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ONSOZ
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XLD
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: Activity Unit
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: Etilen Diamin Tetraasetik Asit
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: Generally Recognized As Safe

: International Unit

: Low Density Polyethylene

: Modifiye Atmosfer Paketleme

: Modified Oxford

: Normal (¢ozelti)

: Natrium lactate (sodyum laktat)
: Sorbitol McConkey-Cefixime-Tellurite
: Thin Agar Layer

: Tryptic Soy Agar

: Tryptic Soy Broth

: Tryptic Soy Broth Yeast Extract
: Xylose Lysine Deoxycholate

: World Health Organization
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BAZI DOGAL ANTIMIiKROBIiYAL BILESIKLERIN SALMONELLA
ENTERITIDIS, ESCHERICHIA COLI O157:H7 VE LISTERIA
MONOCYTOGENES UZERINE ETKINLiGININ TAZE TAVUK ETi
SISTEMINDE iNCELENMESI

OZET

Bu calismada ilk asamada Salmonella enteritidis, Escherichia coli O157:H7 ve
Listeria monocytogenes 4b patojen bakterileri (5 logjy kob/ml) iizerinde dogal
antimikrobiyal maddelerin [nisin (0-500 ppm) ve/veya 20 mM EDTA, sodyum laktat
(NaL) (% 2,0 ve 4,0), greyfurt cekirdek ekstrakti (GFSE) (0-300 ppm)] etkinligi
Tryptic Soy Broth’da (TSB) incelenmistir. In vitro deneyler her bakteri igin ayri
setlerde gerceklestirilmistir.

Calismanin ikinci asamasinda tavuk kiymasina ilave edilen GFSE, nisin, sarimsak
tozu ve NaCl’iin, farkli atmosfer (aerobik ve modifiye atmosfer) kosullarinda
paketleme ve farkli sicakliklarda (4 ve 10°C) depolamanin test edilen patojen
bakteriler iizerindeki etkileri incelenmistir. Deneme bulgular1 Minitab 12 bilgisayar
programi  kullanilarak  ANOVA  varyans analiziyle istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Kiiltiir ortaminda nisin 20 mM EDTA ile birlikte S. enteritidis ve E. coli O157:H7
tizerinde Onemli inhibisyon etkisi gostermezken (p>0,05), 73-500 ppm nisin tek
basina 3,44-5,22 pH aralifinda L. monocytogenes iizerinde kuvvetli bakterisit etki
gostermistir (p<0,05). Stv1 besiyerinde GFSE’nin (60-300 ppm ; pH : 6,0) 1. saatte
ve 24 saat inkiibasyon sonunda tiim patojenlere karsi bakterisit etki gosterdigi
saptanmistir. Nal’in patojen bakteriler iizerinde énemli bir etkisi belirlenmemistir
(p>0,05).

Tavuk kiymasina 2000 ppm GFSE ilavesi, 4°C’de 6 giin depolama sonunda S.
enteritidis sayisinda kontrole gore 0,5 logo, L. monocytogenes’de ise 1 log;y azalma
saglamistir. GFSE’ nin kiymaya 3000 ve 6000 ppm ilave edildigi modifiye atmosfer
(%70 CO; + %30 Np) ve aerobik (%21 O, + %79 N;) paketlenmis Orneklerde
10°C’de 6 giinliik depolama sirasinda S. enteritidis ve E. coli O157:H7 nin gelisimi
tizerinde her bir faktoriin (GFSE, siire, paket tipi) etkisi 6nemli bulunmustur
(p<0,05). Her iki bakteri i¢cin GFSE’nin iki diizeyinin indirgenme {iizerindeki
etkisinin istatistiksel olarak farkli oldugu gozlenmistir (p<0,05). S. enteritidis ve
E.coli’nin inhibisyonunda 6000 ppm daha etkilidir. Modifiye atmosfer paketleme
(MAP) ile bu patojen bakterilerin gelisimi 6nemli diizeyde inhibe olmustur. Ortama
6000 ppm GFSE ilavesi ile baslangi¢c L. monocytogenes sayis1 (3 logo) ise tespit
limitinin altina (<2 logjo kob/g) diismiistiir. L. monocytogenes inhibisyonunda
konsantrasyonlar arasindaki fark onemli degilken, aerobik ve modifiye atmosfer
paketler arasindaki fark onemli (p<0,05) bulunmustur. Depolamanin 6. giiniinde
aerobik-kontrol pakette L. monocytogenes sayisi 8 logio’a ulasmisken MAP-6000
ppm GESE’de 2,5 log) diizeyindeydi.
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Formulasyon ¢alismasinda, GFSE’nin (6000 ppm) sarimsak tozu (%?2) ve NaCl (%?2)
ile sekiz farkli kombinasyonunun aerobik ve modifiye atmosferde paketlenmis
orneklerde 10°C’de 6 giin depolamada patojen bakteriler {izerindeki etkisi
incelenmistir. Sonucta S. enteritidis ve E. coli O157:H7’nin 10°C gibi nisbeten
yiiksek sicaklikta gelisiminde GFSE, NaCl, siire ve paket tipi Onemlidir. L.
monocytogenes ic¢in bu faktorlere ilaveten sarimsak onemli (p=0,018) (inhibitor)
etkide bulunmugtur. Ortama GFSE’nin ilavesi ilk 3 giinliik depolamada S. enteritidis
ve E. coli O157:H7’de kontrole gore ortalama 2 log; kadar indirgenme saglarken 6.
giin sonunda bu etkinlik kaybolmustur. Depolamanin 6. giinii sonunda modifiye
atmosferde paketlenmis Orneklerde aerobik paketlenmislere gore S. enteritidis
sayisinda ortalama 1 logjo, E. coli O157:H7’de ise ortalama 2 log;o fazla indirgenme
saglanmistir. GFSE ile ilk 3 giinlitkk depolama sirasinda L. monocytogenes gelisimi
kontrol altina alinmistir. 6 giin sonunda ise say1 kontrole gore ortalama 2,5 logjg
diigilk bulunmustur. Modifiye atmosferde paketleme L. monocytogenes’de aerobik
paketlemeye gore ortalama 1 log;o’luk inhibisyon saglamistir.

Soguk depolamada (4°C) 6000 ppm GFSE iceren aerobik kosullarda paketlenmis
orneklerde S. enteritidis sayis1 bir giin sonra yaklagik 2 logo diismiistiir. Bu sartlarda
modifiye atmosferde paketleme S. enteritidis’in inhibisyonunda bir avantaj
saglamamistir. E. coli O157:H7 icin paket tipinin etkisi Onemsiz bulunmustur
(p=0,279). L. monocytogenes’in kontrol altina alinmasinda GFSE, siire ve modifiye
atmosferde paketleme o©nemli (p<0,05) etki gostermistir. GFSE ve modifiye
atmosfer, L. monocytogenes bakterisinin 4°C’de kontroliinde olumlu etkide (3 logio
indirgenme) bulunmustur.

Nisin et ortaminda da L. monocytogenes lizerinde 6nemli inhibitor etki (p<0,05)
gostermistir (4°C). Kullanilan iki diizeyin (73 ve 250 ppm) etkisi istatistiksel olarak
birbirlerinden farkli (p<0,05) bulunmustur. Nisin 250 ppm diizeyinde ve MAP’la
birlikte kullanildiginda 6 giin sonunda aerobik-kontrole gore 2,5 logjo fazla
inhibisyona neden olmustur. Elde edilen bulgulara goére, nisinin MAP ile
kombinasyonu soguk depolamada ette L. monocytogenes kontroliinde faydali
olacaktir.
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THE INVESTIGATION OF SOME NATURAL ANTIMICROBIAL
COMPOUNDS ON ACTIVITIES OF SALMONELLA ENTERITIDIS,
ESCHERICHIA COLI O157:H7 AND LISTERIA MONOCYTOGENES IN
FRESH CHICKEN MEAT SYSTEMS

SUMMARY

In the first part of this study, the effectiveness of natural antimicrobial substances [
nisin (0-500 ppm) and/or EDTA (20 mM), sodium lactate (NaL) (%2.0 and 4.0),
grapefruit seed extract (GFSE) (0-300 ppm)] on the growth of pathogenic bacteria (S.
enteritidis, E. coli O157:H7, L. monocytogenes 4b) were investigated in Tryptic Soy
Broth (TSB). These experiments were conducted separately for each pathogen.

In the second part of the study, the effects of addition of grapefruit seed extract,
nisin, garlic powder and NaCl on the pathogenic bacteria tested were investigated in
minced chicken meat samples under different temperature storage (4 or 10°C) and
packaging (aerobic and modified atmosphere) conditions. The data were analyzed
with Analysis of Variance (ANOVA) using Minitab 12 statistical software.

The results indicated that nisin in combination with 20 mM EDTA did not exhibit an
inhibition effect on S. enteritidis and E. coli O157:H7 (p>0.05), whereas 73-500 ppm
nisin alone in the pH range of 3.44-5.22 showed strong bactericidal effect (p<0.05)
on L. monocytogenes in culture media. It was also observed that 20 mM EDTA itself
at pH 5.22 had a bacteriostatic effect on S. enteritidis and E. coli O157:H7.
Grapefruit seed extract (60-300 ppm) was found to have a bactericidal effect at pH
6.0 against all pathogenic microorganisms in the first hour and at the end of the 24-
hour incubation period (p>0.05) in TSB. Sodium lactate did not show a significant
effect on test organisms (p>0.05).

S. enteritidis and L. monocytogenes counts in minced chicken meat samples treated
with 2000 ppm GFSE were found to be 0.5 logjpand 1 log;o CFU/g less respectively
than in control at 4°C over the 6-day storage period. It was found that all factors
(GFSE, period and packaging type) had a significant effect on the growth of S.
enteritidis and E. coli O157:H7 over the 6-day storage period in minced chicken
meat samples which were treated with 3000 and 6000 ppm of GFSE and packaged
under aerobic (%21 O,+%79 N,) and modified atmosphere packaging-MAP (%70
CO2+% 30N,) conditions at 10°C (p<0.05). A statistically significant difference was
found between the inhibition effects of 2 different concentrations of GFSE (p<0.05)
for two bacteria. High concentration level of GFSE (6000 ppm) was more effective
to inhibit S. enteritidis and E. coli O157:H7. The growth of these pathogenic bacteria
was also prohibited significantly using modified atmosphere packaging (p<0.05).
Addition of 6000 ppm GFSE decreased L. monocytogenes from an initial level of 3
logio/g to under the detection limit (< 2 logio CFU/g) on the first day of incubation.
A statistically significant difference was found between packaging methods for L.
monocytogenes, whereas no statistically significant difference was found between the
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inhibition effects of 3000 and 6000 ppm GFSE. On the 6™ day of storage, L.
monocytogenes counts in the aerobic control samples were reached to 8 logo,
whereas Listeria counts in MAP-6000 ppm GFSE treated samples were only 2.5
10g1().

In the formulation study, the effects of eight different combinations of GFSE (6000
ppm) with garlic powder (% 2 w/w) and NaCl (% 2 w/w) on the pathogenic
microorganisms were investigated under aerobic and modified atmosphere packaging
conditions at 10°C during 6-day storage period. The results showed that growths of S.
enteritidis and E. coli O157:H7 were significantly influenced by GFSE, NaCl, period
and packaging method at 10°C, relatively high temperature. In addition to these
factors, garlic powder had a significant (inhibitory) effect on L. monocytogenes
growth (p=0.018). It was observed that addition of GFSE resulted in a reduction 2
logip mean for S. enteritidis and E. coli O157:H7 counts compared to controls over
the first 3-day storage period. However, no further reduction activity was observed at
the end of the 6-day storage period. MAP packaging resulted in 1 log;, mean
reduction for S. enteritidis and 2 log;o mean reduction for E. coli O157:H7 compared
to aerobic packaging over the 6-day storage period. During the first 3 days of storage
the growth of L. monocytogenes was controlled with GFSE. At the end of 6-day
storage, the number of L. monocytogenes was lowered by 2.5 log;p mean compared
to controls with the addition of GFSE. MAP packaging led to a reduction of 1 logjo
mean for L. monocytogenes compared to aerobic packaging.

The addition of GFSE (6000 ppm) resulted in ~2 log;o reduction of S. enteritidis after
24 h at 4°C in aerobic packages. MAP packaging did not provide any advantage in
the reduction of S. enteritidis. It was also found that packaging method did not have a
significant effect on E. coli O157:H7 (p=0.279). GFSE, period and packaging
method significantly influenced the growth of L. monocytogenes (p<0.05).GFSE and
MAP packaging was found to be effective (3 log;o reduction) in controlling Listerial
growth at 4°C.

It was found that nisin had a significant inhibitiory (p<0.05) effect on L.
monocytogenes growth in minced chicken meat at 4°C. There was a statistically
significant difference between the effects of two concentrations of nisin (73 and 250
ppm). At the end of 6 days, the use of 250 ppm nisin with modified atmosphere
packaging lowered Listeria counts by mean 2.5 log;o compared to aerobic-controls.
Our findings suggest that the combined use of modified atmosphere packaging and
nisin is beneficial in controlling L. monocytogenes under chilled storage conditions.
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1.GIRiS

Birgok iilkede gida kaynakl hastaliklar 6nemli bir halk sagligi sorunu olmaya devam
ettigi icin gida giivenligi ve gida kontrolii yillardir tilkelerin 6nemli meselelerden
birisidir. Giivenli gida iiretim ve kontrol alanindaki 6nemli inisiyatiflerin birgcogu, en
gelismig iilkelerde gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde etkinligi hissedilen
sistemleri desteklemistir. Bugiin, gida giivenligi Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO)
oncelikli 11 konusundan biridir ve orgiit, gida kaynakli mikrobiyolojik hastalik
riskinin dnemli oranda diisiiriilmesinde daha sistematik ve agresif adimlarin atilmasi

icin ¢agrida bulunmustur (Schlundt, 2002).

Gida kaynakli hastaliklar sadece halkin sagligimi etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda
bireylere, aile ve topluluklara, is hayatina ve iilkelere ekonomik kiilfetler de getirir
(Schlundt, 2002). Amerika Birlesik Devletleri’nde, yillik 76 milyon hastalik
vakasinin 323000 kadar1 hastane tedavisi ve 5000’1 de olim ile sonuclanmistir
(Tauxe, 2002). Yine Amerika’da yaklasik 250 milyon kisinin verimlilik kayiplar1 ve
tibbi maliyetleri 6,6-37,1 milyar dolar olarak tahminlenmistir (Schlundt, 2002).

Genis spektrumdaki gida patojenleri ¢esitli enterik bakterileri, aerob ve anaeroblari,
viral patojenleri ve parazitleri, deniz dinoflagellatlarimi, balik ve kabuklularda
biotoksin iireten bakterileri ve bazi prionlar1 kapsar. Mikrobiyal patojenler gida ve su
kaynaklarina bulasarak kendilerinin veya irettikleri toksinin viicuda alinmasiyla

hastaliga sebep olurlar (Tauxe, 2002).

Salmonellozis, diinyada en sik rapor edilen gida kaynakli hastaliklardan birisidir.
Insan hastaliklarinda WHO tarafindan toplanan verilere gore Salmonella serotip
dagiliminda son 20-30 yilda S. enteritidis’de carpict bir nisbi artis oldugu
belirtilmektedir. S. enteritidis 1980’lerde eszamanli olarak diinyanin heryerinde

ortaya ¢ikmistir (Schlundt, 2002).

E. coli O157:H7 enfeksiyonunun ortaya ¢cikmasinda et, ozellikle de sigir eti baslica
riskli gida grubudur. Et, deri veya bagirsaklardan fekal patojenlerin tasinmasi yoluyla
kesim iglemi sirasinda kontamine olur. Hastalik etmeni oldugu bilinen E. coli, son

yillarda verositotoksin iireten E. coli (VTEC) nin hastalik ve 6liime neden oldugu



onemli vakalar nedeniyle yeniden ilgi odagi olmustur (Bell ve Kyriakides, 2002).
Vakalarin ¢cogu pismemis veya iglenmemis gidalarin tiiketimi ile ortaya ¢ikmistir
(Bacon ve Sofos, 2003). Sigir kiymas1 Amerika’da goriilen EHEC (Enterohemorrajik
E. coli) vakalarinda en sik rastlanan gidadir. Bati Amerika’da 1992-1993’deki
onemli vakalarda 500 birey etkilenmistir. Rapor edilen en biiyiikk E. coli O157:H7
vakasi Japonya’da binlerce kisinin hastalanmasina neden olan vakadir. E. coli
O157:H7 gida zehirlenmesi vakalarinda diisiik enfeksiyon dozu (2-2000 hiicre)
organizmanin asit toleransi ile iliskilendirilmistir. (Buchanan ve Doyle, 1997).
Temizlik ve hijyen prosediirlerine uygun iiretim ve cesitli proseslerle E. coli

O157:H7’nin kontrolii saglanabilmektedir (Bell ve Kyriakides, 2002).

Et ve et iiriinlerinin siklikla L. monocytogenes ile kontamine oldugu belirlenmistir ve
bu nedenle bu gidalar hassas tiiketici gruplari, 6zellikle hamile kadinlar ve bagisiklik
sistemi zayif bireyler icin potansiyel risk olusturabilirler. Giiniimiizde et iirtinlerinde
Listeria’nin  kontrol altina alinmasi amaciyla uygulanan baslica teknikler
bakteriosinlerin ve organik asitlerin ilavesi ve modifiye atmosfer paketleme (MAP)

yonteminin kullanimidir (Lopez-Mendoza ve dig., 2007).

Gidanin giivenligi ve kalitesi iizerinde cesitli faktorlerin (engellerin) tekli veya
birlikte etkileri vardir. Gida muhafazasinda engellerin optimum kombinasyonu,
mikrobiyal stabiliteyi oldugu kadar gidanin duyusal, besinsel, toksikolojik ve

ekonomik niteliklerini de olumlu yonde etkilemektedir (Leistner, 1992).

Gida endiistrisinde kullanilan dogal antimikrobiyal maddeler bitkisel (esansiyel
yaglar, ekstraktlar gibi) hayvansal (lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz sistem) ya
da mikrobiyal kaynakli bakteriosinler (kolisinler, nisin, subtilin ve pediosinler,

laktisin, kolistin) olabilmektedir.

Modifiye atmosfer paketleme (MAP) son 20 yilda, taze ve minimal iglenmis gidalar
ile et ve et diriinlerinin muhafazasinda yaygin bicimde kullanilmaktadir. Bu yontemle
ortama gaz karisimi verilerek gidayr cevreleyen paket atmosferinin bilesimi

degistirilmektedir (Skandamis ve Nychas, 2002).

Gram negatif bakteriler genellikle bakteriosinlere duyarli olmadiklar1 icin MAP ve
bakteriosinler iki tamamlayici engel olarak gida bozulmalarinda ve/veya patojen

kontroliinde avantaj saglayabilirler (Galvez ve dig., 2007).



Bu aragtirmanin amaci, dogal antimikrobiyal sistemlerin taze et {iiriinlerinde risk
olusturabilecek patojen mikroorganizmalar (S. enteritidis, E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes 4b) ve diger mikrofloraya karsi inhibisyon etkilerinin incelenmesidir.
Calismada dogal antimikrobiyal maddelerden nisin (nisaplin) tek veya EDTA ile
kombine edilerek, sodyum laktat (NaL) ve greyfurt ¢ekirdek ekstrakti (GFSE; Citril-
200)nin antimikrobiyal etkinligi in-vitro ortamda, GFSE, sarimsak tozu, NaCl ve
nisinin (valisin) etkinligi beyaz et (tavuk kiymasi) matriksinde aerobik ve modifiye
paket atmosferinde diisikk (4°C) ve/veya yiiksek sicaklik (10°C) sartlarinda

arastiritlmistir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Et ve Uriinlerinde Rastlanan Patojenik Bakteriler

Et ve et driinlerinde bulunan ve bunlarin tiiketimi sonucu insanlarda gida
enfeksiyonlari ve zehirlenmelerine neden olan patojen mikroorganizmalardan en
onemlileri; Salmonella tirleri, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus ve Clostridium perfringens’dir. Bunlarin disinda Yersinia
enterocolitica ve Ozellikle et konservelerinde Clostridium botulinum sayilabilir. Ette
indikator olarak Enterobacteriaceae, toplam koliform, fekal koliform, ve Escherichia
sayilar1 6nemlidir (Acar ve dig., 1998). Cig siitte oldugu gibi, ¢ig et prosesleri
sirasinda enterik organizmalarla kontaminasyonu Onlemek miimkiin degildir ve
karkas etinin hijyenik durumunun takibi ¢ok énemlidir (Bell ve Kyriakides, 2002).
Campylobacter cinsi bakteriler ile Bacillus cereus et kaynakli patojen

bakterilerdendir.

Kanath etlerinin buzlu su havuzunda sogutulmasi sirasinda sogutma suyu arzu
edilmeyen mikroorganizmalarla kontamine olur. Salmonellalar, Proteus tiirleri, E.
coli ve pek ¢ok soguk tolerasli Enterobacteriaceae, Campylobacter, S. aureus, ve C.
perfringens siklikla bulunur ve karkaslarin ayn1 havuza daldirilmas1 capraz
kontaminasyona yol acar. Suyun belli bir kism1 karkas tarafindan absorbe edilir ve
baglanir ve bu da eti kontamine ederek soguk depolama sirasinda bozulmay1

hizlandirir (Bem ve Hechelmann, 1995).



2.2 Patojen Bakteriler, Gelisme Sartlar1 ve Neden Olduklar: Saghik Sorunlari

2.2.1 Salmonella

Salmonella, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram(-), sporsuz, fakiiltatif anaerob,
mezofilik, cubuk (1 - 4 pm) seklinde, genellikle hareketli (hareketsiz-flagellasiz
tirleri ; S. gallinarum, S. pullorum) bir bakteridir. Salmonella’nin 2000’den fazla
serotipi vardir ve hepsi insan patojeni olarak kabul edilir. insan, hayvanlar, kuslar ve
boceklerin bagirsak iceriginde mevcuttur (Ray, 1996). S. enterica serotipleri S.
Typhimurium ve S. Enteritidis “insan salmonellozisi”nin en yaygin sebepleri olarak
rapor edilmislerdir. Salmonella spp. enfeksiyon yoluyla hastaliga neden olur. Ince
bagirsaklarda cogalarak kolonize olur ve enterotoksin iireterek iltihapli reaksiyona ve
ishale neden olur. Organizmalar, kan dolagimina ve/veya lenf sistemine girerek daha

ciddi hastalia (septisemi) neden olabilir (Bell ve Kyriakides, 2002).

Salmonella, 5,2 - 46,2°C’ler arasinda gelisebilmesine ragmen 35 - 43°C’yi tercih
eder. Serotiplerin ¢ogu <7°C’de gelismez. Bakteriler pH:3,8 ile 9,5 arasinda
gelisebilir fakat 6,5 - 7,5 optimumudur. Ilaveten, Salmonella 0,93’iin iistiindeki su
aktivitesine ihtiya¢ duyar ve ideal sartlar alinda % 4 gibi yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda gelisebilir (Anon., 1996).

Bir¢ok hayvansal orijinli gida maddesi salmonellozisin ortaya cikmasina aract
olabilir. Bunlardan etler, 6zellikle kanath etleri, yumurta, siit ve su Onemlidir.
Nadiren de olsa, Salmonella kaynakli hasta hayvan etlerinde bulunabilir, fakat
karkaslarin en yaygin kontaminasyonu kesim sirasinda i¢ organ igeriginin ya da digki
ile kirlenmis deri ve ayaklarin temasi sonucu olusmaktadir. Bakteriler karkastan
karkasa ve karkastan aletlere, caligilan yiizeylere, et isleyen kisilerin ellerine
kolaylikla bulasabilirler. Sigir, domuz ve kanatli hayvan etleri salmonellozis
vakalarinin yaygin araci olarak tanimlanmislardir ve bu etlerin yetersiz olarak
pisirilmesi baslica sebep olarak gosterilmistir. Salmonella yaygin olarak kanath
hayvan karkaslarindan izole edilmektedir. Kanath kesiminde c¢apraz kontaminasyon
onemli bir problemdir ve haslama, tiiylerin yolunmasi, i¢ organlarin ¢ikarilmasi ve
sogutma kritik asamalardir. Daha sonraki asamalarda ise isgilerin ellerinden,
kullanilan alet - ekipmandan (bigak, et dograma tahtasi, satir vb.), diger c¢ig

gidalardan bulagma s6z konusu olmaktadir. (Anon., 1996).



Salmonellozis enterik enfeksiyon tiirii olup iki farkli klinik tablo seklinde meydana
cikar. Tifo (enterik humma) ve paratifo hastaliklarina neden olan S. typhi ve S.
paratyphi grubunun konakgisi insan olup bu iki tiir yalmizca insanda hastalik yapar.
Bakteriler, fekal kontaminasyona maruz kalmis su, ¢ig siit ve gidalar aracilig ile oral
yoldan alimir. Ince bagirsaklara yerlesen hiicreler epitel dokudan gegerek lenf
dokusuna yerlesir ve kan sistemine gecerek (septisemi) viicudun degisik bolgelerine
yerlesir. Viicut 1s1s1 yiikselir, basagris1 goriiliir. Gastrointestinal belirtiler (kabizlik ve
takiben kanh ishal) daha ge¢ donemde cikar. Hastalik kontamine su veya gidanin
tilketiminden 1 - 8 hafta sonra ortaya ¢ikar ve 1 - 8 hafta siirer. Tanis1 kan, digki ve

idrarda patojen tespiti yoluyla yapilir.

