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OZET

DOKTORA TEZi

KORUK (Vitis vinifera) URUNLERININ ANTIMIKROBIYAL VE
ANTIOKSIDAN OZELLIiKLERINIiN BELIRLENMESI

NIiLGUN ONCUL

GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiGi ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. SENiZ KARABIYIKLI

Koruk (Vitis vinifera); olgunlasmamus, eksi tada sahip tliziimlere verilen isim olup koruk
suyu, koruk serbeti ve koruk eksisi gibi iiriinlere islenebilmektedir. Koruk {iriinleri;
geleneksel olarak yemeklere, salata ve mezelere lezzet vermek amaciyla kullanilabildigi
gibi icecek olarak da tiiketilebilmektedir. Bu calismada; koruk eksisi ve koruk suyu
urinlerinin - mikroflorasinin, baz1 fizikokimyasal ve antimikrobiyal &zelliklerinin,
antioksidan kapasitelerinin ve cesitli gidalar tizerindeki koruyucu etkisinin tespiti
amaglanmistir. Koruk trtinlerinin mikrobiyolojik kalitesinin ilgili teblige uygun oldugu
ve tuketim icin guvenli oldugu belirlenmistir. Uriinlerin fizikokimyasal degerleri; pH
2.14-2.74, su aktivitesi 0.963-0.980, suda c¢Oziinen kuru madde igerigi 3.55-8.00,
titrasyon asitligi %2.29-7.10, L* degeri 32.97-96.57, a* degeri -9.31 ile +16.38, b*
degeri -23.52 ile 127.40, toplam seker igerigi 0.86-17.05 g/L, C vitamini 0.00-5.91
mg/100mL, protein 0.00-22.39 mg/mL ve fenolik madde igerigi 96.79-672.75 mg/L
arasinda bulunurken, FRAP ve TEAC degerleri 0.025-0.232 ve 0.035-0.885 pmol
TE/mL arasindadir. Uriinlerin, minimum inhibisyon konsantrasyonu degerleri; E. coli,
S. Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes ve B. cereus kulturleri icin mevcut pH
degerlerinde 1:2 (%50) ile 1:16 (%6.25) arasinda bulunmustur. Uriinlerin; hem diisiik
hem de ylksek dizeyde E. coli, S. Typhimurim, S. aureus ve L. monocytogenes
kontaminasyonuna kars1 inhibitif etkinlikleri farkli uygulama siireleri (0, 5, 15 ve 30
dak.) boyunca test edilmis ve diisiik dozda inokiilasyonda 5 dakika, yiuksek dozda ise 15
dakika uygulama siiresinin yeterli oldugu goriilmiistiir. Koruk {iirlinlerinin marul ve
havucun mevcut mikroflorasi {izerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla gida 6rnekleri
koruk fiiriinleriyle farkli siirelerde (0, 5 ve 10 dak.) muamele edilmistir. Uriinler,
marulun (5.52 log kob/g) ve havucun (4.57 log kob/g) dogal mikroflorasinda 10 dak.
sonunda sirasiyla 1.68 ve 1.70 log diizeyinde azalmaya sebep olmustur. Uriinlerin
patojen mikroorganizmalar {izerindeki inhibitif etkinliklerinin gida ortaminda test
edilmesi amaciyla selektivite kazandirilarak dogal mikrofloradan gelebilecek olan
benzerlerinden ayrilmis olan E. coli, S. Typhimurium, S. aureus ve L. monocytogenes
kiiltirleri gida orneklerine (marul, havug ve domates suyu) inokile edilerek koruk



tirtinleri ile farkl siirelerde (0, 5, ve 10 dak.) muamele edilmistir. Koruk drtnleri ile 10
dakika uygulama sonunda E. coli, S. Typhimurium, S. aureus ve L. monocytogenes
sayilar; ortalama olarak sirasiyla marulda 3.74, 4.71, 0.70 ve 4.20 log kob/g, havucta
4.01, 4.08, 1.89 ve 4.03 log kob/g azalmistir. Domates suyunda ise inhibisyon diizeyinin
denenen bitin patojenler icin 0.12-0.34 log kob/mL arasinda oldugu bulunmustur.
Koruk drtnlerinin mevcut antimikrobiyal ve antioksidan ozellikleri sebebiyle gida
endustrisinde dogal bir koruyucu olarak alternatif kullanim alanlarina sahip olabilecegi
distiniilmektedir.
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ABSTRACT

DOCTORATE THESIS

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL AND ANTIOXIDANT
PROPERTIES OF UNRIPE GRAPE (Vitis vinifera) PRODUCTS

