasyonlarda vanilin ve 5—
200 IU/mL konsantrasyonlarda nisin iceren
pH's1 5.0, 6.0 ve 7.0’a ayarlt steril TSBYE besiyeri
kuyucuklara  aktarilmistir.  Daha  sonra 96
kuyucuklu mikroplak icindeki her bir kuyucuga
daha o6nce hazirlanan bakteri kiltiirtinden son
konsantrasyon ~5 log kob/mlL olacak seckilde
eklenmigtir. Plaklar 37°C’da 24 saat inkiibasyona
tabi tutulmus ve inkiibasyon sonunda bakteri
gelisiminin ~ baskilandigi  dozlar  minimum
inhibisyon konsantrasyonu olarak

degerlendirilmistir. Denemeler iki tekerrtrli
olarak gerceklestirilmistir.

Farkli sicaklik kogullarinda vanilin ve nisinin
L. monocytogenes inaktivasyonu iizerine
etkisinin  yamit  yiizey yoéntemi ile
belirlenmesi

L. monocytogenes inhibisyonunda etkili faktorler ve
bu faktorlerin yer aldigt optimum kosullar yanit
yizey yontemi (RSM) ile belitlenmistir. Bu
amacla Design Expert 7.00 (Stat—Ease., Inc.,
MN) istatistik paket programi: kullanilmistir.
Vanilin konsantrasyonu X, nisin
konsantrasyonu (X7), sicaklik (Xj3) ve sire (Xy)
bagimsiz degisken, inhibisyon orant ise bagimli
degisken olarak secilmistir. Calisma araliklart pH
5.0'da belirlenen MIK degerleri temel alinarak 6n
denemeletle belirlenmistir. On denemelerde elde
edilen veriler dogrultusunda ylizey yanit yontemi
merkezi kompozit tasartminda dort faktor—ic
seviyeli deneysel araliklar belirlenmistir (Cizelge

1).

Gizelge 1. Ylzey yanit yontemi merkezi kompozit tasariminda kullantlan bagimsiz degiskenler ve
deneysel araliklar
Table 1. Independent variables and experimental ranges used in the RSM-CCD (Response Surface Methodology-
Central Composite Design)

Kodlanmis ve gercek degetler

Coded and real values

Bagimsiz degiskenler Birim 1 0 1
Independent variables Unit B
Vanilin konsantrasyonu (X7) mg/mL 0.5 1.0 1.5
Vanillin concentration (Xi) mg/mL
Nisin konsantrasyonu (X>) IU/mL 5.0 7.5 10.0
Nisin concentration (X5) IU/mL
Sicaklik (X5) °C 45 50 55
Temperature (X5) °C
Siire (Xy) dakika 2 4 6
Time (X4) min

TSBYE besiyeri ortaminda belirlenen tiiplerdeki 6rneklere ayrt ayrt son konsantrasyon

konsantrasyonlarda nisin ve vanilin igeren ve
asitligi pH 5.0 degerine ayarlanmis 6rnekler 0.45
um por ¢apl steril membran filtreden gegirilerek
sterilize edilmistir. Su banyosunda istenen
sicaklik degerlerine getirilen 10 mL vida kapakli

~7 log kob/mL olacak sekilde 24 saatlik aktif
kiiltiir inokile edilmistir. Inokilasyon islemi
gerceklestirilmis Orneklere sicaklik kontrolli bir
su banyosu yardimiyla belitlenen sicaklik ve
strelerde 1sil islem uygulanmistir. Tm 1s1 islem
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strecinin  sicaklik degisimi, aynt kosullarda
hazirlanmis tip icerisinde kalibre edilmis bir
thermocouple yardimiyla izlenmistir. Termal
inaktivasyon islemi sirasinda belitli zaman
araliklarinda alinan Ornekler aseptik kosullarda
steril tiplere aktarilmis ve buzlu su banyosuna
alinarak hizli bir sekilde sogutulmustur (Polat
Yemis vd., 2011). Daha sonra 6rnekler
Maximum Recovery Diluent (MRD, Merck) ile
belirli aralikta seyreltilmistir. Tim seyreltilerden
TSA besiyerine standart yayma plak yontemi ile
ekim yapidmustir. 37°C’da 48 saat inkibasyon
sonrasinda  besiyerinde  olusan  koloniler
saytlmistir. Elde edilen sonuclar log kob/mL
olarak ifade edilmistir. Denemeler iki tekerriirli
olarak gerceklestirilmigtir.