Bu Salmonella tiirleri disindaki serotipler ise yaygin salmonellozis etmeni olan tiirler
olup septisemiye yol acmadan gastroenteritise (gida zehirlenmesi) neden olurlar.
Tipik gida zehirlenmesi olan bu tiir Salmonella enfeksiyonlarinin klinik belirtileri
karin agrisi, ates, bas agrisi, bulanti, kusma ve ishaldir. Belirtiler kontamine gidanin
alimindan 5 - 72 (12 - 36 saat) saat sonra ortaya ¢ikar ve hasta 1 - 7 giin icerisinde
kendiliginden iyilesebilir. Patojen, diski ve kusmuktan izole edilebilir ve sayisi 10°-
10°/g arasindadir. Enfektif doz, serotipe, gidanin cesidine, tiiketicinin yasina ve
fizyolojik sartlarina bagli olarak degisir. Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’de klinik belirtilerin ortaya c¢ikmasi icin 10% - 10” hiicrenin viicuda
alimmas1 gerektigi belirtilse de bir cok vakada enfektif dozun bu saymin altinda
oldugu belirlenmistir. Enfektif doz ‘hiicre sayisi/g. gida’ olarak verilebilecegi gibi,
hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikmasi i¢in viicuda alinmasi gereken hiicre sayisi olarak

da verilebilmektedir.

S. typhimurium, S. enteritidis, S. infantis, S. heidelberg, S. Saint - paul, S. agona, S.
derby, S. panama, S. weltevreden, S. virchow tiirleri insan ve hayvanlarda en yaygin
rastlanan salmonellozis etkeni tiirlerdir. Bu tiirler icerisinde S. typhimurium ve S.
enteritidis diinyanin hemen her bolgesinden izole edilirken, diger serotipler belirli
bolgelerden siklikla izole edilirler. Kiimes hayvanlart insan gida zincirinde
asemptomatik Salmonella kaynagi olarak en Onemli yeri tutarlar (Acar ve dig.,

1998).

Salmonella viicuda alindiktan sonra mide ve bagirsaga gecer. Burada bagirsak

duvarina tutunur ve bazi 6zel proteinler vasitasiyla bariyere niifuz eder. Salmonella



viicuda bir kez girdigi zaman karacigere veya dalaga alinir. Diger bir¢ok bakteri i¢in
bu oliimle sonuglanirken, Salmonella immun sistemin etkin ¢aligmasini engelleyen
mekanizma gelistirmistir. Karacigerde Salmonella tekrar gelisebilir ve bagirsaga geri
salinabilir. Tabii ki Salmonellalarin hepsi bagirsak duvarini gegmez, cogu ishalde
bagirsaktan atilir. Zayif sanitasyon bolgelerinde bu bakteriler toprak veya nehirlerde
canli kalarak su ve gida kaynaklarimin kontaminasyonu ile biraradaki insan, inek,

tavuklar1 enfekte edebilir (Url-2, 2006).

2.2.2 E. coli O157:H7

Diyarejenik veya enterovirulent E. coli, Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram(-),
fakiiltatif anaerob spor olusturmayan ve cogunlukla hareketli bakterilerdir.
Diyarejenik E. coli 4 ana gruba ya da kategoriye ayrilir. Birinci grup, Shiga toksini
tireten E. coli’yi (STEC) ve enterohemorrajik E. coli (EHEC) suslarim (112 kadar
serotip tammmlanmustir) icerir. STEC, Shiga-benzeri toksinler, veya verositotoksinler
tiretir ve Kuzey Amerika ve Avrupa’da diyarejenik E. coli bireylerinden izole edilen
en yaygin serotipler O157:H7 ve hareketsiz O157 dir (Bacon ve Sofos, 2003) ikinci
kategori, enterotoksijenik E. coli’dir (ETEC) ve yaklasik olarak 32 serotipi
tamimlanmistir. ETEC sicaklikla bozunur enterotoksin ve/veya sicakliga dayanikli
enterotoksin iiretebilir. Diyarejenik E. coli’nin {igiincii kategorisi ise enteropatojenik
E. coli’dir (EPEC) ve invaziv (yayilmaci) olmayan ve shiga - benzeri toksin veya
enterotoksin iiretmeyen yaklasik 23 adet tanimlanmis serotipi kapsar. Dordiincii
kategori, enteroinvaziv E. coli (EIEC) dir ve yaklasik 14 tanimlanmis hareketsiz
serotipi igerir, konak¢1 periferal dokularim sararak bagirsakta lumenden c¢ikabilir.
[lave olarak, baska diyarejenik veya enterovirulent E. coli kategori veya gruplar da,
enteroagregativ E. coli (EAEC), niifuz ederek baglanan E. coli (DAEC), nekrotoksik
veya hiicre-koparici (NTEC veya CDEC) ve sitoletal sisirici toksin (CLDT veya
CDT)-iireten E. coli olup bunlarin klinik alam veya gida kaynakli 6énemi halen

aciklanmamistir (Bacon ve Sofos, 2003).

Diyaerejenik E. coli 7 - 8°C gibi diisiik ve 44 - 46°C gibi yiiksek sicakliklarda
gelisebilmekle birlikte 35 - 40°C’yi tercih eder. pH : 6,0 - 7,0 arasinda en iyi
gelismesine ragmen 4,4 - 9,0 arasinda da gelisebilir. Gelisebilecegi en diisiik su
aktivitesi 0,95 olup, gida kaynakli cogu patojenin aksine asidik cevreye toleranslhdir.
Ornegin % 1,5 gibi yiiksek uygulanan asetik, sitrik ve laktik asit konsantrasyonuna

diren¢ gosterdigi belirlenmistir (Anon., 1996).



Enterohemorrajik E. coli, E. coli O157:H7 1982’den beri insan patojeni olarak
tanimlanmistir. EHEC’in neden oldugu hastaligin goriilme siklign diisiik olmakla
birlikte, kiicilk cocuklarda ve yaslilarda enfeksiyonun hayati tehdit eden
komplikasyonlari ciddi sorun olabilmektedir (Schlundt, 2002). Pismemis sigir eti ve
siit iirtinlerinin tiikketimi ile E. coli O157:H7 enfeksiyonunun meydana geldigi rapor

edilmistir (Zhang ve Mustapha, 1999).

Diyarejenik E. coli memelilerin gastrointestinal sisteminde bulunur ve neredeyse tiim
cevremizde bolca bulunur. Bunlar hayvansal veya bitkisel kaynakli gidalardan, sudan
veya kontamine ellerden fekal - oral yolla ge¢isle insanda hastalik olusturur. STEC
serotiplerinin (6rn. O157:H7, O157:NM,O11:H8,0111:NM ve 026:H11) alimindan
(>10" hiicre)ve 3 - 9 giin inkiibasyon periyodundan sonra hafif ishal, ciddi kanl ishal
(hemorrajik kolit) veya, baz1i durumlarda hemolitik iiremik sendrom (HUS) olup
mikroanjiyopatik hemolitik anemi, trombositopenia, ve akut bobrek yetmezligi ile
karakterize edilir. STEC serotipi O157 ile infekte olan bireylerin yaklasik % 6’s1
HUS gelistirir. Kuzey Amerika’daki HUS vakalarinin % 80’inin etiyolojik ajaninin
0157 oldugu diisiiniilmektedir (Bacon ve Sofos, 2003).

2.2.3 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes, spor olusturmayan, psikrotrofik, aerobik, mikroaerofilik veya
fakiiltatif anaerobik, Gram(+), cubuk seklinde ve 5’e kadar sayida olabilen tiiylii
flagellalar1 vasitasiyla hareketli bakterilerdir. Tiiketime hazir kanatl etlerinde % 60 a
varan oranda, ¢ig veya islenmis kanath etlerinde ise % 80-90 oraninda L.

monocytogenes varlig rapor edilmistir (Bacon ve Sofos, 2003).

L. monocytogenes - 4°C gibi diisiik ve 45°C gibi yiiksek sicaklikta gelisir ve 30 -
37°C optimumdur. Gelismesi pH’s1 4,39 - 9,40 olan ortamda olur ama pH 7,0’yi
tercih eder. L. monocytogenes 0,92°nin iistiindeki su aktivitesine ihtiya¢ duyar ve
yiikksek tuza dayanmikhidir, % 30 tuzda ve gidalar i¢in uygun nitrit diizeylerinde

canliligin1 korumustur ( Anon., 1996 Bacon ve Sofos, 2003).

L. monocytogenes, toplumun spesifik yiiksek risk gruplarim etkileyen gida kaynakli
patojenlerden biri olarak kabul edilmektedir. Firsatgt bir bakteri olan L.
monocytogenes yagli, immun sistemi zayif bireyler i¢in ve fetusda ise septisemi,
menenjit ve fetusun kaybina neden olarak ciddi hastalik sebebidir ve teshis konan

enfeksiyonlarin % 25’1 oOliimle sonuglanir. Bu enfeksiyonlar siklikla pastorize



edilmeyen siit iiriinlerinden ve fabrikada tekrar kontamine olan tiiketime hazir et
tiriinlerinden kaynaklanir. Listeria mikroorganizmalari, 10° hiicre/g gibi yiiksek bir
dozda alinmasi ile saglikli konak¢ida ise sadece febrile gastroenteritise yol

acmaktadir (Tauxe, 2002).

Cevrede bolca bulundugu i¢in insanlar L. monocytogenes ile sik sik karsilasirlar.
Insan listeriozisinin ilk tammlandig 1929’dan beri listeriozis, nadir goriilen fakat
olimciil bir hastalik olarak kabul edilmistir. Nadir goriilen bir insan hastaligi olmakla
birlikte gida kaynakli patojenlerden kaynaklanan oliim vakalarinin baslica sebebi
olarak bilinir. Listeriozis hastaligi, invaziv ve invaziv olmayan olmak iizere iki temel
sendromla karakterize edilir. Invaziv hastalik menenjit, septisemi, birincil bakteremi,
endokardit, menenjit olmayan merkezi sinir sistem enfeksiyonu, konjunktivit ve grip
benzeri hastalikla (ates, bitkinlik, kiriklik, bulanti, kramplar, kusma ve ishal)
karakterize edilir. Invaziv hastalikta ortalama inkiibasyon devresi semptomlarin
baslamasindan oOnce yaklasik 30 giindiir. Gastrointestinal semptomlar kayitl
listeriozis vakalarinin iicte birinde gozlenmistir. Atesli gastroenteritisle sonuglanan
listeriozisin invaziv olmayan formu birka¢ salginda belgelenmistir. Listeriozisin
invaziv olmayan formunda ortalama inkiibasyon siiresi kisadir, tipik olarak 18 - 20
saattir. Atesli gastroenteritisin semptomlarina neden olacak infekte edici doz miktari
bilinmemektedir. Ancak hastaligin invaziv formundakinden daha yiiksek oldugu

diistiniilmektedir (Donnelly, 2001).

2.3 Dogal Antimikrobiyal Maddeler ve Patojen Bakterilere Kars1 Taze Et

Uriinlerinde Kullanim

2.3.1 Nisin

Laktik asit bakterilerince iiretilen bakteriosinlerden olan Nisin A Lactococcus
lactis’in bazi suslan tarafindan iiretilen 34 - kalint1 antimikrobiyal peptidden olusur
ve genis araliktaki Gram (+) bakterileri kuvvetle inhibe eder. Peptid, serin ve treonin
kalintilarindan kaynaklanan dehidre kalintilar olan dehidroalanin ve dehidrobiitirini
ve 5 intramolekiiler tiyoeter kopriisiinii olusturan lantionin ve B-metil lantionini ve
birka¢ nadir 6zelligi gosterir. Gram (+) bakterilerde nisin enerji veren membran
keseleri iizerinde aktivite gostererek proton hareket giiciinii tahrip eder, amino asit
alimini inhibe eder ve akiimiile olan amino asitlerin salimimina sebep olur. Dogal bir

nisin cesiti olan nisin Z’ye maruz kalan L. monocytogenes’de hiicresel potasyum
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iyonlarinin ani kaybi, sitoplazmik membranda depolarizasyon, hiicresel ATP’nin

hidrolizi ve kismi akis1 gerceklesir.

Nisin aktivitesinin esas hedefi, bakteriyel hiicrenin sitoplazmik membramdir. Bu
lantibiyotik, enerji vermeyen lipozomlarla iliskili goriinmektedir ve en biiyiik
interaksiyon da negatif yiiklii fosfolipidlerle gozlenmistir. Bu ise pozitif yiiklii
peptidlerin membranla baslangictaki etkilesiminin kismen yiike bagli oldugunu da
gostermistir. Bir trans-membran oryantasyonu, yaklasik olarak 80 - 100 mV
membran potansiyeli (igerisi negatif) mevcut degilse gerceklesmez. Esik potansiyeli
membranin fosfolipid kompozisyonu ve pH gibi ¢esitli parametrelerden etkilenebilir.
Nisin A ve Z asidik pH degerlerinde artan aktivite gostermistir ve cok diisiik hatta
hi¢ olmayan membran potansiyellerinde membram gecebilmistir. Nisin A, trans-
negatif potansiyeller olustugunda lipid membranlarda 0,2 - 1,2 nm capta ¢oklu hal
gosteren gecici delikler olusturabilir. Bu porlar 0,5 kDa’a (kilodalton) kadar
molekiiler kiitle iceren hidrofilik ¢coziinmiislerin gegisine izin verebilir. Aslinda nisin
A ve Z’nin hedef hiicreden ATP sizintisina neden oldugu gosterilmistir. Boylece
lantibiyotiklerin sitolitik por olusturan proteinler grubuna dahil oldugu One
siriilmiigtiir. Driessen ve arkadaslari ise membran fosfolipid kompozisyonu
tarafindan belirlenen bir nisin etki modeli 6ne siirmiislerdir. Fosfatidilkolinden
olusan lipozomlarda, nisinin proton hareket giicii (PMF) yoklugunda bile anyon-
secici tastyict olarak aktivite gOsterdigi One siirlilmiistiir. Nisinin fosfatidilgliserol
gibi anyonik fosfolipidleri igeren membranlara kars1 aktivitesi, ¢ift tabakali yapinin
lokal diizensizligi ve nisinin membran igerisine girisini kapsar. Bu model ayrica nisin
molekiilleri ve fosfolipidler arasindaki elektrostatik interaksiyonlarin lipid basg

gruplarim por i¢ine getirebildigini de ileri stirmiistiir (Abee ve dig., 1995).

Nisin cok genis spektrumdaki Gram (+) bakterilere kars1 etkilidir. Nisinin
antimikrobiyal aktivitesi pH’ya bagimhidir ve diisiik pH sistemleri nortal ya da alkali
sistemlerden daha etkindir. pH diistilk¢e nisinin ¢oziiniirliigii ve stabilitesi artar.
Artan coziiniirlik ise nisini bakteriye karst daha etkin hale getirir. (Delves-

Broughton, 1987 ; Lopez - Mendoza ve dig., 2007).

Taze ve islenmis et {iirlinlerinde rastlanan bozulma etkeni ve patojen bircok
bakterinin inaktivasyonu amaciyla, “chrisin”, “nisaplin”, “valisin” vb. isimlerde

ticari preparatlari bulunan nisin, lizozim ve dogal olarak kabul edilen ¢ok sayida
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maddenin laboratuar kosullarinda inhibisyon dozlarinin belirlenmesine yonelik ¢esitli

arastirmalar yapilmistir.

Kiir edilmis etlerde kalite ve saglik sorunlar1 yaratan Onemli bakterilere karsi
lizozim, “chrisin” (nisin), EDTA, diasetil ve tripolifosfatin minimum inhibisyon
konsantrasyonlarinin (MIC) belirlendigi in-vitro c¢alismada (24°C’de 60 saat
inkiibasyon) Salmonella typhimurium ve E. coli i¢cin MIC degerleri lizozim ve
chrisin’de >500 ppm (12,5 ppm nisin), EDTA’da sirasiyla >2000 ve 1000 ppm
olarak belirlenmistir. Bu arastirmada chrisin, lizozim, EDTA, NaCl ve NaNO, gibi
antimikrobiyallerin inhibisyonu artiric1 interaksiyonuna da bakilmis, istatistiksel
analiz sonucunda Gram(+)’lerde nisinin EDTA ile kombinasyonunun inhibitor etkiyi

giiclendirdigi gézlenmistir (Gill ve Holley, 2003).

Stevens ve dig. (1992) tarafindan nisin ve bazi ¢elatlayicilarin alt1 farkli Salmonella
tiirli lizerindeki inhibitor etkisinin incelendigi calismada en etkin uygulamanin 50-
100 pg/ml nisinin 20 mM EDTA veya sitrik asit ile birlikte ve 30 - 42°C’de
kullanimi oldugu saptanmistir. Bu ¢alismada Salmonella enteritidis Puerto Rico No.1
susu icin 100 ppm nisinin 20 mM EDTA ile kullaniminin kontrol grubuna gore

onemli (5 logo) diisiis sagladigr belirlenmistir.

Konu ile ilgili olarak Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella typhimurium ile
yapilan diger bir calismada Salmonella sayisinda da en fazla azalmay1 (4,53 logio
kob/ml) nisinin EDTA ile kombinasyonunun (50 ppm nisin + 50 mM EDTA)
meydana getirdigi gozlenmistir. Laktat ve sitrat tek basina bakteri populasyonlarini

cok az diistirmiiglerdir (Cutter ve Siragusa, 1995).

Carneiro de Melo ve dig.(1998) trisodium fosfat (TSP) muamelesinin, Gram(-)
bakterilerin lizozim (10 ppm) ve/veya nisin’e (1 uM) hassasiyetini dnemli bicimde
artirdigin1 belirlemislerdir. Pili¢ derisi iizerinde gerceklestirilen c¢alismada ise 37
°C’de 10 dak. 10 mM TSP’nin ardindan 30 uM nisin veya 100 ppm lizozim ile 37
°C’de 30 dak. muamelenin, mevcut S. enteritidis hiicrelerinin % 95 kadarini tahrip

ettigi belirlenmistir.

Boziaris ve Adams (1999) nisin ve celatlayicilarin Gram(-) bakteriler tizerindeki
etkisini incelemis, 100 IU/ml gibi diisiik konsantrasyondaki nisin ilavesinin E. coli’yi
tamamen inhibe ettiini gostermislerdir. Sivi besiyerinde nisinle birlikte sadece

EDTA ve pyrofosfatlar E. coli’de kabul edilebilir bir inhibisyon saglamistir.

12



Olasupo ve dig. (2003), E. coli ve Salmonella typhimurium’a karst gesitli dogal
organik bilesikleri tek basina veya nisinle kombine kullanmis, 5 dogal bilesigin MIC
degerlerini saptamiglardir. Sonugta nisin tek basina bu bakterilere etkisiz bulunmus,
timol en diigiik MIC degerleri ile en etkini olmustur. Timol, karvakrol, &jenol,
sinamik asit, diasetil bu iki Gram(-) bakteriye karsi tekli olarak inhibitor aktivite
gosterirken, nisinle birlikte kullanimlar1 antimikrobiyal aktiviteyi gelistirmemistir.
Arastiricilar, dogal organik bilesiklerin bu iki bakterinin kontroliinde kullanim

potansiyeli olabilecegini vurgulamistir.
2.3.2 Nisinin et ve iiriinlerinin muhafazasinda kullamim olanaklari

Bakteriosinler, baz1 bakteriler tarafindan iiretilen ve benzer hiicresel yapida (hiicre
duvar1) bakteri gruplarmin gelismesini onleyen veya onlar1 dldiiren antibakteriyel
ozellikte proteinlerdir. Bir¢ok laktik asit bakterisi tarafindan farkli 6zelliklere sahip
bakteriosinler {iretilir. Bakteriosinlerin hassas mikroorganizmalara karsi aktivitesi,
biiyiik dl¢iide pH, hiicre konsantrasyonu, lipid igerigi, proteolitik enzimler ve siv1 /
kat1 sistem gibi faktorlerle etkilenir. Ayrica ortam sicakligi ve bakteriosinlere direng

onemlidir (Abee ve dig., 1995).

Nisin, antimikrobiyal madde olarak giiniimiizde kullamlan tek bakteriosindir
(Cleveland ve dig., 2001). Nisin antimikrobiyal olarak en ¢ok laktik asit bakterilerine
ve Clostridia tiirlerine kars1 etkilidir ve hiicre membran1 gegirgenligini etkileyerek
disiik molekiil agirlikli sitoplazmik bilesenlerin hiicre disina ¢ikmasina neden
olmaktadir (Gill ve Holley, 2000). Nisaplin, % 2,5 saf madde igeren, nisinin
standardize edilmis ticari preparasyonudur. Lactococcus lactis kiiltiirlerinden izole

edilir.

Sodyum tripolifosfat ve EDTA gibi ¢elatlayicilar, bakterilerin hiicre membranlarini,
lipopolisakkaritler gibi membran makromolekiilleri arasinda tuz kopriileri gibi is
goren divalent katyonlarla kompleks olusturarak bozarlar (Gill ve Holley, 2003).
EDTA’nin nisinle birlikte kullaniminin da bakteriosinin sitoplazmik membrana

etkisini artirdig1 diisiiniilmektedir (Cutter ve Siragusa, 1995).

Nitratlar et drlinlerinde Clostridium botulinum’un gelismesini engellemek igin
yaygin olarak kullanilirlar. Fakat gidada nitrit varliginin tartismali olmast nedeniyle

alternatif yontemlerin bulunmasi ve kullanim miktarinin azaltilmasi konusu giindeme
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gelmistir. Nisinin ve diisilk diizeyde nitratla kombinasyonunun Clostridium
gelismesini engelledigi belirlenmistir. Ancak bazi arastiricilar et uygulamalan igin
nisinin, ette yiiksek pH, homojen dagilim problemi ve fosfolipidler, proteinazlar,
gluthation gibi et bilesenlerinin interaksiyonu gibi nedenlerle dezavantajlari dile
getirmistir. Nisin, sosis gibi kiir edilmis vakum ambalajli et iirlinlerinde bozulma
etkeni laktik asit bakterileri oldugu icin ve bakteriosinlerle de inhibe edildigi i¢in

yaygin bir deneme alan1 bulmustur (Cleveland ve dig., 2001).

Rozbeh ve dig. (1993), vakum paketli sigir etlerinin raf Omriinii artirmak igin
yaptiklar bir ¢alismada, bakterisit olarak nisaplin (nisin, 500 IU/g et), mikrogard
(antimikrobiyal metabolitler iceren ticari fermente siit iiriinii, % 2), sodyum laktat (%
60 sodyum laktat iceren ticari preparat, % 2), pediosin AcH (P. acidilactici H’nin
irettigi bakteriosin) ve nisinin degisik konsantrasyonlarim kullanmis, pediosin ve
nisaplinin bu iiriinlerde bozulma etkeni olan Leuconostoclar iizerine dogrudan etkili
[bu iki preparasyonun 6zellikle Gram(+) bakterilere, diger ikisinin de Gram(-)’lere
etkili] oldugunu belirlemistir. Uygulamalarin tiimiinde 3°C’de 8 haftalik siirede

bakteri sayilar1 kabul edilebilir seviyede kalmistir.

Sigir karkasinin dekontaminasyonu amaciyla yapilan bir caligmada, laktik asit (%
1,5), nisin (500 IU/ml) ve laktik asit-nisin karistmi sprey yikamada kullanilmus,
toplam bakteri, toplam koliform ve E. coli sayilarinda kontrole kiyasla en fazla diisiis
(2 logjo’a kadar) laktik asit-nisin kombinasyonu ile elde edilmistir (Barboza ve dig.,

2002).

Tuzlanarak pisirilmis ve sogutulmus ordek etlerinin raf omrii ile ilgili bir ¢caligmada,
nisin, sodyum laktat ve mikrodalganin etkisi aragtirllmistir. Calismada, 400 mg/kg
nisin + % 3,5 sodyum laktat soliisyonuna vakum paketleme 6ncesi 1 dak. daldirma
ve 915 MHz, 400 W mikrodalga uygulamasi ile pismis ordek etlerinin oda
sicakliginda 20 giinden fazla dayandigt mikrobiyolojik ve duyusal testlerle
gosterilmistir (Xu ve dig., 2000).

Manda etine (kiyma) 400, 800 veya 1200 IU/g nisinin % 2 NaCl ile kombine edilerek
ilavesiyle, 4°C’de 16 giinliik depolama sirasinda L. monocytogenes gelisimi kontrol

altina alinmistir (Pawar ve dig., 2000).
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Lactococ bakteriosinleri ile yapilan bir ¢calismada, et (sigir kiymasi) 3 log;o kob/g L.
monocytogenes ATCC 15313 ile inokiile edilmis, 100 AU/g lacticin NK24 veya nisin
ilavesinden sonra 4°C’de 21 giin ve -18°C’de 70 giinliik depolama siiresi boyunca
kontrole kiyasla bakteri sayilarindaki azalma izlenmistir. Sogutulmus orneklerde
bakteriosinler L. monocytogenes gelismesini 7, 14 ve 21. giinlerde sirasiyla 1, 1,4 ve
1,7 log)p diizeyinde diisiirmiiglerdir. Dondurulmus orneklerde ise 7, 14 ve 28.
giinlerde swrasiyla 1, 1,4 ve 2,1 logjp birimlik indirgenme belirlenmistir. Bu
bakteriosinlerin kiymadaki L. monocytogenes kontaminasyonunu elimine edebilecegi

veya indirgeyebilecegi belirtilmistir (Hye ve dig., 2001).

L. monocytogenesin sigir etine tutunmasini inaktive etmek amaciyla kiip seklindeki
sigir etleri laktik asit (% 2), nisin (4x10* IU/ml) veya “pediocin” PO, solusyonuna
daldinlms ve 2 Listeria monocytogenes susu ile inokule edilerek 4°C’de 48 saat
depolanmistir. Depolama sirasinda antimikrobiyal ajanlar Listeria sayilarini sirasi ile

1,7, 1,1 ve 0,6 log;o kob/6 cm? disiirmiistiir (E1 Khateib ve dig., 1993).