NIiLGUN ONCUL

GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. SENiZ KARABIYIKLI

Koruk (Vitis vinifera), is the name of unripe grape with a sour taste, can be processed
into various products such as verjuice, syrup, and sour grape sauce. These products have
been used as acidifying and flavoring agent for traditional meals, salads and appetizers
and also could be consumed as a beverage. In this study, it was aimed to detect the
microflora, some physicochemical and antimicrobial properties, the antioxidant capacity
and, protective effect on various foods of verjuice and sour grape sauce products. It was
detected that the unripe grape products were appropriate according to the criteria in
related legislation and could be assumed as microbiologically safe for consumption. The
physicochemical values ranged between pH 2.14-2.74, water activity 0.963-0.980,
soluble solid content 3.55-8.00, titratable acidity 2.29-7.10%, L* value 32.97-96.57,
a* value from -9.31 to +16.38, b* value from -23.52 to 127.40, total sugar content
0.86-17.05 g¢/L, vitamin C 0.00-5.91 mg/100mL, protein 0.00-22.39 mg/mL and total
phenol content 96.79-672.75 mg/L while the FRAP and TEAC values were 0.025-0.232
and 0.035-0.885 pumol TE/mL. The minimum inhibitory concentration values of the
unneutralized products ranged between 1:2 (50%) and 1:16 (6.25%) for E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes and B. cereus. The inhibitive activity of the
products against E. coli, S. Typhimurium, S. aureus and L. monocytogenes at low and
high contamination levels were tested for different treatment times (0, 5, 15 and 30
minutes) and inhibition of all tested pathogens was achieved in 5 min at low inoculum
dose while it took 15 min for high inoculum dose. For the purpose of determining the
effect of unripe grape products on natural flora of lettuce and carrot, the food samples
were treated with unripe grape products for different treatment times (0, 5 and 10
minutes). The products decreased the natural microflora of lettuce (5.52 log cfu/g) and
carrot (4.57 log cfu/g) about 1.68 and 1.70 log units, respectively after 10 minutes.
E. coli, S. Typhimurium, S. aureus and L. monocytogenes which were selectively
separated from native microflora were inoculated on food samples (lettuce, carrot and
tomato juice) and treated with unripe grape products for different times (0, 5, and 10
min) to determine the inhibitory activity of products against pathogenic microorganism



on foods. The unripe grape products decreased the number of E. coli, S. Typhimurium,
S. aureus and L. monocytogenes about 3.74, 4.71, 0.70 and 4.20 log CFU/g on lettuce,
and 4.01, 4.08, 1.89 and 4.03 log CFU/g on carrot in 10 minutes, respectively. The
inhibition ranged between 0.12-0.34 log CFU/mL in tomato juice against to all tested
pathogens. It was concluded that the unripe grape products have could have alternative
field of applications in food industry due to their current antimicrobial and antioxidant
properties.

2016, 179 PAGES

KEYWORDS: Unripe grape, Microflora, Physicochemical Properties, Antioxidant,
Minimum Inhibition Concentration, Natural Flora, Pathogen
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1. GIRIS

Kaliteli gida; en basit sekli ile “fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini en azindan
hedeflenen raf omrii boyunca koruyabilen gida” seklinde tanimlanmakla birlikte, bu
olgu igerisinde; gidalarin goriiniisii, verimi, tiiketici begenisine hitap edebilmesi,
tilketilebilme ve mikrobiyal 6zellikleri gibi bircok parametre yer almaktadir. Kaliteli
gida iiretimi; gidalarin tipi, bilesenleri, formiilasyonu ve depolama kosullarinin yani sira
gidanin kendisinin ya da iretiminde kullanacak hammaddenin yetistirilmesi, hasat
edilmesi, islenmesi, paketlenmesi, dagitilmasi ve tiikketim oncesi hazirliklar1 iceren gida
zincirinin her asamasinin kontrolii ile miimkiindiir. Gidalarin kalitesinin bozulmasinda;
fiziksel (kristalizasyon, aroma kaybi, gevreklik kaybi, biiziilme, vb.), kimyasal
(enzimatik olmayan esmerlesme, besin maddesi ve renk kaybi, vb.), enzimatik
(esmerlesme, renk degisiklikleri, kotii tat, vb.) ve ozellikle mikrobiyolojik (mikrobiyal
gelisim, toksin iiretimi, kotii tat, vb.) faktorler rol oynamaktadir. Bu nedenle kaliteyi
bozan unsurlar, gida koruma tekniklerinin hedeflerini olusturmaktadir (Gould, 2000;

Rahman, 2007a).