Istatistiksel degerlendirme

Arastirma sonucunda elde edile veriler Design—
Expert paket programina yiiklenmis, olast
regresyon modellerinin ve modelde yer alan
katsayilarin 6nem derecesi (significance test)
varyans analizi (ANOVA) ile ortaya konmustur.
Elde edilen degetlerin linear, kuadratik ve kiibik
modele uygunluklart icin F, P, R2, R ve
R2/pintennis degetleri kiyaslanmistir, MIK ve MBK
sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi SPSS
(ver.20.0. SPSS Inc.. Chicago IL) istatistik paket
programi kullanilarak varyans analiz teknigi
(ANOVA) ile yapilmus ve farklilik gorilen
gruplarda farkliligin hangi diizeyde oldugu LSD
(Asgari Onemli Fark) testi uygulanarak (P<0.05)
belirlenmistir.

SONUC ve TARTISMA
Nisin ve vanilinin minimum inhibisyon
konsantrasyonu

Nisin ve vanilinin farkli pH degerlerinde L.
monocytogenes'e  karst  antibakteriyel  etkisi
kantititatif olarak mikro tip dilisyon yontemi ile
belitlenmis ve elde edilen minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK) degerleri Cizelge 2’de
verilmistir. Her iki bilesik de I.. monocytogenes'e
karst antibakteriyel aktivite sergilemistir. Asitlik
artisina paralel olarak MIK degerleri de artis
gostermistir.  pH'nin  fenolik  bilesiklerin
antibakteriyel aktivitesi tizerindeki etkisi detaylt
olarak calistimamistir. Bununla birlikte, fenolik
bilesiklerin ~ ¢Ozunirliginin  ve stabilitesinin
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distik pH degerlerinde arttigr  bilinmektedir
(Friedman ve Jirgens 2000, Puupponen-Pimid
vd., 2005). Bu literatiir bilgisini dogrular nitelikte
vanilin ve nisin, disik pH degerinde (pH 5.0)
daha yiiksek antibakteriyel aktivite géstermistir.
Vanilinin L. monocytogenes de dahil olmak tzere
Gram-pozitif bakteriler, Gram-negatif bakteriler,
mayalar ve kiiflere karst antimikrobiyel aktiviteye
sahip oldugu daha 6nce yapilan arastirmalar ile
de ortaya konmustur (Delaquis vd., 2005; Char
vd., 2009; Polat Yemis vd. 2011; Polat Yemis vd.
2012; Schenk vd., 2018; Ferrario vd., 2020; Li vd.
2021; Cava-Roda vd. 2021, Yang vd., 2021;
Orizano-Ponce vd., 2022). Arastirma
kapsaminda vanilinin MIK degerleri pH 5.0, 6.0
ve 7.0 icin sirastyla 0.5 mg/ml., 2.0 mg/mL ve
3.0 mg/mL olarak tespit edilmistir. Arastirma
bulgularina paralel sekilde, Cava-Roda vd. (2012),
stutte L. monocytogenes kontrolinde vanilin, tar¢in
ucucu yagl ve karanfil ucucu yag1 karisimlarinin
antimikrobiyel aktiviteleri {tzerine yaptiklar
arastirmalarinda, vanilinin  MIK degerini L.
monogytogenes icin 3000 ppm (pH 7.0) ve 2800
ppm (pH 6.0) olarak belirlemislerdir. Delaquis
vd. (2005), L. monocytogenes, L. innocua, 1.. grayi ve
L. seeliger'nin  farklt suslarina karst vanilinin
etkisini inceledikleri arastirmalarinda, pH 5.0, 6.0
ve 7.0'de 30 mM wvanilin eklenmis besiyeti
ortaminda  bakterisidal etkinin dustik pH
degerlerinde arttigini tespit etmislerdir. Arastirma
bulgularimiz, Delaquis vd. (2005)’nin arastirma
sonuglart ile uyumludur. Vanilin gibi fenolik
bilesiklerin bakteri hucrelerinin hiicre zatlarint
etkiledigi bilinmektedir. Fitzgerald vd. (2004),
vanilinin = Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilerde sitoplazmik membran biitinligiinin
kaybina neden olarak hiicresel sizintiya yol
actiZini ve inhibisyonun, kismen protein, nikleik
asitler, inorganik iyonlar ve ATP gibi hiicre ici
molekiillerin kaybina yol acan artan membran
gecirgenliginden kaynaklandigint belirlemislerdir.
Nisinin L. monocytogenes' e karst MIK degerleri ise
pH 5.0, 6.0 ve 7.0 icin sirastyla 10 ITU/mL, 80
IU/mL ve 85 IU /mlL olarak belirlenmistir.
Nisin molekili  asidik  karakterde olmast
sebebiyle dustik pH degerlerinde  yiiksek
cozunurlik gostermekte ve daha yiksek aktivite
sergilemektedir. Nisinin pH 5.0'da daha etkili
sonu¢  gOstermesi  bu  literatlir  bilgisini
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dogrulamaktadir. Nisinin bakterisidal etkisini,
hucre membraninin  yapt ve fonksiyonunu
degisiklik meydana getirmesi sonucu hiicre ici