Vignolo ve dig. (2000), laktik asit bakterilerinin iirettigi 3 bakteriosinin, 2 Listeria
tiirline antilisterial etkilerini hem siv1 besiyeri hem de ette incelemis, 3 bakteriosinin
(lactocin 705, enterocin CRL35 ve nisin karigimi : 17 000 AU/ml + 17 000 AU/ml +
2000 IU/ml) kullanildiginda siv1 besiyerinde 24 saattan sonra canli mikroorganizma

bulunmamaistir. Benzer sonug et sisteminde de elde edilmistir.

Kiir edilmis bazi et iiriinlerinde (ham ve bologna tipi sosisler) lizozim, nisin ve
EDTA’nin antimikrobiyal etkilerinin incelendigi bir arastirmada, sosisler 500 ppm
lizozim, nisin (1 : 3) ve 500 ppm EDTA ilavesiyle hazirlanmis ve patojenik veya
bozulma etkeni bakterilerle inokiile edilmistir. Vakum paketlenerek 8°C’de 4 hafta
depolanmistir. Bologna tipi sosislerde L. mesenteroides ve L. monocytogenes 2
haftada kontrole gore zayif bir gelisme gostermistir. Ham tipi sosislerde ise
antimikrobiyal ilavesi E. coli O157:H7’nin gelismesini 4 haftada diistirmiistiir. S.

typhimurium’un gelismesi 3 haftadan itibaren artmistir (Gill ve Holley, 2000).

Llorca ve Sheldon (1995) domuz eti orneklerini nalidiksik aside direncli bir S.
typhimurium susu ile inokiile etmis, 30 dak. siireyle 25 ml nisin iceren ¢ozeltiye (100

pg/ml nisin, 5 mM EDTA ve % 0,5 Tween 20) daldirmislar, daha sonra kontrol (30
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dak. distile suya daldirilan) ve muamele 6rnekleri 5 ml su ve nisin bazl soliisyonla
paketlenerek 96 saat 4°C’de depolanmustir. Nisin muamelesi ette S. typhimurium
sayisinda 24 saat icinde 2,1 - 3,4 ve 96 saat sonra 2,5 - 3,7 logo luk azalmalar

saglamistir.

Nisinin pili¢ etlerinde dnemli bir risk olusturan Salmonella cinsi ve diger Gram(-)
bakterilere kars1 etkisinin incelendigi bir arastirmada, nisin ‘food grade’ celatlama
ajanlariyla kombine edilmistir. Nisin preparatlarina daldirilan bagetlerde .
typhimurium NAR populasyonunda azalma belirlenmistir. 30 dak.lik uygulama,

sogutulan bagetlerin raf dmriinde 1,5 - 3 giin artis saglamistir (Shefet ve dig., 1995).

Hayvansal kaynakli dogal bir enzim olan lizozimin tek basina ve nisinle kombine
edilerek bakterisit etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, mikrotiter sistem (in-vitro) ve
S. enteritidis veya typhimurium, L. monocytogenes ve S. aureus suslari iceren sosis
ve hamburgerler denemeye alinmistir. L. monocytogenes’e karsi in-vitro denemede
lizozim 9,27 mg/ml, nisin 212,8 pg/ml konsantrasyonda bakterisit etki gostermistir.
Sosislerde nisin ve lizozim sinerjistik etki gostermis, L. monocytogenes sayisini
MOX Agar’da 1.giin 3 logi, 2.giin 3 logjo ve 3.glin 2 log;o diizeyinde diigiirmiistiir.
Sosislerde S. aureus sayisinin indirgenmesinde de benzer sonu¢ alimmistir (Proctor

ve Cunningham,1993).

2.3.3 Sodyum laktat

Sodyum laktat, organik bir asit olan laktik asitin sodyum tuzudur. Sodyum laktata
dair cesitli inhibisyon mekanizmalar ileri siiriilmiistiir. Maas ve dig. (1989), iki
muhtemel mekanizma 6nermistir. Ilki, yiiksek seviyelerde laktat iyonu, hiicrenin
termodinamik esdegerligi ile ilgili olan piriivatin laktata indirgenmesini degistirebilir
ki, gelisme icin esansiyel olan anaerobik enerji yolunu inhibe eder. ikincisi,
bakteriyel hiicreden laktat akisi hiicre membranlarn icinde proton transferiyle iiretilen

ATP ile baglanabilir. Yiiksek hiicre dis1 laktat bu mekanizmay1 inhibe edebilir.

Wit ve Rombouts (1990) ise laktat akiimiilasyonunun tasiyict vasitali akisla
karsilanacagini, bunun ise enerji gerektirecegini ve sentez ile gelisme igin
kullanilamayan enerjinin kaybinin mikroorganizmalarin lag fazim1 uzatacagim ileri

siirmiislerdir.
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Mikrobiyal inhibisyonda esas oOnemli olan dissosiye olmamis (protonize) asit
konsantrasyonudur ve bu pH’dan etkilenir. pH degeri yiikselince daha fazla asit
molekiilii dissosiye olacaktir. Ote yandan aym pH degerinde farkli asitler pKa
degerleri diisiilk ise daha fazla dissosiye olacaklardir. Bu karakteristikler
mikrobiostazis ve mikrobisidal potansiyelde énem tasir. Fermente olmayan gidalarda
pH notrale yakindir ve dissosiye ve dissosiye olmamis formlar arasindaki oran
belirgin olarak ikincisi lehinedir. Ayrica, laktik asit tuzlart icin inhibisyon olgusu
asitin dissosiasyonuna ve sonrasinda protonlarin iiretimine baglanamaz c¢iinkii bu
bilesikler sulu fazda tamamen dissosiye olur. Kalsiyum laktat lizerine calismalar bu
tuzun bakteriostatik aktivitesi oldugunu gostermistir, ancak bu katyondan
olmayabilir, cilinkii katyon, Na/K transmembran esdegerlik balansini etkilemez

(Bogaert ve Naidu, 2000).
2.3.4 Laktatlarin et iiritnleri muhafazasinda kullanim olanaklari

Laktik asitin sodyum tuzu olan sodyum laktat, GRAS statiisiinde olup et ve tavuk
riinlerinde nem ¢ekici, aroma artirici, ve antimikrobiyal oOzellikleri nedeniyle
kullanim alami bulmustur. Uriiniin pisme verimi ve su tutma kapasitesini artirarak
duyusal niteliklerine katkida bulunur. Sodyum laktat (NaL) ve potasyum laktat (KL)
ette aerobik ve anaerobik bakterilerin kontroliinde genel olarak aymi etkiyi
gostermektedir. Laktatlarin son iriin agirhigmin % 2’si kadar ilavesi tavsiye
edilmektedir. NaCl ile kombinasyonlar laktat tuzunun etkin dozunu diistirmektedir.
Laktat anyonunun antibotulinal ve antilisterial etkileri cesitli iiriinlerde gosterilmistir

(Shelef, 1994).

Laktatlar (sodyum, potasyum ve kalsiyum laktat) sogutulmus ve islenmis etlerde,
ozellikle sogutulmus et iiriinlerinde bozulma etkeni ve patojenik bakterileri kontrol
altina alabilmektedir. Et ve et iiriinlerinin raf 6mrii ile ilgili aragtirmalarda laktik asit

tuzlar1 tek veya diger organik asit tuzlar ile kombine edilerek kullanilmaktadir.

Sodyum laktat’in da dahil oldugu 7 dogal antimikrobiyal maddenin, model sistem
asitlendirilmis pili¢ etine inokiile edilen aerobik mezofilik bakteriler olan E. coli,
Brochotrix thermosphacta ve Lactobacillus alimentarius’a kars1 antibakteriyel etkisi
incelenmistir. Inokiile et modeli (mekaniksel olarak ayrilmis pili¢ etinden yapilan

sosis hamuru) 22°C’de 2 haftalik depolama oncesi i¢ sicakligr 55°C’ye kadar, her
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bakterinin son hiicre konsantrasyonu 3 - 4 log;o kob/g’a ulasacak kadar pisirilmistir.
E. coli say1s1 depolama sirasinda diizenli bir azalma gostermis, kontrol de dahil, tiim
uygulamalarda depolama sonunda <1 logjy kob/g (tespit seviyesinin altinda) veya
buna yakin ¢cikmustir. B. thermosphacta sayisinda en fazla diistisii sodyum laktat
saglamistir; bakteri sayis1 14 giin sonra kontrolden 4 log;o daha diisiikk ¢ikmistir
(Lemay ve dig., 2002).

Glass ve dig. (2002) L. monocytogenes’in sodyum laktat ve sodyum diasetat ile
inhibisyonunu, domuz eti, hindi eti ve sigir eti igeren et iiriinlerinde (“wiener”) ve
sigir ve domuz eti iceren pismis et triinlerinde (“bratwurst”) degerlendirmislerdir.
Sodyum laktat ve sodyum diasetat ilave edilmis iriinler, L. monocytogenes ile 10°
kob/paket diizeyinde yiizey inokiilasyonuna tabi tutulmuslardir. Normal ve vakum
altinda paketlenmiglerdir. “Wiener” tipi et iiriinlerinde 60 giin siireyle 4,5°C’de,
“bratwurst’lar 3 ve 7°C’de 84 giin depolanmistir. “Wiener”leri < % 6 laktata ve < %
3 diasetata 5 sn daldirma iglemi patojen gelisimini kontrole gore geciktirmemistir. Bu
arastirmada, antimikrobiyallerin iiriin formiilasyonuna dahil edilmesi ile gosterdikleri
antilisterial aktivite de degerlendirilmistir. > % 3 sodyum laktat seviyeleri ve > % 1
laktat + > % 0,1 diasetat kombinasyonlari 4,5°C’de 60 giin depolanan wiener’lerde
listerial gelismeyi Onlemistir. Ozetle, sodyum laktat ve sodyum diasetat’in kiir
edilmis ve tiitsiilenmis bu {iiriinlerin formiilasyonlarina ilave edilmeleri ve 7°C veya
daha diisiik sicaklikta depolanmast L. monocytogenes’i inhibe ederek ilave bir

giivenlik saglamistir.

Kuo ve Shu (2002) diisikk yagli Cin tipi sosis formiilasyonuna ilave ettikleri
trisodyum fosfat ve sodyum laktatin iiriiniin raf 6mrii ve fizikokimyasal 6zelliklerine
etkisini arastirmistir. Bu amagcla sosisler % 0,2 potasyum sorbat (KS), % 3 sodyum
laktat (NaL), % 0,2 trisodyum fosfat (TSP) ve kontrolii icerecek sekilde
tiretilmislerdir. Kuru ve vakum paketli sosislerin 4°C’de 12 haftalik depolama
periyodunda her 3 haftada bir Ornekleme yapilarak pH, ucucu azot ve
mikroorganizma yiikleri gibi Ozellikleri izlenmistir. TSP’li Ornekler depolama
sirasinda en yiiksek pH, ucucu azot ve mikrobiyal say1 gosterirken, NaL’li 6rnekler
genelde en diisiik bakteriyel sayilar (bakteriostatik etki) ve en diisiik ugucu azot

degerleri gostermistir.
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Mbandi ve Shelef (2001), 5 ve 10°C’de depolanacak steril kiymaya inokiile edilen 2
gida patojeninin (L. monocytogenes ve S. enteritidis) sodyum laktat (NaL), sodyum
asetat (NaA) ve sodyum diasetat (NaDA) veya bunlarin kombinasyonlari ile inhibe
edilmesini incelemislerdir. Kiymaya % 1,8 NaL ilavesi her iki patojenin gelisme
hizim diigtirmiistiir. NaL. ve NaDA kombinasyonlar1 arasinda sinerji gozlenmistir. %
2,5 NaL ve % 0,2 NaDA kombinasyonu 10°C’de 20 giin sonra L. monocytogenes igin
bakteriostatik, S. enteritidis i¢in bakterisit etki gostermistir. Listeriostatik etki 5°C’de
% 1,8 NaL + % 0,1 NaDA ile meydana getirilirken, S. enteritidis sayilar1 30 giinliik
sogutma sonrasi < 10 hiicre/g olmustur. Bu calismada % 2,5 NaL ve % 0,2 NaDA
kombinasyonunun sogutulan ve sicaklig1 yiikselen tiikketime hazir etlerin giivenligine

biiyiik katki saglayacagi beklentisi vurgulanmagstir.

Hollanda piyasasindan 1996 ve 1997 yillarinda elde edilen 294 adet taze ve islenmis
et Uriiniiniin % 3,5’unda verotoksin iireten E. coli O157:H7 tespit edilmistir.
“Tartaar” (% 10 yagh sigir kiymasi) ve mayonez soslu “tartaar” ile yapilan canlilik
deneylerinde -20, 0, 5 ve 7°C’de 3 giin depolamada bu iiriinlerde 0157 VTEC
susunun canlihig: test edilmistir. Buna gore, O157 VTEC diizeyleri 7 ve 15°C’de 5
giin sonra degismeden kalmistir. Soslu tartaar’a asetik asit (pH : 4’e kadar), % 1 ve 2
sodyum laktat ve laktoperoksidaz - tiyosiyanat - H>O; sistemi bilesenlerinin ilavesi, 7
ve 15°C’lik depolamada canli E. coli O157:H7 sayilarinda indirgenme ile
sonuclanmamustir. Bundan hareketle, E. coli O157:H7 VTEC ile kontamine ¢ig etin
sogukta veya donmus muhafazada bile tehlikeli olabilecegi belirtilmistir (Heuvelink

ve dig., 1999).

Hamburger yapiminda kullanilan sigir kiymasina sodyum laktat ve starter kiiltiir
ilavesinin raf Omriine etkisinin arastirildigi bir calismada, % 3 sodyum laktat
ilavesinin 4°C’de 9 giinliik depolamada Laktobasilleri artirirken, TBA sayisini
diisiirdiigii ve bakteriyel gelismeyi inhibe ettigini tespit etmislerdir.% 3 NaL iceren
hamburgerler soguk depolamanin 4 giiniinde en diisiik pisme kaybi ve en iyi duyusal

ozellikler gostermistir (Walczycka ve dig., 1998).

Maca ve dig. (1999) sodyum laktatin (NaL) pismis sigir budlarinin mikrobiyolojik
kalitesi, renk, koku gibi duyusal 6zelliklerine etkisini incelemislerdir. Tiraslanan 1 /

4 budlar % 20 agirlik kazancina kadar, son iiriinde ise % 0,5 NaCl, % 0,3 sodyum
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tripolifosfat ve % 0, 2, 3 ve 4 NaL icerecek sekilde injekte edilmislerdir. Vakumlu
gevreklestirme (tumbling) islemi sonrasinda budlar kendi salamuralarinda 4°C’de 36
saat salamuraya yatirilmis, tekrar tumbling yapilarak pisirilmis, sogutulmus ve 0 - 16
°C’de 21 giin vakum paketlerde depolanmustir. NaL, yiiksek sicaklik sartlarinda bile
pismis sigir etinin raf omrii kalitesini artirarak iiriinde bakteriostatik, renk stabilize
edici ve antioksidant fonksiyonu gormiistiir. % 3 NaL seviyesinin optimum kullanim

seviyesi oldugu diisiiniilmiistiir.

Miller ve Acuff’un (1994) calismasinda da % 1, 2, 3, 4 oranlarinda NaL iceren
pisirilmis % budlar dilimlenerek patojen bakterilerle astlanmistir. Inokiile et dilimleri
10°C’de 0, 7, 14, 21, 28 giin gibi siirelerde depolanmstir. Genel olarak % 3 ve 4
NaLl’li ornekler kontrol ve % 2 NalL’li rostolara gore daha simirli diizeyde S.

typhimurium, L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 ¢ogalmasi gostermistir.

Egbert ve dig. (1992) ise diisiik yagl karragenan bazli et koftelerinde potasyum
laktat kullaniminin (% 1 - 4) etkilerini incelemistir. Karragenan bazli kofteler
katkisizlara gore daha iyi duyusal 6zellikler (sululuk, yumusaklik, yenebilirlik, ve et
aromas1) gostermis, bakteriyel gelisme duyusal 6zellikler etkilenmeden % 2 ve 3

potasyum laktat kullanimiyla diistiriilmiistiir.

Brewer ve dig. (1995), % 15 yagh domuz eti kiymasini tuz (% O - 3) ve/veya sodyum
laktat (% 0-3) ile formiile ederek diisiik ve yiiksek baslangic mikroorganizma yiikii
ile PVC ile kaplayarak 4°C’de 21 giin aerobik olarak depolamiglardir. Diisiik
baslangi¢ aerobik bakteri sayili ornekler, renk olgiimiinde kirmizilik i¢in 6énemli bir
tuz x sodyum laktat interaksiyonu gostermistir. Kirmizi renk % 2 ve 3 sodyum
laktatli orneklerde en iyi sekilde korunmustur. Baslangic pH’lar1 yiiksek sodyum
laktatl ve diisiik mikrobiyal yiikli orneklerde en iyi sekilde korunmustur. % 3

sodyum laktath 6rnekler, en diisiik aerobik bakteri yiikiinii gostermislerdir.

Tan ve Shelef’in 2002’deki arastirmasinda, yine taze domuz eti kiymasinin soguk (
2°C’de 15 giin) ve donmus (- 20°C’de 70 giin) muhafaza altinda gegirdigi kimyasal
ve mikrobiyolojik degisimlere tuz (% 1 ve 2) ve laktatlarin (% 2) etkisi incelenmistir.
Sogutulmus etin mikrobiyal stabilitesi laktatlarla artmis ve tuzla kombinasyonlar da

bozulmanin geciktirilmesinde laktatlarin tek basina kullanimindan daha etkin
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bulunmustur. Laktat muamelesi yagin stabilitesini de artirmis ve TBARS
(Tiyobarbiturik asit reaktif maddeleri) degerleri kontrol ile benzer ¢ikmistir. Tuz ise
yag oksidasyonunu artirmistir. Etin kirmizi renk 6lctim degerleri kontrol dahil tim
muamelelerde 2°C’de 4 giin sonra hizla diismiis ve 8 giin sonra da baslangi¢tan % 50
- 70 daha diisiik ¢ikmistir. Sodyum ve potasyum laktat sogutulmus domuz etinin

mikrobiyal kalitesini renk ve yag stabilitesini etkilemeksizin artirmistir.

2.3.5 Greyfurt cekirdegi ekstrakti’min antimikrobiyal etKisi

Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti (GFSE: “Grapefruit Seed Extract”), greyfurt meyvesinin
cekirdek ve pulpundan elde edilir. GFSE, dogal bir antimikrobiyal olup sivi ve toz
formda bulunur. Tibbi ve diger amaclar yaninda meyve - sebze ve etlerin
dezenfeksiyonunda kullanim alant bulmustur. GFSE genis spektrumlu bakterisit,
fungisit, antiviral ve antiparazitik bilesiktir. In vitro kullanominda GFSE
Staphyloccus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella dysenteriae, Legionella
pneumoniae, Clostridium tetani, Diploccus pneumoniae, Listeria, Cholera gibi bir
cok bakteri ve Aspergillus, Trichophyton, Candida gibi patojenik kiif tipi ve mayalar1
kuvvetle inhibe etmistir. Herpes Simplex I, Influenza A, kizamik ve diger hayvansal
viriislere ve Giardia lamblia, Entamoeba histolytica ve Chlamydia gibi parazitlere

etkindir (Url-3, Url-4, 2006).

GFSE bioflavonoidler ve polifenolik bilesiklerin bir kombinasyonundan olusup,
antimikrobiyal ozelliklerinden sorumlu olan aktif quaternary amonyum bilesiginin,
bir  “difenol  hidroksibenzen = kompleksi” oldugu ve aktivitesini de
mikroorganizmalarin ~ sitoplazmik membraninda gosterdigi  diisiiniilmektedir.
Sitoplazmik membranin bozulmasi ile aminoasitlerin alimi engellenir. Ayn1 zamanda
disiik molekiil agirlikli hiicresel bilesenler sitoplazmik membrandan sizarlar.
Calismalar, GFSE’nin hiicresel solunumu da inhibe ettigini gdstermistir. S1vi GFSE,
A.B.D.’de % 60 greyfurt ekstrakt materyali ve % 40 da bitkisel gliserin ile
standardize edilmistir (Url-3, Url-4, 2006).

Ticari olarak “citril”, “citricidal”, “citromic” gibi ticari adlar ile de bilinen GFSE,
A.B.D. Federal Kod sisteminde “GRAS” statiisiindedir. Su, alkol ve organik
¢oziiciilerde ¢oziiniir. Sicaklik ve pH degisimlerinden etkilenmez. Citril - 200, % 60

GFSE iceren ticari bir iiriindiir (Url-1, 2005).
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GFSE ile yapilan arastirmalara bakacak olursak, bitkisel iiriinlerin hasat sonrasi
kalite kayiplarmin (kiiflenme, ¢iiriime, kararma, ¢cimlenme gibi) 6nlenmesine yonelik
caligmalara siklikla rastlanmir. Bitkisel iirtinleri hasat sonrast GFSE’nin sulu
solisyonlarina daldirma, sprey dezenfeksiyon veya antimikrobiyal paketleme

uygulamalari gibi kullanim sekilleri vardir.

Yapilan bir calismada ticari GFSE solventle (kloroform) ekstrakte edilmis, solvent
daha sonra ugurularak kalan kat1 kissm HPLC, elektrosprey iyonizasyon MS, NMR
spektroskopi ve elemental analiz (proton kaynakli X - 1sinlar1 emisyonu analizi) ile
analiz edilmistir. Ana bilesen, kozmetikte ve diger giincel uygulamalarda yaygin
olarak kullanilan sentetik bir antimikrobiyal ajan olan “benzethonium chloride”
olarak tamimlanmistir. Bu bilesik, sivi GFSE 6rneginin % 8,03’iine karsilik gelirken,
toz haldeki GFSE o6rneklerinde daha yiiksek “benzethonium chloride” bulunmustur
(Takeoka ve dig., 2001). Bagka bir ¢alismada yine ticari GFSE’nin ve greyfurt
cekirdeginin etanol ekstraktinin bilesenleri HPLC ve LC/MS ile analiz edilmis, ticari
tiriin kromatogrami 3 ana pik vermis ve bunlardan ikisi “metil-p-hidroksibenzoat” ve

“triclosan” olarak tanmimlanmigtir (Sakamoto ve dig., 1996).

Xu ve dig.’nin (2007) ¢calismasinda GFSE’nin gida kaynakli patojen bakterilere etkisi
in-vitro ve minimal islenmis sebzelerde test edilmis, sonucta Salmonella igin MIC

degeri 15 ppm iken L. monocytogenes i¢in MIC degeri 64 ppm bulunmustur.

2.4 Kanath Et Uriinleri Muhafazasinda Modifiye Atmosfer Paketleme (MAP)

Uygulamalar1 ve Avantajlari

Gidalarin birgcogu nem kaybi1 veya alimi, oksijenle reaksiyon, bakteriler ve kiifler gibi
aerobik miktoorganizmalarin gelisimi gibi nedenlerle acik havada hizla bozulur.
Mikrobiyal gelisme gidanin tekstiir, renk, aroma ve besin degerinde degisimlerle
sonuclanir. Bu degismeler ise giday1 lezzetsiz ve tiiketimini de riskli hale getirir. Bu
nedenlerle gidalarin modifiye atmosferde paketlenmesi, kalitelerini korurken
kimyasal ve biyokimyasal bozulma reaksiyonlarim1 yavaslatarak ve kimi zaman
bozulma etmeni organizmalar1 engelleyerek raf Omriinii uzatabilir. Ancak MAP
gidalarin kalite avantajlar1 ve uzun raf Omriinii saglamak i¢in bozulabilir gidalarin
soguk zincir boyunca sicaklik kontroliine ve iyi hijyen uygulamalarina ihtiyaclan

vardir.
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Cig kanath etlerinde mikrobiyal gelisme (6zellikle Pseudomonas ve Achromobacter
tiirleri) raf Oomriinii sinirlayan esas etkendir. Bu Gram(-) aerobik bozulma etmeni
bakteriler CO, ile etkin olarak inhibe edilirler. Bu nedenle MAP’da % 20’yi asan
CO2’nin dahil edilmesi ile ¢ig kanathlarda raf 6émrii 6nemli oranda uzatilabilir.
Kanath eti CO, tarafindan inhibe edilmeyenlerin de dahil oldugu patojenik
mikroorganizmalarin gelisimi icin iyi bir ortam sundugundan Onerilen sogutma
sicakliklari, tedarik boyunca iyi hijyen ve isleme pratikleri kritik énem tasir ve

titketim oncesinde bu iiriinlerin iyice pisirilmesi gerekir (Url-5, 2008).

Paket atmosferinin optimizasyonu gida driiniine ait baz1 i¢c faktorlerle (pH, su
aktivitesi, yag orani, yag tipi) ve secilen paket tipinde gaz/iirtin hacim oram ile
belirlenir. Gram-nagatif bakteriler ve mayalarin gelismesi nedeniyle mikrobiyal
bozulmaya hassas gidalar, bu mikroorganizmalarin gelisimleri CO; ile yavaslatildigi
icin CO; ile zenginlestirilen atmosfer ile paketlenemektedir (Devlieghere ve dig.,

2004).

Taze tavuk eti ve balik etinde Salmonella enteritidis’in canlii@i ve gelismesi
izerinde vakum ve modifiye atmosferde ambalajlamanin etkisinin incelendigi bir
calismada 3°C’de Salmonella canli kalmakla birlikte gelisme gostermemistir. 10°C’
deki depolamada ise vakum paketlerde ve %100 N, ve %20 CO+%80 O,
kombinasyonlu paketlerde Salmonella hizli bir cogalma gostermistir. Atmosfer %100

CO; oldugunda da gelisme belirgin olarak goriilmiistiir (Nychas ve Tassou, 1996).

