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ONSOZ

Gida endiistrisinde mikroorganizmalar insan sagligi iizerindeki olumsuz etkilere
neden oldugu gibi, gidalarda kokusma ve bozulmaya neden olarak hem iiretici hem
de tiiketici icin biiyiik sorun olusturmaktadir. Bu nedenle antimikrobiyal 6zellikteki
kimyasallarin kullanimi bilinen en eski ve en yaygin metotlar arasindadir. Ancak
tilkketicilerin sentetik katki maddeleri hakkindaki Onyargilar1 gida muhafaza
yontemlerinde  alternatif — yontem  arayislarina  neden  olmustur.  Dogal
antimikrobiyallerin bir kism1 gida muhafazasinda kullanilmakta olup, bir kism1 da
hala aragtirma agsamasindadir.

Bu kapsamda yaptigimiz caligmada bitkisel kaynakli dogal antimikrobiyal
maddelerin (maydanoz, kimyon esansiyel yaglari, zencefil, paprika, kimyon,
maydanoz oleoresinleri, greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti) gida kaynakli patojenlerden
Bacillus cereus, Eschericia coli 0157:H7, Salmonella enteritidis tizerindeki etkileri
incelenmistir.

Lisans ve yliksek lisans egitimim siiresince degerli fikirleriyle beni yonlendiren,
yardim ve destegini esirgemeyen 1.T.U. Gida Miihendisligi Boliimii Ogretim Uyesi
sayin hocam Prof. Dr. Necla ARAN’a saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.
Hayatim boyunca ve bu tezin hazirlanmasi sirasinda beni siirekli destekleyen, higbir
seyi esirgemeyen aileme, her zaman yanimda olan Ulas Cikla’ya tesekkiiri borg
bilirim. Deneysel ¢alismalarimda bana destek olan I.T.U. Gida Miihendisligi
Boliimiinde doktora ¢alismasim siirdiiren Harran Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii’nden Harika CANKAYA'’ya, istatistiksel verilerin degerlendirilmesi ve
diger her tiirlii konuda yardimei olan 1.T.U. Gida Miihendisligi Boliimii Arastirma
Gorevlilerinden Volkan K. Koéseoglu'na tesekkiir ederim. Bu caligmada ve is
yasamimda bana sonsuz destegini biiyiik bir sabir ve sevgi ile sunan Gida Yiik. Miih.
Serap NAZIR’a, deneysel caligmalarim sirasinda gerekli imkanlar1 sunan Dr. Hiilya
Gilinay’a, biiylik 6zveri ile yardimlarini esirgemeyen ve is ylkiimi paylagsan ¢alisma
arkadaglarima tesekkiirlerimi sunarim. Caligmada kullandigim baharat esansiyel
yaglarinin teminini saglayan Saym Sevim Davutoglu sahsinda IFF Aroma Esans
Sanayi ve Ticaret A.S.(Kocaeli)’ne, greyfurt c¢ekirdegi ekstrakti (GSE) teminini
saglayan Belkis Kormaz sahsinda Peyma-Chr.Hansen’s Peynir Mayas1 San. Ve Tic.
A.S. (Istanbul)’ne tesekkiir ederim.

Mayis, 2006 Elvan SAHIN
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KISALTMALAR

GSE : Greyfurt Cekirdegi Ekstrakti

MIC : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
HUS : Hemolitik Uremik Sendrom

GRAS : Genellikle emniyetli kabul edilen

CO, : Karbondioksit

(0)) : Oksijen

N, : Nitrojen

ay : Su aktivitesi

BHA : Butillenmis HidroksiAnisol

TBHQ : Tert-Butilhidro Quinon

DMSO : Di Metil Siilfoksit

GSE : Grapefruit Cekirdegi Ekstrakti

TSA : Tryptic Soya Agar

TSB : Tryptic Soya Broth

O/R : Oleoresin

E/O : Esansiyel Yag

GC-MS : Gaz kromatografi-Kiitle Spektrometresi
STEM : “Scanning Transmission Electron Microscopy”
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BITKiSELL. KAYNAKLI BAZI ANTIMiKROBIYALLERIN GIDA
KAYNAKLI BAZI PATOJEN MIKROORGANIZMALAR UZERINDE
ETKILERI

OZET

Dogal ve katki maddesi igermeyen lriinlere yonelik artan tiiketici talepleri, yeni
tiretim teknikleri ve dogal antimikrobiyallere olan ilgiyi arttirmistir. Bu ¢alismada
antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikleri ile baharatlarin da dahil oldugu cesitli
bitkisel kaynaklarin gidalarda mikrobiyal gelismenin kontrol altina alinmasinda
kullanimin1 aragtirmak iizere kimyon, maydonoz esansiyel yaglari, paprika, zencefil,
kimyon ve maydonoz oleoresinleri ve greyfurt ¢ekirdegi ekstraktinin (GSE) Bacillus
cereus, E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis gibi gida kaynakli bazi patojen
bakteriler iizerine inhibitor etkileri arastirilmistir.

Arastirilan bitkisel kaynaklarin antimikrobiyal etkisi olup olmadigini belirlemek
tizere kagit disk metodu kullanilmis, olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 belirlenmistir.
Oleoresinler inhibitor etki gdstermezken, GSE, maydonoz ve kimyon esansiyel
yaglarinin patojen li¢ mikroorganizmanin gelisimi iizerinde inhibitor etki gosterdigi
saptanmigtir. Daha sonra antimikrobiyal etkinligini degerlendirilmesinde siklikla
kullanilan yontemlerden biri olan minimum inhibisyon konsantrasyonu, maydanoz,
kimyon ve GSE ig¢in belirlenmistir. Agar diliisyon yonteminde en diisiik MIC
degerleri GSE i¢in saptanmig, bunu kimyon ve maydanoz esansiyel yagi izlemistir.

Ortamin yag iceriginin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisini belirlemek iizere
stv1 kiiltiir ortamina yag ilave edilerek, mikrobiyal gelisim izlenmistir. Siv1 kiiltiir
ortaminda antimikrobiyal etki gozlenmemesi nedeniyle emiilsiyon olusumu igin
kullanilan Tween 20’nin antimikrobiyal aktivite {lizerinde etkisi incelenmistir.
Calisma sonucunda emiilgator olarak kullanilan Tween 20°nin inhibitor etkiyi
azalttig1 ya da yok ettigi tespit edilmistir. GSE’nin antimikrobiyal etkisini azaltan
Tween 20 kullanilmadan hazirlanan besi ortaminda elde edilen sayim sonuglari
istatistiksel olarak degerlendirildiginde GSE ve yagin mikrobiyal populasyon
tizerinde etkili oldugu, GSE ve yag arasinda bir interaksiyon oldugu belirlenmistir.

GSE’nin gida matriksinde etkisini gérmek ve yaygin kullanimda olan bir
antimikrobiyal ile karsilagtirmak tizere 1800 ppm potasyum sorbat ve GSE kiyma
sosuna ilave edilmistir. Ornekler etkin sogutmanin saglanamadigi kosullar1 temsil
edecek sekilde 10°C’de 5 giin boyunca inkiibe edilerek 1, 3 ve 5. giinlerde her i¢
patojenin  gelisimleri izlenmistir. Potasyum sorbat kontrolden ve GSE
uygulamasindan istatistiksel olarak farkli bulunmus, bakteri sayilarinda kontrol ve
GSE’ye gore azalma saglanmistir(p<0.05). GSE ise in vitro ¢alismalarda yiiksek
antimikrobiyal etki gdstermesine ragmen gida matriksinde 1800 ppm inhibitor etki
gosterememistir.



INHIBITORY EFFECTS OF PLANT DERIVED ANTIMICROBIALS ON
SOME FOOD-BORNE PATHOGENIC BACTERIA

SUMMARY

Increasing demand of food which is natural and free from additives, resulted in
growing interest in the use of new production techniques and natural antimicrobials.
In this research, potential of essential oils of cumin and parsley, oleoresins of
paprika, ginger, cumin and parsley, also grapefruit sees extract in controlling
microbial growth is investigated on some food borne pathogenic bacteria such as
Bacillus cereus, E. coli O157:H7, Salmonella enteritidis

In order to compare plant derived antimicrobials, disk diffusion method was used and
inhibition zones were measured. Oleoresins did not inhibit pathogens, while
grapefruit seed extract, cumin and parsley essential oils did. Since minimum
inhibition concentration is a method widely used in evaluation of antimicrobial
effect, MIC of GSE and essential oils of cumin and parsley were determined. Having
high antimicrobial effect or low MIC, grapefruit seed extract was chosen for further
analysis. MIC of parsley and cumin essential oils were found high.

In the presence of oil in growth medium (0, 10, 20 %) behavior of grapefruit seed
extract as an antimicrobial and microbial growth was sceened. No inhibitor effect
had been detected, then it was investigated that if Tween 20 which was added in
order to provide oil-in-water emulsion stability, had an effect on antimicrobial
activity. It was observed that Tween 20 had an antagonistic effect and decreased
inhibitor effect of GSE. When Tween 20 was not added to growth medium, GSE
showed strong bactericidal effect on three pathogens. It was observed that, oil
concentration was statistically important (p<0,05) and decreases antimicrobial effect
of GSE..

In order to determine the behaviour of GSE on food matrix and compare with widely
used antimicrobial, 1800 ppm potassium sorbate and GSE were added to minced
meat sauce. Incubation at 10°C for 5 days and sampling at days of 1,3 and 5 was
performed and bacterial growth was screened. It was found that potassium sorbate
was statistically different from GSE and control (p<0.05). Altough GSE was
effective according to results that obtained in vitro, no antimicrobial effect was
observed in food matrix.
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1. GIRIS

Gida giivenligini ilgilendiren bir ¢ok faktor arasinda mikroorganizmalar ilk sirada
yer almakta olup (Eilers, 1990), son yillarda cesitli etkenlere bagli olarak gida
kaynakli hastalik ve zehirlenmelerde artis goézlenmektedir (Smith-Palmer ve dig.,
2001). Toplumlarin yasam tarzlarindaki degisiklikler, hassas tiiketici gruplarindaki
artig, ithalat-ihracat olanaklarindaki gelismeler, hayvansal gida maddelerinin
tretimindeki artis, gida isleme tekniklerindeki yeni uygulamalar, seyahat
olanaklarinin artmasi, global 1sinma, dogal beslenmeye olan egilim, katki maddesi
icermeyen taze gidalara yogun talep gida kaynakli hastalik ve zehirlenmelerdeki

artisin nedenleri arasinda yer almaktadir.

Gida muhafazasinda temel prensip, patojen ve gidalarda bozulmaya neden olan
mikroorganizmalarin inaktive edilmesi, gelisiminin geciktirilmesi veya dnlenmesidir.
Diistik sicaklik, diisiik su aktivitesi, yiiksek asidite, anaerobik ortam, modifiye
atmosferde paketleme, antimikrobiyal kullanimi, fermentasyon mikrobiyal gelisimi
Onleyip yavaslatirken, pastorizasyon, sterilizasyon, 1sinlama, yliksek hidrostatik
basing, darbeli elektrik alan, mikrodalga uygulamalar1 ile mikroorganizmalar
inaktive edilmektedir. Aseptik isleme ve paketleme, santrifiij, filtrasyon gibi
yontemlerde ise mikroorganizmanin gidaya bulagmasi onlenmekte ya da gidadan
uzaklastirilmas1 saglanmaktadir. Bu yontemlerin kombinasyonlarinin kullanilarak
ayr1 ayr Yyarattiklar etkilerin toplamindan daha olumlu sonu¢ elde edilmekte,
engeller teknolojisi (“hurdle technology”) olarak adlandirilan bu sistem ile
mikrobiyal geligmenin durdurulmasi ya da engellenmesi miimkiin olmaktadir (Gould,

1996).

Bu teknikler arasinda antimikrobiyal aktiviteye sahip kimyasallarin kullanimi ve 1s1l
islem uygulamalar1 bilinen en eski ve en yaygin metotlar arasindadir (Gould, 1999).
Ancak tiiketicilerin sentetik katki maddeleri hakkindaki Onyargilari/olumsuz
diisiinceleri, minimum islem uygulanmis giivenli ve uzun raf Omriine sahip gida
tiriinlerine olan talepleri gida muhafaza yontemlerinde alternatif yontem arayislarina

neden olmustur (Bagamboula ve dig., 2003).



Bitkisel kaynakli esansiyal yaglarin, iziim ¢ekirdegi ekstrakti gibi diger bazi bitkisel
kaynaklarin ve bazi organik asitler ve tuzlarmin dogal veya GRAS (Generally
Recognized As Safe) statlistinde kabul edilmesi, bakteri ve kif gibi c¢esitli
mikroorganizmlara karsi antimikrobiyal etki gostermesi, sentetik gida katkilarina
kars1 dogal koruyuculara olan ilgiyi artirmistir (Smith-Palmer ve dig., 2001; Kim ve
dig., 1995; Tassaou ve dig., 2004; Meyer ve dig., 2002; Nychas ve Skandamis,
2003).

Bu ¢alismanin amact; sentetik katki madde kullanimina alternatif olacak sekilde bazi
bitkisel kaynakli esansiyel yag, oleoresin ve ekstraktin Bacillus cereus, E. coli
O157:H7 ve Salmonella enteritidis gibi gida kaynakli patojen bakteriler lizerindeki

inhibitor etkilerinin arastirilmasidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Dogal Antimikrobiyal Sistemler

Katki maddeleri iirlin kalitesini arttirmak, giday1r korumak ve raf omriinii uzatmak
amaciyla iiriin icerigine eklenen kimyasal bilesiklerdir. Mikrobiyal gelismeyi kontrol
altina almak amaciyla kullanilan katki maddeleri ise antimikrobiyal olarak
adlandirilmaktadir. Laboratuvar ortaminda elde edilen sentetik ve biyolojik
sistemlerde bulunan dogal antimikrobiyaller olmak {izere antimikrobiyalleri iki
grupta incelemek miimkiin olup bunlardan birincisi, yasal diizenlemelerle gidalarda
kullanimlarina izin verilen asetik asit ve asetat, benzoik asit ve benzoat, laktik asit ve
laktat, nitrit ve nitrat, sorbik asit ve sorbat, siilfit gibi sentetik antimikrobiyallerdir.
Ikinci grupta ise hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli dogal antimikrobiyaller

bulunmaktadir (Davidson ve Harrison, 2003).

Katki maddesi icermeyen, daha az tuz igeren, daha az islem gormiis gidalarda
koruyucu faktorlerin azalmasi ile {irtin mikrobiyal gelisim ve bozunma reaksiyonlari
acisindan riskli hale gelmekte, ayrica iriiniin raf Omri sinirlanmaktadir.
Tiketicilerde egilim sentetik katki maddelerinden farkli olarak hayvansal, bitkisel ve
mikrobiyal kaynaklardan elde edilen dogal antimikrobiyallerin kullanimi yoniinde
olmaktadir. Dogal antimikrobiyallerin bir kismi1 gida muhafazasinda kullanilmakta
olu, bir kismi da hala arastirma asamasindadir. Yumurtadaki lizozim, ovotransferrin
ve avidin, siitteki laktoperoksidaz ve laktoferrin, kan serumundaki transferrinler
hayvansal kaynakli dogal antimikrobiyallere o6rnek olustururken, fitoaleksinler,
baharat ve sifali bitkilerden elde edilen diisiik molekiil agirligina sahip “carvacrol”,
“eugenol”, “thymol”, “cinnamic aldehyde”, “allicin” gibi fenolik bilesenler,
esansiyel yaglar, ekstraktlar baslica dogal bitkisel antimikrobiyaller arasindadir.
Mikroorganizmalardan elde edilen dogal antimikrobiyaller arasinda ise nisin ve
pediosin gibi bakteriyosinler yer almaktadir (Gould, 1996; Davidson ve Harrison,

2003; Lemay ve dig., 2002).

Tablo 2.1°de bitki, hayvan ve mikroorganizmalarda dogal olarak bulunan baglica

antimikrobiyal sistemler verilmistir.