molekillerin disartya sizmasina yol acarak ve
hticre duvart sentezini durdurarak gerceklestirdigi
bildirilmistir (Perez-Ramos vd. 2021).

Cizelge 2. Nisin ve vanilinin L. monocytogenes'e karst farkli pH kogullarinda minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIK)
Table 2. Mininum inhibitory (MIC) concentrations of nisin and vanillin against L. monocytogenes at different pH

conditions
MIK*/MIC*
Nisin IU/mL)/Nisin (IU/mL) Vanilin (mg/mL)/ Vanillin (mg/ml.)
pH 5.0 10.00£00b 0.50£00¢
pH 6.0 80.0000= 2.00£00b
pH 7.0 85.00£5.002 3.5040.50

*Aynt siitundaki farklt harfler (a-c) ile gosterilen gruplar arasindaki fark istatiksel olarak 6nemlidir (p<0.05)
“Mean values in each colummn with different lower case letter superscripts are significantly different (p<0.05)

Degiskenlerin L. monocytogenes
inaktivasyonu iizerine etkisinin incelenmesi
ve optimum noktalarin belirlenmesi
Aragtirma kapsaminda, bagimsiz degiskenlerin
(nisin konsantrasyonu, vanilin konsantrasyonu,
sicaklik ve stre) bireysel ve birbirleriyle olan
iligkileri ile maksimum indirgemenin saglandig
kogullarin  saptanacagi optimizasyon modeli
olusturulmustur. Yanit yizey yontemi merkezi
kompozit tasarim yoluyla dort faktdr-li¢ seviyeli
olarak kullanilan deneysel tasarim ve bu kosullar
altinda elde edilen inhibisyon degerleri Cizelge
3de verilmistir. Cizelge 3’den de gorilecegi
tzere indirgeme degeri 0.39-7.30 log kob/mL
araliginda  degisim gOstermistit.  En  dusik
indirgeme 1. denemede (vanilin: 0.5 mg/mlL,
nisin: 5 TU/mlL sicaklik: 45°C ve stre: 2 dak.)
0.39 log kob/mL diizeyinde, en ylksek
indirgeme ise 16. denemede (vanilin: 1.5 mg/mlL.,
nisin: 10 TU/ml,, sicaklik: 55°C ve stire: 6 dak.)
7.30 log kob/mL diizeyinde gerceklesmistir.

Elde edile veriler Design-Expert paket
programina  yiklenmis,  olast  regresyon
modellerinin ve modelde yer alan katsayiarin
O6nem derecesi (significance test) varyans analizi
(ANOVA) ile ortaya konmustur. Elde edilen
degerlerin linear, kuadratik ve kiibik modele
uygunluklart icin F, P, R2, R2umimis ve RZupmintonnis
degerleri kiyaslanmustir (Cizelge 4). Kullanilan
program biitiin bu elde edilen kriterleri g6z
oniinde bulundurarak en uygun model olarak
kuadratik  modeli  6nermistit.  Mikrobiyel
indirgemeye iligkin 6nerilen bu kuadratik model

icin agagida verilen ikinci dereceden polinominal
esitlik kullanilmistir.