Nisin, laktik asit ve MAP paketlemenin kombine ve tekli antilisterial etkisinin
incelendigi bir ¢alismada aerobik ornekler 7, MAP Ornekler 21 giin siireyle
depolanmistir. Aerobik drneklerde 500 ppm nisinin % 2 laktik asitle kombinasyonu
ile Listeria monocytogenes inaktivasyonuna ulasilmisken, MAP 6rneklerde laktik asit
ilavesi ile populasyonda 3,45 log;o diizeyinde, nisinle kombinasyonunda ise bundan

0,5 logjo fazla indirgenme saglanmistir (Lopez-Mendoza ve dig., 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Bakteri Kiiltiirleri

Kanath etlerinden siklikla izole edilen bir patojen bakteri olan S. enteritidis KUKEN
369 (SZH ; Nationalen Salmonella - Zentrale, Higienisches Institut, Almanya), F.
coli O157:H7 ATCC 43894 ve L. monocytogenes SLCC 2375 4b TSA (Tryptic Soy
Agar) yatik agarda 4°C’de, Mikrobank® da (bakteri kiiltiirii depolama sistemi) ve
gliserolde -18°C’de muhafaza edilmistir. Bakteriler in-vitro deneme 6ncesinde TSA
yatik agardan iki kez iist iiste olmak iizere 35°C’de 18 saatlik siire ile TSA yatik

agara tazeleme yapilarak kullanilmistir.

Et deneylerinde gliserolde muhafaza edilen bakteriler deneme Oncesinde steril 5 ml
TSB-YE (Tryptic Soy Broth - Yeast Extract) a 50 pl ilave edilerek iist tiste iki kez
35°C’de 18 saat tazelenmistir. Salmonella ve E. coli igin 18 saatlik kiiltiirler peptonlu
suda 10/ml ye kadar seyreltilerek, daha zayif iireme gozlenen Listeria’da ise steril
TSB-YE ile 1:1 veya 1:2 gibi seyreltilerek inokulum olarak kullanilmistir.
Inokulumun bakteri sayisi, TSA besiyeri ve dokme plak yontemi ile 35°C’de 24 saat

inkiibasyon sonunda sayim yapilarak belirlenmistir.

3.2 Antimikrobiyal Maddeler

In-vitro denemelerde antimikrobiyal madde olarak Nisaplin (% 2,5 nisin, 10° U/g ;
Danisco, Danimarka),Valisin (% 2,5 nisin,lO6 IU/g, Mayasan, Istanbul) % 50’1lik
sodyum laktat solusyonu(d:1,28 g/ml) (Merck, Almanya), greyfurt ¢ekirdek ekstrakti
(GFSE; Citril-200) (edible gliserin iginde % 60 saflikta, Peyma-Chr.Hansen’s,
Italya), celatlama ajan1 di sodyum EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetikasit ; Merck,
Almanya) temin edilerek nisin ve GFSE sogutucuda 4°C’de muhafaza edilmistir.
Konsantrasyon hesaplamalarinda etken antimikrobiyal maddenin ticari iiriin
icerisindeki safligi dikkate alinarak konsantrasyon hesaplamasi yapilmistir. Et
denemelerinde tuz (NaCl) olarak sofra tuzu ve 1sinla sterilize edilmis sarimsak tozu

(Arifoglu Baharat ve Gida San. Ltd. Sti., Istanbul) i¢ piyasadan temin edilerek
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kullanilmistir. Literatiirde GFSE kimi zaman GSE olarak da gecmektedir fakat Grape
Seed Extract (GSE)’tan ayirt edilmesi i¢in GFSE de denmektedir.

3.3 Et ve Ambalaj Materyali

Modern yontemlerle kesim yapan isletmeden alinan taze (kesim sonrasi ilk 24 saat)
pilic gogiis etleri aseptik - izolasyonlu ve soguk sartlar altinda boliimiimiize
getirilerek analize kadar gegcen siirede 1,5 - 2,0 kg lik paketler halinde
ambalajlanarak derin dondurucuda (-18°C) muhafaza edilmistir. Analiz 6ncesinde
sogutucuda 4°C’de ¢oziindiiriilmiistiir. Pargalari dnceden deterjanli su ile yikanip
durulandiktan sonra sodyum hipokloritli (% 5°lik) su (15 ml/L ile 5 dak. + durulama)
ile dezenfekte edilen ve kurutulan kiyma makinasinda (Moulinex-Model HVS,
Fransa) kiyma c¢ekilmistir (ayna delik ¢ap1 : 5 mm). Kiyma cekilmeden once gogiis
parca etlerin iizerlerine etil alkol piuskiirtiilerek alevden gecirilmistir. “Stomacher”
torbas1 veya dezenfekte edilmis (15 ml/L hipokloritli su ile 10 dak. + durulama)
uygun boyutta (17cmx18cm) paketler igerisine 25 g Iik birimler halinde tartilmas,
muamele edilmek {izere hemen buzdolabina yerlestirilmistir. Bu sekilde elde edilen
tavuk kiymasmin mikrobiyal yiikiiniin ~2 log;¢/g diizeyinde oldugu TSA’da sayim

yapilarak belirlenmistir.

Aerobik paketlemede ambalaj materyali olarak LDPE (kalinlik: 50 pm, oksijen
gecirgenligi: 3800 cc/mz.giin.atm, test kosulu: 23°C % 0O bagl nem), MAP
paketlemede ise PET/PE — EVOH - PE lamine film (kalinlik: 60 pm, oksijen
gecirgenligi: 1,2 cc/m?.giin.atm, test kosulu: 23°C % 0 bagil nem) kullanilmustir.
Paketleme materyalleri Korozo Ambalaj San. ve Tic. A.S.(Istanbul)’den temin

edilmistir.

3.4 in-vitro inhibisyon Denemelerine Hazirlik Prosediirii

Antimikrobiyal madde olarak nisin, di sodyum EDTA ve greyfurt cekirdegi
ekstraktinin (GFSE;Citril-200) hemen deneme Oncesi hazirlanan stok ¢ozeltilerinden,
sodyum laktat ise direkt olarak, TSB (Tryptic Soy Broth) (Acumedia, Maryland,
USA) igeren deney tiiplerine gerekli hacimde (<1 ml) ilave edilmistir.
Antimikrobiyal madde kullanilmadiginda korleri (nisin i¢in steril su ile hazirlanan

0,02 N HCI, digerleri icin steril saf su) kullanilmistir. TSB besiyeri, toplam hacim 10
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ml’ye tamamlandiginda formiilasyonu karsilayacak derisimde hazirlanmistir. Tepki
Yiizey denemelerinde minimum pH olarak, % 1 laktik asitin TSB besiyerinde
meydana getirdigi pH : 3,44 secilmistir. NaL. ve GFSE denemelerinde taze tavuk eti
pH’s1 olan pH: 6 secilmistir. Deney tiiplerinde pH ayarlamasi 1 N HCI ve 5 N NaOH
ile yapilmigtir. Deney tiipleri inokulasyon oncesinde 121°C’de 15 dak. sterilize
edilmistir. In-vitro deneyler incelenen her bakteri icin ayr1 deney setleri hazirlanarak

yiirtitiilmiistiir.

3.5 in-vitro Test Tiiplerinde Bakteri Sayismin Standardizasyonu

Inokulumun hazirlig amaciyla TSA yatik agarda 35°C’de 18 saat iist iiste iki kez
tazelenen kiiltiirden alinarak deney tiiplerindeki bakteri sayisim standardize etmek
amaciyla Mc Farland standardlarindan (% 1’lik seyreltik BaCl, ve siilfirik asit H,SO4
¢ozeltilerinin farkli oranlardaki karigimlar1) yararlanilmistir. Bu c¢ozeltilerdeki farkli
tirbidite (bulaniklik) diizeyleri peptonlu su igindeki bakteri populasyonunun
olusturdugu (Yatitk TSA’dan peptonlu suya aktarilarak hazirlanan) tiirbitide ile
karsilastirllarak bakteri sayisimin tahmini yapilmistir. Bakteri konsantrasyonu 108
kob/ml tahminlenen tiipten 1 ml alinarak 9 ml peptonlu suya ilave edilerek 10’
kob/ml diliisyonu hazirlanmas, steril besiyeri+antimikrobiyal igeren test tiiplerine 0,1
ml (100 pl) ilave edilerek, 10 ml hacminde yaklasik 5 log;o kob/ml diizeyinde
baslangig bakteri sayis1 saglanmistir. Inokulumun bakteri sayisi, TSA besiyeri ve
dokme plak yontemi ile 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda sayim yapilarak

belirlenmistir.

3.6 inokulasyon, Inkiibasyon Sartlar1 ve Mikrobiyolojik Sayim

Farkli konsantrasyonlarda inhibitér madde (nisin ve/veya EDTA, sodyum laktat,
greyfurt ¢ekirdek ekstrakti;GFSE) iceren veya icermeyen (kor) deney tiiplerindeki
TSB ortamina 0,1 ml inokulasyon yapildiktan sonra deney tiipleri etiivde 35°C’de 24
saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonrasi ortamdaki bakteriyel gelismenin
durdurulmasi icin deney tiipleri buzlu su icine alinarak sogutulmus (10 dak.), analiz
edilinceye kadar gecen siire iginde tiipler 4°C’de muhafaza edilmistir. Bakteri
sayimlart dokme plak yontemi ile TSA (Tryptic Soy Agar) (Acumedia, Maryland,
A.B.D.) kiiltiir ortam1 kullanilarak yapilmis, petri kutular1 etiivde 35°C’de 24 saat
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inkiibe edilmis ve sayimlar bu siire sonunda yapilmistir. GFSE ile 1 saatlik
inhibisyon deneylerinde inkiibasyon islemi 35°C’deki termostatlhi su banyosunda

(Niive, Istanbul, Tiirkiye) yapilmistir.

3.7 Kiyma Ortamina Antimikrobiyal, ingredient (NaCl, Sarimsak tozu) ilavesi,

Inokulasyon, Depolama Sartlari ve Mikrobiyolojik Sayim

Antimikrobiyal maddelerin hemen deneme oncesinde stok c¢ozeltileri hazirlanmustir.
Valisin (nisin) steril su ile hazirlanan 0,02 N HCl igerisinde, GFSE stok ¢ozeltisi ise
steril su ile hazirlanmistir ve 25 g’lik paketlere maksimum 1 ml ilave edilerek gerekli
konsantrasyon saglanmistir. Antimikrobiyal ilave edilmediginde ise kor

(antimikrobiyalin i¢inde hazirlandigi sivi, steril) kullanilmistir.

Formulasyon denemesinde tavuk kiymasi ile GFSE (6000 ppm), NaCl (% 2) ve
sarimsak tozunun (% 2) 8 farkli kombinasyonu yine 25 g toplam agirlik i¢inde
hazirlanmistir. Paketlere her bakteri icin 0,25 ml (250 ul) inokulum ilave edilerek (25
g’da her bakteri yaklasik 5 log;o kob/g) ilave sonunda paketler silindir bir ¢ubuk
yardimi ile paket disindan iyice homojenize edilmistir. Daha sonra ambalajlama
makinasinda (Multivac ambalajlama makinasi, Sepp Haggenmiiller GmBH & Co.
KG, Wolfertschwenden, Almanya) uygun atmosferde (aerobik: % 21 Oy+% 79
Ny/modifiye atmosfer: %70 CO+% 30 N,) ambalajlanarak kapatilmistir ve 4 veya
10°C’de sogutmali inkiibator (Niive, ES 110 sogutmali inkiibator, [stanbul, Tiirkiye)

icerisinde 6 giine kadar siirelerde depolanmistir.

Depolamanin analiz periyotlarinda paket atmosfer bilesimi Ol¢iilmiistir. Hemen
sogutucuya alinan paketlerde mikrobiyolojik sayimlara gecilmistir (Sekil 3.1).
Patojen bakteri sayimlar1 thin agar layer (TAL) yoOntemi ile gerceklestirilmistir.
Secici besiyerleri, katkilar1 ve TSA Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin

edilmistir.
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Sekil 3.1: Aerobik ve MAP paketlenmis valisin ilaveli kiyma 6rnekleri.

Thin Agar Layer (Ince Agar Tabakasi - TAL) yonteminde 14 + 14 ml [alt tabakada
secici besiyeri : Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar, Cefixime-Tellurite
Sorbitol McConkey (SMAC - CT) Agar veya Oxford Listeria Selective Agar, 14 ml
+ iist tabakada TSA, 14 ml] seklinde 2 tabaka halinde hazirlanan besiyerine siirme
plak yontemi ile ekim yapilmistir (Sekil 3.2). Toplam aerobik mezofilik bakteri
sayimu (total plate count) TSA agar kullanilarak dokme plak yontemi ile yapilmistir.

Petri kutularinda sayim 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda yapilmustir.

Tipik Salmonella enteritidis kolonileri XLD agar da koyu gri koloniler, E. coli
O157:H7 kolonileri SMAC - CT agarda renksiz koloniler, Listeria monocytogenes
kolonileri ise Oxford Listeria agar da ise siyahimsi yesil, siyah zonlu kolonilerdir.
Besiyerlerinde renk ve sekil bakimindan tipik koloniler, saf bakteri kiiltiirlerinin
diliisyon sivisiyla seyreltilerek TAL’a ekimi ve inkiibasyonu ile iiremeleri sonucunda
kontrol olarak kullanimiyla tanimlanmastir.

TSA’nin iizerine siirme plak
yontemiyle ekim yapilir.

TSA ' 2 | [nkiibasyon siiresince,
hasarli hiicreler TSA’da
Petri kab1 toparlanir, ardindan iist
kisma difiizlenen selektif
CT-SMAC Agar agarla temasa gecerler.

Sekil 3.2: ince agar tabakas1 (TAL) uygulamasinin sematik gosterimi (Wu ve Fung,
2001).
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3.8 Paket Atmosfer Bilesimi Olciimii:

Orneklerin analiz periyotlarinda gaz 6l¢iim cihaz1 ile (PBI Dansensor A/S, Model:

CheckMate 9900 O,/CO,, Danimarka) aerobik ve MAP paket ici atmosfer bilesimi

(% O, ve CO,) dlgiilmiistiir.

3.9 istatistik Analizler

Deneme bulgularinin istatistik analizleri igin “Minitab® Release 12.2 for Windows”

(Microsoft, A.B.D.) bilgisayar programi kullanmilmistir. Veriler bu programa

aktarilarak genel lineer modelleme yontemi ile varyans analizi

(ANOVA)

yapilmustir. In vitro ve et sistemindeki deney desenleri, faktorler ve seviyeleri ile

Olciilen parametreler Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge.3.1: in vitro deney desenleri, faktorler ve seviyeleri ile dlgiilen parametreler.

Deneme Deney deseni Faktorler Fal.(tor- Olgiilen parametre
seviyesi
0
.. 73
Central Nisin (ppm) 250
Composite
Design 427
.. e 500 Test bakteri sayisi
Nisin, 24 saat Tepki-Yiizey 3.44 (log kob/ml)
oa=1,414
. 3,96
merkez nokta:5
ornek:13 pH 3,22
' 6,48
7,00
e 0 .
Tam Tesadiifi Test bakteri sayist
NaL, 24 saat Desen NaL (% w/v) i (log kob/ml)
0
30
GFSE (ppm) 60
150
Tam Tesadiifi 300 Test bakteri sayisi
GFSE, 1 saat Desen 0,5 (log kob/ml)
10
Siire (dak.) 20
40
60
0
e 30 .
GESE, 24 saat Tam Tesadiifi GFSE (ppm) 60 Test bakteri sayist
Desen 150 (log kob/ml)
300
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Cizelge.3.2: Tavuk kiymasi ve formulasyonlarinda deney desenleri, faktorler ve
seviyeleri ile dlciilen parametreler.

Deneme

Deney deseni

Faktorler

Faktor seviyesi

Olciilen
parametre

Tavuk
kiymasi1,GFSE,
4°C

Tam Tesaduifi
Desen

GFSE (ppm)

0
300
1000
2000

Siire (giin)

0
3
6
(E.coliigin 0 ve 3
giin)

Toplam ve test
bakteri sayisi
(logo kob/g)

Tavuk
kiymasi1,GFSE,
10°C

Tam Tesadiifi
Desen

GFSE (ppm)

0
3000
6000

Paket

Aerobik
MAP

Siire (giin)

Toplam ve test
bakteri sayisi
(logjo kob/g)

Formulasyon,
10°C

Tam Tesaduifi
Desen

GFSE (ppm)

NaCl (% w/w)

Sarimsak tozu
(% wiw)

Paket

Siire (giin)

Test bakteri sayist
(logio kob/g)

Tavuk
kiymas1,GFSE,
4°C

Tam Tesadiifi
Desen

GFSE (ppm)

Paket

Siire (giin)

Test bakteri sayist
(logyo kob/g)

Tavuk
kiymast,
Nisin,4°C

Tam Tesadiifi
Desen

Nisin (ppm)

250

Paket

Aerobik
MAP

Siire (giin)

Test bakteri
(L.monocytogenes)
sayisi (log kob/g)
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 in-Vitro Deneme Bulgular1

4.1.1 Nisinin patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkileri

Farkli pH diizeyleri (3,44 - 7,00) ve nisin konsantrasyonlarimin (0 - 500 ppm) S.
enteritidis ve E. coli O157:H7 iizerindeki etkileri EDTA varliginda (20 mM)
“Central Composite Design” kullanilarak Tepki Yiizey Yontemi ile incelenmistir.
L. monocytogenes ile yiriitillen caligmada ise deney kosullart aym1 kalmig ancak
besiyerine EDTA ilave edilmemistir. Denemeler, TSB besiyeri ortaminda 35°C’de 24

saatlik inkiibasyonla gerceklestirilmistir.

Iki faktorlii ikinci dereceden (quadratic equation) denklemli model kullanilmustir.

Bakteri sayis1 (y)= logjo (kob/ml) i¢in tahminlenen regresyon katsayilari:
y= Bo+ 81X1+ 32X2+ B3X12+ B4X22+ 35X1X2 (4.1)
X1= nisin (ppm)

x,=pH

4.1.1.1 Nisinin S. enteritidis izerinde antimikrobiyal etkisi

Orneklerdeki baslangi¢ S. enteritidis sayis1 5,58 logio kob/ml olarak bulunmus,
sonuclar Sekil 4.1 ve Ek Cizelge A.1’de verilmistir. Deney sonunda elde edilen
verilerin varyans analizi sonucglar1 ve regresyon katsayilann Ek Cizelge A.2 ve
Cizelge A.3’de verilmistir. Merkez noktada (pH:5,22 ve 250 ppm nisin) baslangic
bakteri sayisinda 6nemli bir degisiklik gozlenmemis, ortalama 5,27 log;y kob/ml
olarak bulunmugtur. Besiyerinde pH:7,0 degerinde ise 250 ppm nisin varliginda
bakteri sayisinda 2,71 logjo diizeyinde bir artis belirlenmistir. Yaptigimiz calismada
tek basina 20 mM EDTA, 5,22 pH degerinde bakteriostatik etkide bulunmustur.
Dolayis1 ile pH:5,22’de 250 ppm nisin varhifinda gozlenen bakteriostatik etkinin

EDTA’dan kaynaklandig1 sonucuna varilmistir.

Verilerin istatistik analizi sonucunda modelde uygunsuzluk (“lack of fit”) degeri

p<0,1 (anlamli) ¢ikmistir (p=0,072). Veriler modeli fit etmemektedir. Bu durumda
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modelde eksik parametre kullanimi ile transformasyon yapilmistir. Ek Cizelge
A.1’deki 7,85 log verisi kaldirilarak yeniden analiz edildiginde elde edilen degerler
Cizelge 4.1 ve 4.2°de gosterilmistir.

[SCRNE R A = - = =)
TR S S N VR W, S N

log (kabimil)

nisin (ppm)

Sekil 4.1: EDTA (20 mM) varliginda nisin konsantrasyonu ve pH’nin 35°C’de 24
saat sonunda S. enteritidis geligsimi iizerine etkisi.

Cizelge 4.1: S. enteritidis’in nisinle inhibisyon denemesine ait verilerin
transformasyonu sonrasi varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Serbestlik Kareler Kareler F P
Derecesi Toplanm Ortalamasi
(Varyans)

Regresyon 5 31,8490 6,3698 414,90 | 0,000
Lineer 2 30,8248 13,2296 861,72 | 0,000
Kare 2 0,3320 0,0847 5,52 | 0,044
Interaksiyon 1 0,6922 0,6922 45,09 | 0,001
Rezidii hata 6 0,0921 0,0154
Uygunsuzluk 2 0,0198 0,0099 0,55 | 0,616
Salt hata 4 0,0723 0,0181
Toplam 11 31,9411

Cizelge.d.2: S. enteritidis’in nisinle inhibisyon denemesine ait verilerin
transformasyonu sonrasi regresyon katsayilari ve P degerleri.

Regresyon Standart Hata T P

Katsayisi
Sabit 5,2740 0,05541 95,177 0,000
Nisin 0,0315 0,05058 0,622 0,557
pH 2,0409 0,05058 40,347 0,000
Nisin*Nisin 0,1612 0,04865 3,314 0,016
pH*pH 0,0412 0,04865 0,848 0,429
Nisin*pH -0,5370 0,07998 -6,715 0,001

S=0,1239 R-Sq=99,7% R-Sq(adj) =99.5%
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Eksik parametre ile verilerin ANOVA varyans analizinde nisin konsantrasyonu

bakteri inhibisyonunda 6nemli degilken (p>0,05), pH 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

S. enteritidis sayist (log;op kob/ml) icin asagida verilen 2. dereceden esitlik elde

edilmistir.
y=5,27+0,031nisin+2,04pH+0,161 (nisin)2+0,041 (pH)2—0,537(nisin x pH) 4.1a)

Nisin ve pH interaksiyonu 6nemlidir (Cizelge 4.2). Besiyeri pH’s1 5,22’nin iistiinde
iken (6,48 ve 7,0) 20mM EDTA+250 ppm nisinle diisik pH’da gozlenen
bakteriostatik etki agikca ortadan kalkmaktadir (Ek Cizelge A.1). Nisinin bakteri

sayist lizerindeki lineer olmayan etkisi onemli bulunmustur.

4.1.1.2 Nisinin E. coli 0157:H7 iizerinde antimikrobiyal etkisi

Orneklerdeki baslangig bakteri sayist 5,59 logjo kob/ml olarak bulunmus, sonuglar
Sekil 4.2 ve Ek Cizelge A.4’de verilmistir. Deneme sonunda elde edilen verilerin
varyans analizi sonuglar1 ve regresyon katsayilar1 Ek Cizelge A.5 ve Cizelge A.6’da
verilmistir. Bu denemede merkez noktada (pH 5,22 ve 250 ppm nisin) ortalama 0,93
logjo diizeyinde indirgenme meydana gelmistir. Besiyerinde pH:7,0 oldugunda ise

250 ppm nisin varliginda bakteri sayisinda yaklasik 2 log;o artis kaydedilmistir.

[SCNE A N & = R = = I =

log (kobdmil)

nisin (ppm) o0 sm

Sekil 4.2: EDTA (20 mM) varliginda nisin konsantrasyonu ve pH’nin 35°C’de 24
saat sonunda E. coli O157:H7 gelisimi iizerine etkisi.

Verilerin istatistik analizi sonucunda modelde uygunsuzluk (“lack of fit”) degeri
p<0,05 (anlaml1) ¢ikmistir (p=0,008). Veriler modeli fit etmemektedir. Bu durumda

modelde eksik parametre kullanimi ile transformasyon yapilmistir. Ek Cizelge
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A.4’deki 1,0 logjo verisi kaldirilarak yeniden analiz edildiginde elde edilen degerler
Cizelge 4.3 ve 4.4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3: E. coli O157:H7’nin nisinle inhibisyon denemesine ait verilerin
transformasyonu sonrasi varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Serbestlik | Kareler Kareler F P
Derecesi | Toplanm | Ortalamasi
(Varyans)

Regresyon 5 16,4781 3,2956 10,12 0,007
Lineer 2 11,1389 2,8914 8,88 0,016
Kare 2 5,1586 2,5793 7,92 0,021
interaksiyon 1 0,1806 0,1806 0,55 0,485
Rezidii hata 6 1,9545 0,3258
Uygunsuzluk 2 1,4019 0,7010 5,07 0,080
Salt hata 4 0,5526 0,1381
Toplam 11 18,4326

Cizelge.d.4: E. coli O157:H7’nin nisinle inhibisyon denemesine ait verilerin
transformasyonu sonrasi regresyon katsayilar ve P degerleri.

Regresyon Standart Hata T P

Katsayisi
Sabit 4,6600 0,2552 18,257 0,000
Nisin -0,1766 0,2018 -0,875 0,415
pH 1,0737 0,2605 4,121 0,006
Nisin*Nisin 0,3753 0,2241 1,675 0,145
pH*pH 0,9715 0,2781 3,493 0,013
Nisin*pH -0,2125 0,2854 -0,745 0,485

S=0,5707 R-Sq=894% R-Sq(adj) = 80,6%

Eksik parametre ile verilerin ANOVA varyans analizinde nisin konsantrasyonu
bakteri inhibisyonunda onemli degilken (p>0,05) pH’nin lineer ve lineer olmayan

etkileri onemli (p<0,05) bulunmustur.