Tablo 2.1. Elde Edildikleri Kaynaga Gore Baslica Dogal Antimikrobiyal Bilesikler
(Gould, 1996; Meyer ve dig., 2002; Beuchat ve Golden, 1989)

Kaynak Ornek Antimikrobiyal Ajan

Siit Laktoperoksidaz, laktoferrin
Hayvanlar Yumurta Lizozim, ovotransferrin, avidin

Serum Transferrin

Laktik asit bakterileri Nisin, pediosin, diger bakteriosinler
Mikroorganizmalar Pimarisin, subtilin, natamisin, diasetil

Diger mikroorganizmalar

Diisiik molekiil agirlikli metabolitler (etanol, reuterin, H,O, vb)

Organik asitler (sitrik, suksinik, tartarik, benzoik, malik vb.)

Baharatlar, sifali otlar Alkaloidler (tomatine)

Fenolik bilesikler (kafeik asit, 6genol, timol, sinamikaldehid

o vb.)
Bitkiler Fenolik bilesikler (gallotanins, ellagitanins vb.)
Strese maruz kalan Siilfoksitler (allisin vb.)
bitkiler Fitoaleksinler (Resvatrol, pisatin vb.)
Isotiosiyanatlar

2.2. Baharat, Esansiyel Yag ve Bitkisel Ekstraktlarin Antimikrobiyal Amach

Kullanimi

Baharatlar bitkinin meyve (kirmiz1 biber, karabiber), tohum (kisnis, anason, kimyon,
hardal), kok ve rizom (zencefil, zerdegal), yaprak (adagayi, defne, biberiye), cicek ve
tomurcuk (karanfil, safran), sogan (sarimsak, sogan)gibi farkli kisimlarindan elde
edilen (Karapinar ve Aktug, 1986a; Aran, 1988), yillardir gidalara lezzet/cesni
vermek, aroma kazandirmak amaciyla kullanildigi gibi, antimikrobiyal ve
antioksidan ozellikleri ile gidalar1 korunmasinda/muhafazasinda ve kozmetik gibi
sektorlerde kullanim alani bulan bitkisel iirtinlerdir (Kim ve dig., 2004; Smith-

Palmer ve dig., 2001; Valero ve Salmeron, 2003; Yuste ve Fung, 2002).

Baharatlarin genel olarak kullanim amaglar1 asagida siralanmaktadir (Karapinar ve

Aktug, 1986b; Uner ve ark., 2000)

I. Gidalarin tat ve koku 6zelliklerini gelistirerek lezzeti arttirmak, yeni {irlinler
elde ederek cesitlilik saglamak,
II. Antioksidan 6zellikleriyle gidalarda acilagsmay1 6nlemek,
III. Antimikrobiyal o&zellikleriyle gidalart korumak, patojen gelisimini

engellemek,

Esansiyel yaglar, bitkilerden veya bitkisel droglardan g¢esitli distilasyon ve

ekstraksiyon yontemleri ile elde edilen, genellikle oda sicakliginda sivi halde olan,



ucucu, kuvvetli kokulu, baharatin tim koku ve tat verici bilesenlerini igeren, su
buhar1 ile tasmabilen karigimlardir. Oleoresinler ise baharatlarin tiim tad verici
bilesenlerini/ingrediyentlerini igeren yogun ekstraktlar olarak tanimlanmaktadir

(Korukluoglu ve dig., 2005; Karapinar ve Aktug, 1986b).

Bitkiler, baharatlar, sifali otlar, esansiyel yaglar1 ve bunlardan izole edilen bilesikleri
bakterilerin, kiif ve mayalarin metabolik aktivitelerini inhibe eden maddeler icerdigi
bilinmektedir. Igerdikleri bu bilesenler sayesinde baharatlar, bitkisel materyallerden
ekstrakte edilen esansiyel yaglar, oleoresin ve ekstraktlarin biiylik cogunlugu Gr(-)
bakteri, Gr(+) bakteri, kiif ve mayalarin gelisimini ve toksin olusumunu olumsuz
etkilemektedir.  Antimikrobiyal etki konsantrasyona baghi olup, yiiksek
konsantrasyonlarda Oliimciil etki gostermektedir. Yenibahar, badem, defne,
karabiber, karaman kimyonu, tar¢in, karanfil, kisnis, kimyon, sarimsak, greyfurt,
limon, mandarin, sogan, portakal, kekik, kusburnu, adagayr ve mercankdsk
antimikrobiyal etkisi bilinen esansiyel yaglardir (Nychas ve Skandamis, 2003;
Korukluoglu ve dig., 2005). Literatiirde 1300°den fazla bitkinin antimikrobiyal etkisi
oldugu rapor edilmektedir, ancak hepsinin gidalarda kullanimi1 heniliz miimkiin
olmanustir. Istenilen antimikrobiyal etkiyi saglayan dozlar duyusal olarak kabul
edilebilir sinirlar1 astigindan gidalarda koruyucu olarak kullanimlart siirlanmistir

(Gould, 1996; Cutter, 2000).

Bitkisel kaynaklarin antimikrobiyal 6zellikleri esans yagi iceriklerine, bilesimlerinde
bulunan aldehitler, organik asitler ve fenolik bilesiklere bagli olarak degisiklik
gostermektedir (Davidson ve Naidu, 2000). Sarmisak, sogan, tar¢in, sumak, kori,
kekik, mercankdsk, kusburnu, adacayi, anason, feslegen, zencefil, zerdecal, kereviz,
defne, yenibahar, kisnig, vanilya, safran, bergamot, yasemin (Nasar-Abbas ve
Halkman, 2004; Davidson ve Naidu, 2000; Tassaou ve dig., 2004) ve liziim ¢ekirdegi
(Ahn ve dig., 2004) gibi diger baz1 bitkisel kaynaklar ve benzeri bir ¢ok baharat ve
sifali bitkinin degisik kisimlarinin ya da ektraktlarinin antimikrobiyal etkilerini
arastiran caligmalar yapilmistir. Karanfilde “eugenol”, sarmisakta “allicin”,
mercankdsk ve kekikte “carvacrol” ve “thymol”, tar¢in da “cinnamic aldehyde” ve
“eugenol”, yenibaharda “eugenol” ve “metil eugenol”, kimyonda “cumin aldehyde”,
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hardalda “isothiocyanate”, “zencefilde” ‘“gingerol” ve “gingeron”, kusburnunda
“thymol”, adacayinda “borneol” gibi fenolik bilesenlerin gida kaynakli patojenler ve

mikotoksin  olusturan  kiifleri  kapsayan genis bir yelpazede bulunan



mikroorganizmalar {lizerinde antimikrobiyal 6zellik gosterdigi saptanmistir (Valero
ve Salmeron, 2003; Takikawa ve dig., 2002; Tassaou ve dig., 2004; Davidson ve
Naidu, 2000). Tablo 2.2°de antimikrobiyal etki gosteren baharat, sifali ot ve diger

bitkiler ve bunlarin etken maddeleri listelenmistir.

Tablo 2.2. Baharat, sifal1 ot ve diger bitkilerde bulunan antimikrobiyal etkiye sahip

bilesenler ( Davidson ve Naidu, 2000)

Baharat ve diger

bitkiler Latince Ad1 Antimikrobiyal Madde
Yenibahar Pimenta dioica "eugenol"
Basil Ocimum basilicum "d-linalool", "methyl chavicol"
Karabiber Piper nigrum "monoterpenes"”, "sesquiterpens”
Defne Laurus nobilis "cineol"
Targin Cinnamomum zeylanicum "cinnamic aldehyde"
Karanfil Syzygium aromaticum "eugenol"
Kimyon Cuminum cyminum "cuminaldehyde"
Sarmisak Allium sativum "diallyl disulfide"
Sogan Allium cepa "d-n-propyl disulfide", "methyle-n-propyl disulfide"
Mercankosk Origanum vulgare "thymol","carvacrol"
Maydanoz Petroselinum crispum "alfa*pinene", "fenol-eter-apiol"
Kusburnu Rasmarinus officinalis "borneol", "cineol"
Hardal Brassica hirta, B. nigra "allyl,isothiocyanate"
Adagay1 Salvia officinalis "thujone", "cineol", "borneol"
Kekik Thymus vulgaris "thymol"
Vanilya Vanilla planifolio, V. pompona "vanillin"

Baharatlar, bitkisel kaynakli esansiyel yag ve ekstraktlarin yiiksek protein ve yag
icerigine sahip gidalarda yliksek MIC degerleri gerektirmesi, duyusal acgidan kabul
edilebilir sinirlarin digina ¢ikmasi nedeni ile kullanimlar1 sinirlanmaktadir. Dogal
antimikrobiyallerin diger cevresel stres faktorleri ile kombinasyonlar1 kullanilarak
istenmeyen bu etkilerin minimize edilmesi miimkiindiir. Bu sekilde tiiketicilerin
minimum islem goérmiis, katki maddesi icermeyen gidalara olan talebinin

karsilanmasi s6z konusudur (Valero ve Salmeron, 2003).

2.3.  Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesinde Kullanilan Yontemler

Antimikrobiyal bilesiklerin mikroorganizmalar tlizerindeki toksik etkisi belirlenirken
genellikle iki yol izlenmektedir. Bunlardan birincisi siirenin sabitlendigi, istenen
inhibitdr etkiyi saglayan konsantrasyonun belirlendigi yontemdir. Diger izlenen yol
ise konsantrasyonun sabit tutularak istenen mikrobiyal seviyeye ulasilan siirenin

belirlenmesidir (Tassaou ve dig., 2004; Marwan ve Nagel, 1986).



Baharatlarin ve bitkisel ekstraktlarin antimikrobiyal etkileri arastirilirken laboratuvar
kiiltiir ortamlarindan yararlanilmakta, tiirbidimetrik yontemler, inhibisyon zonlarinin
Ol¢iimii, biyomas agirliklarinin belirlenmesi, mikroorganizma sayimlar1 gibi farkl
metotlar kullanilabilmektedir. Ek olarak, diger antimikrobiyal bilesiklerde oldugu
gibi MIC (“minimum inhibitory concentration”: minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1) belirlenerek antimikrobiyal etkinlik degerlendirilmektedir

(Tassaou ve dig., 2004; Marwan ve Nagel, 1986).
Antimikrobiyal etkiyi saglamak iizere literatiirde yer alan yontemlerde;

I. Antimikrobiyal bileseni igeren belirli bir ¢apa sahip kuyucuk ya da filtre

kagidinin etrafinda olusan inhibisyon zonunun yarigap ya da capi,
II. Antimikrobiyal maddeyi iceren besiyerinde bakteriyel gelisimdeki azalma,
III.  Siv1 besi ortaminda bakteriyel gelisimi engelleyen minimum konsantrasyon,

IV. Antimikrobiyal bileseni igeren sivi besi ortaminin optik yogunlugu ya da

empedansindaki degisim,

Olciilmektedir (Nychas ve Skandamis, 2003; Tassaou ve Nychas, 2004).

2.3.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk diflizyon yonteminde test edilen mikroorganizma ile inokule edilmis kat1 agar
tizerinde yer alan disk ya da olusturulan havuzcuk/kuyuya antimikrobiyal
eklenmektedir. Agar biinyesinde antimikrobiyalin tekdiize bir sekilde difiizlenebilme
yetenegine dayanarak inhibisyon zonlari olugsmakta, bu zonlarin ¢aplar1 Slgiilerek
antimikrobiyal etki hakkinda bilgi edinilmektedir (Davidson and Parish, 1989;
Nychas ve Skandamis, 2003; Kim ve dig., 2004; Mann ve Markham, 1998).

Inhibisyon zonunun biiyiikliigii etken maddenin ¢dziiniirliigiine ve difiizlenebilme
yetenegine bagli olmaktadir (Hao ve dig., 1998). Cok sayida mikroorganizma ya da
cok sayida antimikrobiyali incelemek igin pratik bir yontem olup, birbiri igerisinde
bagil antimikrobiyal etkiyi belirleme imkanini saglamakta, yine de test edilen
mikroorganizma iizerindeki etkisini belirlemek i¢in tek basina yeterli olmamaktadir

(Kim ve dig., 2004).



2.3.2. Tiirbidimetrik Yontem

Tiirbidimetrik yontem tahrip edici olmayan, maliyeti diisiik, hizli ancak hassasiyeti
diistik bir yontemdir. Mikrobiyal gelisim egrisinin st kisimlarini  tespit
edebilmektedir. Besi ortaminda canli mikroorganizma sayimlar1 ile sonuglari
karsilastirmak {izere kalibrasyon gerektirmektedir. Bakteriyel hiicrelerin farkl
gelisim asamalarindaki sayisina gore adsorbanstaki degisim Slciilmekte, mikrobiyal
populasyon tahminlenmektedir. (Tassaou ve dig., 2004; Nychas ve Skandamis,

2003).

Spektrofotometrede anlamli okumalar igin 10°-107 kob/ml seviyelerinde mikrobiyal
yiik gerekmektedir. Cogalma asamasinda olan <10’ kob/ml seviyesindeki
mikroorganizmalar bu yontem ile tespit edilememekte, absorbansta herhangi bir artig
gozlenememektedir. Bu dezavantaji elimine etmek amaciyla belirli araliklarla 6rnek
alinarak bakteriyel gelisimin izlenmesi yararli olmaktadir (Kim ve dig., 2004;

Davidson and Parish, 1989).

2.3.3. impedimetrik Yontem

Impedans 6l¢iimiine dayali yontem antimikrobiyal maddenin gercek zaman icindeki
davraniglarini izlemek i¢in kullanilabilir. Antimikrobiyal bilesenlerin aktivitelerini
izlemek i¢in alternatif hizli bir yontemdir. Bu yontemde, bakteriyel gelisim ile diisiik
iletkenlige sahip besin 0gelerinin yiiksek iletkenlige sahip bilesenlere doniligmesi
sonucunda olusan impedimetrik degisim Olgiilmektedir. Tiirbidimetrik yontemde
oldugu gibi plak sayimlari ile kalibrasyon gerektirmektedir (Tassaou ve Nychas,

2004; Nychas ve Skandamis, 2003).

2.3.4. Geleneksel Mikrobiyolojik Yontem

El emegi gerektirmesi ve zaman alic1 olmasina ragmen mikroorganizma sayimina
dayanan geleneksel mikrobiyolojik yontem hala antimikrobiyal ¢alismalarda en sik
kullanilan yontemdir. Maliyetinin diisiik olmasi en 6nemli avantajidir. Dezavantajlari
ise yontemin tekrarlanabilirliginin zay1f/diisiik olmasi, ek olarak kullanilan materyale
bagli olarak sonuclarin farklilik gostermesi ve inkiibasyon/bekleme siiresinin uzun

olmasidir (Tassaou ve Nychas, 2004).



2.3.5. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Birden fazla konsantrasyonda test edilen antimikrobiyal bilesenin mikrobiyal
gelisimi tamamen yok ettigi/engelledigi en diisiik konsantrasyon MIC (Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu) olarak tanimlanmaktadir. MIC belirlemek i¢in s1v1 ya da
katt agar besi ortaminda antmikrobiyal diliisyonlarinin hazirlanmasi siklikla
kullanilan yontemler arasindadir (Kim ve dig., 1995; Mann ve Markham, 1998;
Lambert ve dig., 2000). Bir antimikrobiyal i¢in MIC degeri mikroorganizma,
inkiibasyon sicakligi ve inokulum miktar1 gibi analiz kosullarina bagli olmaktadir.
Son yillarda ayni anda ¢ok sayida mikroorganizma ve antimikrobiyali arastirma
olanag1 saglayacak sekilde “Bioscreen Microbiological Growth Analyzer” cihazi

gelistirilmistir (Tassaou ve Nychas, 2004).

2.4.  Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkili Faktorler

Antimikrobiyal aktivite tlizerinde etkili olan ve yapilan c¢alismalarin ¢iktilarinda
farkliliklara neden olan faktorleri 5 grupta toplamak miimkiindiir (Nasar-Abbas ve
Halkman, 2004; Tassaou ve dig., 2004; Negi ve dig., 1999; Bagamboula ve dig.,
2003; Valero ve Salmeron, 2003; Ultee ve dig., 2000; Davidson ve Naidu, 2000).