Y= Ky + £1.XG + £Xo + B3 X + RXy + B X2+
R X2 + k7 X5 + ks X2 + ko X X0 + k10X X5 +
k11 Xa Xy + k12XoX5 + ki3XoXy + k1aX5Xy

Bu esitlikte Y logaritmik indirgemeyi, X7, Xo, X5
ve Xy bagimsiz degiskenleri, &9 sabit, &5, 42, 5 ve
k4 s0z konusu degiskenler i¢in dogrusal etkileri
yansitan katsayilari. &5, &g, &7 ve ks s6z konusu
degiskenlerin ~ quadratik  etkileri  yansitan
katsayﬂan. /ég, /éyo, /én, /ém, ki3 ve ki ise
degiskenler arasindaki iliskiyi gosteren katsayilar
belirtmektedir.

Onerilen bu kuadratik modele ANOVA analizi
yapilarak, islem degiskenleri ile her bir yanit
arasindaki iligkiyi ifade eden regresyon modelleri
olusturulmustur. Bu amacla her bir degiskenin
“dogrusal” (lineer) etki terimleri, daha sonra
“ikinci dereceden” (kuadratik) ve “ikili fraksiyon
etkilesimi” (interaksiyon) terimleri irdelenmistir.
Tasarimin Onerdigi bu kuadratik modele iliskin
katsayllar ve bunlarin 6nem dereceleri toplu
halde Cizelge 5'te verilmistir. Onerilen modelin
onemli  (p<0.0007) oldugu gorilmistir. Bu
katsayilar kullanilarak asagidaki matematiksel
esitlige (Esitlik-1) ulagilmustir.

Y (log indirgeme) = 124.66 — 4.06X; — 4.89X> —
4.95X5 — 225Xy + 0.12X:X> + 0.08X:X5 +
0.08X: Xy + 0.08X:X5 + 0.07X:X4 +0.05X5X, +
0.18X72 + 0.42X72 + 0.05X5? — 0.02X,? (Esitlik-

)
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Cizelge 3. Yanit ylizey yontemi merkezi kompozit tasarim yoluyla dort faktér-tic seviyeli olarak
kullanilan deneysel tasarim ve bu kosullar altinda elde edilen deneysel inhibisyon degerleri
Table 3. Four factor, five-level central composite desion used for RSM and experimental results for under the conditions

Faktor 1 (Xy) Faktor 2 (Xy) Faktor 3 (Xs) Faktor 4 (Xy) Indirgeme
Standart  sira Factor 1 (X)) Factor 2 (X)) Factor 3 (X)) Factor 4 (X,) (log )
Trial no Vaniﬁg (mg/mL) Ni§ip (IU/mL) Sicaklik (°C) Siir? (dak%'ka) RIZZIZ/; ;ZL?/%
Vanillin (mg/mL)  Nisin (IU/mL) Temperature (°C) Time (min) i/ mL)’
1 0.50 5.00 45.00 2.00 0.39+0.03
2 1.50 5.00 45.00 2.00 0.53+0.05
3 0.50 10.00 45.00 2.00 0.67£0.09
4 1.50 10.00 45.00 2.00 0.88+0.06
5 0.50 5.00 55.00 2.00 2.11£0.10
6 1.50 5.00 55.00 2.00 2.98+0.08
7 0.50 10.00 55.00 2.00 3.16+0.12
8 1.50 10.00 55.00 2.00 4.2010.20
9 0.50 5.00 45.00 6.00 0.86x0.02
10 1.50 5.00 45.00 6.00 1.2440.05
11 0.50 10.00 45.00 6.00 1.35+0.19
12 1.50 10.00 45.00 6.00 1.9940.23
13 0.50 5.00 55.00 6.00 4.59+0.19
14 1.50 5.00 55.00 6.00 5.89+0.09
15 0.50 10.00 55.00 6.00 6.0310.15
16 1.50 10.00 55.00 6.00 7.30 £0.06
17 0.50 7.50 50.00 4.00 1.43+0.15
18 1.50 7.50 50.00 4.00 1.9040.09
19 1.00 5.00 50.00 4.00 1.3540.07
20 1.00 10.00 50.00 4.00 2.10+0.13
21 1.00 7.50 45.00 4.00 0.82+0.02
22 1.00 7.50 55.00 4.00 4.87+0.45
23 1.00 7.50 50.00 2.00 1.0740.04
24 1.00 7.50 50.00 6.00 2.03+0.10
25 1.00 7.50 50.00 4.00 1.384+0.07
26 1.00 7.50 50.00 4.00 1.2040.20
27 1.00 7.50 50.00 4.00 0.99+0.35
28 1.00 7.50 50.00 4.00 1.4240.16