E. coli O157:H7 sayis1 (logjo kob/ml) i¢in asagida verilen 2. dereceden esitlik elde
edilmistir:

y= 4,66—0,176nisin+1,07pH+0,37(nisin)2+0,97(pH)2—0,21(nisin x pH) (4.1b)
Cutter ve Siragusa (1995) tarafindan E. coli O157:H7 ve S. typhimurium ile yapilan
bir ¢calismada 50 ppm nisinin degisik antimikrobiyallerle kombinasyonunun etkileri
tamponlanmis (MOPS: 3 - [N-morfolino] propansiilfonik asit veya PBS: Fosfat-

tamponlanmis tuz) ortamda incelenmis, Salmonella sayis1 iizerinde ilk bir saatte en

fazla azalmanin (4,53 logjp) 37°C’de ortamda 50 ppm nisin ve 50 mM EDTA’nin
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birlikte kullanildig1 (pH:7,0) kosulda ortaya ¢iktigi saptanmistir. Bizim ¢alismamizda
ise pH 7,0’de 250 ppm nisinin 20 mM EDTA ile kombinasyonu bakteri gelismesini
etkilememistir. Ancak bu c¢alismada test ortami farkli (TSB) ve EDTA
konsantrasyonu daha diisiik olup, etki 24 saat sonunda belirlenmistir. Bu durumda

baslangigta hasar gdrmiis hiicrelerin direng gelistirerek gelisme gostermesi olasidir.

Boziaris ve Adams (1999) tarafindan siv1 besiyerinde degisik ¢elatlayicilar ve farkli
nisin konsantrasyonlarinin bazi Gram(-) bakteriler iizerindeki etkinligini belirlemek
icin yapilan bir calismada pH: 6,5’da 30°C’de kullanilan ¢elatlayicilar arasinda en
fazla inhibisyon 10 mM EDTA ile saglanmistir. Bu ¢alismada, 100 IU/ml nisin
ilavesinde dahi E. coli tamamen inhibe olmustur. Ancak besiyerinde sadece 10 mM
EDTA bulundugunda bakteride iireme gozlenmistir. Nisin iireten L. lactis’in ilave
edildigi fermente brothlarda ise dogal pH degerinde (pH: 4,0) Gram(-)’lerde herhangi
bir inhibisyon goriilmemistir. Bizim ¢alismamizda ise nisin pH: 6,48’de EDTA
varliginda Gram(-) test organizmalarinin gelismeleri {iizerinde inhibitor etki
gostermemistir. Bu konuda yapilan degerlendirmelerde degisik suslarin nisine

duyarhilikta fark yaratabilecegi belirtilmistir.

Calismamizda 5,22 pH’nin Salmonella gelisimine etkisini EDTA olmadan
belirlemek amaciyla ortama 5,6 log;o bakteri inokule edilerek yapilan ilave
denemelerde 24 saat sonunda bakteri sayisinda 3,3 logjo artis goriilmiistiir. Ancak
ayn kosullarda EDTA (20 mM) varliginda bir artis belirlenmemistir. Gill ve Holley
(2003) tarafindan yapilan calismada ortamda EDTA igin 24°C’de 60 saat
inkiibasyonla pH: 6,0’da saptanan MIC degerleri E. coli ve S. typhimurium’da
sirasiyla 1000 ppm ve > 2000 ppm olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda 20 mM
EDTA (7445 ppm) pH 5,22°de Gram(-) bakterilere bakteriostatik etkili bulunmustur.

4.1.1.3 Nisinin L. monocytogenes iizerinde antimikrobiyal etkisi

TSB besiyeri ortaminda degisik pH (3,44-7,0) ve nisin (0-500 ppm)
konsantrasyonunun L. monocytogenes gelismesine etkisi Sekil 4.3 ve Ek Cizelge
A.7’de gosterilmistir. Deney sonunda elde edilen verilerin varyans analizi sonuglar

ve regresyon katsayilar Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.3: Nisin konsantrasyonu ve pH'nmin 35°C’de 24 saat sonunda L.
monocytogenes gelisimi lizerine etkisi.
Bakteri inaktivasyonunda farkli nisin konsantrasyonu ve pH’min bakteri sayisina
etkisi ANOVA varyans analizi ile istatistiksel olarak analiz edildiginde pH ve nisin
konsantrasyonunun etkisi 6nemli bulunmustur (p<0,05). Nisinin besiyerine 73 - 500
ppm ilavesinin 3,44 - 5,22 pH degerleri arasinda L. monocytogenes tizerinde kuvvetli
bakterisit etki gosterdigi goriilmiistiir. Besiyerinde pH’min 5,22 iizerindeki
degerlerinde (6,48 ve 7,0) bakteri gelisimi nisinden etkilenmemis ve iireme

gozlenmistir (yaklasik 3,5 logjg artis).

Cizelge 4.5: L. monocytogenes’in nisinle inhibisyon denemesine ait varyans analizi
(ANOVA) sonuglart.

Serbestlik | Kareler Kareler F P
Derecesi | Toplamm | Ortalamasi
(Varyans)

Regresyon 5 145,090 29,0179 13,87 0,002
Lineer 2 100,673 50,3367 24,06 0,001
Kare 2 44,395 22,1976 10,61 0,008
Interaksiyon 1 0,021 0,0210 0,01 0,923
Rezidii hata 7 14,645 2,0922
Uygunsuzluk 3 14,645 4,8817 * *
Salt hata 4 0,000 0,0000
Toplam 12 159,735

*Merkez noktada (5) varyans olmadigindan analizi yapilamadi.
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Cizelge 4.6: L. monocytogenes’in nisinle inhibisyon denemesine ait regresyon
katsayilar1 ve P degerleri.

Regresyon Standart Hata T P

Katsayisi
Sabit 1,000 0,6469 1,546 0,166
Nisin -1,327 0,5114 -2,594 0,036
pH 3,290 0,5114 6,433 0,000
Nisin*Nisin 1,826 0,5484 3,330 0,013
pH*pH 1,969 0,5484 3,590 0,009
Nisin*pH -0,073 0,7232 -0,100 0,923

S=1446 R-Sq=90,8% R-Sq(adj) =84,3%

L. monocytogenes sayis1 (log;o kob/ml) i¢cin asagida verilen 2. dereceden esitlik elde

edilmistir:
y= 1-1,33nisin+3,29pH+ 1,83(nisin)*+ 1,97(pH)*-0,07(nisin x pH) 4.1¢)

Boziaris ve Nychas (2006) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sekilde, sicaklik,
pH ve su aktivitesinin besiyerinde 3x10° kob/ml diizeyindeki L. monocytogenes’in
gelisimindeki etkisini arastirdiklari calismada ise, 25 - 35°C’de 100 IU/ml nisin
varhiginda gelisme icin minimum pH:5,20 ve minimum su aktivitesi 0,967 olarak

belirlenmistir.

Onceki caligmalarda gosterildigi gibi nisin antimikrobiyal olarak en ¢ok laktik asit
bakterilerine ve diger Gram(+) bakterilere etkilidir. Gill ve Holley’in (2003)
calismasinda pH: 6,0’da 24°C’de 60 saat inkiibasyon sonunda L. monocytogenes igin
Chrisin (% 2,5 saf nisin) ile MIC degeri 250 ppm (6,25 ppm nisin) bulunmustur.
Bizim c¢alismamizda 6,48 pH’da 73 ppm nisin Listeria’da inhibisyon meydana

getirmemistir, ancak iki ¢aligma arasinda inkiibasyon siire ve sicakliklar farklidir.

Sivarooban ve dig. (2007) tarafindan yapilan calismada da bulgularimiza benzer
sekilde 6400 IU/ml nisin, TSBYE (Tryptic Soy Broth-Yeast Extract)’ye 6,7 logg
diizeyinde inokule edilen L. monocytogenes’e 37°C’de 72 saatlik inkiibasyon
sonunda herhangi bir inhibitor etkide bulunmamistir ki, bizim calismamizda da
pH’nin 5,22’nin iizerinde oldugu, TSB besiyerinin dogal pH’sina (pH:7,3) yakin

degerlerde inhibisyon gdzlenmemistir.

Boziaris ve dig.’nin (2007) L. monocytogenes’in in-vitro ortamda farkl a,, ve pH
degerlerinde nisinle indirgenmesini inceledikleri calismada artan tuz ve nisin

konsantrasyonu ve diisitk pH degerlerinin bakteride daha yavas gelisme hizi ve lag
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fazinin uzamasiyla sonuclandigini gostermiglerdir. pH: 4,50 oldugunda c¢ogalma
gozlenmezken, 100 IU/ml nisin varliginda bakteri inaktive olmustur. Bizim
calismamizda ise 3,96 pH degerinde, 73 ppm nisin ile baslangic diizeyi 5,04 logjo
olan bakteri tamamen inaktive olmustur. Nisinin antimikrobiyal etkinliginde pH
onemli rol almistir. Diisik pH degerlerinde nisinin ¢oziiniirliigii, stabilitesi ve

antimikrobiyal etkisi artmaktadir (Delves-Broughton, 1987)

Bakteriosinlerin hassas mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesi, biiyiik
Olciide pH, hiicre konsantrasyonu, mikroorganizma cins ve tiirleri ile ortamm lipid
icerigi, proteolitik enzimler ve sivi/kati sistem gibi faktorlerle biiyiik ol¢iide etkilenir.
Ayrica ortam sicakligi ve bakteriosinlere direng 6nemlidir (Abee ve dig.,1995).

4.1.2 Sodyum laktat (NalL)’in patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal
etkileri

Farkli iki NaL diizeyinin (% 2,0 ve 4,0) TSB besiyeri ortaminda (pH : 6,0) S.
enteritidis, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla, TSB’de 35°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda elde edilen sayim
sonuglar1 istatistiki olarak ANOVA varyans analizi ile degerlendirilmistir. Deney

bulgulart toplu bigimde Sekil 4.4 ve Ek Cizelge A.8’de verilmistir.

Istatistik analiz sonuglarina gore, NaL her 3 patojen bakteri icin de % 2 ve 4 oraninda
kullanildiginda  bakterinin  besiyerinde inhibisyonunda ©Onemli bir etkide
bulunmamistir (Ek Cizelge A.9-A.11). Konsantrasyonlar arasindaki fark da 6nemli

degildir (p>0,05).

4
3 .
o o
E O S.enteritidis
2 .
x B E.coli
- 0O L.monocytogenes
1 .
0 T T T
0 2 4
NaL (% w/v)

Sekil 4.4: Farkli sodyum laktat (NalL) konsantrasyonlarinda 35°C’de 24 saat sonunda
test organizmalar sayilarinda degisim.

40



Ortamda % 2 ve 4 oraninda NaL varliginda S. enteritidis, E. coli O157:H7 veya L.
monocytogenes sayisinda oOnemli bir indirgenme gozlenmemistir. Gram(-)
bakterilerin organik asit ve tuzlarina karsi Gram(+)’lerden daha hassas olduklar
bildirilirken (Mbandi ve Shelef, 2001), sodyum laktatin spesifik inhibisyonunun
Gram(+)’lerde daha fazla oldugu bildirilmistir (Houtsma ve dig., 1993). Sodyum
laktat besiyerine ilave edildiginde laktik asit gibi pH degisikligi yaratmamaktadir,
fakat sivi ortamda olusan laktat anyonunun spesifik antimikrobiyal etkisi
bilinmektedir. Bacillus cereus’un degisik sicaklik ve pH sartlarinda, farkli NaCl ve
NaL konsantrasyonlarindaki davranisinin incelendigi bir arastirmada, sodyum
laktatin antimikrobiyal aktivitesinin pH’dan biiyiik olciide etkilendigi belirlenmistir.
Sodyum laktatin antimikrobiyal aktivitesi hem lag fazi siiresini uzatarak hem de

cogalma hizim diisiirerek gerceklesmistir (Olmez-Kaptan, 2004).

Houtsma ve dig.’nin (1993) et iiriinlerinde bulunabilen cesitli patojenik ve bozulma
etmeni bakterilerin 10° kob/ml diizeylerinin NaL ile MIC (gelismenin gozlenmedigi
en diisiikk konsantrasyon) degerlerini arastirdigi calismada, S. enteritidis PT1 igin
Nal. 714 mM (% 8 w/v) iken L. monocytogenes B i¢in 804 mM (% 9 w/v)

bulunmustur. Bu ¢alismadaki inkiibasyon sicaklik ve siiresi 20°C ve 7 giindiir.

Neetoo ve dig.’nin (2008) calismasinda 12 farkli L. monocytogenes susu i¢in organik
asit tuzlan ile yapilan MIC ¢alismasinda sodyum laktat icin degerler % 4,60 ile 5,60
arasinda bulunmustur. Tiitsiilenmis vakum paketli somon ezmesinin 4°C’deki
depolamasinda ise Listeria kontrolii en etkin olarak % 0,25 sodyum diasetat (SD) ve

% 2,4 NaL + % 0,125 SD formulasyonlar ile saglanmigtir.

Wit ve Rombouts (1990) nétral besiyerine % 5 (w/w) sodyum laktat ilave ederek
patojen ve bazi laktik asit bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisini incelemislerdir.
Sonug¢ olarak laktik asit bakterilerinde, Staphylococcus aureus ve Salmonella
typhimurium’da bu etki gozlense de E. coli’nin gelisme hiz1 bilesikten hig
etkilenmemistir. Bu ¢alismada bulgular farkli bakterilerin sodyum laktata kars1 farkli
cevaplar verdigini gostermistir. Nisbeten yiiksek pH degerlerinde, laktik asitle
artirilan hiicresel membran gecirgenliginin, notral besiyerinde gozlemlenen sodyum
laktatin antimikrobiyal etkinligini anlamada yardimci olabilecegi belirtilmistir.
Sodyum laktatin antimikrobiyal etkisini gelisme i¢in optimum olan sicakliklarin

altindaki soguk depolama sicakliklar da artirmistir.
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Miller ve Acuff’un (1994) calismasinda da % 1- 4 oranlarinda NaL iceren pisirilmis
tavuk eti dilimlenerek patojen bakterilerle asilanmustir. Inokiile et dilimleri 10°C’de
0, 7, 14, 21, 28 giin gibi siirelerde depolanmustir. Genel olarak % 3 ve 4 NalL’lh
orneklerde kontrol ve % 2 NalL’li orneklere kiyasla daha simirli diizeyde S.

typhimurium, L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 ¢ogalmas1 gostermistir.

Ayn1 su aktivitesinde mikroorganizmalar sodyum laktat ile sodyum kloriirden daha
fazla inhibe olmus ve bu etki ise laktat iyonuna baglanmistir (Koos, 1992). Ancak
konsantrasyon, ortamin oksijen mevcudiyeti ve sicaklik da mikrobiyal inhibisyonda

etkili faktorlerdir.

Laktatlar1 igeren (%3) pisirilmis karaciger sosisinde 5 ve 20°C’lerde depolama
sirasinda inokule edilen patojen bakterilerin (E. coli O157:H7, Salmonella
typhimurium ve L. monocytogenes) davranmigi incelenmis, 1sil islemin laktatlarin
antimikrobiyal etkisini artirdigi belirtilmigtir. Kalsiyum laktat yaninda diger
kalsiyum tuzlarn da denenmis, laktatin birincil antimikrobiyal faktor oldugu

belirlenmistir (Shelef ve Potluri, 1995).

Sodyum laktat en ¢ok ham, sosis ve ezmeler gibi pisirilmis et iiriinlerinde soguk
depolamay1 uzatmak iizere kullanilirlar ve bu iriinlerde bozulma etmeni flora
psikrotrofik laktik asit bakterilerinden olusur. Sodyum laktatin ozellikle soguk
depolamaya maruz kalan bu bakterilerin gelisimini inhibe ettigi bu iirlinlerin raf
Omriinil 1 veya 2 hafta artirdig1 goriilmiistiir (Wit ve Rombouts, 1990).

4.1.3 Greyfurt cekirdek ekstrakti (Grapefruit Seed Extract: GFSE) kullaniminmin
patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkileri

Genis spektrumlu antimikrobiyal etkileri ile son yillarda dogal antimikrobiyal madde
olarak ilgi ¢ceken greyfurt cekirdek ekstraktinin (GFSE) 6n denemede besiyerine 300,
600 ve 900 ppm (saf GFSE) ilavesinin pH: 6,0’da 35°C’de 24 saat inkiibasyon
sonunda 5 logjo kob/ml diizeyindeki her 3 bakteriye bakterisit etkisi (1 log;o kob/ml
ye diisiis) gozlendigi icin sonraki denemelerde 300 ppm maksimum konsantrasyon
olarak belirlenmistir. GFSE ile yiiriitiilen in-vitro denemeler, her patojen bakteri igin
1 saat ve 24 saat denemesi olmak iizere aymi sartlardaki iki deney seti ile
gerceklestirilmistir. Bu konuda yapilan calismalar sl olup, bulgu ve

degerlendirmeler asagida verilmistir.

42



4.1.3.1 GFSE (Citril - 200)’nin S. enteritidis iizerinde antimikrobiyal etkileri

GFSE’nin 300 ppm konsantrasyonunda bakterisit etki gozlendigi i¢in daha diisiik
konsantrasyonlarda GFSE’nin (30 - 300 ppm) ilk bir saatte ve 24 saat sonundaki
(Sekil 4.5) S. enteritidis gelisimine etkisine tekrarli olarak bakilmistir (35°C; pH:
6,0). Deney bulgular Ek Cizelge A.12 ve Cizelge A.13’de verilmistir.
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Sekil 4.5: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda farkl: siirelerde S. enteritidis
sayisinda degisim (pH: 6,0).

GFSE’nin Salmonella tzerinde ilk bir saatteki etkisine baktigimizda, kontrolde

bakteri sayisinda stabilite gézlenirken 24 saat sonunda 3 log;o kadar artmus, 60 - 300

ppm de 10. dak.dan itibaren ilk bir saatte (Sekil 4.5) ve 24 saat sonunda say1 1 logg

kob/ml diizeyine inmistir.

ANOVA varyans analizi ile bir saat sonuglar degerlendirildiginde, GFSE, siire ve
GFSE - siire interaksiyonu bakteri inaktivasyonunda 6nemli (p<0,05) bulunmustur
(Ek Cizelge A.14) GFSE konsantrasyonu arttik¢a ve antimikrobiyale maruz kalinan
siire uzadikca inaktivasyon da artmistir. Bakteri sayis1 kontrol ve 30 ppm gibi diisiik

GFSE konsantrasyonunda ilk 1 saatte stabilite gostermistir.

Ji-Yeun ve dig.’nin (2007) GFSE’nin S. typhimurium tizerine etkisini arastirdigl bir
calismada, 37°C’de 20 pg/ml GFSE varliginda 8 saat siiresince bakteri gelisiminin
inhibe olmadigr gosterilmistir ki bizim ¢alismamizda da 30 ppm konsantrasyonda ilk

1 saat i¢inde bakteri canliligini korumustur.
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4.1.3.2 GFSE (Citril - 200)’nin E. coli O157:H7 iizerinde antimikrobiyal etKkileri

GFSE’nin (30 - 300 ppm) ilk bir saatte ve 24 saat sonundaki (Sekil 4.6) E. coli
O157:H7 gelisimine etkisine tekrarli olarak bakilmistir (35°C; pH: 6,0). Deney
bulgular1 Ek Cizelge A.16 ve Cizelge A.17’de goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda farkli siirelerde E. coli O157:
H7 sayisinda degisim (pH: 6,0).

GFSE’nin E. coli O157:H7 iizerinde ilk bir saatteki etkisine baktigimizda, kontrolde
bakteri sayisinda stabilite gozlenirken 24 saat sonunda bakteri sayist 3 log;o kadar
artmis, 60 - 300 ppm de 10. dak.dan itibaren ilk bir saatte (Sekil 4.6) ve buna paralel
olarak 24 saat sonunda say1 1 log;o kob/ml diizeyine inmistirr ANOVA varyans
analizi ile bir saat sonuglan degerlendirildiginde, GFSE ve siire 6nemli bulunmustur

(p<0,05) (Ek Cizelge A.18).
4.1.3.3 GFSE (Citril - 200)’nin L. monocytogenes 4b iizerinde antimikrobiyal
etkileri

GFSE’nin (30 - 300 ppm) ilk bir saatte ve 24 saat sonundaki L. monocytogenes
gelisimine etkisine tekrarli olarak bakilmistir (35°C; pH: 6,0). Deney bulgular Sekil
4.7 ile Ek Cizelge A.20 ve Cizelge A.21’de verilmistir.
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Sekil 4.7: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda farkli siirelerde L.
monocytogenes sayisinda degisim (pH: 6,0).

GFSE’nin L. monocytogenes tizerinde ilk bir saatteki etkisine baktigimizda kontrolde
bakteri sayisinda stabilite gozlenirken, 24 saat sonunda 3 log; kadar artmis, 60 - 300
ppm de 1. dak.dan itibaren 1 saatte (Sekil 4.7) ve buna paralel olarak 24 saat sonunda
kuvvetli bakterisit etki meydana gelmistir. Bir saatlik denemelerde 30 ppm gibi
diisiik bir GFSE konsantrasyonunda bir saat i¢cinde bakteri sayist 1 logjo kob/ml
diizeyine inmisken, aym konsantrasyonda 24 saatlik inhibisyon denemesi sonunda
Listeria sayisi baglangi¢ sayisindan 1 log;o asagidadir (Sekil 4.7). Bu da muhtemelen,
diisiik antimikrobiyal konsantrasyonunda spontan olarak olusan az sayidaki
antimikrobiyal direngli L. monocytogenes mutantlarinin 24 saatlik inkiibasyon

siiresinde yeniden gelismesinden/cogalmasindan (regrowth) kaynaklanmaistir.

L. monocytogenes’in nin ilk 1 saatteki inaktivasyonunda GFSE istatistiksel olarak
onemli iken (p=0,00) siire 6nemsiz bulunmustur (Ek Cizelge A.22). GFSE, 30-300
ppm konsantrasyonda 10. dak.dan itibaren 1 saat i¢indeki tiim analiz periyotlarinda

bakterisit etki gostermistir.
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Sekil 4.8: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 35°C’de 24 saat sonunda test
organizmalar1 sayilarindaki degisimler (pH: 6,0).

Farkli konsantrasyonlarda (30-300 ppm) GFSE kullanilarak patojen bakterilerin
35°C’de 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda meydana gelen inaktivasyon bulgular
istatistiksel olarak degerlendirildiginde GFSE, bakterilerin indirgenmesinde 6nemli
bulunmustur (p<0,05) (Ek Cizelge A.15, A.19, A.23) ancak konsantrasyonlarin
birbirinden farki ©nemli bulunmamistir (p>0,05). Sekil 4.8’de patojen test

organizmalarinin GFSE ile 24 saat sonunda inaktivasyonu gosterilmistir.

4.2 Tavuk Kiymasinda Patojenlere Karsi Antimikrobiyal ve Ambalaj

Uygulamalar

4.2.1 GFSE (Citril - 200)’nin etkisi

GFSE’nin Gram(-) ve Gram(+) baz1 bakteri izolatlarina antibakteriyel etkilerine 1:1
ila 1:512 arasinda degisen konsantrasyonlarda, degisen zaman araliklarinda bakilmis
ve 1:512 (1949 ppm) lik diliisyonda hem bakterisit hem de non-toksik kalmistir.
Ayrica 1:1 den 1:128e (7751 ppm) kadarki konsantrasyonlarda yine bakterisit fakat

toksik (insan deri fibroblast hiicrelerine) bulunmustur (Heggers ve dig., 2002).

Bizim in-vitro ¢alisma bulgularimizda biitiin patojen bakteriler i¢in 60 - 300 ppm
GFSE, pH: 6,0’da yaklasik 5 log;p kob/ml diizeyindeki bakteri sayisini ilk 1 saatte ve

24 saat sonra 1 logjo kob/ml diizeyine diisiirmiistiir. GFSE’nin tavuk kiymasinda
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4°C’lik soguk muhafazada bakterisit etki gosterip gostermedigini belirlemek
amaciyla yapilan ilk denemede her 3 patojeni de iceren tavuk kiymasi ortaminda
GFSE 300 - 2000 ppm kullanmilmistir. Cizelge 4.7°de ortalama deneme bulgulari

goriilmektedir.

Cizelge 4.7: Farkli GFSE konsantrasyonlarinda, farkli siirelerde 4°C’de tavuk
kiymasinda (stomacher torbasi icerisinde) toplam bakteri ve test
organizma sayilar ve standard sapmalart.

Toplam Test Organizmalari (log;y kob/g)
. Aerobik E.coli
GFSE Su"re Mezofilik ) L.monocytogenes®
(ppm) | (giin) | Bakteri S.enteritidis™ | 0157:H7?
(logiokob/g)
0 0 5,56+0,00 5,38+0,16 4,81+0,04 | 4,0040,00
3 5,57+0,23 5,26+0,04 4,384+0,12 | 4,37+0,17
6 5,59+0,11 | 5,26+0,10 - 4,99+0,08
300 0 5,39+0,05 5,16+0,05 4,88+0,12 | 3,1540,21
3 5,55+0,08 5,24+0,01 4,15+0,21 3,87+0,17
6 5,38+0,00 4,89+0,41 - 5,19+0,57
1000 0 5,28+0,07 5,12+0,04 4,61+0,02 | 3,13+0,05
3 5,21+0,02 4,85+0,09 4,00+0,00 | 3,0040,00
6 5,25+0,19 4,9240,32 - 4,46+0,65
2000 0 5,21+0,00 5,07+0,04 4,55+0,16 | 2,8240,06
3 5,01+0,11 5,06+0,03 4,00+0,00 | 2,78+0,00
6 5,25+0,08 5,01+0,09 - 3,94+0,35

MBaglangic bakteri diizeyi:5,27 loglo,(z)Baslanglg bakteri diizeyi:5,15 loglo,mBaslanglg bakteri
diizeyi:5,07 logm’“)Saylm yapilamadi.