[. Test edilen baharat, ekstrakt ya da esansiyel yag ile ilgili faktorler (bitkisel
kaynagin orjini, kompozisyonu, hasat zamanu, yetistirildigi bolge, rakim vb.)
II. Test edilen mikroorganizma (sus, inkiibasyon siiresi ve sicakligi, inokulum
miktar1),
III. Cevresel faktorler (Sicaklik, siire, oksijen),
IV. Kullanilan metot (Mikroorganizma sayimi, besiyeri),

V. Besiyeri/gidanin bilesimi (Yag, protein, tuz ve su icerigi, pH).

2.4.1. Bitkisel Antimikrobiyaller

Bitkisel esansiyel yag veya ekstraktin antimikrobiyal aktivitesi ekstraksiyon
metoduna ve bitkinin esansiyel yag igerigine/miktarina baghdir. Bir bitkinin aktif
antimikrobiyal bilesen icerigi kendi icinde farklilik gosterebilmektedir. Ayn1 yil
icerisinde farkli zamanlarda hasat edilen “Lemongrass” bitkisinin esansiyel
yaglarinin antimikrobiyal etkinliginin degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. Mayis ile

Aralik aylar arasinda toplanan “Lemongrass”tan ekstrakte edilen esansiyel yag test



edilen mikroorganizmalarin %100°lini inhibe ederken, Subat ile Nisan aylar
arasinda toplanan “lemongrass” esansiyel yagi ancak %73-80 {izerinde etkili
olmustur. Bu nedenle esansiyel yag safligimi ve aktif bilesenin konsantrasyonu
standardize edecek yontemlerin oturtulmasi/arastirilmas: gerekmektedir (Lopez-Malo

ve dig., 2000).

Bitkisel materyalin kendisi, esansiyel yagi ya da oleoresini gibi kullanildig1 forma
gore antimikrobiyal etki degismektedir. Gurdip ve digerleri, zencefil (Zingiber
officinale) esansiyel yagi1 ve oleoresininin GC-MS ile kompozisyonlarini belirlemis,
antifungal etkilerini aragtirmistir. Zencefil esansiyel yaginin % 96,93’{inii olugturmak
lizere 69 bilesen tespit edilmis, baslica bilesenlerin ‘“zingiberene”, ‘“beta-
phellandrene”, “camphene” ve “ar-curcumene” oldugu tespit edilmistir. Oleoresinde
saptanan 34 bilesen arasinda en ¢ok yiizdeye sahip olan bilesenler ise “trans-6-
shogoal”, “trans-10-shogaol”, “alpha-zingiberene”, “10-gingerdione” olarak
belirlenmistir. Oleoresin Aspergillus niger, esansiyel yag ise Fusariam oxysporum

tizerinde %100 antifungal etki gostermistir (Gurdip ve dig.2005).

2.4.2. Mikroorganizmalar

Yapilan caligmalar Gr (+) bakterilerin Gr (-) bakterilere gore bitkisel kaynakli
antimikrobiyallere karsi daha hassas oldugunu gostermistir (Kim ve dig., 1995;
Bagamboula ve dig., 2003; Yuste ve Fung, 2002; Lemay ve dig., 2002; Nasar-Abbas
ve Halkman, 2004).

Etkisi arastirilan  bitkisel kaynakli ekstrakt veya esansiyel yag baz
mikroorganizmalar tizerinde etkili iken, bazi mikroorganizma {iizerinde etkili
olamamaktadir. Antimikrobiyal aktivite de test edilen susa gore farklilik
gbozlenmektedir. Shigella sonnei ve Shigella flexneri suslart tlizerinde 17 farkh
baharat ve bitki esans yaglarinin etkisinin incelendigi c¢alismada sadece karanfil
esansiyel yagi biitiin suslar lizerinde inhibisyon saglarken, kekik, yenibahar, feslegen,
kusburnu ve mercankdsk S. flexneri CIP susu haric diger suslar iizerinde

antimikrobiyal etki gostermistir (Bagamboula ve dig., 2003).
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2.4.3. Cevresel Faktorler

2.4.3.1. Oksijen

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkinligini yakindan ilgilendiren bir diger faktor
oksijen varligidir. Anaerobik ve mikroaerobik kosullarda kekik esansiyel yaginin S.
enteritidis ve S. aureus iizerinde etkisinin aerobik kosullara gore daha etkili oldugu
gozlenmistir. Ortamda daha az oksijenin bulunmasi ile esansiyel yagin daha az
oksidatif degisiklige ugrayarak etkinin arttig1 diisliniilmektedir. Bir diger caligmada
vakum ve modifiye atmosferde ( %40 CO, : %30 O, : %30 N, ) kekik esansiyel
yaginin aerobik kosullara gore daha etkili oldugu tespit edilmistir (Nychas ve
Skandamis, 2003).

2.4.3.2. Sicakhk

Sicaklik arttik¢a baharat ve bitkisel kaynakli {irlinlerin antimikrobiyal etkisinin arttig1
belirtilmektedir (Hao ve dig., 1998).

Pastorize elma suyunda toz tar¢inin antilisteriasidal etkisi iki farkli sicaklik (5-20 °C)
ve pH (3,7-5,0) degerinde incelenmistir. Diisiik sicaklikta Listeria monocytogenes
canliligini siirdiiriirken, 20 °C’de muhafaza edilen ve % 0,1 targin igeren pastorize
elma suyunda L. monocytogenes ireme gostermemistir. Dislik sicakliklarda
mikroorganizmanin metabolik faaliyetleri yavagladigindan hiicrelerin
inaktivasyonunun da yavasladigi, ek olarak diisiik sicakliklarda tar¢cin esansiyel
yagimin antimikrobiyal etkiye sahip bilesenlerinin mikrobiyal hiicre igine
penetrasyonunda azalmanin buna neden olabilecegi ifade edilmistir (Yuste ve dig.,

2002).

Bazi esansiyel yag ve bilesenlerinin E. coli O157:H7 ve Salmonella enterica
tizerinde bakterisit etkisi arastirilirken elma suyu 4, 21 ve 37 °C olmak tizere farkli
sicakliklarda muhafaza edilmistir. Sicaklik arttik¢ca antimikrobiyal etkinin de arttig
gozlenmistir (Friedman ve dig., 2004).

2.4.3.3. Siire

Friedman ve g¢alisma arkadaslar1 sicakligin etkisi ile beraber E. coli O157:H7 ve

Salmonella enterica tizerinde siire faktoriinii degerlendirmis, 5, 60 ve 120 dakika
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olmak iizere farkli siireler denenmistir. Inhibitor etkinin siire ile beraber arttig1 rapor

edilmistir (Friedman ve dig., 2004).

2.4.4. Antimikrobiyal Test Yontemleri

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek tizere kullanilan yontem sonuglar iizerinde
etkili olmaktadir. Shigella sonnei ve Shigella flexneri suslar1 iizerinde agar dillisyon
yontemi ile MIC degeri kusburnu, kekik, mercankdsk i¢in % 0,5 (w/vol) ve feslegen
icin %1 (w/vol) bulunurken, sivi kiiltiir ortaminda % 10 (w/vol) seviyesinde

antimikrobiyal etki gézlenememistir (Bagamboula ve dig., 2003).
2.4.5. Ortam Bilesenleri

2.4.5.1. Yag

Gida bilesiminde bulunan yagin bakteri hiicresinin antimikrobiyal ile temasina engel
oldugu, hidrofobik esansiyel yag ya da fenolik bilesenleri sarmalayarak

antimikrobiyal etkiyi azalttig1 bilinmektedir (Skandamis ve dig., 2002).

Defne, karanfil, tar¢in ve kekik esansiyel yaglarinin mikrobiyal gelisim tlizerindeki
etkisini incelemek iizere L. monocytogenes ve S. enteritidis ile inokule edilen tam
yagli ve yarim yagli beyaz peynir 14 giin boyunca 4 ve 10°C sicakliklarda muhafaza
edilmigtir. Belirli zaman araliklarin Ornekler alinarak mikrobiyal populasyon
izlenmistir. Yarim yaglh beyaz peynir i¢in her 4 esansiyel yag %1 konsantrasyonda L.
monocytogenes’i inhibe ederken, tam yagli peynirde ayni etkiyi sadece karanfil
esansiyel yag1 gosterebilmistir. Besiyeri tizerinde kekik esansiyel yag1 S. enteritidis
tamamen inhibisyon saglarken, tam yagli beyaz peynirde bu etki gdzlenememistir.
Yarim yaglh peynirde ise her 4 esansiyel yag ancak 4 giin sonunda S. enteritidis
sayisinda 1 log’dan daha az diisiis saglayabilmistir (Nychas ve Skandamis, 2003;
Smith-Palmer ve dig., 2001).

2.4.5.2. Protein

Gidanin protein igerigi de antimikrobiyal etkinlik lizerinde olumsuz etkiye sahiptir.
Bakteriyel hiicre zarindaki proteinlerle kompleks olusturan fenolik bilesenler hiicre
zarinin  islevini olumsuz etkilemektedir. Antimikrobiyal bilesenin gidanin
bilesiminde bulunan proteinler ile kompleks olusturmasi ise antimikrobiyal etkiyi

zayiflatmaktadir (Smith-Palmer ve dig., 2001).
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Kiiltiir ortaminda tripton ya da maya ekstraktinin katilmasi ile oleuropeinin aktivitesi
azalmistir. Fenolik bilesenler ve proteinler arasindaki etkilesim proteinin
karakteristigine, pH degerine bagli olarak gerceklesmektedir. Bu etkilesimde
peptitler ve fenolik gruplar arasinda hidrojen baglar1 olustugu ve antimikrobiyal

etkiyi zayiflattig1 diisiiniilmektedir (Lopez Malo ve dig., 2000).

2.4.5.3. Giddamin Kat1/Siv1 Yapida Olmasi

Sivilarda bakteriyel gelisim planktonlar seklinde olurken, kati matriks yapisinda ise
ayr1 koloniler halinde gelisim gdstermektedir. Immobilize olan hiicreler katilarda
olduk¢a yogun bir sekilde lokalize olmaktadir. Yapilan c¢alismalar bakterilerin
gidalarda gosterdigi fizyolojik davranisin, sivi kiiltiir ortamlarinda oldugu gibi 6zgiir
davranistan uzak oldugunu gostermistir. Gidanin heterojen yapiya sahip olmas (kati-
stv1) gida yapisinda pH farklarinin olusumuna neden olmaktadir. Bunun sonucunda
antimikrobiyal konsantrasyon ve mikrobiyal populasyon gida i¢inde tekdiize
olmayan bir sekilde dagilmakta, bu ise antimikrobiyal aktiviteyi olumsuz yonde

etkilemektedir (Tassaou ve Nychas, 2004).

2.4.5.4. pH

pH distikce genellikle antimikrobiyal etkinin arttigi bilinmektedir. Diisiik pH
degerlerinde fenolik bilesenlerin ¢oziiniirliik ve stabilitesi artmaktadir. “Tyhmol” iin
Salmonella typhimurium ve Staphylococcus aureus lzerinde etkisinin arastirildigi
calismada fenolik aktif bilesenin hiicre zar1 iizerinde etki gosterdigi, hiicresel
biitiinliiglin korunamamasi ile hiicresel yikimin meydana geldigi belirlenmistir.
Diisiik pH degerlerinde “thymol” molekiiliiniin hiicre zarinin lipit fazinda daha iyi
¢cOziinmekte, hiicre zarinin membran proteinlerine daha kolay baglanarak hiicre

zarinin yikiminit hizlandirmaktadir (Lopez-Malo ve dig., 2000).

2.4.4.5. Su Aktivitesi (ay)

Gidanin diisiik su aktivitesine sahip olmasi antimikrobiyalin bakteriyel hiicreye
transferini zorlagtirmakta, antibakteriyel etkiyi azalttig1 bilinmektedir (Smith-Palmer

ve dig., 2001).

Sivi kiiltir ortaminda kekik esansiyel yagi E. coli, Salmonella spp., L.
monocytogenes ve S. aureus lzerinde inhibisyon saglarken, emdiilsiyon ve yari-

emiilsiyon yapisindaki patlican ezmesi, tarama ve mayonez gibi gida drneklerinde
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antimikrobiyal etki pH, sicaklik ve yag icerigi gibi faktorlere bagh olarak degiskenlik
gostermistir. E. coli O157:H7 ve S. enteritidis gibi patojen mikroorganizmalar ile
inokule edilen tiiketime hazir yemeklerin pH aralig1 4-5,3 olacak sekilde ayarlanmus,
0-20°C arasinda muhafaza sicakliklar ve % 0- 2,1 arasinda degisen mercankosk
esansiyel yag konsantrasyonlar1 ile calisilmistir. Her iki patojen mikroorganizma
sayiminda azalma gozlenmis ve sonuglar iizerinde pH, muhafaza sicakligi ve
esansiyel yag konsantrasyonun etkili oldugu belirlenmistir (Nychas ve Skandamis,

2003; Skandamis ve dig., 2002).

2.4.4.6. Tuz

Kiltlir ortamu farkli tuz icerigi (%1-4) ve pH (5-5,5-6) degerlerine getirilerek elde
edilen model sistemde kekik ve feslegenin Shigella sonnei ve Shigella flexneri
tizerinde antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir. pH degeri sabit iken tuz igerigi

arttirildiginda inhibitor etki artmistir (Bagamboula ve dig., 2003).

2.5. “Invitro” ve Gidalar iizerinde Yapilan Calismalar

Gidalar iizerinde yapilan ¢aligmalarda patojen mikroorganizmay1 inhibe etmek i¢in
gerekli konsantrasyonun, laboratuvar ortaminda test edilen ve belirlenen
konsantrasyondan daha yiiksek olmasi gerektigi belirlenmistir. Gida maddesinin
besiyeri ortamindan daha karmasik bir gelisme ortami sunarak, antimikrobiyal
bilesiklere karst mikroorganizmalara daha 1iyi bir koruma sagladigi tahmin
edilmektedir (Smith-Palmer ve dig., 2001; Gould, 1996; Meyer ve dig., 2002).
Gidalarin kat1 ya da sivi besi ortamlarina gore kompleks bir yapida olmasi, gidanin
yag igeriginin bakteri hiicresi iizerinde bir tabaka olusturarak antimikrobiyal ajandan
korudugu ileri siiriilmektedir. Bir diger yaklasim ise aktif bilesenlerin yag/lipit ve
sulu faz icerisinde dagilmasi, gidanin yag fraksiyonunun antimikrobiyal ajam
absorplamasi ve su fazindaki yag konsantrasyonunun azalmasi ile bakterisit etkinin
de beraberinde azalmaya neden olmasidir (Mann ve Markham, 1998; Smith-Palmer

ve dig., 2001; Cutter, 2000).

Defne, karanfil, kekik ve tar¢in esansiyel yaglari Listeria monocytogenes ve
Salmonella enteritidis lizerinde laboratuvar kosullarinda % 0,1°den daha diisiik
konsantrasyonlarda inaktivasyon saglarken, taze peynir lizerinde % 0,5 ile % 1 olmak

tizere daha yiiksek konsantrasyonlar gerekmektedir (Smith-Palmer ve dig., 2001)
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Kiiltiir ortaminda nane (“mentha piperita”) esansiyel yagi 30 °C’de 2 giin inkiibasyon
sonunda S. enteritidis ve L. monocytogenes’1 inhibe etmistir. Ancak 4 ve 10 °C gibi 2
farklr sicaklikta pH 4,5 olan cacik (“tzatziki”), pH 5,0 olan “tarama” ve pH 6,8 olan
kaz cigeri ezmesi (“paté”) gibi mezeler iizerinde nane esansiyel yaginin
antimikrobiyal etkinligi farkli sonuglar vermistir. 10 °C’de muhafaza edilen kaz
cigeri ezmesinde S. enteritidis canli kalirken, tarama ve cacikta her iki sicaklik igin
inhibisyon saglanmistir. Benzer sekilde tarama ve cacikta L. monocytogenes gelisimi

azalirken, kaz cigeri ezmesinde artis gostermistir (Nychas ve Skandamis, 2003).