Gida endiistrisi agisindan “kaliteli gida” kavrami ile birlikte diisiiniilmesi gereken diger
bir kavram ise “giivenli gida” kavramidir. Giivenli gida “tiiketildigi takdirde herhangi
bir saglik sorununa yol agmayan gida” tanimi ile ifade edilirken, bu tanimdan da
anlasilacag1 gibi esasen kaliteli gida taniminin bir bileseni ya da alt parametresi olarak
degerlendirilmektedir. Boylece; saglik acisindan risk olusturabilecek her tiirlii fiziksel,
kimyasal ya da Dbiyolojik etmen giivenli gida iretimi agisindan tehdit
olusturabilmektedir. Bu sebeple gidalarin o6nce giivenliginin saglanmasi sonra
kalitesinin muhafazasinda gidalarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik etmenlere karsi
korunmasi esas alinmaktadir. Gidalarin korunmasinda 6zellikle mikroorganizmalarin
kontrolii olduk¢a 6nemli olup uygun ve yeterli 6nlemler alinmadiginda patojenik,
toksijenik ya da saprofit mikroorganizmalarin canli kalmasi ve/veya gelismesi sonucu
gidalarin kalitesi ve giivenligi saglanamamaktadir (Gould, 2000; Rahman, 2007a).
Gidalarin mikrobiyal agidan korunmasi ise; gidanin giivenligini tehdit eden ya da
bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin siirekli olarak kontrol altinda tutulmasiyla

gergeklesebilmektedir (Rasooli, 2007).



Gidalarin korunmasinda; genel olarak kurutma, tiitsiileme, salamura, konserve yapimi,
seker ve tuz ilavesi gibi yontemler uygulanarak mikrobiyal yiikiin azaltilmasi ve/veya
gelisiminin  smirlanmasi, sogutma ve dondurma gibi uygulamalar ile mikrobiyal
gelisimin inhibe edilerek raf dmriiniin artirilmasi saglanabilmektedir (Smith ve Stratton,
2007). Ancak; bu geleneksel yontemler gidalarda proteinlerin denatiirasyonu, enzimatik
olmayan esmerlesme reaksiyonlari, soguk zarari, vitaminler gibi besin maddeleri, tat,
aroma ve renk Kkayiplarina neden olarak driinlerin duyusal &zelliklerini

degistirmektedirler (Leistner, 2000; Lado ve Yousef, 2002; Smith ve Stratton, 2007).

Gida endiistrisinde son yillarda, gidalarin duyusal, besleyici ve fonksiyonel 6zelliklerini
geleneksel yontemlere gore daha iyi koruyan modern koruma teknikleri 6nem
kazanmaya baslamistir (Manas ve Pagan, 2005). Yiiksek basing, vurgulu elektrik alan,
1sinlama, UV isimlari, ultrason, ohmik ve dielektrik 1sitma seklinde siralanan bu
yontemlerin etkinligi de temel olarak mikrobiyal inhibisyona dayanmaktadir (Lado ve
Yousef, 2002; Raso ve Barbosa-Canovas, 2003; Pereira ve Vicenta;, 2010). Bununla
birlikte; modern yontemlerin de gidalarin fonksiyonelligi, fiziksel 6zellikleri, tekstiiri,
renk, protein ve polisakkarit yapilarinda degisikliklere neden oldugu, ayni zamanda
protein denatiirasyonu ve serbest radikal olusumu gozlendigi bildirilmektedir.
Aragtirmalarda mikrobiyal sporun zarar goérdiigli ancak 6lmedigi belirtilmektedir. Bu
durum gidanin depolama kosullariyla birlestiginde risk olusturabilmektedir. Ayrica;
yuksek asitli gidalarda yontemlerin uygulanabilirligi daha basarili olmasina ragmen
diisiik asit igeren gidalar i¢in hala arastirmalara gerek duyulmaktadir (Ross ve ark.,

2003; Morris ve ark., 2007).

Giivenli ve uzun raf 6dmriine sahip gidalarin tiretilmesinde hem geleneksel yéntemler
hem de giincel teknikler; gidalarin tat, aroma ve tekstiirel 6zelliklerinde kayiplara yol
acmaktadir (Soliva-Fortuny ve Martin-Beloso, 2003). Son yillarda tiiketicilerin; taze,
yiksek kaliteli, lezzetli, dogal, saglikli iiriinlere olan talebi artmistir (Wilcock ve ark.,
2004). Tiiketici talepleri ve yasal gereksinimler; gidanin besinsel ve duyusal
Ozelliklerinin daha 1iyi korunarak kalitesinin artirildigi, ayni zamanda kimyasal
koruyucular yerine dogal koruyucularin kullanilarak giivenli hale getirildigi, minimal
isleme teknikleri ile karsilanabilmektedirler. Minimal isleme; gidalarin korunmasi

sirasinda hem kaliteli hem glvenli olabilmesi igin ¢esitli yontemlerin bir arada
2



kullanilmast seklinde tanimlanabilir. Bu yoOntemlerden birisi de dogal koruyucu
ilavesidir (Raso ve Barbosa-Canovas, 2003; Sefiorans ve ark., 2003; Allende ve ark.,
2006).