“Indirgeme degerleri ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir (n=2)
“Reduction values represent means + standard deviations (n=2)

Cizelge 4. Onerilen modellerin karsilastirilmast
Table 4. Statistical summary of the models proposed

Model F degeri P degeri R? deiizc]ti]mi§ thahmin]enmi§
F value P valne R-square Adj R-square Pred R-square
Lineat/ Linear 25.29 0.0001 0.8148 0.7826 0.7236
Kuadratik / Quadratic 35.72 0.0001 0.9897 0.9787 0.9650
Kubik/ Cubic 0.57 0.7726 0.9946 0.9710 0.3986
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Cizelge 5. Kuadratik modele iligkin katsayilar ve 6nem dereceleri
Table 5. Coefficients and significance levels for the guadratic model

Modeldeki terim Katsay (k) F degeri P degeri P>F
Model term Coefficient (k) Fvalue P value P>F
Model/Mode! 89.66 <0.0001
Model uyumsuzlugu/Lack of fit 0.2797*
Intercept 124.66

Xi -4.06 29.84 0.0001
X2 -4.89 44.75 < 0.0001
X3 -4.95 784.13 < 0.0001
Xy -2.25 174.63 < 0.0001
XiXz 0.12 0.19 0.6736"
XiX3 0.08 8.13 0.0136
XiXy 0.08 1.49 0.2444°
XoX3 0.08 8.88 0.0107
XXy 0.07 1.19 0.2951*
X3X4 0.05 59.15 < 0.0001
X2 0.18 0.073 0.7910°
X2? 0.42 0.39 0.5435*
X32 0.05 52.12 < 0.0001
X4 -0.02 0.17 0.6909"

“P>F degeri 0.05’den biiyiik olan degerler 6nerilen modelde 6nemsiz oldugunu géstermektedir. Xi: Vanilin
konsantrasyonu, Xo: Nisin konsantrasyonu, Xs: Sicaklik, X4: Stire
"P>F wvalues greater than 0.05 indicate insignificant terms in the proposed model. X,: Vanillin concentration, X,: Nisin

concentration, X3: Temperature, X,: Time

Gizelge 5'te de gorilecegi tzere, vanilin
konsantrasyonu (X7), nisin konsantrasyonu (X2),
sicaklik (X3) ve strenin (Xy) lineer, sicakligin
(X3 ikinci dereceden, ‘vanilin
konsantrasyonu*sicaklik’ interaksiyonu (X;*Xj),
‘nisin  konsantrasyonu*sicaklik’  interaksiyonu
(Xo*X5)  ve  'sicaklik*siire'  interaksiyonunun
(X5*Xy) model acisindan istatistiksel olarak
onemli (p<0.05) oldugu saptanmistir. Buna
karsin, ‘vanilin konsantrasyonu*nisin
konsantrasyonu’ interaksiyonu (X;*X7), ‘vanilin
konsantrasyonu*stire’ interaksiyonu = (X7*Xy),
‘nisin konsantrasyonu*siire’ interaksiyonu
(X2*Xy), ‘vanilin konsantrasyonu (X7?), nisin
konsantrasyonu (X2?) ve slrenin (X, ikinci
dereceden etkilerinin model agisindan istatistiksel
olarak o6nemsiz (p>0.05) oldugu belirlenmistir.
Dolayistyla yukarida Onerilen quadratik modele
iligskin esitlikte 6nemsiz olan unsutlar cikartilarak
daha basit bir hale dontsturiilmistir. Bu amacla
backward elimination (¢ = 0.05) islemi yapilarak
model sadelestirilmistir. Sadelesmis bu modele
iliskin katsaydar ve bunlarin 6nem dereceleri

toplu halde Cizelge 6'da verilmistir. Bu katsayilar
kullanilarak  asagidaki matemetiksel — esitlige
(Esitlik-2) ulastlmustir.