2.6. Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Fenolik bilesenlerin gosterdigi antimikrobiyal etki mekanizmasi konsantrasyona
bagl gerceklesmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda enerji liretiminde gorev alan
enzimlere etki ederken, yliksek konsantrasyonlarda protein denaturasyonuna neden
oldugu belirtilmektedir. Etki mekanizmasi ile ilgili bir diger yaklasimda mikrobiyal
gelisim ve toksin olusumuna engel olacak sekilde hiicre zarinin tahrip oldugu ve
makromolekiillerin hiicre disina ¢ikarak hiicresel biitlinliigiin kayboldugu ileri
stiriilmektedir. Hiicresel enerji iiretimi ve yapisal bilesenlerin sentezinde etkili olan
enzim sisteminin hasara ugratilmasi da hiicresel 6liimi beraberinde getirmektedir

(Kim ve dig. 2004, Tassaou ve Nychas, 2004, Meyer ve dig., 2002; Cutter, 2000).

2.7.  Toksikolojik dzellikler

Fenolik bilesenler bitkisel iirlinlerde dogal olarak 6nemli miktarlarda bulunmaktadir.
Cok az sayida dogal fenol toksik etkiye neden olmakta, bir kismi hayvanlarda alerjik
reaksiyonlara neden olmaktadir. Insan saghgi acisindan ¢ok az sayidaki olumsuz
vakada asin tliketilmis olmas1 dikkat ¢cekmektedir. Bitkilerde bulunurluklarina gore
“yaygin”, “¢ok yaygin olmayan” ve ‘“nadir” olarak 3 grupta incelemektedir. Toksik
etkiye sahip fenoller ise 3. grupta yer almakta olup, bulunma olasiligi oldukca

diisiiktiir (Lopez-Malo ve dig., 2000).

Bir ¢ok bitki, baharat, esansiyel yag, ekstrakt ve etken maddesi toksikolojik agidan
arastirilmistir. Gidalarda kullanilabilecek nitelikte (food-grade) olduklart belirlenmis
ve GRASS (Generally recognized as safe) statiisiine alinmistir (Kim ve dig., 1995;
Tassou ve dig. 2004; Meyer ve dig., 2002; Hao ve dig., 1998).
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2.8. Baharatlarin Mikrobiyolojik Kalitesi

Gida tiretiminde kullanilan baharatlarin mikrobiyolojik kalitesi son {irlin agisindan
biiyiik 6nem tagimaktadir. Hijyenik kosullarda tiretilmemis baharatlar kontaminasyon
kaynagi olabilmektedirler (Enikova ve dig., 2004; Aran, 1988). Gida sektoriinde
daha ekonomik olmalari, istenilen duyusal etkiyi daha diisiik miktarlarda saglamalari
nedeniyle esansiyel yaglar ve oleoresinler daha fazla tercih edilmektedirler. Cesitli
distilasyon ve ekstraksiyon yontemleriyle elde edildikleri i¢cin gidaya bdcek vb.
zararlt bulagma riski ortadan kaldirilmakta, mikrobiyal kirlilik {irline

taginmamaktadir (Lewis, 1984).

Enikova ve arkadaslarinin Bulgaristan orjinli tohum ya da o6giitiilmiis formdaki
kirmiz1 biber, beyaz biber, kimyon, tar¢in, kisnis gibi baharatlarin mikrobiyolojik
kalitesi iizerinde yaptiklar1 calismada Bacillus spp. mikroflorada baskin oldugu,
maya ve kiiflerin de yer aldig1 saptanmistir. Patojen saptanmamis olup, kirmizi biber
orneklerinin mikrobiyal yiikiinlin yiiksek oldugu belirlenmistir (Enikova ve dig.,

2004).
2.9. Greyfurt Cekirdegi Ekstrakti (GSE)

Greyfurt ¢ekirdegi ve pulpundan elde edilen greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti viskoz bir
yapidadir. Acilik ve asitligi gidermek amaciyla ticari olarak satisa sunulan GSE’ye
gida safliginda gliserin katilmaktadir. Polifenolik bilesen igerigi yiiksek olup,
“quercitin”, “helperidin”, ‘“campherol glycosid”, “neohelperidine”, “naringin”,
“apigenin”, “rutinoside”, “poncirin” fenolik bilesenlere Ornek verilebilmektedir

(Anonymous, 2006).

Heggers ve arkadaslar1 GSE’nin hiicre zarinin fonksiyonlarini olumsuz yodnde
etkileyerek, mikroorganizma ve sporlart inhibe ettigini tespit etmiglerdir. STEM
(“Scanning Transmission Electron Microscopy”) ile hiicre zarmnin hasar gordiigii,

sitoplazmik icerigin dagildig belirlenmistir (Heggers ve dig., 2002).

Park ve dig. (2004), greyfurt cekirdegi ekstrakti ve zeolit iceren kagit ile
ambalajlanan Satsuma mandalina ve armutun 10°C sicaklikta depolama stireci
icerisinde kalite karakteristiklerini incelemiglerdir. Muhafaza siiresi boyunca agirlik
kaybi1, pH, toplam asitlik, ¢oziiniir kat1 madde (soluble solid content), mikrobiyal yiik

ve ¢iirlime izlenmistir. Antimikrobiyal iceren kagit ile ambalajlanan mandalinalarda
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toplam bakteri, maya ve kiif sayilar1 azalma gostermis, bozulma/cliriime gecikmistir.
Armutta mikrobiyal yiikteki azalma mandalinaya gore daha az gergeklesmistir.
Calisma sonucunda armut ve mandalina i¢in antimikrobiyal madde iceren kagit ile
ambalajlamanin diger kalite parametrelerinde herhangi bir olumsuzluga neden

olmadan mikrobiyal yiikii azaltmak uygun bir yontem oldugu ifade edilmistir.

Furuhata ve dig. (2003), gida sektoriinde dikkat ¢eken ve kullanim alanmi bulan
greyfurt ¢ekirdegi ekstraktinin (GSE) havuz, banyo vb amagla kullanilan sularda risk
olusturan 26 Legionella pneumophila susu {iizerinde antimikrobiyal etkisini
incelemislerdir. Disk difiizyon yonteminde olugan inhibisyon zonlar1t GSE’nin biitiin
suglar tlizerinde etkili oldugunu gostermistir. Minimum inhibisyon konsantrasyon
(MIC) degerleri 98-390 mg/l araliginda belirlenmis olup, suslarin %90°1 i¢in

minimum inhibisyon konsantrasyonu 390 mg/I olarak tespit edilmistir.

Reyes ve dig. (2003) tarafindan dilimlenmis dana eti ylizeyindeki bakteriyel
kontaminasyonun sprey yikama islemiyle giderilmesi/azaltilmast amaciyla
klordioksit (25 ve 40 ppm), ozon (0,25 ve 0,50 ppm), greyfurt ¢ekirdegi ve pulp
ekstrakt1 (Kilol) (400 ve 800 ppm) kullanilmigtir. Dilimler hayvan giibresi/diskisi
veya E. coli biyotip 1 veya Salmonella typhimurium ile kontamine edilmis,
klordioksit, ozon ve Kilol (R) belirtilen konsantrasyonlarda et dilimlerinin iizerine
puskiirtme yontemi ile uygulanmistir. Her ii¢ uygulama et dilimleri yiizeyindeki
toplam bakteri sayiminda azalmaya neden olurken, kontrol ile karsilastirildiginda
onemli seviyede dekontaminasyon saglayamamistir. Antibakteriyel etkiyi saglayan
uygulamalar Kilol 800 ppm > Kilol 400 ppm> Klordioksit (40 ppm) olarak
siralanmistir.  Kilol, 800 ppm konsantrasyonunda aerobik mezofilik bakteri,
Enterobacteriaceae, E. coli biyotip 1 ve Salmonella typhimurium sayisinda 1,75—

2,39 log/ cm” azalmaya neden olmustur.

Hasat sonras1 bozulma reaksiyonlarini geciktirmek amaciyla dogal bir antimikrobiyal
olan greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti ile muamele edilen, polietilen film ile ambalajlanan
meyve ve sebzelerin 10-15 °C’de muhafaza siirecinde kontrole gore iistiin renk ve
dokuya sahip oldugu tespit edilmistir. GSE meyve ve sebzelerin bozulma/giiriime
reaksiyonlarinda rol alan bakteri ve kiifleri inhibe etmistir. Test edilen
mikroorganizmalar Bacillus subtilis, Erwinia aroideae, E. coli, Rhizopus nigricans,
Alternaria tenuis, Aspergillus parasiticus, Fusarium solani, Penicillium digitatum,

Trichoderma viride and Trichothecium roseum olup minimum inhibisyon
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konsantrasyonlar1 250-500 ppm araliginda tespit edilmistir. Bu dogrultuda salatalik,
lizlim, patlican, salata yesillikleri ve kivi gibi taze meyve sebzelerin hasat sonrasi raf

omriinii uzatmak, bozulmalarin1 geciktirmek amaciyla kullanilabilecegi ifade

edilmistir (Cho ve dig., 1994).
2.10. Mikroorganizmalar

2.10.1. Bacillus cereus

Patojen bakteriler arasinda Bacillus cereus, Gr(+), sporlu aerobik kosullarda daha iyi
gelisebilen fakiiltatif anaerobik, intoksikasyon ve enfeksiyon etkeni bir bakteridir.
Psikrotrofik ve mezofilik tiirleri vardir (Andersson ve dig., 1995; Aksu ve Erglin,
1996a; Aksu ve Ergiin, 1996b; Turner ve dig., 1996). Sporlarin 1siya direngleri
nedeniyle 1s1l islem uygulanan gidalarda gida giivenligini etkileyen 6nemli faktorler
arasinda yer almaktadir (Johnson, 1984; Granum, 1994 ve 1997; Notermans ve Batt,
1998).

Dogada yaygin olarak bulunan bu bakteri olusturdugu toksinlerle gida
zehirlenmelerine neden oldugu gibi gidalarin kokusma ve bozulmasinda da rol
oynamaktadir (Turner ve dig., 1996; Valero ve Salmeron, 2003). Vejetatif hiicreleri
1s1l islem ile kolayca inaktive olmaktadir. Ancak sporlari 1stya direngli olup uygun
kosullarda geliserek intoksikasyona neden olabilmektedir (Ultee ve dig., 2000).
Genelikle 10°C’nin altindaki sicakliklarda gelisemeyen mezofilik B. cereus suslari
oldugu gibi, psikrotrofik suslar 7°C’nin altindaki sicakliklarda canliligin
sirdlirebilmekte, 0zellikle buzdolabinda muhafaza edilen iriinler ig¢in risk

olusturmaktadir (Valero ve Salmeron, 2003; Dufrenne ve dig., 1994)

Piring ve piringli yiyecekler basta olmak iizere, tilketime hazir gidalar, ¢ig veya
pismis et ve et irilinleri, siit ve siit Urilinleri, kutulmus gidalar, baharatlar, soslar,
kremal1 tatlilar B. cereus’un izole edildigi zehirlenmelerde yer alan ¢ok ¢esitli gidalar

arasindadir (Aksu ve Ergiin, 1996a; Ultee ve dig., 2000; Harmon ve Kautter, 1991).

B. cereus’un neden oldugu zehirlenmeler olusturduklar1 toksinlere bagli olarak 2
sekilde gerceklesmektedir. Birincisi gidanin tiiketilmesinden 1-6 saat igerisinde kisa
stirede bulanti, kusma, karin agris1 ve ishal gibi semptomlar olusturan emetik tip gida
zehirlenmesidir. Enterotoksin 121°C’de 90 dakikalik 1s1l isleme ve 2-11 arasinda

degisen pH degerlerine dayaniklilik gosterebilmektedir. Diyaretik tip gida
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zehirlenmesinde ise emetik tipte gozlenen kusma genellikle gozlenmez ve gidanin
alimmasindan 6-15 saat sonra karin agrist ve ishal gibi semptomlar meydana gelir.
Diyaretik tip intoksikasyon etmeni olan toksin 1siya direngsizdir. Emetik tip
zehirlenmelere kiyasla diyaretik zehirlenmeler daha az siklikla karsilagilmakta ve

semptomlar daha hafif seyretmektedir (Aksu ve Ergiin, 1996a; Ultee ve dig., 2000).

2.10.2 Escherichia coli O157:H7

Yeni gida kaynakli patojenler arasinda degerlendirilen Escherichia coli O157:H7
Enterobacteriaceae ailesi igerisinde bulunan, Gr (-), fakiiltatif anaerob, sporsuz,
cubuk seklinde bir bakteridir. Enterohemorajik E. coli O157:H7, 1982 yilinda gida
patojeni olarak taninmig, insan saghigmi tehdit eden mikroorganizmalardan biri
oldugu kabul edilmistir. Olusturdugu verotoksinler hemorajik kolit, hemolitik tiremik
sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik purpura gibi hastaliklara neden
olmaktadir (Takikawa ve dig., 2002; Bell ve Kyriakides, 2002a). Aside direncli
olmasi1 sindirim sisteminde canliligini korumasini saglar ve mevcut salginlardan elde
edilen verilere gore, cok az sayidaki hiicre (<100) zehirlenmeye sebebiyet verdigi
bildirilmektedir (Takikawa ve dig., 2002; Friedman ve dig., 2004; Bell ve
Kyriakides, 2002a).

Pastorize edilmemis siit iirtinleri, meyve sulari ile yetersiz pisirilmis et Uriinleri, iyi
yikanmamis salatalar, sular riskli gidalar olup, zehirlenme vakalarinda E. coli
O157:H7’nin izole edildigi gidalar elma sirasi, kiyma, kanatli etleri, siit, hamburger,

jambon ve peynirli sandvig¢ gibi tirtinlerdir (Kim ve dig., 2004).

Urettigi toksin Shigella dysanteria tip 1 tarafindan iiretilen toksine benzerliginden
dolay1 Shiga-benzeri toksin olarak adlandirilir. Bagirsaklarda aktif olan bu toksinler,
endotel hiicrelere baglanarak hemolitik kolite neden olmaktadir (Bell ve Kyriakides,

2002a)

A.B.D.’nde E. coli O157:H7’nin neden oldugu yilda yaklasik 20000 adet zehirlenme
vakast ve 250 adet HUS ve cesitli komplikasyonlara bagli 6liim rapor edilmektedir
(Temelli, 2002).

Optimum gelisme sicakligt 37°C olan patojen bakteri, 7-10°C’lerden 50°C’lere
kadar genis bir aralikta gelisebilmektedir. En iy1 pH 7,0’de gelisme goOstermesine
ragmen pH 4,5-9,0 araliginda da gelisme gosterdigi bildirilmektedir. Ek olarak, 0.95
(aw) ve altindaki su aktivitesine sahip, pH 4,4’ten daha asidik gidalarda
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gelisebilmekte, % 6,5 gibi orta seviyede tuzda canliligin1 koruyabilmektedir (Bell ve
Kyriakides, 2002a; Temelli, 2002).

2.10.3. Salmonella enteritidis

S. enteritidis Gr(-), fakiiltatif anaerobik, ¢ubuk seklinde, enfeksiyon etkeni bir
bakteridir. Kontamine gidanin tiiketiminin ardindan 12-72 saat igersinde ishal, karin
agrisi, kusma ve ates gibi semptomlara neden olmaktadir. Iyilesme siireci 2—7 giin
olup, bazi vakalar 6liimle sonuglanabilmektedir. Optimum geligme sicakligi 5,2—46,2
°C olup, yiiksek su aktivitesine (0,98) sahip gidalarda 1s1l iglem ile kolaylikla inaktive
olabilmektedir. Ancak diisiik su aktivitesine sahip, yiiksek yag icerigine sahip
gidalarda daha yiiksek sicakliklar gerekebilmektedir. pH: 3,8- 9,5 gibi genis bir
aralikta canliliklarini koruyabilmektedir (Bell and Kyriakides, 2002b.).

Cig veya yeterince 1s1l islem uygulanmamis yumurtalar ile tavuk, hindi gibi kanath et
tirtinleri Salmonella enteritidis’in siklikla izole edildikleri gidalar arasindadir (Doyle

ve dig. 1997; Blackburn ve McClure, 2002; Smith-Palmer ve dig. 2001).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Bakteri Kiiltiirleri

Bu c¢alismada, Bacillus cereus DSMZ 4312 (emetik tip), Escherichia coli O157:H7
ATCC 43894 ve Salmonella enteritidis KUKEN 369 suslar1 kullanilmistir. Stok
kiiltiirler Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck KgaA, Darmstadt, Almanya)’da +4°C’de

muhafaza edilmistir, 35 °C’de 24 saat inkiibe edilerek tazelenmistir.