Depolama siiresi boyunca kontrolde toplam aerobik mezofilik bakteri sayilarinda
degisim gozlenmemistir. GFSE ilave edilen 6rneklerde patojen bakterilerde ilk giinde
kontrole gore <1 logjo’luk indirgenmeler meydana gelmistir. S. enteritidis sayisinda
300-2000 ppm GFSE ile ilk giinde kontrole gore <1 log; indirgenmeler meydana
gelmistir. 2000 ppm GFSE konsantrasyonunda 6 giin sonundaki Salmonella sayisi
kontrole gore 0,5 logjo kadar asagidadir. E. coli’de 300 ppm de ilk giin sayi
kontrolden farksizken diger konsantrasyonlarda <1 log;o azalma ve 3. giin sonunda
GFSE’nin tim diizeylerinde 0,5 log;y kadar azalma bulunmustur. L.
monocytogenes’de GFSE ilavesi ile ilk giin kontrole kiyasla 1 log;o kadar azalmalar

gozlenmis, 6 giin sonunda kontrolde bakteri sayis1 1 logg artarak 5 log;o’a ulasirken,
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1000 ve 2000 ppm de kontrole goére sirasiyla 0,5 logip ve 1 log;p azalma

gozlenmistir.

Deney bulgularn istatistiksel olarak degerlendirildiginde, toplam aerobik mezofilik
bakteri sayisinda GFSE 6nemli sayilacak (p=0,00) bir indirgeme saglarken siire
onemsizdir, (Ek Cizelge A.24) ciinkii depolama sicakligi genel olarak bakterilerin
gelisimi i¢in uygun olmayan 4°C’dedir. Konsantrasyon 300 ppm iken aerobik
mezofilik bakteri sayis1 kontrolden farksizdir. 1000 ve 2000 ppm GFSE kontrole
kiyasla onemli (p<0,05) diizeyde inhibisyona neden olmus, ancak etkinlikleri

arasinda fark bulunmamistir (p>0,05).

S. enteritidis’in inhibisyonunda GFSE konsantrasyonu Onemli, siire ise dnemsizdir
(Ek Cizelge A.25). GFSE’nin iki diizeyinin (1000 ve 2000 ppm) etkinlikleri
birbirinden farksizdir (p>0,05).

E. coli O157:H7’nin kiymada canhlign iizerinde 3 giinlik bulgular
degerlendirildiginde, GFSE konsantrasyonu ve siire 6nemli rol oynamistir (Ek
Cizelge A.26). Istatistiksel olarak 300 ppm GFSE ile kontrol bakteri sayilar1 arasinda
fark gozlenmemistir, ancak GFSE konsantrasyonu 1000 ve 2000 ppm oldugunda

bakteriyel sayilar 6nemli diizeyde azalmistir.

L. monocytogenes i¢cin GFSE konsantrasyonu ve 6 giinliik siire 5nemlidir (Ek Cizelge
A.27). Istatistiksel olarak 300 ppm kontrolden farkli degilken, 1000 ve 2000 ppm
inhibisyonda énemli oranda fark yaratmistir. Listeria psikrotrofik patojen bir bakteri

oldugu i¢in, 4 °C’de 6. giin sonunda ¢ogaldig1 gozlenmistir (Cizelge 4.7).

Vakum ve CO; ortaminda paketlenmis parca sigir etlerinin soguk depolanmasi
sirasinda Salmonella (S. typhimurium ve S. brandenberg) ve E. coli O157:H7 nin
canliligr arastirilmis, -1,5°C’de 6 hafta ve sonrasinda 4°C’de 2 hafta soguk depolama
sirasinda iki paketleme tipinde de patojen bakterilerin sayisinda 6nemli bir degisim
gozlenmemistir. Bu nedenle bu bakteriler agisindan riskli taze etlerde giivenligin
saglanmast icin koruyucu katki maddeleri ilavesinin giindeme gelebilecegi

bildirilmistir (Dykes ve dig., 2001).
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4.2.2 GFSE (Citril - 200)’nin yiiksek sicaklikta (10°C) Modifiye Atmosferde
Paketleme ile etKisi :

Patojen bakterilerin gelisimi taze etin soguk depolamasi ile baskilanmakla birlikte
satis zinciri veya isleme gibi ileriki asamalardaki sicaklik yiikselmesi ve
dalgalanmalarina karst ambalajlama yaninda dogal katkilarin ilavesi giivenligini
artirabilir. Giiniimiizde taze et iiriinlerinin paketlenerek tiiketiciye ulagmasi gittikce
yayginlagmaktadir. Yeni denememizde antimikrobiyal etkili GFSE ile gida
iriinlerinin raf Omriinii uzatan modifiye ambalaj teknigi kombine edilerek “engel
teknolojisi” uygulamasinin nisbeten yiiksek sicaklikta (10°C) patojen bakteriler
tizerindeki etkisini gormek amaclanmigtir. GFSE’nin 2000 ppm’e kadar olan
konsantrasyonlar1 4°C’de patojen bakterilerde siirli bir inhibisyon (<1 logj)
yarattigi i¢cin ve 10°C bakteri gelisimini tesvik eden bir depolama sicakligi
oldugundan GFSE konsantrasyonu artirillarak 2 diizey (3000 ve 6000 ppm)
calisilmistir. Ambalaj atmosferi bilesimi aerobik paketler icin %21 O, + %79 N, ve
modifiye atmosfer paketler icin %70 CO, + %30 N, olarak secilmistir. Deneme
bulgular1 Ek Cizelge A.28’de ve Sekil 4.9-4.12°de goriilmektedir.

Bu denemede patojenlerle inokule edilen tavuk kiymasinin GFSE ilavesi ve MAP’1n
(%70 CO;2 + %30 N,) kombine edilerek 10°C’de 6 giin depolanmasi sirasinda aerobik
paketlemeye kiyasla mikrobiyal aktivitede sinirlanma goriilmiistiir. Sekil 4.9°da
goriilecegi gibi, 6000 ppm GFSE ilavesinde, aerobik depolamada 4,5 log;o toplam
aerobik mezofilik bakteri sayisindan, 6 giin sonunda yaklasik 8,5 logjo bakteri
sayisina ulasirken MAP’ta bu say1 6 log;o diizeyinde kalmistir. Buna paralel olarak
inokule edilen patojenlerden Salmonella’da (Sekil 4.10) ve Listeria’da (Sekil 4.12)
yaklasik 0,5 logyo, E.coli’de (Sekil 4.11) yaklasik 1 logj, artislar kaydedilmistir ki
aerobik paketlemeden daha diisiik diizeydedir.

Veriler ANOVA varyans analiziyle istatistiksel olarak degerlendirilerek tavuk
kiymasina GFSE ilavesinde konsantrasyon (0, 3000 ve 6000 ppm), 10°C’de
depolama siiresi (0.,3.,6.giin) ve ambalajlama seklinin (Aerobik : %21 O, + %79 N,
ve Modifiye Atmosfer: %70 CO, + %30 N), toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi
ve kiymaya inokule edilen herbir patojen bakterinin gelisimi iizerindeki etkisine

bakilmuistir.
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Sekil 4.9: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varhiginda ve farkli iki ortam
atmosferinde (AE: Aerobik, MAP: Modifiye Atmosfer Paketleme)
10°C’de depolanan tavuk kiymasinda toplam aerobik mezofilik bakteri
sayilar.
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Sekil 4.10: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda ve farkli iki ortam
atmosferinde (AE: Aerobik, MAP: Modifiye Atmosfer Paketleme)
10°C’de depolanan tavuk kiymasinda S. enteritidis sayilari.

Depolama siiresi boyunca toplam aerobik mezofilik bakteri sayisinin degisimi
incelendiginde, GFSE, siire ve paket tipi etkisi onemli (p<0,05) bulunmustur (Ek
Cizelge A.29). GFSE’nin iki diizeyinin etkisi birbirinden farksiz bulunmustur



(p=0,0529). MAP paketleme ile 3. ve 6. giinlerde toplam bakteri gelisiminin

yavagladigi goriilmiistiir.

S. enteritidis’in gelisimi iizerinde her bir faktoriin (GFSE, siire, paket tipi) etkisi
onemli bulunmustur. (p<0,05) (Ek Cizelge A.30). GFSE’nin iki diizeyinin (3000 ve
6000 ppm) indirgenme iizerindeki etkisi istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).
Inhibisyonda 6000 ppm daha etkili bulunmustur. Bakteri sayisinda depolama
stiresine bagl olarak artis MAP’ta aerobik paketlemeden daha azdir, MAP patojen
bakteri gelisimini Onemli Olclide yavaslatmistir. Aerobik pakette 6.giinde say1 8

logio’a ulasmisken MAP’ta 6 log;o’un asagisindadir.

E. coli O157:H7’nin zamana bagh gelisimine bakarsak, Salmonella’da oldugu gibi
her bir faktoriin etkisi 6nemli bulunmustur (p<0,05) (Ek Cizelge A.31). GFSE’nin iki
diizeyinin indirgenme iizerindeki etkisi istatistiksel olarak farklidir (p=0,049).

Inhibisyonda 6000 ppm daha etkili bulunmustur.

L. monocytogenes i¢in kontrolde diger patojenlere gore daha diisiik olan baslangi¢
bakteri sayist (3 logjo) 6000 ppm GFSE ilavesi ile belirleme limitinin altina
diigmiistiir (<2 log;p) ve bakterinin gelisiminde GFSE, siire ve paket tipi onemlidir
(Ek Cizelge A.32) Istatistiksel olarak 3000 ve 6000 ppm arasindaki fark onemli
degilken, paketlemeler arasindaki fark O©Onemli bulunmustur. MAP, patojen
inhibisyonunda daha etkindir. Ilk 3 giinliik depolamada 6000 ppm GFSE, 3000

ppm’e kiyasla ortalama 1 log;o kadar fazla inhibisyona neden olmustur.

Patojenlerin inhibisyonunda paket tipi ve siirenin interaksiyonu istatistiksel olarak
onemli cikmistir (p=0,00). MAP 1 inhibisyon etkisi aerobik paketlemeden fazladir

ve bu etki depolama siiresinin artigi ile belirginlesmistir.

Genel olarak, ilave edilen GFSE, rekabetci floranin da diisiik sayida oldugu ilk giin
patojen bakterilerde belirgin bir indirgeme saglamistir. Depolamada 10°C gibi
nisbeten yiiksek sicaklik derecesinde, kiymaya GFSE ilavesi ve MAP uygulamasi
birlikte acikca engel olusturmus, ortamdaki patojen bakteri gelisimini sinirlarken

kiymanin raf dmriinii de uzatmistir. inhibisyonda 6000 ppm daha etkindir.
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Sekil 4.11: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda ve farkli iki ortam
atmosferinde (AE: Aerobik, MAP: Modifiye Atmosfer Paketleme)
10°C’de depolanan tavuk kiymasinda E. coli O157:H7 sayilart.
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Sekil 4.12: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda ve farkli iki ortam
atmosferinde (AE: Aerobik, MAP: Modifiye Atmosfer Paketleme)
10°C’de depolanan tavuk kiymasinda L. monocytogenes sayilart.

54



4.2.3 Tavuk Kiymasimn Farkh Formulasyonlarinda GFSE ve Modifiye
Atmosferde Paketlemenin Patojenler Uzerine EtKisi

Tavuk kiymasinda GFSE’nin (6000 ppm) sarimsak tozu (%2 w/w) ve tuz (NaCl, %2
w/w) ile 8 farkli formulasyonunun, aerobik ve modifiye atmosferde paketlenerek
10°C’de 6 giin depolamasinin test organizmalar iizerine etkisi Sekil 4.13 - 4.15’de

(Ek Cizelge A.33 ve Ek Cizelge A.34) gosterilmistir.

Veriler ANOVA varyans analiziyle istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna
gore, S. enteritidis ve E. coli’nin 10°C gibi nisbeten yiiksek sicaklikta gelisiminde
GFSE, NaCl, siire ve paket tipi onemli (p<0,05) etkide bulunmustur (Ek Cizelge
A.35 ve A.36). Sarimsak tozunun etkisi ise 6onemli bulunmamistir (p>0,05). Bu iki
bakteri i¢in NaCl-siire, GFSE-siire ve siire-paket interaksiyonlart da Onemli
bulunmustur. Ortamda % 2 NaCl bulunmasi, 6. giin sonunda S. enteritidis ve E.
coli’de 1 logjp kadar indirgeme saglamistir. GFSE ilk 3 giinliikk depolamada bu
bakterilerde kontrole gore 2 logjp’a yakin indirgenme saglarken 6. giin sonunda
etkinlik diisiiktiir. GFSE bu sicaklikta 6zellikle ilk 3 giinde daha etkin bulunmustur.
MAP paketleme aerobik pakete gore, 6. giin sonunda Salmonella’da 1 logjo, E.
coli’de ise 2 log)o civarinda indirgenme saglamistir. Genel olarak her iki bakteride 1
logo indirgeme saglamistir. L. monocytogenes i¢in GFSE, NaCl, siire ve paket tipine
ilaveten sarimsak da 6nemli (p=0,018) etkili ¢cikmistir (Ek Cizelge A.37). Listeria
icin GFSE-siire ve siire-paket interaksiyonlar1 onemlidir. GFSE ilavesi ile 3 giinliik
depolamada Listeria gelisimi kontrol edilirken, 6 giin sonunda say1 kontrole gore
ortalama 3 log;y asagida kalmistir. Sarimsagin ilavesi Listeria’da ortalama 0,4 logg
diizeyinde inhibisyona neden olmustur. MAP paketleme aerobik paketlemeye gore

ortalama 1 log;o luk indirgenme saglamustir.

MAP paketleme bulgularim istatistiksel olarak kendi i¢inde degerlendirecek olursak,
Salmonella gelisiminde GFSE ve siire istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. NaCl-
siire interaksiyonunda p=0,051 iken GFSE-siire interaksiyonunda p=0,005
bulunmustur. NaCl’nin % 2 ilavesi ilk 3 giinde degisim yaratmazken 6. giin sonunda
ortalama 1 logjo indirgeme saglamistir. 6000 ppm GFSE ilk ve 3. giinde ortalama 2
logjo kadar indirgeme saglarken, 6. giinde etkinlik neredeyse yoktur. E. coli’nin 6
giinliik depolamada gelisiminde GFSE, siire ve GFSE-siire interaksiyonu onemlidir
(p<0,05). GFSE ilk giin ve 3. giin sonunda ort. 2 log;o kadar indirgenme saglarken 6.

giin sonunda etkisi gozlenmemistir. Listeria gelisiminde ise GFSE, NaCl ve siire
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etkili bulunmustur (p<0,05). Ayrica GFSE-siire interaksiyonu Onemlidir. 6 giin
sonunda bakteri sayist kontrolde ortalama 6 logjo’u bulurken GFSE ilavesi ile

ortalama 3 logjoda kalmistir.

Aerobik

Log (kob/g)

MAP

@ 0.giin
W 3.giin
4 1 0 6.giin

Log (kob/g)
W

Formulasyon

Sekil 4.13: GFSE’nin sarimsak tozu ve tuzla kombinasyonlarinin aerobik ve MAP
paketlenmis tavuk kiymasinda 10°C’de S. enteritidis gelisimine etkisi*.

*K: Kontrol, GFSE: 6000 ppm GFSE, NaCl: % 2 NaCl, GFSE+NaCl: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl,
Sa: % 2 sarimsak tozu, GFSE+Sa: 6000 ppm GFSE+%?2 sarimsak tozu, Sa+NaCl: % 2 sarimsak tozu
+% 2 NaCl, GFSE+NaCl+Sa: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl+% 2 sarimsak tozu
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Sekil 4.14: GFSE’nin sarimsak tozu ve tuzla kombinasyonlarinin aerobik ve MAP
paketlenmis tavuk kiymasinda 10°C’de E. coli O157:H7 gelisimine etkisi*.

*K: Kontrol, GFSE: 6000 ppm GFSE, NaCl: % 2 NaCl, GFSE+NaCl: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl,
Sa: % 2 sarimsak tozu, GFSE+Sa: 6000 ppm GFSE+%?2 sarimsak tozu, Sa+NaCl: % 2 sarimsak tozu
+% 2 NaCl, GFSE+NaCl+Sa: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl+% 2 sarimsak tozu

Aerobik paketleme bulgularimi istatistiksel olarak kendi iginde degerlendirecek
olursak, Salmonella gelisiminde GFSE, tuz ve siire istatistiksel olarak ©Snemli
(p<0,05) bulunmustur. % 2 NaCl, ilk giinde etkisini gostermez iken 3. ve 6. giinlerde
1 logjo kadar inhibisyon saglamistir. GFSE bakteri populasyonunu ilk giin 2 log
kadar, 3. ve 6. giinlerde 1 log)o kadar indirgemistir. E. coli i¢in yine GFSE, tuz ve
siire istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur. Tuz (% 2), depolamanin 3. ve

6. giinlerinde 1 logj¢ indirgeme saglamistir. Listeria inhibisyonunda MAP’takinden
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farkli olarak NaCl, GFSE ve siireye ilaveten sarimsak da onemli etkili (p=0,027)
bulunmustur. GFSE ilavesi ile 6.giin sonunda ortalama 4,5 logjo olan Listeria sayisi,

kontrolde 7 log;, civarindadir.
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Sekil 4.15: GFSE’nin sarimsak tozu ve tuzla kombinasyonlarinin aerobik ve MAP
paketlenmis tavuk kiymasinda 10°C’de L. monocytogenes gelisimine etkisi*.

*K: Kontrol, GFSE: 6000 ppm GFSE, NaCl: % 2 NaCl, GFSE+NaCl: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl,
Sa: % 2 sarimsak tozu, GFSE+Sa: 6000 ppm GFSE+%?2 sarimsak tozu, Sa+NaCl: % 2 sarimsak tozu
+% 2 NaCl, GFSE+NaCl+Sa: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl+% 2 sarimsak tozu

Konu ile ilgili olan bir calismada, sigir kiymasina sarimsakda bulunan 4 organosiilfiir
bilesigi 5, 10 veya 20 puM ilave edilerek ornekler 15°C’de 10 giin siireyle

depolanmistir. Kiyma fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kalite kriterleri agisindan
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incelenmistir. Organosiilfiirlii bilesiklerden N-asetil sistein ve s-etil sistein’in
antimikrobiyal etki gostermedigi, diallil siilfit ve diallil disiilfit maddelerinin ise total
bakteri sayisint Onemli oranda azalttigi ve Orneklere inokule edilen patojen
bakterileri (Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni, L. monocytogenes, E. coli
O157:H7 ve Salmonella typhimurium) de inhibe ettigi gozlenmistir (Yin ve Cheng,
2003).

Denemenin 3. ve 6. giinlerinde aerobik ve MAP paketlerin atmosfer bilesimi
Olctilmiistiir (Cizelge 4.8). Buna gore aerobik paketlerde mikrobiyal gelismeye bagl
olarak ortamin baslangi¢ oksijen oraninda zamanla azalma gozlenmistir. Paketlerin
CO, orami ise depolama sirasinda sayis1 yiikselen bakterilerce ortama salinan CQO; ile
yiikselmistir. MAP paketlerde baslangicta % 70 olan CO, kiymanin yag ve su fazinda
¢Oziinerek orami diigmiis olabilir. Ayrica ambalajin gaz gecirgenligi de etkilidir.
COy’in gidada c¢oziiniirliigiinde yag orani, su aktivitesi, pH, sicaklik ve gaz/iiriin
oran etkilidir (Devlieghere ve dig., 2004). MAP paketlerin CO, ve O, oranlarinda 3

ve 6. giinler arasinda 6nemli bir fark gbzlenmemistir.

Cizelge 4.8: Tavuk kiymasi formulasyonlarinin 10°C’de depolanmasi sonucu 2 paket
atmosferi bilesiminde meydana gelen degisimler (ortalama).

O | g Paket Atmosferi Bilesimi (%)
TS 2 2
ElEE-Emg|l,~ .
S EE8E0 @ g 2 g Aerobik MAP
SIGESZYTE|ES
0, CO, (0)) CO,
1 0 0 0 3 17,75 2,80 0,184 64,95
6 12,30 5,05 0,000 60,75
2 0 0 | 6000 3 19,00 1,10 0,417 59,05
6 15,30 5,20 0,246 61,40
3 0 2 0 3 18,90 0,85 0,124 63,15
6 15,20 2,95 0,138 61,70
4 0 2 | 6000 3 19,35 0,50 0,240 63,35
6 18,40 1,90 0,038 63,35
5 2 0 0 3 18,55 1,30 0,207 63,50
6 14,10 5,25 0,122 53,60
6 2 0 | 6000 3 19,20 1,35 0,228 63,70
6 15,10 6,10 0,073 64,85
7 2 2 0 3 19,25 0,65 0,138 64,45
6 17,55 2,15 0,389 56,27
8 2 2 | 6000 3 19,55 0,40 0,156 65,35
6 17,55 1,80 0,711 58,85

59



4.2.4 GFSE’nin Diisiik Sicaklikta Modifiye Atmosfer Ortaminda Etkisi

GFSE’nin tavuk kiymasina 6000 ppm diizeyinde ilavesinin aerobik ve modifiye
atmosfer pakette 4°C’de 6 giinliik depolamasinin inokule edilen patojen bakteriler
izerinde etkilerini belirlemek amaciyla gerceklestirilen denemenin bulgular Sekil

4.16 - 4.18 ve Ek Cizelge A.38’de goriilmektedir.

Analiz bulgular1 Minitab 12 bilgisayar programi kullanilarak ANOVA varyans
analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Buna gore S. enteritidis’in
canliliginda GFSE, siire ve paket tipinin etkisi dnemli bulunmustur (p<0,05) (Ek
Cizelge A.39). Bakteri sayilar1 1. ve 3. giinlerde birbirlerinden 6énemli diizeyde farkl
citkmamistir (p>0,05). Bakteri sayis1 GFSE ilavesiyle 1 giin sonra 2 log;o kadar
(aerobik) diismiistiir. Modifiye atmosfer altinda bu diisiis 1 log;o’dur ve her iki paket
tipinde de 6 giin boyunca bakteri sayilarinda genel olarak stabilite gozlenmistir.
GFSE-paket interaksiyonu onemlidir, GFSE ilaveli MAP paketlerde bakteri sayisi
aerobik-GFSE paketlerden daha yiiksek bulundugu i¢in MAP paketleme
Salmonella’nin inhibisyonunda aerobik kosullara gore bir avantaj saglamamistir

denebilir.

E. coli O157:H7’nin kiymadaki canliliginda GFSE ve siirenin etkisi Onemli
diizeydedir (p<0,05). Paket etkisi ise onemsizdir (p=0,279) (Ek Cizelge A.40). E.
coli sayilart 1. ve 3. giinlerde birbirinden 6nemli diizeyde farkli ¢ikmamistir.
Depolamanin 1. giinii sonunda bakteri sayis1 GFSE ilavesiyle aerobik paketlemede
2,5 logyo kadar digmiistir. MAP’ta bu diistis 1 log;o kadardir. GFSE-siire, GFSE-
paket ve siire-paket interaksiyonlar1 6nemlidir. Aerobik-kontrol paketlerinde bakteri
sayilart MAP-kontrolden biraz daha yiiksek iken, ilk 3 giinliik siirede GFSE ilaveli
aerobik paketlerde bakteri sayilart MAP’tan daha diisiik bulunmustur.

Orneklere GFSE ilavesi L. monocytogenes sayisinda 1. giin sonunda hem aerobik,
hem de MAP paketlemede 1 logo kadar diisiis meydana getirmistir, 6 giin depolama
ile kontrolde (aerobik paket) bakteri sayisi 1,5 log;o artarken MAP’ta onemli bir
degisim gozlenmemistir. Listeria’nin canliliginda GFSE, siire ve paket etkisi 6nemli
bulunmustur (p<0,05) (Ek Cizelge A.41). GFSE-paket ve siire-paket interaksiyonlar1
onemlidir. GFSE ilave edildiginde aerobik ve MAP paketlerde bakteri sayilar
birbirine ¢ok yakinken kontrol paketlerde MAP ortalama 1 log)y inhibisyon

saglamistir. MAP paketleme yontemi Listeria’nin sogukta gelisiminin kontroliinde
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aerobik paketlemeden daha avantajli bulunmustur, depolamanin 6. giiniinde ortalama

1 logjp inhibisyon saglamistir.
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Sekil 4.16: GFSE’nin (6000 ppm) aerobik ve modifiye atmosfer paketlenmis tavuk
kiymasinda S. enteritidis sayilarina etkisi (4°C).
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Sekil 4.17: GFSE’nin (6000 ppm) aerobik ve modifiye atmosfer paketlenmis tavuk
kiymasinda E. coli O157:H7 sayilarina etkisi (4°C).

Koo ve dig. (2005) diisiik yagli sosis bilesimine ilave ettikleri GFSE’nin (% 0,1-0,3)
10 haftalik soguk depolama sirasinda iiriiniin fizikokimyasal 6zellikleri, tekstiir ve

mikrobiyolojik kalitesine etkisini incelemistir. Sentetik koruyuculara alternatif olarak
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kullanilan % 0,3 GFSE kalite kayb1 yaratmadan Listeria monocytogenes gelisimini

inhibe etmistir.

Gida kaynakli patojen bakterilerin (Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes veya Escherichia coli O157:H7) inokule edildigi geleneksel
Kore ezmelerine (kanjang ve kochujang) GFSE ilave edilerek 4 ve 20°C’lerde
depolamis, patojenlerin gelisimini incelemislerdir. Soguk depolamada 250 veya 500
ppm GFSE ilavesi patojenlerin inhibisyonunda etkili iken, oda sicakligindaki etkileri
kararsiz bulunmustur (Yong ve dig., 2005). Ortam sicaklig1, gidadaki mikrobiyal yiik

veya gida bilesenleri ile etkilesim muhtemelen aktivitesini etkilemistir.

Sigir kiymasina antimikrobiyal olarak tiziim cekirdegi ekstraktinin ilave edildigi bir
calismada (Ahn ve dig., 2004) inokule edilen patojen (Salmonella typhimurium, E.
coli O157:H7, Listeria monocytogenes) bakteri sayilari kontrol gruplarinda 4°C’de 9
giin boyunca stabil kalmigtir. 10000 ppm GSE (ActiVin®: Grape Seed Extract: Uziim
Cekirdegi Ekstrakti) ilavesiyle ise 9 giin sonunda patojen bakteri sayilarinda 1 logg
diisiis kaydedilmistir. Ahn ve dig., patojen bakterilerin GSE’ye 6zellikle ilk 3 giinde
daha hassas oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda 6000 ppm GFSE ile 1. giinde

saglanan indirgenmeler 6 giine kadar devam etmistir.