Y (log indirgeme) = 128.56 — 3.718X; — 3.20 X, —
5.18X5 — 220Xy + 0.08X:.X5 + 0.08X2X5 +0.05
X5Xy + 0.05X5? (Esitlik-2)

Onerilen modelin deneysel veriyi ne 6lgiide
karsiladigt R2, RZgiceiimip  R2sabmintenmiy  Varyasyon
katsayist (VK), tahminlenmis kalinti hata kareler
toplamt (Predicted Residual Error Sum of
Squares-PRESS) ve yeterli kesinlik Sl¢tlmistiir.
R? tek bagina modeli dogrulugunu ortaya koyan
bir kriter olmayip, genel anlamda deneysel
verileri aciklayabilme oranini ifade etmektedir.
Bu nedenle ¢ogu zaman modelin dogrulugu icin
R2 degeri ile beraber RZucsiimis,  RZapmintonmis
varyasyon katsayist (VK), tahminlenmis kalinti
hata kareler toplami (Predicted Residual Error
Sum of Squares-PRESS) ve vyeterli kesinlik
degerinin birlikte g6z 6ntinde bulundurulmast
onerilmektedir (Bas ve Boyaci, 2007; Kog, 2010).
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Bu baglamda hem kuadratik hem de indirgenmis

kuadratik  modelin  tanimlayict  istatistiksel
degerleri Cizelge 7'de verilmistir. Genellikle
Onerilen modelin tahminlemelerde

kullanilmasinda bu tanimlayici istatistiksellerden
yeterli kesinlik, PRESS ve R2.mintnmis kritetlerinin
dikkate alinmast 6nerilmektedir. Bu kriterlerden
yeterli kesinlik degerinin en az 4 ve istiinde
olmast gerektigi bilinmektedir (Montgomery,
2013). Yeterli kesinlik degeri kuadratik model

icin 34.373 iken indirgenmis kuadratik modelde
47.653 bulunmustur. Tahminlenmis kalinti hata
kareler toplamt (PRESS) degerinin diisiik olmast
istenmekte, bu deger indirgenmis kuadratik
modelde daha diisiik oldugu gorillmiistiir. Tyi bir
tahminlemede R% R%usitnis,  RPtabmintenmis
degerlerinin yiksek olmasi istenmektedir. Yine
R2pmintenmis  degetinin  indirgenmis  kuadratik
modelde daha yiiksek oldugu saptanmugtir.

Cizelge 6. Indirgenmis kuadratik modele iliskin katsayilar ve 6nem dereceleri
Table 6. Coefficients and significance levels for the reduced-quadratic model

Modeldeki terim Katsay1 (k) F degeri P degeri P>F
Model term Coefficient (k) F value P value P>F
Model/Mode! 180.44 < 0.0001
Model uyumsuzlugu/ Lack of fit 0.3490"
Intercept 128.56

X -3.18 34.41 < 0.0001
Xz -3.20 51.60 < 0.0001
X5 -5.18 904.25 < 0.0001
Xy -2.20 201.38 < 0.0001
XiX5 0.08 9.37 0.0064
XoX; 0.08 10.24 0.0047
X5Xy 0.05 68.21 < 0.0001
X5 0.05 164.07 < 0.0001

* Xj: Vanilin konsantrasyonu, Xo: Nisin konsantrasyonu, X3: Sicaklik, X4: Stire
" X,: Vanillin concentration, X ,: Nisin concentration, X3: Temperature, X,: Time

Cizelge 7. Kuadratik ve indirgenmis kuadratik modellere iligkin tanimlayici istatistiksel veriler
Table 7. Descriptive statistical data on quadratic and reduced-quadratic models

Parametreler Kuadratik model Indirgenmis kuadratik model
Parameters Quadratic model Reduced gunadratic model
Standart sapma/Standard deviation 0.27 0.25
Ortalama/Mean 2.31 2.31

VK/C.V-% 11.80 10.99
PRESS/PRESS 3.31 2.23

Yeterli kesinlik/.Adeq Precision 34.373 47.653
R2/R-square 0.9897 0.9870

R2izetsitmis/ Adj R-square 0.9787 0.9815
R2/ubmintenmis/ Pred R-square 0.9650 0.9764