3.1.2. Kiiltiir Ortamlari

Deneysel ¢aligmalar boyunca besiyeri olarak Tryptic Soy Broth (TSB) (Merck KgaA,
Darmstadt, Almanya) ve Tryptic Soy Agar (Merck KgaA, Darmstadt, Almanya)

kullanilmastir.

3.1.3. Greyfurt Cekirdegi Ekstrakti (GSE)

Calismada kullanilan greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti (GSE) ticari olarak Citril 200 ad1
altinda satilmakta olup Peyma-Chr.Hansen’s Peynir Mayast San. ve Tic. A.S.
(Istanbul) firmasindan temin edilmistir. Hesaplamalarda Citril 200’iin % 60 GSE

icerdigi dikkate alinmis, ¢alismalarda GSE konsantrasyonlar1 verilmistir.

3.1.4. Esansiyel Yag ve Oleoresinler

Maydanoz, kimyon esansiyel yaglar1 ve zencefil, paprika, kimyon, maydanoz
oleoresinleri IFF Aroma Esans Sanayi ve Ticaret A.S. (Gebze-Kocaeli) firmasindan

temin edilmistir. Ornekler orjinal ambalajlar icinde 4°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.5. Gida Ornegi

Gida Ornegini hazirlamak i¢in kullanilan yagsiz kiyma, domates salcasi, tuz ve

karabiber Istanbul’da ¢esitli marketlerden temin edilmistir.
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3.2. METOTLAR

3.2.1. Kagit Disk Yontemi ile Inhibisyon Zonlarinin Belirlenmesi

TSA’da bulunan B. cereus, E. coli O157:H7 ve S. enteritidis stok kiltiirlerinden 6ze
ile TSA’ya 6ze ile agilama yapilmistir. Asilanan 6rnekler 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Bakteriyel siispansiyonun tlirbiditesi pepton ¢ozeltisinde McFarland
standardi ile karsilastirilarak 10°-10° kob/ml seviyelerine getirilmis, dokme plak
yontemiyle 1 ml bakteri ekimi yapilmistir. Katilasan agar iizerine 3 adet 6 mm
capinda hazirlanan steril Whatman Filter No:1 filtre kagidi pens yardimi ile
yerlestirilmistir. Viskoz bir yapida olan greyfurt ¢ekirdegi ekstraktinin steril su ile
hazirlanan % 0,3 (v/v)’likk stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan GSE stok
¢ozeltisinden, oleoresin ve esansiyel yaglardan otomatik pipet ile 10 pl filtre kagidi
tizerine eklenmistir. Kagit diskin test edilen materyali emmesi i¢in petriler 20 dakika
bekletilmigtir. 35 °C’de 24 saat diiz olarak inkiibasyonun ardindan kagit disk

etrafinda olusan zon Sl¢iilmiistiir (Sagdi¢ ve Ozcan, 2003).

3.2.2. Agar Diliisyon Yontemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Antimikrobiyal etkisi arastirilan maydanoz esansiyel yaginin TSA ile (62,5-125-250-
500-1000-1500-2000-2500-3000-4000 ppm) konsantrasyonlari, kimyon esansiyel
yagimn (62,5-125-250-500-1000-1500-2000-2500-3000 ppm) ve GSE i¢in ise (9,38-
18,75-37,50-75-150-300-600 ppm) konsantrasyonlart hazirlanmigtir. Belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlanan TSA 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, 50 °C’ye
getirilen agar petrilere esit miktarda dagitilmistir. Mc Farland standardi ile yaklasik
10° kob/ml seviyesinde 100 pl test kiiltiirii yayma plak yontemi ile inokule ekilmistir.
35 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan mikrobiyal {iremenin gdzlenmedigi en
diistik konsantrasyon minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) olarak

belirlenmistir. (Ahn ve dig., 2004; Negi ve dig., 1999; Bagamboula ve dig., 2003).
3.2.3. Tween 20 Varhiginda Ortamin Yag iceriginin GSE’nin Antimikrobiyal
Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yagin antimikrobiyal aktivite {izerindeki etkisini belirlemek tizere % 0, 10 ve 20
aycicek yag1 ve 0-37,5-150-600 ppm GSE konsantrasyonlarinda TSB hazirlanmstir.

Emiilsiyon olusumu i¢in % 1,5 (wt/vol) oraninda Tween 20 kullanilmistir. Belirlenen
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yag ve GSE konsantrasyonuna sahip TSB’ler 20°ser ml tliplere dagitilmistir.
Sterilizasyonun (121 °C, 15 dak.) ardindan oda sicakligina gelen tiiplere Mc Farland
standard1 ile ayarlanan inokulumdan ~10° kob/ml olacak sekilde 1 ml ekilmistir.
Inkiibasyonun (35 °C, 24 saat) ardindan besiyerine dokme plak yontemiyle ekim

yapilmistir.

3.2.4. Tween 20’nin Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

Tween 20’nin antimikrobiyal aktivite tizerindeki etkisini belirlemek tizere % 0 ve %
1,5 Tween 20 varliginda %0 ve % 20 yag igeren TSB’nin 0 ile 600 ppm GSE
konsantrasyonlart hazirlanmig, 20 ml’lik tiiplere dagitilmistir. Madde 3.2.2°deki

yontem S. enteritidis i¢gin aynen tekrarlanmistir.

3.2.5. Ortamm Yag Iceriginin GSE’nin Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Yagin antimikrobiyal aktivite lizerindeki etkisini belirlemek tizere % 0, 10 ve 20
aycicek yagr ve 0-18,75-75-300 ppm konsantrasyonlarinda GSE igeren TSB
hazirlanmistir. Belirlenen yag ve GSE konsantrasyonuna sahip TSB’ler 20’ser ml
tiiplere dagitilmistir. Sterilizasyonun (121 °C, 15 dak.) ardindan oda sicakligina gelen
tiipler karistirilmis, McFarland standardi ile ayarlanan inokulumdan yaklasik 10°
kob/ml seviyesinde 1’er ml ekim yapilmistir. inkiibasyonun (35 °C / 24 saat)

ardindan besiyerine dokme plak yontemiyle ekim yapilmistir.

3.2.6. Gida Orneginin Hazirlanmasi

Kavrulmus yagsiz kiyma 40 ml’lik cam kavanozlara 12,5 g tartilarak eklenmistir.
Domates salgas1 (%3,25), tuz (% 1,3) ve karabiber (% 0,15) ilavesi ile salcali su
hazirlanmis, 10 g olmak tizere kiymalarin iizerine esit miktarda dagitilmistir. % 1,8
konsantrasyonda hazirlanan potasyum sorbat ve GSE stok ¢ozeltilerinden 2,5 ml
eklenerek 1800 ppm GSE ve potasyum sorbat konsantrasyonuna sahip érnekler elde

edilmistir.
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3.2.7. Gida Matriksinde GSE ve Potasyum Sorbatin Inhibisyon Etkilerinin

Arastirilmasi

Hazirlanan numuneler sterilizasyonun (121 °C, 15 dak.) ardindan oda sicakliina
getirilmig, krymali sos steril stomacher torbalarina aktarilmistir. McFarland standardi
ile karsilagtirilarak 10°-10° kob/ml seviyesinde 1 ml bakteri ekilmistir. Bakterinin
gidaya iyice niifuz etmesini saglayacak sekilde “stomacher”’da (Stomacher 400 Lab
Blender, England) 120 sn homojenize edilmistir. Sogutmali etiivde 10 °C’de 5 giin
stire ile muhafaza edilmis, 0, 1, 3, 5. gilinlerde bakteriyel gelisim izlenmistir.
Stomacher torbasindaki numune iizerine 225 ml steril % 0,1 (w/v) peptonlu su
eklenerek, ‘“stomacher’da 120 sn homojenize edilmis, seri diliisyonlari
hazirlanmistir. Her 6rnek i¢in uygun dillisyonlarda dokme plak yontemiyle TSA’ya

paralel ekim yapilmistir. inkiibasyonun (35 °C, 24 saat) ardindan sayim yapilmistir.

3.2.8. istatistiksel Deneme Deseni

Denemeler iki tekrarli ve iki paralelli olarak yiiriitilmiistiir. Verilerin istatiksel
analizi iki yollu ANOVA yontemi kulanilarak yapilmistir. Model sistemde ortamin
yag igerigi ve GSE konsantrasyonlart ve hem yag hem de GSE’nin etkilesiminin
mikrobiyal gelisim tizerindeki etkisi faktoriyel desen kullanilarak belirlenmistir. Tek
yollu anova ile model sistemde yag ve konstrasyonlar igerisindeki farkliliklar, gida
orneginde ise antimikrobiyaller arasindaki farkliliklar tespit edilmistir. Bu amagcla

“Minitab® for Windows Release 1.12” programi kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kagt Disk Yontemi ile Elde edilen Inhibisyon Zonlar

Disk diflizyon yontemi kullanilarak Salmonella enteritidis, Bacillus cereus ve E. coli
O157:H7 bakterilerinin ekildigi petrilerde kagit diskin etrafinda olugan zon dl¢lilmiis

olup, ortalamalar1 Tablo 4.1’de verilmektedir

Tablo 4.1. GSE, Esansiyel Yag ve Oleoresinlerin Olusturduklart Ortalama
Inhibisyon Zonlar1 (mm)

s Bakteriler
Bitkisel Materyal S. enteritidis B. cereus E. coli 0157:H7
GSE 1,7+ 0,08 5,74+0,19 2,5+0,25
Kimyon E/O 3,0+0,67 10,7 + 0,60 11,2+40,17
Kimyon O/R™ 9 - -
Maydanoz E/O 1,6 +0,17 4,2 +0,29 3,4+0,23
Maydanoz O/R - - -
Zencefil O/R - 1,2+0,24 -
Paprika O/R - - -

*) Esans Yagi, ** Oleoresin; ™ Zon olusumu gozlenmemistir

GSE, kimyon ve maydanoz esansiyel yagi li¢ bakteri susu i¢in 1,6-11,2 mm arasinda
degisen inhibisyon zonlart olustururken, kimyon, maydanoz ve paprika
oleoresinlerinin zon olusturmadigr tespit edilmistir. Kimyon esansiyel yagi S.
enteritidis, B. cereus ve E. coli 0157:H7 igin en genis inhibisyon zonlarin
olusturmustur. S. enteritidis, B. cereus lizerinde GSE, maydanoz esansiyel yagina
gore, E. coli 0157:H7 iizerinde ise maydanoz esansiyel yagi GSE’ye gore daha genis

zonlar olusturmustur.

Karabiber, kirmizibiber, kiiciik hindistan cevizi (“nutmeg”) ve karanfil
oleoresinlerinin laktik asit bakterileri lizerinde etkisinin arastirildigi bir ¢aligmada
400 ppm dozlarinda ¢ok az inhibisyon sagladiklar1 ya da hi¢ saglamadiklar
belirlenmigtir. Akbiber, sarmisak, kiiclik hindistan cevizi, kignis ve diger bazi
baharatlarin etkilerinin Lactobacillus plantarum gelisimi ve laktik asit olusumu
lizerinde arastirildigr bir diger calismada, dogal toz halinde kullanilan baharatlarin

stimulatif etki gosterdigi, ancak ayni dozlardaki oleoresinlerinin herhangi bir etki
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gostermedigi saptanmistir (Karapinar ve Aktug, 1986b). Besiyerinde yapilan ¢aligma,
sosis lizerinde yinelendiginde de ayni sonug¢ elde edilmistir. Bu arastirmalarin
sonuglar1 dikkate alindiginda, oleoresinlerin mikroorganizma gelisimi {iizerinde
olumlu ya da olumsuz bir etkiye sahip olmadigi, bu agidan inhibitif veya stimiilatif
etkilerinin istenmedigi durumlarda gidalara lezzet vermek amaci ile kullanilabilecegi

ifade edilmistir (Karapinar ve Aktug, 1986b).

Bagamboula ve dig. (2003) tarafindan Shigella sonnei, Shigella flexneri ve E. coli
suslan lizerinde gesitli baharat ve bitkisel kaynakli iirlinlerin etkilerinin incelendigi
calismada agar diliisyon yontemi ile %1 (w/vol) seviyesinde sivi ve kat1 besi
ortammna eklenen zencefil, paprika ve maydonoz mikrobiyal gelisim iizerinde

inhibitor etki géstermemistir

Kimyon (Cuminum nigrum L) metanol ve aseton ¢ozgenleri ile ektrakte edildiginde
HPLC ve LC-MS ile polifenolik bilesen igeriginin “gallic acid”, “protocatechuic
acid”, “caffeic acid”, “ellagic acid”, “ferulic acid”, “quercetin” ve “kaempferol” den
meydana geldigi belirlenmistir. Disk diflizyon yontemi ile antibakteriyel etki
degerlendirilmis, en fazla hassasiyeti (Inhibisyon zonu: >20 mm) B. subtilis, B.
cereus ve S. aureus suslar1 gostermistir. L. monocytogenes, Enterobacter spp. i¢in 5-
20 mm araliginda inhibisyon zonlariin olustugu, Gr (-) 6zellikte olan E. coli ve Y.

enterocolitica i¢in ise zon olugmadig1 gdzlenmistir (Ani ve dig., 2006).

Cesitli baharatlarin ve aseton ekstraktlarinin S. aureus, B. cereus, B. subtilis, E. coli,
S. typhi, P. aeuriginosa bakterileri iizerinde inhibisyon etkilerinin arastirildigi
calismada, kimyon esansiyel yaginin B. cereus i¢in olusturdugu zon 20,1 mm olarak
tespit edilmistir. Gr (-) olan E. coli ve S. typhi bakterileri i¢in inhibisyon zonu
olusmadig1 gozlenmistir. Siyah kimyon ise 2 pl seviyesinde S. aureus, B. cereus, B.
subtilis olmak tlizere Gr (+) bakteriler lizerinde tamamiyle inhibisyon saglarken, S.
typhi, P. aeuriginosa igin inhibisyon saglayamamistir (Singh ve dig., 2005). Jirovetz
ve dig. (2005) hidrodistilasyon ile elde ettikleri kimyon esansiyel yaginin ¢esitli kiif,
maya ve bakteri lizerindeki etkisini incelemiglerdir. Gr (-) olan Salmonella abony, P.
aureginosa bakterileri i¢in inhibisyon zonu gozlenmemis olup, en yiiksek inhibisyon
zonu (30-45 mm) A. niger kiifiinde elde edilmistir. Staphylococcus epidermis, S.
aureus, Bacillus pumilus, B. subtilis, E. coli bakterileri icin 10-35 mm arasinda

degisen inhibisyon zonlar1 elde edilmistir.
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Yapilan ¢aligmalarda Gr (+) bakterilerin bitkisel kaynakli antimikrobiyallere kars1 Gr
(-) bakterilere gore daha hassas oldugu belirtilmektedir (Kim ve dig., 1995;
Bagamboula ve dig., 2003; Lemay ve dig., 2002; Nasar-Abbas ve Halkman, 2004;
Skocibusic ve Bezic, 2004). Gr (-) bakterilerin daha direncli olmalar1 sahip olduklar1
dis membranin hidrofilik 6zellikte olup giiclii bir bariyer gibi davranis gostermesi ile
aciklanmaktadir (Yuste ve Fung, 2002; Skocibusic ve Bezic, 2004). Greyfurt
cekirdegi ekstrakti ve maydanoz esansiyel yaginin olusturdugu zonlar her iic¢
mikroorganizma i¢in kiyaslandiginda Gr (+) bir bakteri olan B. cereus’un Gr (-) olan
E. coli O157:H7 ve S. enteritidis’e gore daha hassas oldugu gozlenmektedir. Bu

acidan elde edilen sonuclar diger calismalarla benzerlik gostermektedir.