Koruyucular; mikrobiyal gelisimi kontrol altinda tutarak gidalarin giivenilirligini ve raf
Omriinii artiran maddeler olup birgok gidada kullanilmaktadir (Negi, 2012). Gida
koruyuculari; elde edildikleri kaynaklara bagl olarak sentetik/kimyasal ve dogal olarak
smiflandirilmaktadirlar (Tiwari ve ark., 2009). Gidalarda, saprofit ve patojenik
mikroorganizmalarin gelisimini énlemek amaciyla kullanilan kimyasal veya sentetik
koruyucular; benzoik asit, sorbatlar, hidrojen peroksit, sodyum benzoat, sulfitler
(bistlfit, metasulfit), nitrit, nitrat, propiyonik asit ve antibiyotikler (tetrasiklin, penisilin
ve eritromisin) gibi maddelerdir. Yapilan aragtirmalarda bu maddelerin; Urtiker, kasinti,
astim, alerji, akciger tahrisi, tlimor, antibiyotik direnci gibi rahatsizliklara neden
olabilecegi; mutajenik ve karsinojenik 6zellikler gosterebildikleri tespit edilmistir (Rico
ve ark., 2007; Rangan ve Barceloux, 2009; Oms-Oliu ve ark., 2010). Bilinglenen
tiiketicilerin gidalarda kimyasal koruyucu kullanimindan kacginmalar, iireticileri dogal
koruyucu kullanimina yonlendirmistir (Devlieghere ve ark., 2004). Dogal koruyucu
maddeler; kitosan ve laktoferrin gibi hayvansal, nisin ve enterosin gibi mikrobiyal ya da
baharat ve meyve suyu gibi bitkisel kaynakli olabilir (Tiwari ve ark., 2009; Raybaudi-
Massilia ve ark., 2009).

Bu arastirmada, bitkisel kaynakli bir {iriin olarak koruktan (Vitis vinifera) elde edilen
koruk Urlnlerinin, antimikrobiyal, fizikokimyasal ve antioksidan ozellikleri tespit
edilmeye calistlmigtir. Bu arastirmanin amaglar; koruk drunlerinin i) mikrobiyal
florasinin ve fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi, ii) sik rastlanan gida kaynakli
patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliklerinin tespit edilmesi, iii)
antimikrobiyal etkinin iriiniiniin sadece asitligine bagli olup olmadigmin kontrol
edilmesi, iv) gidalarin mevcut mikroflorasi iizerindeki inhibitif etkisinin ortaya
konmasi, v) gidalara inokiile edilen patojen mikroorganizmalar Gzerindeki

inhibisyonlarinin degerlendirilmesi, vi) antioksidan kapasitelerinin belirlenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Gida iiretim tekniklerindeki modern gelismelere ragmen giliniimiizde giivenli ve kaliteli
olmayan gidalar, diyareden kansere 200’den fazla gida kaynakli hastaliga neden
olmaktadir. Bu gidalar; giivenligi tehdit eden patojenler, sentetik kimyasal kalintilari
ve/veya gidanin kalitesini etkileyen saprofit mikroorganizmalar igermeleri nedeniyle
hem basta ¢ocuklar olmak tiizere insanlart hem de bozulmaya neden olarak (lke
ekonomilerini olumsuz yonde etkilemektedirler (WHO, 2015). Tiiketicilerin dogal olani
tercih etmeleri, sentetik katki maddeleri igcermeyen, dogayr daha az etkileyen ‘yesil’
tiiketicilik egiliminin artmas1 antimikrobiyal katkilar olarak bitkisel iiriinlerin giindeme
gelmesini saglamistir (Rasooli, 2007). Bitkilerin; yaprak, govde, tomurcuk, cicek,
meyve, tohum, sogan ve rizom gibi kisimlar1 ya da bu kisimlardan fermantasyon,
ekstraksiyon veya distilasyon yontemleriyle elde edilen esansiyel yaglari ile su veya
alkolle hazirlanan ekstraktlari, gidalarda bulunan saprofit ve patojen mikroorganizmalar
lizerinde inhibitor etkiye sahiplerdir (Tajkarimi ve ark., 2010; Gyawali ve Ibrahim,
2014). Gidalarin giivenliginin ve kalitesinin korunarak raf Omriliniin artirilmasinda
meyve ve sebzelerin kendileri ya da sulari, baharatlar, esansiyel yaglar ve ekstraktlar ile
sirke gibi fermantasyonla iretilen bitkisel kokenli gidalar da kullanilabilmektedir
(Entani ve ark., 1997; Tiwari ve ark., 2005; Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