L. monocytogenes  inaktivasyonu  lzerine ana
bagimsiz degiskenlerin (vanilin konsantrasyonu,
nisin  konsantrasyonu, sicaklk ve = sire)
birbitleriyle olan etkilesimleri Sekil 1'de tg¢
boyutlu olarak verilmistir. Her bir bagimsiz
degiskenin katsayisinin  6nem  derecesi hem
kuadratik model i¢in (Cizelge 5) hem de
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indirgenmis kuadratik model icin (Cizelge 6) p
degerlerine bakilarak degerlendirilmistir. G&z
ontinde bulundurulan tim bagims1z
degiskenlerin L.  monocytogenes  inaktivasyonu
Uzerine etkisi oldugu saptanmustir. Bagimsiz
degiskenler arasinda vanilin konsantrasyonu (X7),
nisin konsantrasyonu (X2 ve sicaklik (Xj)
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interaksiyonlarinin inaktivasyon Uzerine en etkili
degiskenler oldugu belitlenmistir. Vanilin ve
nisin konsantrasyonun g0z oniinde
bulunduruldugu yanit ylzey grafigi
incelendiginde, konsantrasyondaki artisa baglt
olarak L. monocytogenes inaktivasyonun arttig

gorilmektedir (Sekil 1A). Vanilin
konsantrasyonu*sicaklik  (X7*X;3)  ve nisin
konsantrasyonu*sicaklik  (X>*X;)  arasindaki

interaksiyonu gosteren t¢ boyutlu yanit ylzey
grafikleri incelendiginde (Sekil 1B, Sekil 1C) ise,
sicaklik artisinin L. monocytogenes
inaktivasyonunda geometrik bir artisa neden
oldugu gozlenmektedir. Bu durum literatiirde
belirtildigi gibi, sicakligin artmast ile biyoaktif
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Sekil 1. L. monocytogenes inaktivasyonu tizerine bagimsiz degiskenlerin (vanilin konsantrasyonu, nisin
konsantrasyonu, sicaklik ve stre) birbitleriyle olan etkilesimleri
Figure 1. Interactions of the independent variables (vanillin concentration, nisin concentration, temperature and time) on
L. monocytogenes inactivation

L. monocytogenes  inaktivasyonun — optimum
kosullart Design Expert programinin (7.0.0)
‘sayisal optimizasyon’ uygulamasi kullanilarak

belirlenmigtir. Programm bu uygulamasi L.
monocytogenes inhibisyonunu maksimize eden 24
farkli olast optimum kosul olabilecegini
Onermigtir. Tum gida proseslerinde temel
prensip, uygulanacak islem kosullart
mikrobiyolojik ~ gtvenligi saglarken, besinsel

Ogelerin maksimum seviyede korundugu sicaklik

ve sltre secimidir. Elde edilen veriler
dogrultusunda 1.5 mg/mL vanilin
konsantrasyonu, 10 IU/mL nisin

konsantrasyonu, 55°C sicaklik ve 5.77 dakikalik
uygulamanin L. monocytogenes inaktivasyonu icin
optimum kosullar oldugu ve bu kosullar ile 7.16
logaritmik azalmanin saglanabilecegi séylenebilir.
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L. monocytogenes gibi termal direnci yiiksek patojen
mikroorganizmalarla kontamine olmus triinlerde
pastorizasyon i¢in uygulanan sicaklik-zaman
normlart gerekli givenligi saglamada yetetli
olmayabilmektedit. Buna karsin 1siya direngli
mikroorganizma hedef almnarak yogun 1sil islem
uygulanmis driin, tiketiciye ulagtiginda ise taze
trinin duyusal ve besinsel kalite 6zelliklerinde
kayiplar  meydana  gelmektedir.  Arastirma
bulgulari sonucunda, L. monocytogenes
inaktivasyonu i¢in vanilin ve nisin ilavesinin daha
dustik  sicakliklarda  pastOrizasyon — isleminin
etkinligini arttirarak gidalarda besin ve Kkalite
kayiplarinin gecilebilecek  etkin  bir
uygulama oldugu dustintilmektedir.
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