4.2. Agar Diliisyon Yéntemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlarinin

Belirlenmesi

Antimikrobiyal etki gostermeyen oleoresinler elenerek, maydanoz esansiyel yagi,
kimyon esansiyel yagi ve greyfurt c¢ekirdegi ekstrakti ile c¢alismalara devam
edilmistir. Agar besi ortaminda seri diliisyonlar1 hazirlanarak iiremenin gézlenmedigi

en diisiik konsantrasyon MIC degeri olarak tespit edilmistir.

4.2.1. Maydanoz Esansiyel Yag:

Maydanoz esansiyel yagi ile yapilan calisma Tablo 4.2°de verilmektedir. Her ii¢
bakteri susu i¢in 62,5-1000 ppm araligindaki konsantrasyonlarda maydanoz esansiyel
yagimin inhibisyona neden olmadigi belirlenmis, bu nedenle kimyon ve GSE’den
farkli olarak daha yiiksek konsantrasyonlar (1000-4000 ppm) denenmistir. S.
enteritidis ve E. coli O157:H7 i¢in bu konsantrasyon araligindaki biitiin petrilerde
tireme gozlenmistir. B. cereus ise 2000 ppm ve iizerindeki konsantrasyonlarda
maydanoz esansiyel yagi iceren petrilerde gelismemistir. Boylece inhibisyon
saglayan en diisiik maydanoz esansiyel yagi konsantrasyonu B. cereus igin 2000

ppm, E. coli O157:H7 ve S. enteritidis igin ise >4000 ppm olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Maydanoz Esansiyel Yagmin Agar Diliisyon Yonteminde Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Maydanoz E/O Bakteriler

Konsantrasyon (ppm)  S. enteritidis B. cereus E. coli 0157:H7

62.5 + + +
125 + +
250
500
1000
1500
2000
2500
3000
4000

+ + +

—~
*
*

~

_ (***)

o+t
+++++ o+

(*) tireme var; (**) denenmemistir; (***) tireme yok

4.2.2. Kimyon Esansiyel Yagi

Kimyon esansiyel yagi ile yapilan ¢aligmanin sonuglari1 Tablo 4.3’te verilmektedir. B.
cereus 1000 ppm ve lzerindeki kimyon esansiyel yagi igeren petrilerde inhibe
edilmistir. S. enteritidis ve E. coli O157:H7 inhibisyonu i¢in 2500 ppm ve daha
yiiksek konsantrasyonlar gerekmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda kimyon
esansiyel yaginin MIC degeri B. cereus i¢in 1000 ppm, S. enteritidis ve E. coli
O157:H7 i¢in ise 2500 ppm olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.3. Kimyon Esansiyel Yagmin Agar Diliisyon Yonteminde Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kimyon E/O Bakteriler
Konsantrasyon (ppm) S. enteritidis B. cereus E. coli O157:H7
62,5 +(*) + +
125 + + +
250 + + +
500 + + +
1000 + - +
1500 + - +
2000 + - +
2500 - (*%) - -
3000 - - -

(*) treme var; (**) lireme yok
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4.2.3. Greyfurt Cekirdegi Ekstrakti

Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti 37,50-600 ppm araliginda her {i¢ bakteri i¢in inhibisyon
saglamig, petrilerde ilireme gozlenmemistir. Bu nedenle kimyon ve maydanoz
esansiyel yagindan farkli olarak 37,5 ppm’den daha diisilk konsantrasyonlar
denenmistir. B. cereus ve E. coli O157:H7 ¢alisilan en diisiik konsantrasyon olan
9,38 ppm’de inaktive edilmis, petrilerde lireme saptanmamustir. S. enteritidis ise
18,75 ppm GSE konsantrasyonunda inhibe olurken, 9,38 ppm GSE konsantrasyonu
inhibisyon i¢in yeterli olmamustir. Bu ¢alisma ile greyfurt ¢ekirdegi ekstraktinin MIC
degeri S. enteritidis igin 18,75 ppm olarak belirlenirken, B. cereus ve E. coli
O157:H7 i¢in MIC degerinin < 9,38 ppm oldugu tespit edilmistir. Greyfurt ¢ekirdegi

ekstrakti ile yapilan ¢aligmanin sonuglar1 Tablo 4.4’de verilmektedir.

Tablo 4.4. Greyfurt Cekirdegi Ekstraktinin Agar Dillisyon Yonteminde Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

GSE Bakteriler
Konsantrasyon (ppm) S. enteritidis B. cereus E. coli O157:H7
9,38 + (*) - ~
18,75 - (%) - -
37,50 - - -
75 - - -
150 - - -
300 - - -
600 - - -
(*) iireme var; (**) iireme yok

4.2.4. Minimum Inhibisyon Konsanrasyonlar1 (MIC)

GSE, maydanoz ve kekik esansiyel yaglarinin S. enteritidis, B. cereus ve E. coli
O157:H7 i¢in agar diliisyon yontemi ile belirlenen MIC degerleri Tablo 4.5’de

verilmigtir.

Tablo 4.5. Agar Diliisyon Yonteminde Belirlenen Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlari

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC)

Bakteriler Kimyon Maydanoz GSE
S. enteritidis 2500 ppm >4000 ppm 18,75 ppm
B. cereus 1000 ppm 2000 ppm <9,38 ppm
E. coli O157:H7 2500 ppm >4000 ppm <9,38 ppm
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Kagit disk yonteminde elde edilen inhibisyon zonlarindan gozlendigi gibi agar
dilisyon yonteminde de B. cereus calisilan antimikrobiyallere karst en hassas
mikroorganizma olmustur. Kimyon ve maydanoz esansiyel yagi i¢in E. coli ve S.
enteritidis benzer davranig gostermis, ancak S. enteritidis’i inhibe etmek i¢in daha

ylksek GSE konsantrasyonu gerekli olmustur.

Cok sayida baharatin etanol ekstraktlarinin patojenik E. coli suslari iizerinde etkisinin
incelendigi c¢alismada, % 0,01-0,1 konsantrasyonunda kimyon inhibisyon

saglayamamustir (Takikawa ve dig., 2002).

De ve dig.(1999)’nin yaptig1 calismada maydonozun etanol ekstraktr 1, 25 ve 100
mg/ml konsantrasyonlarinda B. subtilis, E. coli ve S. cerevisae gelisimini inhibe
etmemistir. Maydonoz i¢cin MIC >100 mg/ml olarak belirlenirken, B. subtilis i¢in
kimyon minimum inhibisyon konsantrasyonu 25 mg/ml olarak belirlenmistir. E. coli
ve S. cerevisae lizerinde calisilan konsantrasyonlarda inhibitor etki gostermediginden

kimyon MIC degeri >100 mg/ml olarak belirlenmistir.

Kagit disk yonteminde kimyon en genis inhibisyon zonlarini olustururken, agar

diliizyon yonteminde ise kimyon i¢in olduk¢a yiiksek MIC degerleri saptanmustir.

Kagit disk yontemi ile elde edilen inhibisyon zonlarinin ¢aplar kiiltiir ortaminda elde
edilen sonuglar1 bibebir yansitmayabilmektedir. Genellikle test edilen bir
mikroorganizma i¢in diisiik bakteriyostatik aktiviteye sahip bir bilesen i¢in minimum
inhibisyon konsantrasyonun yiiksek olmasi ve kagit disk yonteminde ¢ok kiiciik bir
inhibisyon alani olusturmasi ya da zon olusturmamasi beklenmektedir. Gliglii bir
antimikrobiyal icin diisiik MIC degeri, genis inhibisyon zon ¢aplari elde edilmektedir
(Kim ve dig. 2004).

Kim ve dig. (2004) baz1 esansiyel yaglardan elde edilen bilesenlerin S. enteritidis, E.
coli O157:H7 patojenleri lizerindeki etkisi inceledikleri ¢alismada, kiigiik inhibisyon
zonu olusturan “citral” sivi kiiltiir ortaminda E. coli O157:H7 iizerinde yiiksek
antimikrobiyal etki gostermistir. Diger taraftan genis inhibisyon zonu olusturan
“terpineol” siv1 kiiltiir ortaminda S. typhimurium’u inhibe edebilmek i¢in yiiksek
konsantrasyonlar gerektirmistir. Bu nedenle kagit disk yontemi ile sivi kiiltiir
metotlarinda elde edilen bakteriyostatik sonuglar farklilik gdsterebildigi rapor

edilmektedir (Kim ve dig. 2004).
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4.3. Tween 20 Varhginda Ortamin Yag Iceriginin GSE’nin Antimikrobiyal

Aktivitesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Agar diliisyon yontemi ile yliksek MIC degerleri saptanan maydanoz ve kimyon
elenerek, yag igeriginin mikrobiyal gelisim iizerindeki etkisini belirlemek tizere

yapilan ¢alismada GSE arastirilmstir.

4.3.1. Bacillus cereus

Olusturulan model sistemde elde edilen B. cereus sayimlari istatistiksel olarak
degerlendirildiginde yag ve GSE konsantrasyonlarinin bakteri gelisimi {izerinde

etkisinin 6nemli diizeyde (p<0,05) oldugu goriilmiistiir.

Kontrolde (0 ppm GSE) besi ortamimna eklenen %10 ve %20 yag diizeyinin
mikrobiyal gelisimi tesvik ettigi, ancak % 10 ve %20 yag konsantrasyonlar1 arasinda
%095 giiven araliginda 6nemli bir fark olmadig: tespit edimistir. Bulgular istatistiksel
olarak  degerlendirildiginde  ¢alisilan (75, 150 ve 600 ppm) GSE
konsantrasyonlarinda yag iceriginin bakteriyel gelisim {izerinde etkili olmadigi
belirlenmistir. Yiiksek GSE konsantrasyonlarinda (150 ve 600 ppm) B. cereus
gelisimi tamamen engellenmistir.. Tablo 4.6’da yag ve GSE varliginda gelisme

gosteren B. cereus sayimlari verilmektedir.

Tablo 4.6. Tween 20 Varliginda Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda B. cereus
Sayilart (log;o kob/ml)

GSE konsantrasyonu

-

Yag

0 ppm 37,50 ppm 150 ppm 600 ppm
% 0 yag 6,36 %Y 6,75 O b
% 10 yag 71322 7,55 % ox ox
. , , ] ]
% 20 yag 6,69 2 7,56 X b b

x-y: Siitun icerisinde ayni harfi tasiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).

a-c: Satir igerisine ayni1 harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak farkl
degildir (p< 0,05).

" {ireme gozlenmemistir

4.3.2. Escherichia coli O157:H7

E. coli 0157:H7 calisilan GSE konsantrasyonlarinda (37,5-150-600 ppm) inaktive
edilememis, 10° kob/ml seviyelerinde canliligimi korumustur. Istatistiksel olarak
veriler incelendiginde mikrobiyal gelisimin yagdan etkilenmedigi, GSE’nin bakteri

gelisimi tizerinde etkisinin 6nemli diizeyde (p<0,05) oldugu goriilmiistiir.
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Yag (%10) iceren model sistemde GSE 600 ppm diizeyinde inhibitor etki gostererek,
E. coli O157:H7 populasyonunda ~0,6 log kob/ml azalma saglamistir. Mikrobiyal
populasyon, 37,5-150 ppm GSE konsantrasyonlarinda %95 giiven araliginda

kontrolden farkli olmadig: belirlenmistir.

Calisilan %20 yag diizeyinde 150 ppm ve 600 ppm GSE konsantrasyonlarinin
bakteriyel gelisim {izerindeki etkisi kontrol ve 37,5 ppm diizeyinden farkl
bulunmustur (p<0,05)

Tablo 4.7°de yag ve GSE varliginda gelisme gosteren E. coli O157:H7 sayim

sonuclar1 verilmektedir.

Tablo 4.7. Tween 20 Varliginda Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda E. coli
0157:H7 Sayilari (log;o kob/ml)

Yas GSE konsantrasyonu
5 0 ppm 37,50 ppm 150 ppm 600 ppm
% 0 yag 8,73 ™ 8,89 ™ 8,81 ™ 8,57
% 10 yag 8,83 8,85 8,06 ™ 8,37 ™
% 20 yag 8,78 ™ 8,03 8,77 ** 8,28 **

x: Siitun igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak farkli
degildir (p< 0,05).

a-b: Satir igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkl1 degildir (p< 0,05).

4.3.3. Salmonella enteritidis

S. enteritidis calisilan GSE konsantrasyonlarinda (37,5-150-600 ppm) inaktive
edilememis, 10° kob/ml seviyelerinde canliligim korumustur. Istatistiksel olarak
veriler incelendiginde ~ % 95 giiven araliginda mikrobiyal gelisimin yag ve GSE’den
etkilenmedigi gozlenmistir. Tablo 4.8’de yag ve GSE varliginda gelisme gdsteren S.

enteritidis sayim sonuglar1 verilmektedir.
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Tablo 4.8. Tween 20 Varliginda Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda S.
enteritidis Sayilar1 (log;o kob/ml)

GSE konsantrasyonu

Yag
& 0 ppm 37,50 ppm 150 ppm 600 ppm
% 0 yag 8,97 ™ 8,94 8,91 % 8,60 **
% 10 yag 9,05 % 9,10 ** 8,92 * 8,87
% 20 yag 8,08 ** 9,51 % 9,27 * 8,43 ™

x: Siitun igerisinde ayni1 harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak farkli
degildir (p< 0,05).
a: Satir igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak farkli
degildir (p< 0,05).

4.4. Tween 20’nin Antimikrobiyal Aktivite Uzerinde Etkisinin Belirlenmesi

Emiilsiyon olusumu amaciyla yag iceren sivi kiiltiir ortamlarma Tween 20
(polyoxiethylene (2) sorbitan monolaurate)’nin 1ilave edildigi kosullarda
antimikrobiyal etkisinin gdzlenmemesi iizerine Tween 20’nin antimikrobiyal aktivite
tizerinde bir etkisi olup olmadig: arastirilmistir. Esansiyel yag, oleoresin ve GSE’ye
en direngli olan S. enteritidis secilerek Tween 20 kullanilmadan ve %1,5 Tween 20
varhiginda antimikrobiyalin etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.9’da

verilmektedir.

Tablo 4.9. Emiilgatér Olarak Tween 20’nin Kullanildigr ve Kullanilmadigi Besi
Ortaminda S. enteritidis Gelisimi (kob/ml)

] . GSE

Tween 20 (%) Yag (%) 0 ppm 600 ppm
0 0 9,12 -0
0 20 8,99 -
1.5 0 8,83 8,83
15 20 8,76 8,98

® ireme gozlenmemistir

GSE ve Tween 20 i¢in antagonistik bir etki belirlenmistir. Tween 20 varlifinda 600
ppm GSE mikrobiyal populasyon iizerinde bakterisit etki gostermemektedir.
Emiilgator olarak Tween 20 kullanilmadiginda ise 600 ppm GSE mikrobiyal

populasyonu tamamen yok etmektedir.

Esansiyel yaglar gibi suda ¢oziinmeyen etken maddeler ile ¢alisirken hidrofobik

molekiillerin ¢oziiniirliigiinii arttirmak, antimikrobiyal maddenin bakteriyel hiicreye
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nlifuz etmesini saglamak iizere emiilgatér 6zellik gosteren bilesikleri kullanilmasi

gerekmektedir (Kim ve dig., 1995).

Konu ile ilgili yapilan baz1 ¢alismalarda Tween 20 ve Tween 80 emiilsiyon olusumu
icin ortama ilave edilmekte (Mann ve Markham, 1998; Mau ve dig., 2001;
Bagamboula ve dig., 2003), baz1 calismalarda ise kullanilmamaktadir (Smith-Palmer

ve dig., 2001; Takikawa ve dig., 2002; Ahn ve dig., 2004).

Tween 20, Tween 80 (polysorbate 80), etanol ve DMSO (dimethylsulfoxide) bu
amagla en c¢ok kullanilan emiilsifiye edici maddelerdir. Ancak bu maddeler test
sisteminin fizikokimyasal oOzelliklerinde degisiklige neden olarak antimikrobiyal
etkinin artmasi ya da azalmasia neden olabilmektedir. Tween 20, Tween 80 gibi
non-iyonik sorfektanlarin olusturdugu misellerin iginde lipofilik molekiiller
tutulmakta, siispansiyon icerisinde kismi olarak dagilmaktadir. Miseller igerisinde
tutulan antimikrobiyal madde mikroorganizma iizerinde etki gostermemekte,
inhibisyon saglayamamaktadir. Emiilsifiye edicinin konsantrasyonu arttikca etki
daha belirgin hale gelmektedir. Cay agaci yaginin (tea tree oil) antimikrobiyal
etkisinin incelendigi calismada Tween varliginda antimikrobiyal etkide azalma
oldugu tespit edilmistir. Bu dezavantajlar1 elimine etmek, yag-su emiilsiyonlarini
stabilize etmek amaci ile diisiik konsantrasyonlarda bakteriyolojik agar kullanimi

alternatif olarak onerilmistir (Mann ve Markham, 1998).