2.1. Bitkisel Kaynakh Dogal Antimikrobiyaller

Koruk, iiziim, limon, nar, sogan, pirasa ve turp gibi c¢esitli meyve ve sebze sularinin
antimikrobiyal etkisi bir¢ok c¢alisma ile belirlenmis olmakla birlikte, bu etki basta
urtnlerin bilesimdeki organik asit igerigi olmak iizere fenolik bilesenlerden de
kaynaklanmaktadir (Kivanc ve Kunduhoglu, 1997; Saeed ve Tariq, 2006; Karapinar ve
Sengiin, 2007; Lucera ve ark., 2012). Gidalarda; benzoik, kaprik, fumarik, laktik, malik,
tartarik ve asetik asit gibi birgok organik asit bulunmaktadir (Raybaudi-Massilia ve ark.,
2009). Nar tirlinleriyle yapilan bir ¢alismada ise, triinlerin pH degerleri 1.76-2.76
arasinda degisirken titrasyon asitligi degerleri (% sitrik asit) %8.60-21.00 arasinda
bulunmustur (Karabiyikli, 2010). Uziim suyunda pH ve % tartarik asit cinsinden
titrasyon asitligi degerleri sirastyla 3.21-3.60 ve %0.40-0.96 olarak tespit edilmistir



(Dani ve ark., 2007). Uziim tanelerinin organik asit i¢eriginin olgunlasma boyunca test
edildigi bir arastirmada, tanelerin titrasyon asitligi degerleri olgunlagsmanin ilk evresinde
%2.18 ile 3.07 arasinda bulunmustur (Sabir ve ark., 2010). Baska bir ¢alismada ise
olgunlasmamis liziim tanelerinden elde edilen koruk sularmin pH ve titrasyon asitligi
degerleri sirasiyla 2.91-2.98 ve %2.48-3.00 seklinde ifade edilmistir (Hayoglu ve ark.,
2009). Nikfardjam (2008), yedi koruk suyu Orneginde yaptigi titrasyon asitligi

analizinde sonuclarin %1.96-3.96 arasinda degistigini bildirmistir.

Meyve ve sebzeler; iirlinlerin kendilerine 6zgii lezzetlerinin ve renklerinin olugsmasinda
etkili olan fenolik bilesikler (polifenol) agisindan olduk¢a zengindirler. Bunlar; kafeik,
ferulik, vanilik, gallik asit gibi fenolik asitler ile mirisetin, Kkuersetin, flavon,
antosiyanidin, katesin gibi flavonoidlerdir (Cemeroglu ve ark., 2004). Vinson ve ark.
(2001) Folin-Ciocalteu yontemine gore yaptiklari calismada; toplam fenolik madde
miktarini taze beyaz iiziimde 6.70 umol/g, taze kirmizi iiziimde ise 13.60 umol/g olarak;
Lee ve ark. (2004) olgunlasmamis ii¢ farkli beyaz ve bes farkli kirmizi iiziim suyu
orneginin toplam fenolik madde miktarini sirasiyla 1069-1673 mg/L, 739-1630 mg/L
olarak ve Seeram ve ark. (2008) Concord cinsi izim suyunun toplam fenolik madde
miktarini 2.60 mg/mL gallik asit esdegeri olarak bildirmislerdir. Benzer sekilde, toplam
fenolik madde miktar1 tayin eden Kanner ve ark. (1994), ¢ekirdeksiz ii¢ farkli {iztim
¢esidinde yaptiklari arastirmada sonuglarini 260-920 mg/L araliginda bildirirken, Lutz
ve ark. (2011) iki farkl tiir igeren kirmizi ve Siyah {iziim sularinda yaptiklar1 analiz
sonuglarini sirastyla 275.10-283.40 mg gallik asit esdegeri (GAE)/L, 498.40-564.60 mg
GAE/L olarak ifade etmislerdir. Koruk diriinlerinin ise fenolik madde miktarlari
315.00-7538.00 mg/L arasinda degismektedir (Nikfardjam, 2008; Hayoglu ve ark.,
2009). Uziim taneleri ve driinlerinin 6zellikle flavonoidler olmak iizere fenolik madde
icerikleri (1000.00-1800.00 mg/mL) oldukga fazladir (Singleton, 1982; Brasseur ve
ark., 1986; Macheix ve ark., 1990; Durak ve ark., 1999). Koruk drinlerinin polifenolik
kompozisyonlar1 incelendiginde yiiksek konsantrasyonda gallik asit, kafeik asit, katesin
ve kuersetin glikozit igerdigi tespit edilmistir (Spanos ve Wrolstad, 1992). Benzer
sekilde iiziim suyunda antikarsinojenik flavanoidler olarak bilinen kuersetin ve mirisetin

miktarlari ise 4.40 ve 6.20 mg/L diizeyindedir (Hertog ve ark.,1993).