Denememizin 3. ve 6. giinlerinde paket atmosfer bilesimi olciilmiistiir (Cizelge 4.9).
aerobik-kontrol paketlerde mikrobiyal faaliyetle O, oram diiserken CO, yiikselmistir.
aerobik-GFSE’li orneklerde ise O, ve CO, oranlart 3. ve 6. giinlerde fazla
degismemistir. MAP paketlerde 3. ve 6. giinlere ait atmosfer bilesimleri birbirine
yakindir. Depolama sicakhiginin diisilk olmasi nedeni ile mikrobiyal faaliyet

yavasladigi icin paket atmosfer bilesimleri depolama siiresince fazla degismemistir.

Cizelge 4.9: Tavuk kiymasina GFSE (0-6000 ppm) ilavesi ile 4°C’de depolanmasi
ile 2 paket atmosferi bilesiminde meydana gelen degisimler (ortalama).

Paket Atmosferi Bilesimi (%)
?FIS:; Giin Aerobik MAP
Pp 0, CO, 0; CO,
1 _(M _ _ _
Kontrol 3 19,55 0,25 0,113 63,50
6 17,85 1,80 0,141 62,65
1 N N - -
6000 3 19,60 0,65 0,166 59,00
6 18,95 0,70 0,125 62,35
DOl¢iim yapilamadi.
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Sekil 4.18: GFSE’nin (6000 ppm) aerobik ve modifiye atmosfer paketlenmis tavuk
kiymasinda L. monocytogenes sayilarina etkisi (4°C).

4.2.5 Nisin’in (Valisin) Diisiik Sicaklikta Modifiye Atmosfer Ortaminda L.
monocytogenes Uzerine Antimikrobiyal Etkisi

Gergeklestirdigimiz calismada L. monocytogenes’in inokule edildigi tavuk kiymasina
ilave edilecek nisin miktar1 in-vitro ¢alisma bulgularimiz gdzoniine alinarak farkli 2

diizeyde (73 ve 250 ppm) secilmistir. flave denemelerde (in-vitro) 5,22 pH’da 73
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ppm nisinle de bakterisit etki gozlenmistir. Bulgular Sekil 4.19 ve Ek Cizelge
A.42’de verilmistir.

1.Giin

Log (kob/g)

3.Giin

Log (kob/g)

6.Giin

OAE
B MAP

Log (kob/g)

0 73 250

Nisin (ppm)

Sekil 4.19: Farkli konsantrasyonlarda nisin ilavesinin tavuk kiymasinda L.
monocytogenes canlilifina etkisi (4°C).



Bulgularin ANOVA varyans analizi ile istatistik analizi yapilmistir. Buna gore nisin,
paket tipi ve depolama siiresi L. monocytogenes’in sogukta canliliginda 6nemli
etkide (p<0,05) (Ek Cizelge A.43) bulunmustur. Kullanilan iki konsantrasyonun (73
ve 250 ppm) etkisi istatistik olarak farklidir. Inhibisyonda 250 ppm daha etkindir.
Depolamada 1. ve 3. giinler istatistiksel olarak farkli degilken 3. ve 6. giinler
birbirinden farklidir. Nisin 250 ppm konsantrasyonda ortalama 2 log;o inhibisyona
neden olmustur. MAP, Listeria’nin kontrolinde daha etkili paketleme yoOntemi

olmustur.

Nisin Gram(+) organizmalara ve sporlarina karsi antimikrobiyal etki gostermekle
birlikte baska koruyucu maddelerle ve yontemlerle birlikte kullanimlart ile Gram(-
)lere de etkili olabilmektedir. EDTA, sitrik asit gibi celatlayicilar, fosfatlar ve
sodyum kloriir gibi baglayici maddeler, lizozim, bazi organik asitler ve yiizey aktif
maddelerden Tween-20 ilavesi, vakum veya CO, altinda ambalajlama ile hidrostatik
basing uygulamalar gibi teknikler sinerjistik etki gostererek nisinin etkinligini

artirmaktadir (Dawson, 2003).

L. monocytogenes inokule edilerek nisin (0, 10*, 5x10* IU/ml=0, 250, 1250 ppm)
cozeltisine daldirilan, MAP ve aerobik paketlenerek 4 ve 20°C’de depolanan domuz
etinde Listeria’nin inaktivasyonunu incelenmis, nisinin iki paket tipinde de gelismeyi
inhibe ettigi belirlenmistir ancak inhibisyon 4°C’de daha belirgindir, artan nisin ve
CO; konsantrasyonu inhibisyon diizeyinde de artan etkiye neden olmustur (Fang ve
Lo, 1994) ki bizim bulgularnmizda da kiymada nisin konsantrasyonunun artigi,

Listeria inhibisyonunu artirmistir.

Hye ve dig.’nin (2001) calismasinda laktokok bakteriosinleri sigir kiymasina ilave
edilerek vakum veya modifiye atmosferle paketlenmistir. 3 log;¢/g diizeyindeki L.
monocytogenes inokulasyonundan sonra 0 veya 100 AU (30 IU)/g nisin veya lacticin
ilave edilerek paketlenmis ve 4°C’de depolanmistir. Depolama sirasinda patojen

sayis1 kontrolde artarken, bakteriosin - muamelilerde siirekli olarak diigmiistiir.

Yine s1gir kiymasinda nisinin tek ve kekik esansiyel yagi ile kombine kullaniminda,
% 0,6 esansiyel yagin 1000 IU/g nisinle kombinasyonu, 4°C’lik depolama sirasinda,
L. monocytogenes’i 2,0 log;o kob/g olarak saptanan Avrupa Birligi resmi limitinin
altina diisiirmiistiir. Bu calismada nisin kiymaya 500 ve 1000 IU/g diizeylerinde tek

basina ilave edildiginde 4 ve 10°C’lik depolamalarin 2.giiniinde sirasiyla 1 ve 1,5
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logo diizeylerinde indirgeme meydana getirmislerdir. Ancak 1000 IU/g nisin
ilavesinde 6. giinden itibaren Listeria sayilan artarak 4,4 logo’a ulagmistir
(Solomakos ve dig., 2008). Bizim ¢alismamizda da 6. giinde muamele orneklerinde
bakteri sayis1 baslangic inokulasyon diizeylerine yakindir. Solomakos ve dig.,
kiymada nisinin antimikrobiyal aktivitesinin konsantrasyon ve susa bagiml

oldugunu bildirmistir.

Lopez-Mendoza ve dig.’nin (2007) calismasinda ise domuz kiymasina L.
monocytogenes inokule edilerek, nisin ve laktik asit tek ve kombine olarak ilave
edildikten sonra aerobik ve MAP (%30 CO, + %70 O,) paketlenerek 4°C’de (MAP
21 giin, aerobik 7 giin) depolanmis, aerobik 6rneklerde en iyi indirgenme 500 ppm
nisin ve % 2,0 laktik asit kombinasyonu ile saglanirken, MAP 6rneklerinde nisin + %
2,0 laktik asitle 3,95 logjo diizeyinde indirgenme saglanmistir. Bu ¢aligmada aerobik
paketlerde 300 ve 500 ppm nisin tek basina 5. giinden sonra antilisterial etki
gostermemistir. Burada nisin ilaveli modifiye atmosfer paketlenmis 6rneklerde 3.
giinde bakteriyel sayilarda 1 log;y kadar azalma g6zlenmis ve 7. giinde ise hafifce
artmistir. Bizim ¢alismamizda da benzer bicimde nisin ilaveli orneklerde ilk giin
sonunda saglanan indirgenmelerden sonra 6 giin boyunca sayilarda hafifce artis

gozlenmis, ancak bu artis MAP ta biraz daha sinirli diizeyde olmustur.

Pawar ve dig.’nin (2000) calismasinda, buffalo eti kiymasinda 400 ve 800 IU/g nisin
(Nisaplin)in % 2,0 NaCl ile kombinasyonu, inokule edilen 10° kob/g L.
monocytogenes in 4°C’de depolanmasi sirasinda inhibisyonunda onemli etkide
(listeriostatik) bulunmustur. Kontrolde 16 giin sonunda 6,4 log;o olan sayi, 800 IU/g
nisin + %2 NaCl ilavesi ile 3,8 log)o kadardir. Bizim ¢aligmamizda yaklasik 4,0 logg
olan baslangi¢ Listeria sayis1 4°C’de 6 giin depolama sonunda kontrol aerobik
pakette 5,50 logjo a ulasirken, 250 ppm nisinin (10000 IU/g) modifiye atmosfer ile

kombinasyonunda 3,0 log;¢ bulunmustur.

Calismamizda paketlerin atmosfer bilesimleri 6l¢iilmiistiir (Cizelge 4.10). Buna gore
aerobik paketlerde, kontrol ve nisin ilaveli paketlerin bilesimleri birbirine yakin olup
baslangi¢c oksijen orani fazla degismemistir. MAP paketlerinde oksijen orani ¢ok
diisiik olup CO;, oranlar1 kontrol ve nisin ilaveli 6rneklerde birbirine yakindir ve
depolama siiresince degisim gozlenmemistir. Soguk depolamadaki sinirli mikrobiyal

faaliyet nedeni ile paket atmosfer bilesimleri fazla de§ismemistir.
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Cizelge 4.10: Kiymaya valisin (nisin) ilavesi ile 4°C’de depolanmasi sonucu 2 paket
atmosferi bilesiminde meydana gelen degisimler (ortalama).

Paket Atmosferi Bilesimi (%)

Nisin (ppm) Giin Aerobik MAP
0, CO, 0, CO,
1 18,55 0,40 0,56 65,00
Kontrol 3 18,65 0,30 0,85 61,20
6 19,55 0,40 0,13 65,05
1 18,55 0,40 0,00 66,60
73 3 19,05 0,40 0,02 64,50
6 19,00 0,40 0,00 65,70
1 18,45 0,35 0,02 66,40
250 3 18,30 0,30 0,05 64,75
6 18,95 0,35 0,00 64,95
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada nisinin TSB (Tryptic Soy Broth) ortaminda Gram(-) patojen bakteriler
olan Salmonella enteritidis ve E. coli O157:H7 nin gelisimi tizerinde celatlama ajani
EDTA varliginda antimikrobiyal etkisi belirlenmemistir. Ancak pH, bakterilerin
gelisiminde etkili bir faktor olarak belirlenmistir. EDTA (20 mM) tek basina
kullanildiginda 5,22 pH’da bu patojenler iizerinde bakteriostatik etki gostermistir.

Nisin, TSB ortaminda Gram(+) patojen bir bakteri olan Listeria monocytogenes
tizerinde (73 - 500 ppm) tek basina 3,44 - 5,22 pH’da kuvvetli bakterisit etkili
bulunmustur (4 log;o inaktivasyon). Besiyeri pH’s1 nisinin etkinliginde onemli rol
oynamistir ve 5,22°den yilksek pH degerlerinde (pH: 6,48 ve 7,0) bu etki

gbzlenmemistir.

Sodyum laktat (NaL) TSB besiyeri ortaminda % 2 ve 4 (w/v) oraninda
kullanildiginda 5 log;p kob/ml diizeyindeki patojen bakteriler iizerinde 6nemli bir

inhibisyona neden olmamustir.

Greyfurt ¢ekirdek ekstrakti (GFSE) in-vitro ortamda 60 - 300 ppm konsantrasyonda
(pH:6,0) her 3 patojen bakteride (S. enteritidis, E. coli O157:H7, L. monocytogenes;
~5,0 logip kob/ml) 35°C’de birinci saatte ve 24 saat sonra tam bir inaktivasyon
saglamistir. Baslangicta yaklasik 5 log;o kob/ml diizeyindeki S. enteritidis ve E.coli
O157:H7, 60 ppm GFSE ile ilk 10 dakikada dlmektedir. L. monocytogenes ise daha

duyarh olup ilk dakikada canliligim yitirmistir.

Engeller teknolojisi kapsaminda tavuk kiymasinda gerceklestirilen calismada test
organizmalan (S. enteritidis, E. coli O157:H7, L. monocytogenes; her bakteri ~5,0
logio kob/g) tizerinde farkli sicakliklarda (4 ve 10°C) antimikrobiyaller ve MAP
tekniginin inhibisyon etkileri arastirnlmistir. Buna gore ilk denemede 300 - 2000 ppm
GFSE ilavesinin patojenler iizerinde 4°C’deki etkisine paketleme faktorii dikkate
almmadan bakilmistir. GFSE’nin 2000 ppm ilavesi ile 6 giin sonunda S.
enteritidis’de kontrole gore <0,5 log;o, L. monocytogenes’de 1 log,o ve 3. giinde E.

coli O157:H7’de 0,5 log)o seviyesinde azalma gézlenmistir.
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Daha yiiksek sicaklik (10°C) derecesinde farkli iki ambalajlama uygulamasinda
GFSE’nin 3000 ve 6000 ppm gibi 2 diizeyi tavuk kiymasina ilave edilmis ve test
organizmalan {izerindeki inhibisyon etkisi 6 giin siireyle izlenmigstir. Deneme
bulgular1 degerlendirildiginde, 6000 ppm GFSE, MAP ile kombine edildiginde 6 giin
sonunda MAP-kontrole gore S. enteritidis ve E. coli O157:H7 sayilar1 2 logjo, L.
monocytogenes ise 4 logj kadar indirgenmistir. inhibisyonda, 6000 ppm GFSE nin
daha giiclii antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir. Taze ette patojenlerin yiiksek
sayilarda bulunabilmesi ve/veya soguk zincirin kirilmasi olasiligina kars1 GFSE’nin

MAP’la birlikte kullanimi gida giivenligi acisindan etkin bir uygulama olacaktir.

Kiymada 6000 ppm GFSE’nin sarimsak tozu ve tuz gibi antimikrobiyal etkinlikleri
bilinen ve et iiriinleri formulasyonlarinda kullanilan maddelerle kombinasyonlarinin
10°C’de 6 giinliik depolanmasinda patojenlere etkileri iki paket tipinde de (aerobik -
MAP) incelenmistir. S. enteritidis ve E. coli O157:H7’in inhibisyonunda GFSE,
NaCl, ve paket tipi 6nemli iken L. monocytogenes i¢in bunlara ilaveten sarimsak tozu
onemli inhibisyon etkisi gostermistir (p<0,05). MAP paketlemede GFSE ilavesi S.
enteritidis ve E. coli O157:H7 icin ilk 3 giin etkin olmus ancak 10°C’de 6. giinde
etkinligi gozlenmemistir. Ancak L. monocytogenes igin 6 giin boyunca etkindir.
Aerobik paketlemede GFSE ilavesi Salmonella ve E. coli i¢in 6 giin boyunca etkinlik

gostermis, ancak Listeria’nin GFSE ile inhibisyonu daha gii¢lii olmustur.

GFSE’nin kiymaya 6000 ppm ilavesinin, 4°C’de iki paket tipinde patojenlere etkisi
incelendiginde ise Salmonella i¢in ilk giin antimikrobiyalle saglanan inhibisyon 6
giin boyunca devam etmistir, bu sicaklikta MAP paketleme ilave bir katki
saglamamistir. E. coli O157:H7 icin antimikrobiyal madde o6zellikle ilk 3 giinde daha
etkili bulunmus, benzer bicimde MAP’1in 6nemli bir etkisi olmamistir. Listeria igin
6000 ppm GFSE ilave edildiginde 6. giin sonunda aerobik pakette bakteri sayisi
MAP’tan sadece 0,5 logjo kadar yiiksektir. GFSE ve MAP kombinasyonu 6 giin
sonunda Listeria sayisinda kontrol-aerobik paketlere gore 3 logjp inhibisyon

saglamistir.

Tavuk kiymasina nisin ilavesi (250 ppm) ve MAP tekniginin birlikte uygulandig
denemede soguk depolamada (4°C) L. monocytogenes’in gelisimi kontrol altina

alimmustir. Yaklasik 4,0 log;¢/g olan baslangic Listeria sayis1 4°C’de 6 giin depolama
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sonunda kontrol-aerobik pakette 5,50 logjp’a ulasirken, 250 ppm nisinin (10000

IU/g) modifiye atmosfer ile kombinasyonunda 3,0 log;(/g seviyesinde kalmistir.

Greyfurt cekirdek ekstrakti (GFSE) genis spektrumlu bir antimikrobiyal olup
kiymada hem Gram(+), hem de Gram(-) patojen bakteriler {izerinde etkin olmustur.
GFSE gida muhafazasinda bilinen yeni dogal antimikrobiyal maddelerden biri
oldugu icin cesitli gida gruplarinda patojenler icin etkin oldugu dozlarda
organoleptik ozelliklere etkisi de belirlenmelidir Ayrica gidanin kimyasal bilesiminin
antimikrobiyal aktiviteye etkisi nedeniyle model sistemlerde yapilacak arastirmalarin
bilimsel literatiire katkist olacaktir. GFSE, icerigindeki fenolik bilesiklerle
antioksidant aktivite de gosterebilir. Bu kapsamda et ve et iiriinlerinde renk ve aroma
stabilitesini artirmak amaciyla kullanilan sitrik asit, askorbik asit, vitamin E gibi
antioksidant vitaminler ve biberiye, oregano(yabani mercankosk), adacayi, borage
(hodan), kirmiz1 biber, domates ve yesil ¢ay kaynakli bitkisel ekstraktlar gibi diger

dogal antioksidantlarla karsilastirmali ¢alismalar yapilabilir.

Dogal antimikrobiyal maddelerin giiniimiizde hizla gelisen 1s1l olmayan y&ntemler
(hidrostatik basing, darbeli elektrik alanlari, 1s1nlama vd.) veya diger antimikrobiyal
maddeler ile kombine edilen sistemlerde kullanimi gidanin besin degerini korurken

giivenligini artiracaktir.
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EKLER

EK A.

Cizelge A.1: Farkli pH ve nisin konsantrasyonlarinda, 20 mM EDTA varliginda S.
enteritidis sayilarindaki degisimler.

Nisin H 5. enterltlihs (log1 kob/ml) Bakteri Sayisindaki Degisim
(ppm) P 0 Siire (saat) 24 (log;oN-log;oNy)
427 6,48 5,58 7,85 2,27
73 6,48 5,58 7,96 2,38
250 5,22 5,58 5,04 -0,54
250 3,44 5,58 2,41 -3,17
250 5,22 5,58 5,36 -0,22
250 5,22 5,58 5,28 -0,30
250 5,22 5,58 5,34 -0,24
427 3,96 5,58 4,08 -1,50
250 5,22 5,58 5,35 -0,23
0 5,22 5,58 5,59 -0,01
500 5,22 5,58 5,59 -0,01
250 7,00 5,58 8,29 2,71
73 3,96 5,58 2,88 -2,70

Cizelge A.2: S. enteritidis’in nisinle inhibisyon denemesine ait varyans analizi
(ANOVA) sonugclart.

Kareler Ortalamasi

Serbestlik Derecesi | Kareler Toplam F P
(Varyans)

Regresyon 5 37,7577 7,5515 148,68 | 0,000
Lineer 2 36,9806 18,4903 364,04 | 0,000
Kare 2 0,3481 0,1740 3,43 | 0,092
1nteraksiyon 1 0,4290 0,4290 8,45 0,023
Rezidii hata 7 0,3555 0,0508

Uygunsuzluk 3 0,2832 0,0944 5,22 | 0,072
Salt hata 4 0,0723 0,0181

Toplam 12 38,1133

Cizelge A.3: S. enteritidis’in nisinle inhibisyon denemesine ait regresyon katsayilari
ve P degerleri.

Regresyon Standart Hata T P

Katsayisi
Sabit 5,2740 0,10079 52,327 0,000
Nisin 0,1363 0,07968 1,710 0,131
pH 2,1457 0,07968 26,929 0,000
Nisin*Nisin 0,2136 0,08545 2,500 0,041
pH*pH 0,0936 0,08545 1,096 0,309
Nisin*pH -0,3275 0,11269 -2,906 0,023

S=0.2254 R-Sq=99.1% R-Sq(adj) =98.4%
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Cizelge A.4: Farkli pH ve nisin konsantrasyonlarinda, 20 mM EDTA varliginda E.
coli O157: H7 sayilarindaki degisimler.

E. coli O157:H7 (log;y kob/ml)
Nisin (ppm) | pH Siire (saat) Bakteri Sayisindaki Degisim
0 24 (logoN-log;oNo)

427 6,48 5,59 7,15 1,56

73 6,48 5,59 8,14 2,55
250 5,22 5,59 4,46 -1,13
250 3,44 5,59 1,00 -4,59
250 5,22 5,59 4,63 -0,96
250 5,22 5,59 5,30 -0,29
250 5,22 5,59 4,55 -1,04
427 3,96 5,59 4,96 -0,63
250 5,22 5,59 436 -1,23

0 5,22 5,59 5,18 -0,41
500 5,22 5,59 498 -0,61
250 7,00 5,59 7,46 1,87

73 3,96 5,59 5,10 -0,49

Cizelge A.5: E. coli O157:H7 nin nisinle inhibisyon denemesine ait varyans analizi
(ANOVA) sonuglar.

. Kareler
Serbestll-k Kareler Ortalamasi F p
Derecesi Toplamm
(Varyans)

Regresyon 5 29,1015 5,8203 4,96 0,029
Lineer 2 26,0466 13,0233 11,10 0,007
Kare 2 2,8742 1,4371 1,23 0,350
Interaksiyon 1 0,1806 0,1806 0,15 0,706
Rezidii hata 7 8,2109 1,1730

Uygunsuzluk 3 7,6583 2,5528 18,48 0,008
Salt hata 4 0,5526 0,1381

Toplam 12 37,3123

Cizelge A.6: E. coli O157:H7 nin nisinle inhibisyon denemesine ait regresyon

katsayilar1 ve P degerleri.

Regresyon Standart Hata P

Katsayisi
Sabit 4,6600 0,4844 9,621 0,000
Nisin -0,1766 0,3829 -0,461 0,659
pH 1,7957 0,3829 4,690 0,002
Nisin*Nisin 0,6306 0,4106 1,536 0,168
pH*pH 0,2056 0,4106 0,501 0,632
Nisin*pH -0,2125 0,5415 -0,392 0,706

S=1,083 R-Sq=78,0% R-Sq(adj)=62,3%
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Cizelge A.7: Farkli pH ve nisin konsantrasyonlarinda L. monocytogenes sayilarinda

degisim.
Nisin L. monocyto,.genes (logy kob/ml) Bakteri Sayisindaki Degisim
pH Siire (saat)
(ppm) 0 24 (logioN-log1oNo)
427 | 6,48 5,04 8,45 3,41
73 6,48 5,04 8,74 3,70
250 |5,22 5,04 1 -4,04
250 | 3,44 5,04 1 -4,04
250 |5,22 5,04 1 -4,04
250 5,22 5,04 1 -4,04
250 |5,22 5,04 1 -4,04
427 13,96 5,04 1 -4,04
250 |5,22 5,04 1 -4,04
0 5,22 5,04 8,30 3,26
500 |5,22 5,04 1 -4,04
250 7,00 5,04 8,87 3,83
73 3,96 5,04 1 -4,04

Cizelge A.8: Farkli NaL konsantrasyonunda 24 saat sonunda patojen bakteri sayilari.

Patojen Bakteri Sayisi (log;o kob/ml)
NaL S. enteritidis |  E.coliO157:H7 | L. monocytogenes

(% wiv) Siire (saat)
0 24 0 24 0 24
Kontrol 5,90 8,76 5,12 8,20 5,21 6,97
5,88 8,18 4,65 7,20 4,32 6,06
2 5,90 8,55 5,12 8,24 5,21 7,98
5,88 8,66 4,65 8,21 4,32 6,21
4 5,90 8,16 5,12 7,84 5,21 7,39
5,88 8,34 4,65 6,36 4,32 5,11

Cizelge A.9: S. enteritidis’in sodyum laktatla inhibisyon denemesine ait varyans
analizi (ANOVA) sonuglari.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F p
Derecesi Toplanmm (Varyans)
NaL 2 0,12843 0,06422 1,01 0,462
Hata 3 0,19045 0,06348
Toplam 5 0,31888

Cizelge A.10: E. coli O157:H7 nin sodyum laktatla inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonuglart.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplamm (Varyans)
NaL 2 1,2675 0,6338 1,19 0,416
Hata 3 1,5956 0,5319
Toplam 5 2,8631
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Cizelge A.11: L. monocytogenes’in sodyum laktatla inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonuglart.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)
NaL 2 0,747 0,374 0,24 0,797
Hata 3 4,580 1,527
Toplam 5 5,327

Cizelge A.12: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 1 saat icinde farkh
siirelerde S. enteritidis sayilari.

GFSE (ppm) | Siire (dak) L Tekrar? o orart?
Kontrol 0,5 & 5,44
Kontrol 10 - 5,42
Kontrol 20 - 5,43
Kontrol 40 5,27 5,42
Kontrol 60 5,28 5,44

30 0,5 5,23 5,49
30 10 5,25 5,11
30 20 5,20 5,05
30 40 5,20 4,90
30 60 5,06 4,77
60 0,5 5,30 5,38
60 10 1 1
60 20 1 1
60 40 1 1
60 60 1 1
150 0,5 4,77 4,32
150 10 1 1
150 20 1 1
150 40 1 1
150 60 1 1
300 0,5 4,79 3,33
300 10 1 1
300 20 1 1
300 40 1 1
300 60 1 1

Baslangi¢ bakteri diizeyi:5,35 log;o ©Baslangic bakteri diizeyi:5,40 log;,

(3)Say1m yapilamadi.

Cizelge A.13: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 24 saat sonunda S.
enteritidis sayilari.