Kim ve arkadaglar1 kagit disk yontemi ile E. coli, E. coli 0157:H7, Salmonella
typhimurium, Listeria monocytogenes ve Vibrio vulnificus iizerinde 11 esansiyel yag
bileseninin antimikrobiyal etkisini belirlemek iizere inhibisyon zonlar1 6l¢miislerdir.
Hidrofobik bilesenlerin ¢oziiniirliiglinii arttirmak ve bakteriyel hiicre zarina gecisine
yardimc1 olmak amaciyla % 2 Tween 20 kullanilmistir. Tween 20°nin etkisini
belirlemek tizere kontrole % 2 Tween 20 ¢ozeltisi eklenmis olup, L. monocytgenes
icin 0,7-0,8 cm zon olusumu tespit edilmistir. Diger suslar icin ise zon

gbzlenmemistir (Kim ve dig, 2004).

Jong-Soo ve dig. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Tween 80’in kullanim
konsantrasyonuna bagl olarak Lactobacillus amylovorus IMC-1 tarafindan {iretilen
antimikrobiyal maddenin aktivitesini arttirdigi belirtilmektedir. Tween 80 ve nisinin
birlikte kullanildig1 kosullarda siitte L. monocytogenes tizerindeki inhibitor etkinin

giiclendigi saptanmistir (Jung ve dig., 1992). Bu ¢alismalardan farkli olarak Juven
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ve dig. (1994) ise ortamda Tween 80 konsantrasyonu diistiikce timol ve kekik
(“thyme”) yaginin S. #yphimurium sayisinda azalmaya neden olduklarim

gozlemislerdir.

4.5. Ortammn Yag Iceriginin GSE’nin Antimikrobiyal Aktivitesi Uzerine

Etkisinin Belirlenmesi

Emiilsiyon olusumu icin sivi besi ortamina katilan Tween 20’nin antagonistik
etkisinin belirlenmesi lizerine, Madde 4.3’te verilen metot tekrarlanmis ancak ortama
Tween 20 eklenmeden ortamin yag igeriginin ve GSE konsantrasyonlarinin
antimikrobiyal aktivite iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amagla GSE’ye en
direncli olan S. enteritidis bakterisi ile en %20 yag iceren sivi besi ortaminda 600
ppm seviyesinde tamamiyle inhibisyon elde edilmisti. Bu nedenle Tween 20

icermeyen kosullarda daha diisiik konsantrasyonlarla ¢alisilmistir (18,75, 75, 300
ppm).

4.5.1. Bacillus cereus

Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti ¢alisilan en diisiik GSE konsantrasyonu olan 18,75 ppm
seviyesinden itibaren B. cereus gelisimini tamamen inhibe etmistir. GSE’nin
istatistiksel olarak % 95 6nem diizeyinde mikrobiyal gelisim iizerinde etkili oldugu
belirlenmistir. Bu denemede yag ve GSE varhifinda gelisme gosteren B. cereus

sayimlar1 Tablo 4.10°da gosterilmektedir.

Tablo 4.10. Farkl1 Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda B. cereus Sayilar1 (logo
kob/ml)

GSE konsantrasyonu

Yag 0 ppm 18,75 ppm 7S ppm 300 ppm
%0 yag 6,66 - :“ X - ‘:‘ - ‘:‘
% 10 yag 7,51 X X _bx
% 20 yag 747 ax _ bx _bx _bx

x: Siitun igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak farkl
degildir (p< 0,05).

a-b: Satir igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).

® {ireme gdzlenmemistir
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4.5.2. Escherichia coli O157:H7

Elde edilen sayim sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildiginde GSE ve yagin
mikrobiyal populasyon iizerinde etkili oldugu, GSE ve yag arasinda bir interaksiyon

oldugu belirlenmistir (Tablo 4.11).

Yiiksek GSE konsantrasyonunda yagin olumsuz etkisi gozlenmemis, tamamen
inhibisyon saglanmistir. Kontrol, 18,75 ve 75 ppm GSE igeren tiiplerde yagin etkisi
belirgin olup, o6nemli diizeyde kontolden farkli (p<0,05) bulunmustur. Yag
icermeyen tiipte 75 ppm’de mikrobiyal gelisim gozlenmezken, %10 ve %20 yag
iceren s1v1 besi ortamuinda E. coli O157:H7 ~10°-10° kob/ml seviyelerinde canliligint
devam ettirmistir. Bulgular degerlendirildiginde ortamin yag igeriginin inhibitor
etkiyi azalttigi, kontrol, 18,75 ve 75 ppm GSE konsantrasyonuna sahip TSB
ortaminda belirgin (p<0,05) bir sekilde goriilmektedir. Elde edilen bakteri sayilari
incelendiginde 18,75 ppm GSE konsantrasyonunda %10 ve %20 yag diizeyleri
arasinda fark tespit edilmemistir. Istatistiksel olarak 75 ppm GSE seviyesinde yag
diizeyleri arasinda (%10 ve %?20) farkin 6nemli oldugu, % 20 yag iceren model
sistemde GSE’nin inhibitdr etkisinin %10 yag iceren model sisteme goére daha
belirgin oldugu gozlenmistir. En yiiksek GSE (300 ppm) konsantrasyonunda ise yag

diizeyleri etkili olmayip tamamen inhibisyon saglanmistir.

Tablo 4.11. Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda E. coli O157:H7 Sayilar
(logm kob/ml)

GSE konsantrasyonu

-

Yag

0 ppm 18,75 ppm 75 ppm 300 ppm
% 0 yag 8,74 ™ 1,07 > () ez X
% 10 yag 8,89 ™ 8,94 6,74 ™ -
% 20 yag 8,87 ™ 7,73 5,66 > _ X

x-y: Siitun igerisine ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).
a-c: Siitun igerisine ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak

farkl1 degildir (p< 0,05).

® {ireme gdzlenmemistir

4.5.3. Salmonella enteritidis

E. coli O157:H7’de oldugu gibi elde edilen sayim sonugclar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde hem GSE hem de yagin mikrobiyal populasyon lizerinde etkili
oldugu goriilmektedir. Yag GSE’nin etkisini azaltarak mikrobiyal gelisimi tesvik
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etmistir. Yiiksek GSE konsantrasyonunda (300 ppm) yagin olumsuz etkisi belirgin
olmayip, tamamen inhibisyon saglanmistir. Yag icerigi 18,75 ve 75 ppm’de 6nemli
diizeyde farkli (p<0,05) bulunmustur. Yag i¢ermeyen tiipte 75 ppm’de mikrobiyal
gelisim gozlenmezken, %10 ve %20 yag iceren sivi besi ortaminda ~10°-10° kob/ml
seviyelerinde canliliklarini devam ettirmislerdir. Istatistiksel olarak yag diizeyleri
arasinda (%10 ve %20) 18,75 ppm GSE iceren model sistemde fark gdriilmezken,
75 ppm GSE konsantrasyonunda %20 yag varliginda lde edlen bakteri sayimlarinin
%10’ a gore daha az oldugu belirlenmistir. Ortamin yag igerigi inhibitor etkiyi
azaltarak, mikrobiyal gelisimi tesvik etmis olup, kontrol, 18,75 ve 75 ppm GSE
konsantrasyonuna sahip tiiplerde elde edilen sonuclarda etkisi belirgin (p<0,05) bir
sekilde goriilmektedir. GSE varliginda gelisme gosteren S. enteritidis sayimm

sonuglar1 Tablo 4.12°de gosterilmektedir.

Tablo 4.12. Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarinda S. enteritidis Sayilar1 (logo
kob/ml)

GSE konsantrasyonu

2

Yag

0 ppm 18,75 ppm 75 ppm 300 ppm
% 0 yag 9,47 ™ 7,19 () e _ex
% 10 yag 9,21 ™ 8,86 ™ 6,59 ™ _
% 20 yag 8,97 ™ 9,51 ™ 5,45% _bx

x-y: Siitun igerisinde ayni harfi tagiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).
a-c: Satir icerisinde ayni harfi tasiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak

(f*a;rkh degildir (p< 0,05).

lireme gézlenmemistir
4.6. Gida Matriksinde GSE ve Potasyum Sorbatin Inhibisyon Etkilerinin

Arastirilmasi

Deneyde 2 tip antimikrobiyal (1800 ppm GSE, 1800 ppm Potasyum Sorbat) ve
kontrol olmak iizere 3 farkli islem, 1 sicaklik (10°C) ve 4 farkli siire ( 0, 1, 3, 5 giin)

uygulanmistir.

Mikrobiyal faaliyetin en aza indirilmesini saglamak, raf omrii boyunca iiriiniin
duyusal 6zelliklerini korumak i¢in gidalarin 6nerilen diisiik sicakliklarda muhafaza
edilmesi 6nemli olup, tilketime hazir gidalar icin -1 ve +7 °C arasindaki sicakliklar
onerilmektedir (FDA, 2001b; Aran, 1991). Ancak yapilan ¢aligmalar ev tipi ve ticari

tip sogutucularda istenen sicakliklarin saglanamadigini, iiretim, sevkiyat ve satis
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kosullarinda {riinlerin sicaklik dalgalanmalarina maruz kaldigin1 gostermektedir
(Rose, 1986). Uygun olmayan muhafaza kosullar1 dikkate alinarak GSE ve potasyum
sorbatin inhibisyon etkisini gbzlemleyebilmek amaciyla yapilan ¢alismada kiymali

sos ornekleri 10°C’de muhafaza edilmistir.

Gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan potasyum sorbat GSE’nin antimikrobiyal
etkisini kargsilastirabilmek amaciyla secilmis olup GSE ile aym1 konsantrasyonda

Tirk Gida Kodeksi’nde izin verilen limitler dahilinde kullanilmistir.

Kiymali sos 6rneginin pH ol¢iim degerleri Tablo 4.13° te verilmektedir. Potasyum
sorbat ilavesinin ortam pH’sini ortalama 0,18 birim, GSE’nin ise 0,03 birim

diistirdligii gézlenmektedir.

Tablo 4.13. Orneklerin pH degerleri

Ornek pH

Kontrol 5,80
Potasyum sorbat 5,62
GSE 5,77

4.6.1. Bacillus cereus
Baslangi¢ B. cereus inokulum diizeyi 4,03 log kob/g olan kiymali sos drnekleri 10
°C’de 5 giin boyunca muhafaza edilmistir. Tablo 4.14°te 1, 3 ve 5. giin sonunda elde

edilen bakteri sayilar1 verilmektedir.

Tablo 4.14. GSE ve potasyum sorbatin 10 °C’de muhafaza edilen kiymali sos
orneginde B. cereus gelisimi lizerinde etkileri

Antimikrobiyal Gin

1 3 5
Kontrol 4,02 4,99 % 6,55
1800 ppm Potasyum sorbat 391" 3,637 3,747
1800 ppm GSE 3517 3,407 5,65 "

x-y: Siitun icerisinde ayni harfi tasiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).

Bulgular istatistiksel olarak degerlendirildiginde antimikrobiyal uygulamalarinin
B.cereus sayist lizerinde etkili oldugu goriilmiistiir (p< 0,05). Belirlenen ortalama
degerler karsilagtirildiginda her bir antimikrobiyal uygulama digerinden farkl
bulunurken, potasyum sorbat uygulamasinin inhibitor etkisinin GSE ve kontrolden
onemli derecede farkli oldugu belirlenmistir. Baslangi¢ inokulum diizeyi 4,03 log

kob/g olan 1800 ppm potasyum sorbat iceren gida Orneginde 5. giin sonunda B.
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cereus 3,74 log kob/g seviyelerinde tespit edilmistir. Ancak bakteri sayilar1 dikkate
alindiginda 1800 ppm diizeyinde potasyum sorbat ve GSE uygulamalarinin B. cereus
gelisiminin kontrol altina alimmasi acisindan yeterli olmadig1r goriilmektedir. Tiirk
Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebliginde tiiketime hazir gidalarda B. cereus
i¢in yasal limit 2 log kob/g (m)- 3 log kob/g (M) olarak tanimlanmis olup, 10 °C’de 5
giin  boyunca muhafaza edilen kiymali sos Orneklerinde arastirilan

antimikrobiyallerin yeterli olmadig1 kanisina varilmistir.

4.6.2. Escherichia coli O157:H7

Baslangig¢ E. coli O157:H7 inokulum diizeyi 4,73 log kob/g olan 10 °C’de muhafaza
edilen kiymali sos 6rneklerinin, 1, 3 ve 5. giin sonunda elde edilen bakteri sayilari

Tablo 4.15’te verilmektedir.

Tablo 4.15. GSE ve potasyum sorbatin 10 °C’de muhafaza edilen kiymali sos
orneginde E. coli O157:H7 gelisimi iizerinde etkileri

Antimikrobiyal Giin

1 3 5
Kontrol 4,69 5,50 6,50
1800 ppm Potasyum sorbat 4,157 4,187 4,217
1800 ppm GSE 479" 5,63 6,82

x-y: Siitun icerisinde ayni harfi tasiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).

Antimikrobiyal uygulamalar1 sonucunda elde edilen E. coli O157:H7 seviyeleri
istatistiksel olarak degerlendirildiginde 1800 ppm diizeyinde potasyum sorbat ve
GSE uygulamalarinin kontrolden o6nemli diizeyde farkli oldugu goriilmiistiir
(p< 0,05). Belirlenen ortalama degerler karsilastirildiginda her bir antimikrobiyal
uygulama digerinden farkli bulunurken, potasyum sorbat uygulamasinin inhibitor
etkisinin GSE ve kontrolden farkli oldugu belirlenmistir. Baslangi¢ inokulum diizeyi
4,73 log kob/g olan 1800 ppm potasyum sorbat i¢eren gida drneginde 5. giin sonunda
0,52 log kob/g azalma tespit edilmistir. Bakteri sayilar1 dikkate alindiginda potasyum
sorbat uygulamalarinin E. coli O157:H7 gelisiminin kontrol altina alinmasi agisindan

yeterli olmadig1 goriilmektedir.

GSE uygulamast E. coli O157:H7 gelisimi iizerinde inhibitor etki gostermedigi
belirlenmistir. Istatistiksel olarak 1800 ppm GSE, kontrolden farkli olup, sayimlar

sonucunda bakteri sayilar1 kontrolden daha yiiksek bulunmustur.
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4.6.3. Salmonella enteritidis

Tablo 4.16’da baslangi¢c S. enteritidis inokulum seviyesi 5,47 log kob/g olan 10
°C’de muhafaza edilen kiymali sos Orneklerinin, 1, 3 ve 5. giin sonunda bakteri

sayilarindaki degisimler verilmektedir.

Tablo 4.16. GSE ve potasyum sorbatin 10 °C’de muhafaza edilen kiymali sos
orneginde S. enteritidis gelisimi lizerinde etkileri

Antimikrobiyal Gun

1 3 5
Kontrol 6,297 8,26 8,90 *
1800 ppm Potasyum sorbat 5527 576”7 5,897
1800 ppm GSE 7,58 8,93~ 9,13 "

x-y: Siitun icerisinde ayni harfi tasiyan ortalamalar birbirinden istatistiksel olarak
farkli degildir (p< 0,05).

Istatistiksel olarak degerlendirilen veriler sonucunda antimikrobiyal uygulamalar
arasinda farklilik 6nemli bulunmustur (p< 0,05). Tablo 4.16 incelendiginde her bir
antimikrobiyal uygulama digerinden farkli bulunurken, potasyum sorbat
uygulamasinin inhibitor etkisinin GSE ve kontrolden farkli oldugu belirlenmistir.
Kontrol ve 1800 ppm GSE igeren 6rneklere gore S. enteritidis gelisimi tizerinde 1800

potasyum sorbat ilavesinin inhibisyon etkisinin 6nemli oldugu gézlenmektedir.