Uziim suyu, polifenolik igeriginden dolayr ayn1 zamanda yiiksek miktarda antioksidan
aktiviteye sahiptir (Durak ve ark., 1999). Urlnlerin antioksidan kapasiteleri; oksijen
radikali absorbans kapasitesi (ORAC), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), troloks
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), demir (Il1) indirgeyici antioksidan kapasite
(FRAP) gibi yontemler kullanilarak tespit edilebilmektedir. Kirmizi ve beyaz {iziimlerin
antioksidan kapasite tayini {izerine yapilan arastirmalarda Da’valos ve ark. (2005)
ORAC yontemiyle bu degerleri sirasiyla 3.50-111.00 uM TE/mL ve 14.60-25.00 uM
TE/mL arasinda, Wang ve ark. (1996) ise 7.39 uM TE/g ve 4.46 uM TE/g arasinda
bulmuslardir. Iki farkli gesit iceren kirmizi ve mavi iiziimlerde DPPH, FRAP ve ORAC
ortalama degerleri kirmuz1 tizimler icin; 1.95 mmol Troloks/L, 4.35 mmol Fe*?/L, 10.10
mmol Troloks/L, mavi tiziimler icin; 2.95 mmol Troloks/L, 6.55 mmol Fe*?/L, 27.60
mmol Troloks/L seklinde bildirilmistir (Lutz ve ark., 2011). Meng ve ark. (2012)
kirmiz1 ve beyaz liziimde ise DPPH degerlerini ortalama 7.82 ve 6.37 TE umol/g olarak
hesaplamiglardir. Seeram ve ark. (2008), antioksidan kapasiteyi {iziim suyunda DPPH
(% inhibisyon), ORAC, FRAP ve TEAC yontemleriyle belirlemisler ve sonuglari
sirastyla %28.20, 25.90 pmol, 4.90 pmol ve 17.20 pmol/mL olarak bildirmislerdir. Lee
ve ark. (2004) olgunlasmamis ii¢ farkli beyaz ve bes farkli kirmizi {iziim suyunun
antioksidan kapasitesini ORAC yontemine gore 14.60-25.30 pmol TE/mL ve
10.80-24.30 umol TE/mL arasinda tespit etmislerdir.

Diinyada gidalara tat ve aroma vermek amaciyla 400’den fazla baharat cesidi
kullanilmaktadir. Bunlardan; keklik otu, karanfil, tar¢in, sarimsak, kisnis, biberiye,
maydanoz, limonotu, adagay1 ve vanilya patojen ve saprofit mikroorganizmalara karsi
giiclii bir antimikrobiyal etkinlik gostererek gidalarin giivenilirligini artirarak raf
omriinii uzatirken; zencefil, kimyon, kori, siyah ve kirmizi biberin inhibitif etkinlikleri
nispeten daha diisiiktiir (Hsieh ve ark, 2001; Burt, 2004; Tajkarimi ve ark., 2010;
Sultanbawa, 2011; Negi, 2012). Bitkiler; fenol, fenolik asit, kuinon, flavon, flavonoid,
flavonol, tanen, kumarin, alkaloit, lektin, polipeptit, terpenoid ve esansiyel yaglar gibi
cesitli fitokimyasallar1 ikincil metabolit olarak iiretmekte ve bu bilesenlerin
antimikrobiyal oOzellikleri sayesinde mikroorganizmalar iizerinde etkili olmaktadirlar
(Cowan, 1999). Bu fitokimyasallardan fermantasyon, ekstraksiyon veya distilasyon

yontemleriyle elde edilen esansiyel yaglar; terpen, alkol, keton, fenol, fenolik asit,