Salmonella enteritidis (1og,, kob/ml)
GFSE (ppm)
1.Tekrar %V 2.Tekrar @

Kontrol 8,78 8,40

30 1,14 3,18

60 1 1

150 1 1

300 1 1

Baslangi¢ bakteri diizeyi:35,35 log;, “Baslangi¢ bakteri diizeyi:5,40 log,o
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Cizelge A.14: S. enteritidis’in GFSE ile 1 saat inhibisyon denemesine ait varyans

analizi (ANOVA) sonuglari.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

GFSE 4 149,3993 37,3498 693,77 0,000
Siire 4 40,6102 10,1526 188,58 0,000
GFSE*Siire 16 24,8354 1,5522 28,83 0,000
Hata 25 1,3459 0,0538

Toplam 49 216,1908

Cizelge A.15: S. enteritidis’in GFSE ile 24 saat inhibisyon denemesine ait varyans

analizi (ANOVA) sonuglari.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplamm (Varyans)
GESE 4 87,282 21,821 50,67 0,000
Hata 5 2,153 0.431
Toplam 9 89,435

Cizelge A.16: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 1 saat icinde farkli
stirelerde E. coli O157:H7 sayilart.

. E. coli 0157:H7 (log;y kob/ml)
GFSE (ppm) Siire (dak.) 1.Tekrar @ 2.Tekrar®
Kontrol 0,5 5,06 5,40
Kontrol 10 5,04 5,39
Kontrol 20 5,06 5,37
Kontrol 40 5,07 5,33
Kontrol 60 4,92 5,38
30 0,5 4,32 5,37
30 10 3,24 5,25
30 20 2,71 5,10
30 40 2,15 4,50
30 60 1,81 4,20
60 0,5 4,10 5,18
60 10 1 1
60 20 1 1
60 40 1 1
60 60 1 1
150 0,5 3,10 5,37
150 10 1 1
150 20 1 1
150 40 1 1
150 60 1 1
300 0,5 1,78 5,22
300 10 1 1
300 20 1 1
300 40 1 1
300 60 1 1

MBaslangig bakteri diizeyi:5,04 log;, PBaslangic bakteri diizeyi:5,42 logy,
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Cizelge A.17: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 24 saat sonunda E. coli

O157:H7 sayilar1.

GFSE (ppm) E. coli O157:H7 (log;, kob/ml)
1.Tekrar’ 2.Tekrar®
Kontrol 8,08 8,42
30 1,40 1
60 1 1
150 1 1
300 1 1

Baslangig bakteri diizeyi: 5,04 log,, " Baslangi¢ bakteri diizeyi: 5,42 log;,

Cizelge A.18: E. coli O157:H7 nin GFSE ile 1 saat inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonugclari.

Kareler F P

Serbestlik Kareler Ortalamasi

Derecesi Toplam (Varyans)
GESE 4 110,7175 27,6794 33,87 0,000
Siire 4 36,6045 9,1511 11,20 0,000
GFSE*Siire | 16 15,6220 0,9764 1,19 0,336
Hata 25 20,4278 0,8171
Toplam 49 183,3719

Cizelge A.19: E. coli O157:H7’nin GFSE ile 24 saat inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonuglart.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)
GFSE 4 83,004 20,751 752,94 0,000
Hata 5 0,138 0,028
Toplam 9 83,142

84




Cizelge A.20: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 1 saat icinde farkli
sirelerde L. monocytogenes sayilari.

I e e R
Kontrol 0,5 5,65 4,47
Kontrol 10 5,17 4,47
Kontrol 20 5,27 4,54
Kontrol 40 5,34 4,00
Kontrol 60 5,34 4,00

30 0,5 3,17 2,20
30 10 1 1
30 20 1 1
30 40 1 1
30 60 1 1
60 0,5 1 1
60 10 1 1
60 20 1 1
60 40 1 1
60 60 1 1
150 0,5 1 1
150 10 1 1
150 20 1 1
150 40 1 1
150 60 1 1
300 0,5 1 1
300 10 1 1
300 20 1 1
300 40 1 1
300 60 1 1

MBaslangig bakteri diizeyi:5,20 log;, ~’Baslangi¢ bakteri diizeyi:4,32 log;o

Cizelge A.21: Farkli konsantrasyonlarda GFSE varliginda 24 saat sonunda L.
monocytogenes sayilart.

L. monocytogenes (log;, kob/ml)
GFSE (ppm)
1.Tekrar" 2.Tekrar?

Kontrol 8,94 6,70

30 4,08 3,11

60 1 1

150 1 1

300 1 1

MBaglangic bakteri diizeyi:5,20 log,, @Baslangi¢ bakteri diizeyi:4,32 log;,
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Cizelge A.22: L. monocytogenes’in GFSE ile 1 saat inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonugclari.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

GFSE 4 112,7975 28,1994 202,95 0,000
Siire 4 1,2692 0,3173 2,28 0,089
GFSE*Siire 16 3,4929 0,2183 1,57 0,151
Hata 25 3,4737 0,1389

Toplam 49 121,0333

Cizelge A.23: L. monocytogenes’in GFSE ile 24 saat inhibisyon denemesine ait
varyans analizi (ANOVA) sonuglari.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)
GFSE 4 71,036 17,759 29,80 0,001
Hata 5 2,979 0,596
Toplam 9 74,015

Cizelge A.24: Farkli konsantrasyonlarda (0-2000 ppm) GFSE varliginda farkh
siirelerde 4°C’de tavuk kiymasinda toplam aerobik mezofilik bakteri
sayilarinin varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

GFSE 3 0,63803 0,21268 18,27 0,000
Siire 2 0,00463 0,00232 0,20 0,822
GFSE*Siire 6 0,10277 0,01713 1,47 0,268
Hata 12 0,13970 0,01164
Toplam 23 0,88513

Cizelge A.25: Farkli konsantrasyonlarda (0-2000 ppm) GFSE varliginda farkli
sirelerde 4°C’de tavuk kiymasinda S. enteritidis sayillarimin varyans analizi
(ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

GFSE 3 0,37991 0,12664 4,37 0,027
Siire 2 0,10402 0,05201 1,79 0,208
GFSE*Siire 6 0,12858 0,02143 0,74 0,628
Hata 12 0,34785 0,02899
Toplam 23 0,96036
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Cizelge A.26: Farkli konsantrasyonlarda (0-2000 ppm) GFSE varliginda farkh
siirelerde 4°C’de tavuk kiymasinda E. coli O157:H7 sayilarinin varyans analizi

(ANOVA) cizelgesi.

Kareler

Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplamm (Varyans)

GEFSE 3 0,29367 0,09789 7,50 0,010
Siire 1 1,35141 1,35141 103,61 0,000
GFSE*Siire 3 0,04837 0,01612 1,24 0,359
Hata 8 0,10435 0,01304
Toplam 15 1,79779

Cizelge A.27: Farkli konsantrasyonlarda (0-2000 ppm) GFSE varliginda farkh
siirelerde 4°C’de tavuk kiymasinda L. monocytogenes sayilarinin varyans analizi

(ANOVA) cizelgesi.
Kareler

Serbestlik Kareler Ortalamasi F P

Derecesi Toplamm (Varyans)
GFSE 3 5,7406 1,9135 22,61 0,000
Siire 2 8,6057 4,3028 50,84 0,000
GFSE*Siire 6 1,0287 0,1715 2,03 0,140
Hata 12 1,0156 0,0846
Toplam 23 16,3906

Cizelge A.28: Farkli konsantrasyonlarda (0-6000 ppm) GFSE varliginda ve farkli iki
ortam atmosferinde 10°C’de tavuk kiymasinda toplam bakteri ve
patojen organizma sayilari.

Toplam
Aerobik Test Organizma Sayisi (log;y kob/g)
GFSE Siire Mezofilik
(ppm) (giin) Bakteri S. enteritidis E. coli O157:H7 | L. monocytogenes
(log;o kob/g)
Aerobik | MAP" | Aerobik | MAP | Aerobik | MAP | Aerobik | MAP
0 5,34 5,34 4,90 4,90 4,48 4,48 3,00 3,00
5,50 5,50 5,13 5,13 4,48 4,48 <3,00 <3,00
Kontrol 3 7,70 6,11 6,50 5,91 7,14 5,30 6,15 4,69
7,57 6,17 6,57 5,52 7,71 5,82 6,31 4,25
6 8,78 7,89 8,29 6,60 8,69 6,91 7,68 6,38
8,85 7,06 8,00 6,49 8,90 6,58 7,72 6,45
0 4,46 4,46 3,30 3,30 3,90 3,90 2,00 2,00
4,90 4,90 4,42 4,42 3,87 3,87 <2,00 <2,00
3000 3 6,68 5,04 5,69 4,69 6,19 4,60 3,17 <2,00
6,97 547 5,53 5,22 6,87 5,39 4,90 2,78
6 8,85 6,38 8,31 5,00 8,61 5,48 5,00 3,08
8,60 6,86 7,84 5,68 8,23 5,72 6,40 3,74
0 4,72 4,72 4,00 4,00 3,84 3,84 <2,00 <2,00
4,40 4,40 3,60 3,60 <3,00 | <3,00 | <2,00 <2,00
6000 3 6,30 5,30 5,48 4,63 6,31 4,52 2,90 2,60
6,52 5,72 4,95 4,34 6,42 5,57 <2,00 2,00
6 8,30 5,90 7,17 4,30 8,24 4,87 5,76 2,00
8,24 6,02 7,59 4,47 7,95 4,48 6,00 2,95

M %70 CO, + %30 N,
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Cizelge A.29: Farkli konsantrasyonlarda (0-6000 ppm) GFSE varliginda farkh
siirelerde 10°C’de tavuk kiymasinda toplam aerobik mezofilik bakteri
sayilarinin varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Serbestlik Kareler Kareler
Derecesi Toplam Ortalamasi
(Varyans)

GFSE 2 5,6692 2,8346 47,20 0,000
Siire 2 45,6302 22,8151 379,87 0,000
Paket 1 10,4976 10,4976 174,78 0,000
GFSE*Siire 4 0,3061 0,0765 1,27 0,317
GFSE*Paket 2 0,1181 0,0590 0,98 0,393
Siire*Paket 2 5,7828 2,8914 48,14 0,000
GFSE*Siire*Paket 4 0,6742 0,1685 2,81 0,057
Hata 18 1,0811 0,0601
Toplam 35 69,7593

Cizelge A.30: Farkli konsantrasyonlarda (0-6000 ppm) GFSE varliginda farkh
siirelerde 10°C’de tavuk kiymasinda S. enteritidis sayilarinin varyans
analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

GFSE 2 10,8006 5,4003 40,95 0,000
Siire 2 35,1404 17,5702 133,22 0,000
Paket 1 10,1018 10,1018 76,59 0,000
GFSE*Siire 4 0,6158 0,1539 1,17 0,358
GFSE*Paket 2 0,3062 0,1531 1,16 0,336
Siire*Paket 2 9,4285 4,7143 35,74 0,000
GFSE*Siire*Paket 4 0,8080 0,2020 1,53 0,235
Hata 18 2,3739 0,1319

Toplam 35 69,5753

Cizelge A.31: Farkli konsantrasyonlarda (0-6000 ppm) GFSE varliginda farkli
sirelerde 10°C’de tavuk kiymasinda E. coli O157:H7 sayilarinin

varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

GFSE 2 7,1613 3,5807 26,85 0,000
Siire 2 60,6165 30,3082 227,28 0,000
Paket 1 18,8067 18,8067 141,03 0,000
GFSE*Siire 4 0,4875 0,1219 0,91 0,477
GFSE*Paket 2 0,1136 0,0568 0,43 0,660
Siire*Paket 2 11,5275 5,7637 43,22 0,000
GFSE*Siire *Paket 4 0,9804 0,2451 1,84 0,166
Hata 18 2,4003 0,1333

Toplam 35 102,0938
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Cizelge A.32: Farkli konsantrasyonlarda (0-6000 ppm) GFSE varliginda farkh
stirelerde 10°C’de tavuk kiymasinda L. monocytogenes sayilarinin

varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

GFSE 2 35,6786 17,8393 76,89 0,000
Siire 2 51,6955 25,8477 111,40 0,000
Paket 1 12,3318 12,3318 53,15 0,000
GFSE*Siire 4 5,4152 1,3538 5,83 0,003
GFSE*Paket 2 0,1330 0,0665 0,29 0,754
Siire*Paket 2 8,1210 4,0605 17,50 0,000
GFSE*Siire*Paket 4 3,7297 0,9324 4,02 0,017
Hata 18 4,1764

Toplam 35 121,2811

Cizelge A.33:Tavuk kiymasina sarimsak tozu, tuz ve GFSE ilavesinin iki farkli
ortam atmosferinde 10°C’de test organizmalar1 iizerine etkisi.

2% | = Test Organizma Sayisi (log;, kob/g)
£ 2520558 g2
§ Eﬁ g gé = & |3 B S. enteritidis E. coli O157:H7 ;'(mocy ogenes
Aerobik | MAP! | Aerobik | MAP | Aerobik | MAP
0 5,46 5,46 5,66 566 | 4,09 4,09
1 0 0 0 3 8,09 6,97 8,12 6,65 8,36 5,60
6 8,93 7,30 8,69 7,00 | 9,13 6,48
0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
2 0 0 | 6000 | 3 6,34 <2,0 6,35 <20 | 3,08 <2,0
6 7.42 6,20 7,39 6,30 | 5,00 2,00
0 5,20 5,20 5,54 5,54 3,60 3,60
3 0 2 0 3 6,06 5,84 6,20 5,78 6,60 5,84
6 8,42 7,09 8,72 7,0 7,87 6,78
0 2,90 2,90 2,50 2,50 | <20 <2,0
4 0 2 16000 | 3 5,52 4,48 5,88 4,20 <2,0 <2,0
6 6,17 5,30 6,00 500 | 4,08 <2,0
0 5,14 5,14 5,17 5,17 3,60 3,60
5 2 0 0 3 7,89 6,06 7,28 6,06 7,17 5,00
6 8,60 7,43 9,00 7,08 7,87 6,78
0 3,15 3,15 3,13 3,13 <2,0 <2,0
6 2 0 | 6000 | 3 6,95 <3,0 7,16 <3,0 | <2,0 <2,0
6 8,09 6,69 8,48 5,95 3,84 <2,0
0 5,07 5,07 5,09 5,09 3,67 3,67
7 2 2 0 3 7,99 5,48 7,90 53 6,65 4,17
6 <8,0 <6,0 <8,0 <6,0 | 7,65 6,10
0 3,02 3,02 2,90 290 | <20 <2,0
8 2 2 ] 6000 | 3 5,80 <3,0 5,84 <30 2,30 <2,0
6 | 739 6,00 6,74 | 600 | 2,84 2

M'%70 CO, + %30 N, PSayim yapilamadi.
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Cizelge A.34: Tavuk kiymasina sarimsak tozu, tuz ve GFSE ilavesinin iki farkli
ortam atmosferinde 10°C’de test organizmalan iizerine etkisi (2.tekrar

bulgulari).
e é 5 . 5 o 2le e Test Organizma Sayisi (log;/g)
N = = @»n =

g Eﬁg 2; % 2|2 R S. enteritidis E. coli O157:H7 Z{mocy togencs
Aerobik | MAP' Aerobik | MAP | Aerobik | MAP
0 5,04 5,04 5,66 566 | 488 4,88
1 0 0 0 3 7,70 6,00 7,78 <6,0 | <7,0 <5,0
6 8,30 7,25 8,30 6,34 7,00 5,25
0 3,13 3,13 3,94 394 | <20 <2,0
2 0 0 | 6000 [ 3 6,25 4,52 @ 5,06 4,13 2,98
6 7,30 6,95 8,60 7,16 5,91 4,02
0 5,02 5,02 5,23 5,23 3,00 3,00
3 0 2 0 3 5,87 4,81 7,52 5,81 560 | <4,00
6 7,00 6,48 8,02 6,30 6,90 4,85
0 4,39 4,39 4,45 445 | <2,00 | <2,00
4 0 2 | 6000 | 3 5,04 4,60 6,33 4,87 3,02 | <2,00
6 6,65 6,96 8,08 6,92 4,75 -9
0 5,27 5,27 4,48 4,48 2,90 2,90
5 2 0 0 3 6,57 5,81 7,95 6,22 543 4,60
6 8,40 7,32 9,08 7,30 6,51 5,15
0 3,29 3,29 4,16 4,16 2,95 2,95
6 2 0 | 6000 | 3 6,64 4,84 7,36 4,47 4,14 2,85
6 8,00 7,68 9,24 7,92 6,12 4,00
0 5,40 5,40 5,45 5,45 3,00 3,00
7 2 2 0 3 6,00 5,19 6,70 5,52 4,70 3,81
6 7,54 5,54 7,90 5,65 6,73 4,23
0 4,08 4,08 4,99 4,99 2,00 2,00
8 2 2 | 6000 | 3 5,45 5,01 6,29 5,28 2,00 <2,0
6 6,85 5,70 7,98 6,04 @ 3,30

D970 CO, + %30 N, PSayim yapilamad.
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Cizelge A.35: Tavuk kiymasina sarimsak tozu, tuz ve GFSE ilavesi ile 10°C’de
depolanmasi ile S. enteritidis sayillarmin varyans analizi (ANOVA)

cizelgesi.
Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

Sarimsak 1 0,140 0,140 0,37 0,545
NaCl 1 4,620 4,620 12,25 0,001
GFSE 1 40,586 40,586 107,60 0,000
Siire 2 131,795 65,898 174,71 0,000
Paket 1 19,911 19,911 52,79 0,000
Sarimsak*NaCl 1 0,047 0,047 0,12 0,726
Sarimsak*GFSE 1 0,602 0,602 1,60 0,211
Sarimsak*Siire 2 0,021 0,010 0,03 0,973
Sarimsak*Paket 1 0,525 0,525 1,39 0,242
NaCl*GFSE 1 1,135 1,135 3,01 0,087
NaCl*Siire 2 5,332 2,666 7,07 0,002
NaCl*Paket 1 0,537 0,537 1,42 0,237
GFSE*Siire 2 5,862 2,931 7,77 0,001
GFSE*Paket 1 0,048 0,048 0,13 0,723
Siire*Paket 2 11,330 5,665 15,02 0,000
Hata 75 28,289 0,377

Toplam 95 250,778

Cizelge A.36: Tavuk kiymasina sarimsak tozu, tuz ve GFSE ilavesi ile 10°C’de
depolanmasi ile E. coli O157:H7 sayilarinin varyans analizi (ANOVA)

cizelgesi.
Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

Sarimsak 1 0,051 0,051 0,07 0,790
NaCl 1 2,866 2,866 5,50 0,022
GFSE 1 33,785 33,785 62,25 0,000
Siire 2 130,776 65,406 124,01 0,000
Paket 1 34,417 34,442 65,30 0,000
Sarimsak*NaCl 1 0,180 0,169 0,32 0,573
Sarimsak*GFSE 1 1,574 1,504 2,85 0,095
Sarimsak*Siire 2 0,222 0,110 0,21 0,811
Sarimsak*Paket 1 0,460 0,413 0,78 0,379
NaCl*GFSE 1 0,111 0,086 0,16 0,687
NaCl*Siire 2 3,716 1,851 3,51 0,035
NaCl*Paket 1 0,461 0,507 0,96 0,330
GFSE*Siire 2 7,304 3,575 6,78 0,002
GFSE*Paket 1 0,099 0,132 0,25 0,618
Siire*Paket 2 17,715 8,857 16,79 0,000
Hata 75 39,029 0,527

Toplam 95 272,767
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Cizelge A.37: Tavuk kiymasina sarimsak tozu, tuz ve GFSE ilavesi ile 10°C’de
depolanmasi ile L. monocytogenes sayilarinin varyans analizi
(ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplamm (Varyans)

Sarimsak 1 3,531 3,202 5,86 0,018
NaCl 1 8,392 9,251 16,93 0,000
GFSE 1 142,416 135,126 247,25 0,000
Siire 2 78,141 37,032 67,76 0,000
Paket 1 20,556 21,447 39,24 0,000
Sarimsak*NaCl 1 0,440 0,514 0,94 0,336
Sarimsak*GFSE 1 1,210 1,243 2,27 0,136
Sarimsak*Siire 2 0,270 0,136 0,25 0,780
Sarimsak*Paket 1 0,617 0,624 1,14 0,289
NaCl*GFSE 1 0,009 0,040 0,07 0,787
NaCl*Siire 2 0,382 0,156 0,29 0,753
NaCl*Paket 1 0,815 0,591 1,08 0,302
GFSE*Siire 2 13,775 6,974 12,76 0,000
GFSE*Paket 1 1,040 0,773 1,41 0,238
Siire*Paket 2 12,053 6,026 11,03 0,000
Hata 75 39,349 0,547

Toplam 95 322,996

Cizelge A.38: Tavuk kiymasinda GFSE’nin 4°C’de iki paket tipi ile kullaniminin test
organizmalarn iizerinde etkileri.

Test Organizma Sayisi (log;y/g)

GFSE | Siire
(ppm) | (giin) S. enteritidis E. coli O157:H7 | L. monocytogenes

Aerobik | MAP® | Aerobik | MAP | Aerobik | MAP

| 5,19 4,81 5,48 5,21 3,52 3,04

5,00 5,04 5,42 5,28 3,51 3,13

Kontrol | 3 5,31 4,94 5,47 5,18 431 3,04
5,41 5,10 5,45 5,16 431 3,21

6 5,30 5,23 5,47 5,06 4,92 3,62

5,95 5,00 @ 5,17 5,11 2,97

) 3,00 3,90 300 | 446 | <200 | <2,00

2,60 425 2,84 | 420 | <2,00 | <2,00

3,22 3,90 3,57 3,92 | <2,00 2,00

6000 3 3,23 4,08 3,21 439 2,17 2,00
6 3,16 4,28 536 | 4,29 2,93 2,00

@ 4,45 @ 4,66 2,60 2,40

D" %70 CO, + %30 N, ®PSayim yapilamadi.
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Cizelge A.39: Tavuk kiymasinda GFSE’nin 4°C’de iki paket tipi ile kullanimi ile S.

enteritidis sayilarina ait varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplanm (Varyans)

GFSE 1 15,1209 15,1209 384,47 0,000
Siire 2 0,4693 0,2347 5,97 0,016
Paket 1 0,8251 0,8251 20,98 0,001
GFSE*Siire 2 0,0013 0,0006 0,02 0,984
GFSE*Paket 1 3,0317 3,0317 77,09 0,000
Siire*Paket 2 0,1172 0,0586 1,49 0,264
GFSE*Siire*Paket 2 0,0934 0,0467 1,19 0,338
Hata 12 0,4720 0,0393

Toplam 23 20,1310

Cizelge A.40: Tavuk kiymasinda GFSE’nin 4°C’de iki paket tipi ile kullanimu ile E.
coli O157:H7 sayilarina ait varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

GFSE 1 8,8331 8,8331 352,15 0,000
Siire 2 1,8698 0,9349 37,27 0,000
Paket 1 0,0323 0,0323 1,29 0,279
GFSE*Siire 2 2,1408 1,0704 42,67 0,000
GFSE*Paket 1 0,7633 0,7633 30,43 0,000
Siire*Paket 2 1,5754 0,7877 31,40 0,000
GFSE*Siire*Paket 2 1,2378 0,6189 24,67 0,000
Hata 12 0,3010 0,0251

Toplam 23 16,7533

Cizelge A.41: Tavuk kiymasinda GFSE’nin 4°C’de iki paket tipi ile kullanimu ile L.
monocytogenes sayilarina ait varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler F P

Serbestlik Kareler Ortalamasi

Derecesi Toplam (Varyans)
GFSE 1 14,3995 14,3995 435,52 0,000
Siire 2 1,8470 0,9235 27,93 0,000
Paket 1 2,6467 2,6467 80,05 0,000
GFSE*Siire 2 0,1863 0,0931 2,82 0,099
GFSE*Paket 1 1,2015 1,2015 36,34 0,000
Siire*Paket 2 0,8628 0,4314 13,05 0,001
GFSE*Siire*Paket | 2 0,1629 0,0815 2,46 0,127
Hata 12 0,3968 0,0331
Toplam 23 21,7035
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Cizelge A.42: Kiymaya valisin (nisin) ilavesinin 4°C’de iki paket tipinde L.
monocytogenes lizerine etkisi.

Test Organizma Sayisi (log;y/g)
Nisin Siire
(ppm) (giin) L. monocytogenes(l)
Aerobik MAP?
1 4,30 4,00
4,50 4,50
5,30 4,40
Kontrol 3 470 2.00
6 5,41 447
5,40 3,84
1 3,60 2,00
3,50 3,00
2,47 2,90
73 3 3,47 3,26
6 3,09 3,93
4,31 2,70
1 2,80 2,00
3,00 2,30
2,00 2,65
250 3 2,00 2,47
6 343 3,15
3,39 2,65

DBaslangi¢ bakteri sayist: 3,89 logyg
®9%70C0O,+%30N,

Cizelge A.43: Kiymaya valisin (nisin) ilavesi ile 4°C’de iki paket tipinde L.
monocytogenes sayilarinin varyans analizi (ANOVA) cizelgesi.

Kareler
Serbestlik Kareler Ortalamasi F P
Derecesi Toplam (Varyans)

Nisin 2 23,4484 11,7242 62,42 0,000
Paket 1 1,9834 1,9834 10,56 0,004
Siire 2 2,1431 1,0715 5,70 0,012
Nisin*Paket 2 0,3785 0,1892 1,01 0,385
Nisin*Siire 4 0,5279 0,1320 0,70 0,600
Paket*Siire 2 0,8234 0,4117 2,19 0,141
Nisin*Paket*Siire 4 1,4387 0,3597 1,91 0,152
Hata 18 3,3810 0,1878

Toplam 35 34,1243
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