Baslangi¢ inokulum seviyesi 5,47 log kob/g olup kontrol ve GSE igeren drneklerde 5
giiniin sonunda bakteri sayis1 ~9 log kob/g diizeyine ylikselirken potasyum sorbat
uygulamasinda 0,42 log kob/g artig goriilmiis, ancak ~5 log kob/g seviyesi

korunmustur.

In vitro c¢alismalarda etki goOsteren konsantrasyonlardan daha yiiksek
konsantrasyonda kullanilmasina ragmen GSE bakteri gelisimi {iizerinde etki
gosterememigtir. Yapilan aragtirmalarda yag, protein, tuz ve su igerigi, pH gibi
gidanin bilesimi ile ilgili faktorler, gidanin kati ya da sivi yapida olmasi
antimikrobiyal aktivite iizerinde etkili oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle gida
maddesinin besiyeri ortamindan daha karmasik bir gelisme ortami sundugu,
antimikrobiyal bilesiklere karsi mikroorganizmalara daha iyi bir koruma sagladigi

ifade edilmektedir (Smith-Palmer ve dig., 2001; Gould, 1996; Meyer ve dig., 2002).

Gidanin yag igerigi ile ilgili olarak ileri siiriilen yaklasimlardan biri bakteri hiicresi

tizerinde olusan yag ceketinin antimikrobiyal bilesenin hiicre i¢ine niifuz etmesine
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engel oldugudur. Ileri siiriilen bir deger yaklasim yag/lipit ve sulu faz icerisinde aktif
bilesenlerin dagilmasi, gidanin yag fraksiyonunun antimikrobiyal bileseni
absorplamasi ve su fazinda antimikrobiyal konsantrasyonunun azalmasi ile inhibitor
etkinin de azalmasidir (Mann ve Markham, 1998; Smith-Palmer ve dig., 2001;
Cutter, 2000).

Bhatti ve dig.(2004) yagsiz (%0,1 yag), yarim yagl (%2,0 yag), and tam yagh (%3,5
yag) olmak tizere farkli yag icerigine sahip siit 6rnekleri lizerinde nisinin antilisterial
etkisini inceledikleri arastirmada en yliksek inhibitor etkiyi yagsiz siitte elde
etmislerdir. Yagsiz siitte 5°C sicaklikta 12 giin sonunda 10* kob/ml seviyesindeki
mikrobiyal ylik <10 kob/ml seviyelerine diismiistiir. Tam yagh siit 6rneginde ise
mikrobiyal ylikiin baslangicta % 2’lik bir azalma gosterdigi belirlenmis, ancak daha

sonra mikrobiyal yiikte artig oldugu saptanmaigtir.

Defne, karanfil, tar¢in ve kekik esansiyel yaglarinin L. monocytogenes ve S.
enteritidis ile inokule edilen tam yaghi ve yarim yagh beyaz peynir lizerindeki
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. Yarim yaglh beyaz peynir icin her 4 esansiyel yag
%1 konsantrasyonda L. monocytogenes’i inhibe ederken, sadece karanfil esansiyel
yagi tam yagl peynirde ayni etkiyi gosterebilmistir. Besi ortaminda kekik esansiyel
yag1 S. enteritidis tamamen inhibisyon saglarken, tam yaglh beyaz peynirde bu etki

gozlenememistir. (Nychas ve Skandamis, 2003; Smith-Palmer ve dig., 2001).

Bir diger c¢alismada besi ortamma eklenen %20 misir yaginin @ %0,1
konsantrasyonundaki biberiye ekstraktinin S. aureus lizerinde inhibisyon etkisinde

azalmaya neden olmustur (Farbood ve dig.,1976).

Antimikrobiyal etki gdsteren bilesenlerin bakterinin hiicre zarindaki proteinlerle
kompleks olusturarak hiicre zarinin islevini olumsuz etkiledigi, ancak gidanin
bilesiminde bulunan proteinler ile antimikrobiyal bilesenin kompleks olusturmasi
durumunda antimikrobiyal etkinin azalmasina neden olabilecegi ileri siirtilmektedir

(Smith-Palmer ve dig., 2001).

Kullanilan model gida 6rneginin protein, yag ve su igerigi yiiksek bir et iiriinii olmasi
nedeniyle in vitro ¢aligmada yliksek antimikrobiyal etki gosteren GSE’nin etkin
olamadig1 diisiiniilmektedir. In vitro yapilan ¢alismalarda GSE B. cereus, E. coli
O157:H7 ve S. enteritidis lizerinde inhibisyon saglamasina ragmen, kiymali sos

orneginde etkin olamamustir.
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Patojen mikroorganizmalar i¢erisinde B. cereus i¢in 1800 ppm GSE uygulamasinda 1
ve 3. giin elde edilen bakteri sayis1 %95 6nem diizeyinde kontrolden farkli olup, daha
diisiik sayidadir. Ancak 5. giiniin sonunda bakteri gelisimi hizlanarak kontrolden
istatistiksel olarak farklilik gosterememistir. E. coli O157:H7 belirlenen siirelerde
kontrolden farklilik gdstermezken, S. enteritidis 1. giin artis gostererek kontrolden
farkli bulunmus, 3. ve 5. gilinlerde kontrolden ile istatistiksel olarak farklilik

gostermemistir.

Pili¢ eti ylizeyine se¢ilen kimyasallarin (“Trisodium phosphate”(TSP),
“cetylpyrinidium chloride”(CPC), laktik asit ve GSE) sprey ile uygulanmasi ile S.
typhimurium  gelisiminin  kontrol altina alinmasim1  amaglandig1  ¢alismada
uygulmalarin her biri istatistiksel olaraktan kontrolden farkli bulunmustur. GSE %0,1
ve % 0,5 diizeyinde S. #yphimurium populasyonunda 1,6-1,8 log azalma sagladigi
saptanmistir (Xiong, H. ve dig., 1998)

Calisilan her ii¢ patojen mikroorganizma i¢in potasyum sorbat kontrolden ve 1800
ppm GSE uygulamasindan istatistiksel olarak farkli bulunmus, bakteri sayilarinda

azalma saglanmistir.
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5. SONUC

Bu calismada bitkisel kaynakli ekstrakt, esansiyel yag ve oleoresinin B. cereus, S.
enteritidis ve E. coli O157:H7 suslan iizerindeki inhibitor etkileri arastirilmustir.
Kagit disk metodu ile maydanoz, kimyon esansiyel yaglar1 ve zencefil, paprika,
kimyon, maydanoz oleoresinleri ve greyfurt c¢ekirdegi ekstraktinin olusturduklar
inhibisyon zonlar1 degerlendirildiginde oleoresinlerin ¢alisilan mikroorganizmalar
icin etkili olmadig1 belirlenmistir. S. enteritidis ve B. cereus igin olusan zon
biiyiikliikleri kimyon esansiyel yagi > GSE > maydanoz esansiyel yagi olarak
belirlenirken, E. coli 0157:H7 igin ise siralama kimyon esansiyel yagi> maydanoz

esansiyel yagi > GSE olarak gerceklesmistir.

Agar diliisyon yonteminde en diisiik MIC degerleri GSE icin saptanmis, bunu
kimyon ve maydanoz esansiyel yagi izlemistir. Yiiksek MIC degerleri saptanan
maydanoz ve kimyon elenerek, yag iceriginin mikrobiyal gelisim iizerindeki etkisini

belirlemek iizere yapilan ¢calismada GSE arastirilmistir.

Kagit disk ve agar diliisyon yontemleri ile en gii¢lii mikrobiyal inhibisyonu saglayan
GSE’nin Tween 20 varliginda antimikrobiyal 6zellik gosteremedigi saptanmustir.

Tween 20 ve GSE igin antagonistik bir etki s6z konusu oldugu belirlenmistir.

Farkli yag diizeylerine sahip olusturulan model sistemde diisik GSE
konsantrasyonlarinda yag iceriginin  antimikrobiyalin  etkinligini  azalttig1
belirlenmistir. Ancak yiiksek GSE konsantrasyonlarinda tamamen inhibisyon

saglandigindan yagin olumsuz etkisi tespit edilmemistir.

Bakterilerin antimikrobiyallere gosterdigi hassasiyet B. cereus > E. coli O57:H7 > S.
enteritidis seklinde gerceklesmistir. Gr (+) bir bakteri olan B. cereus kullanilan
antimikrobiyallerden en fazla etkilenen mikroorganizma iken, Gr (-) olan E. coli
O157:H7 ve S. enteritidis’in inhibisyonu i¢in daha yliksek GSE konsantrasyonlari

gerekli olmustur.
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Bakteri sayilar dikkate alindiginda 1800 ppm diizeyinde potasyum sorbat ve GSE
uygulamalarinin B. cereus gelisiminin kontrol altina alinmasi agisindan yeterli

olmadig1 goriilmektedir.

Kiyma sosuna ilave edilen 1800 ppm potasyum sorbat 10°C’de 5 giin boyunca
inkiibe edilerek 1, 3 ve 5. giinlerde her ii¢ patojen mikroorganizma i¢in belirlenen
sayim sonuglar1 istatistiksel olarak kontrolden farkli bulunmustur. Calisilan
potasyum sorbat kontrolden ve 1800 ppm GSE uygulamasindan istatistiksel olarak
farkli bulunmus, bakteri sayilarinda kontrol ve GSE’ye gore azalma saglanmustir.
GSE ise in vitro ¢aligmalarda yiiksek antimikrobiyal etki gostermesine ragmen gida

matriksinde 1800 ppm inhibitor etki gdsterememistir.

[statistiksel olarak 1800 ppm potasyum sorbat uygulamasi kontrol ve GSE’den fakli
bulunmus olsa da bakteri sayilar1 dikkate alindiginda c¢aligmada kullanilan

patojenlerin gelisiminin kontrol altina alinmasi i¢in yeterli olmadigi goriilmektedir.
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Ek A. Varyans Analizi Sonuglari

Tablo A.1. Tween 20 varliginda B. cereus gelisimi lizerinde farkli yag (%0-10-20)
ve GSE (0-37,5-150-600 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans analizi

sonugclari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P’
Kaynagi Derecesi Toplami1 | Ortalamasi

GSE 3 215,049 |71,683 2366,10 0,000
Yag 2 0,663 0,332 10,95 0,002
GSE*Yag 6 0,747 0,124 4,11 0,018
Hata 12 0,364 0,030

Genel Toplam |23 216,823

*p<0.05 olasilik diizeyinde dnemlidir.

Tablo A.2. Tween 20 varliginda E. coli O157:H7 gelisimi iizerinde farkli yag (%0-
10-20) ve GSE (0-37,5-150-600 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans

analizi sonug¢lari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P
Kaynagi Derecesi Toplam1 | Ortalamasi

Yag 2 0,0211 0,0105 0,49 0,624
GSE 3 0,9056 0,3019 14,07 0,000
GSE*Yag 6 0,0951 0,0158 0,74 0,629
Hata 12 0,2574 0,0215

Genel Toplam |23 1,2792

*p<0.05 olasilik diizeyinde 6nemlidir.

Tablo A.3. Tween 20 varliginda S. enteritidis gelisimi iizerinde farkli yag (%0-10-
20) ve GSE (0-37,5-150-600 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans analizi

sonugclari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P’
Kaynagi Derecesi Toplami | Ortalamasi

Yag 2 0,0211 0,0105 0,49 0,624
GSE 3 0,9056 0,3019 14,07 0,000
GSE*Yag 6 0,0951 0,0158 0,74 0,629
Hata 12 0,2574 0,0215

Genel Toplam |23 1,2792

*p<0.05 olasilik diizeyinde 6nemlidir.
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Tablo A.4. B. cereus gelisimi lizerinde farkli yag (%0-10-20) ve GSE (0-18,75-75-
300 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P’
Kaynag Derecesi Toplami | Ortalamasi

GSE 3 3,28961 1,09654 1,5E+04 0,000
Yag 2 0,00067 |0,00034 4,76 0,030
GSE*Yag 6 0,00203  |0,00034 4,76 0,010
Hata 12 0,00085 |0,00007

Genel Toplam |23 3,29316

*p<0.05 olasilik diizeyinde onemlidir.

Tablo A.5. E. coli O157:H7 gelisimi lizerinde farkl yag (9%0-10-20) ve GSE (0-
18,75-75-300 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P’
Kaynagi Derecesi Toplami | Ortalamasi

GSE 3 250,639  [83,546 1246,57 0,000
Yag 2 58,194 29,097 434,15 0,000
GSE*Yag 6 63,483 10,581 157,87 0,000
Hata 12 0,804 0,067

Genel Toplam |23 373,121

*p<0.05 olasilik diizeyinde 6nemlidir.

Tablo A.6. S. enteritidis gelisimi iizerinde farkli yag (%0-10-20) ve GSE (0-18,75-
75-300 ppm) konsantrasyonlarinin etkilerinin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Serbestlik | Kareler Kareler F P’
Kaynagi Derecesi Toplami | Ortalamasi

GSE 3 329,804 109,935 3444.,43 0,000
Yag 2 19,813 9,906 310,38 0,000
GSE*Yag 6 35,271 5,879 184,18 0,000
Hata 12 0,383 0,032

Genel Toplam |23 385,271

*p<0.05 olasilik diizeyinde 6nemlidir.
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Tablo A.7. Kiymali sos 6rneginde GSE ve potasyum sorbatin B. cereus iizerinde

inhibisyon etkilerinin varyans analizi sonuglar1

Varyasyon Kaynag1 |Serbestlik |Kareler |Kareler F P
Derecesi Toplami | Ortalamasi

Antimikrobiyal 2 4,5098 2,2549 55,37 0,000

Giin 3 7,9551 2,6517 65,12 0,000

Antimikrobiyal*Giin | 6 6,2950 1,0492 25,76 0,000

Hata 12 0,4887 0,0407

Genel Toplam 23 19,2485

*p<0.05 olasilik diizeyinde 6nemlidir.

Tablo A.8. Kiymali sos drneginde GSE ve potasyum sorbatin E. coli O157:H7
tizerinde inhibisyon etkilerinin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi |Serbestlik |Kareler |Kareler F P
Derecesi Toplam1 | Ortalamasi

Antimikrobiyal 2 18,3325 19,1663 103,91 0,000

Giin 3 26,6788 | 8,8929 100,81 0,000

Antimikrobiyal*Giin | 6 15,5474 12,5912 29,37 0,000

Hata 12 1,0586 0,0882

Genel Toplam 23 61,6173

*p<0.05 olasilik diizeyinde dnemlidir.

Tablo A.9. Kiymali sos drneginde GSE ve potasyum sorbatin S. enteritidis lizerinde

inhibisyon etkilerinin varyans analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi |Serbestlik |Kareler |Kareler F P
Derecesi Toplam1 | Ortalamasi

Antimikrobiyal 2 20,2840 10,1420 310,03 0,000

Giin 3 27,3177 |9,1059 278,36 0,000

Antimikrobiyal*Giin | 6 10,8315 |1,8052 55,19 0,000

Hata 12 0,3925 0,0327

Genel Toplam 23 58,8258

*p<0.05 olasilik diizeyinde dnemlidir.
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Ek B. Bakteri Gelisimi Uzerinde Tween 20°nin Etkisi

B. cereus Tween 20 Varliginda B. cereus
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Sekil B.1. Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarina Sahip Model Sistemde Tween 20
Kullanilmasi ve Kullanilmamasi Durumunda B. cereus Sayilari (log;o kob/ml)

E. coli O157:H7 Tween 20 Varhginda E. coli O157:H7
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Sekil B.2. Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlarma Sahip Model Sistemde Tween 20

Kullanilmas1 ve Kullanilmamasi Durumunda E. coli O157:H7 Sayilar1 (logo
kob/ml)
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S. enteritidis-Tween 20 Varhginda S. enteritidis
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Sekil B.3. Farkli Yag ve GSE Konsantrasyonlaria Sahip Model Sistemde Tween 20
Kullanilmasi ve Kullanilmamasi Durumunda S. enteritidis Sayilar1 (log;o kob/ml)
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