aldehit ve ester gruplarimi icermekte olup, bunlarin gidalarda GRAS statiisiinde
koruyucu olarak kullanimina izin verilmektedir (Burt, 2004; Raybaudi-Massilia ve ark.,
2009). Elde edildikleri bitkilerinin tiirii, bitkinin kullanilan kismu1 (yaprak, ¢i¢ek, meyve,
tohum, vb.), kullanilan yontem, cografi faktorler, hasat zaman1 gibi cevresel ve genetik
etmenler, esansiyel yaglarin kimyasal igeriklerinde degisikliklere neden olmakla
birlikte, genellikle yapilarinda timol, Ojenol, karvakrol, sinnamaldehit gibi aktif
bilesenler ile antimikrobiyal etkinlige sahip olduklar1 bildirilmektedir (Quattara ve ark.,
1997; Dorman ve Deans, 2000; Rasooli, 2007; Raybaudi-Massilia ve ark., 2009). Genel
olarak esansiyel yaglar antimikrobiyal aktiviteleri agisindan kiyaslandiginda
keklik otu > karanfil > kisnis > tar¢in > kekik > nane > biberiye > hardal > adacay1
olarak; bilesenleri ise 0©jenol > kavrakrol > sinnamik asit > metil kavikol >
sinnamaldehit > sitral/geraniol olarak siralanmaktadir (Burt, 2004). Parfiim, farmasotik,
alternatif tip ve gidalarda c¢esitli amaclarla binlerce yildir kullanilan bitkilerin
antimikrobiyal fitokimyasallariin elde edilmesinde, basta su olmak {izere ¢esitli alkol
(etanol, metanol, vb.) ¢ozeltilerinde ekstraktlari hazirlanmaktadir. Su ekstraktlarinda;
genellikle polipeptit, lektin gibi, etanol ekstraktlarinda; poliasetilen, sterol, propolis
gibi, metanol ekstraktlarinda ise lakton, fenon gibi aktif bilesenler bulunmaktadir
(Cowan, 1999). Bu ekstraktlarin, 6zellikle aroma maddesi ve koruyucu olarak gida
endiistrisinde yaygin bir kullanim alan1 bulacagi diisiiniilmektedir (Hammer ve ark.,

1999).

Bitkisel kokenli bir Grin olarak sirke, 6zellikle salata gibi Grunlere lezzet katmak
amaciyla kullanilmaktadir. Genellikle iiziim gibi meyvelerden fermantasyon ile iiretilen
sirkenin asitlik diizeyi, fermantasyon siiresince artmaktadir. Sirke, iceriginde basta
asetik asit olmak {izere fenolik bilesenler sayesinde giiclii bir antimikrobiyal etkiye
sahiptir (Entani ve ark., 1997; Zekert, 2009). Bitkisel kaynakl1 bir baska iiriin olan
Camellia sinensis bitkisinin  yapraklarindan elde edilen ¢ay ise patojen
mikroorganizmalar {izerinde polifenol (katesin, izoflavonoid, flavonol, vb.) igerigi
sayesinde inhibitif etkinlik gostermektedir. Cayin antimikrobiyal etkinligi; c¢esidi,
fermantasyon derecesi, lretim teknikleri gibi faktorlere bagli olarak degismektedir
(Hamilton-Miller, 1995; Tiwari ve ark., 2005; Si ve ark., 2006; Wu ve ark., 2007,
Reygaert, 2014).



2.2. Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Bitkisel antimikrobiyallerin, saprofit ve patojen mikroorganizmalar Gzerindeki
etkinlikleri temel olarak iceriklerinde bulunan organik asit ve fenolik maddelerin,
bilesen ve miktarlarina bagli olsa da mekanizmalart heniiz tam olarak ortaya
konamamistir (Brul ve Coote, 1999; Rasooli, 2007; Negi, 2012). Bununla birlikte;
organik asit ve fenolik bilesenlerin yani sira bitkilerde bulunan ¢esitli maddelerde
antimikrobiyal etkinlik gosterebilmektedirler. Ornegin; sarimsagin antimikrobiyal
etkinliginin yapisindaki allisinden kaynaklandigr ve allisinin sarimsak ezildiginde
allinaz enziminin aktivitesi sonucu olustugu belirtilmektedir (Kumar ve Berwal, 1998).
Bakteriler Gzerindeki etkisi —SH gruplariyla etkilesime girmesi veya asetil COA sentetaz
enzimini inhibe etmesine dayanmaktadir (Focke ve ark., 1990; Sallam ve ark., 2004).
Kaynaklar1 farkli olsa da bitkisel antimikrobiyal maddelerin; hiicre zarinin bozulmasi,
esansiyel enzimlerin inaktivasyonu ve genetik materyalin zarar gormesi olmak (zere,
hiicrede 3 noktayr hedefleyerek bakterileri inhibe ettikleri bildirilmektedir (Raybaudi-
Massilia ve ark., 2009).

Bitkisel antimikrobiyallerin etkinlikleri; asitlerin iyonizasyon sabiti (pKa), ¢cozinurlik,
duyusal karakterleri gibi antimikrobiyal maddenin 6zelliklerine; gidanin ¢esidi, pH
degeri ve su aktivitesi gibi c¢evresel faktorlere; hedef mikroorganizmanin cinsi, tiiri,
susu ve baslangig¢ florasi gibi faktorlere bagh olarak degismektedir (Burt, 2004; Negi,
2012; Lucera ve ark., 2012; Juneja ve ark., 2012). Ayrica; bakterilerin Gram
reaksiyonu, inhibisyon (zerinde ©6nemli bir faktér olup, hidrofobik bilesenlerin
difiizyonunu engelleyen lipopolisakkarit dis membrana sahip olan Gram negatif
bakteriler, Gram pozitiflere kiyasla bitkisel antimikrobiyallere karsi daha dayaniklidir
(Rasooli, 2007; Tajkarimi ve ark., 2010; Marija ve ark., 2012).

2.2.1. Organik asitler

Organik asitler; mikroorganizmalarin hiicre duvari, hiicre zari, metabolik enzimleri,
protein sentez sistemleri ve genetik materyallerini hedef alarak antimikrobiyal
etkinliklerini gostermektedirler (Smid ve Gorris, 2007). Laktik asit, sitrik asit, asetik

asit, tartarik asit gibi organik asitler bircok mikroorganizma Ulzerinde antimikrobiyal
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etkinlige sahiplerdir (Rico ve ark., 2007). Gidalarin hidrojen iyonu konsantrasyonunu
(pH) degistirerek mikrobiyal gelisimi kontrol eden organik asitlerin antimikrobiyal
mekanizmasi; asidin ¢esidi (asetik, benzoik vb.), konsantrasyonu, kullanim kosullari,
pH, sicaklik ve mikroorganizmanin yapisindan etkilenmektedir. Bu faktorler arasinda
pH, en onemlileri olup bakteriler genellikle pH 4-9 arasini tolere edebilmektedirler.
Ancak; pek cok bakterinin gelisim icin ihtiya¢ duydugu optimum pH degeri notr

ve/veya nétre yakin araliklar1 igermektedir (Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

Gidalarda bulunan asitlerin bircogu zayif asitler olup bunlar ortamin pH degerine gore
(Lucera ve ark., 2012) iyonize (¢oziilmiis) olmus ve iyonize olmamis (¢cOziinmemis)
halde bulunmaktadir (Brul ve Coote, 1999). Organik asitlerin antimikrobiyal etkinlikleri
diisik pH degerlerinde optimum diizeydedir. Bu durum mevcut pH kosullarinda
asitlerin iyonize olmamis formda bulunmasi ve lipofilik karakteristikleri sayesinde
kolaylikla mikroorganizmanin hiicre zarindan gegerek sitoplazmaya ulasabilmesi
seklinde aciklanmaktadir. Notr pH degerine sahip sitoplazma ortami, asitlendirilmis
hiicre dis1 ortamina gore daha yiiksek bir pH degerine sahip oldugundan asit bu ortamda
notr durumunu koruyamayarak anyon ve protonlara iyonlagsmaktadir (Davidson ve
Harrison, 2002; Ricke, 2003; Rahman, 2007a). Hiicre, icinde biriken H" iyonlarmi
intraseliiler pH degerini korumak i¢in disar1 tasimaktadir. Bu tasima ile birlikte zar
proteinleri, tasima enzimleri denatiire olmakta ve hiicrenin gegirgenligi artmaktadir.
Zarin bozulmasi, aktif tagima ve glikolizin inhibe olmasi, hiicre sinyalizasyonun
etkilenmesi, esansiyel metabolik reaksiyonlarin durmasi ve hiicre i¢inde toksik
anyonlarin birikmesi sonucu mikroorganizma canliligini yitirmektedir (Brul ve Coote,
1999; Davidson, 2001; Doores, 2005; Rahman, 2007b; Raybaudi-Massilia ve ark.,
2009).

2.2.2. Fenolik bilesikler

Bitkisel antimikrobiyal aktivite iizerinde fenolik bilesiklerin de oldukc¢a 6nemli bir yeri
vardir (Dorman ve Deans, 2000). Fenolik bilesiklerin inhibisyon mekanizmasi genel
olarak; sitoplazma zarmin bozulmasi, proton itici giiciin (PMF), elektron akiginin ve
aktif tasimanin yok olmasi sonucu hiicre bilesenlerinin koagiilasyonu seklinde

gergeklesmektedir (Burt, 2004; Rasooli, 2007). Fenolik bilesikler; hiicre zarinin
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gecirgenliginin bozarak riboz, Na glutamat gibi hiicre i¢i makromolekiillerin kaybina
neden olmaktadirlar. Bu bilesikler; elektron tagima, besin alimi, protein ve niikleik asit
sentezi, enzim aktivitesi gibi zar fonksiyonlarini engellemekte ve zar proteinleriyle

reaksiyona girerek fonksiyonelligi ve yapiy1 bozmaktadirlar (Tiwari ve ark., 2009).

Fenolik bilesenlerde hidroksil gruplarinin (-OH) varligi antimikrobiyal etki igin oldukga
onemlidir (Burt, 2004). Hidroksil gruplar1 bakterinin hiicre zariyla reaksiyona girerek
zarin yapisint bozmakta ve hiicresel bilesenlerin sizmasina neden olmaktadir. Bu
gruplar; elektronlar1 lokalizasyonlarini degistirmesi igin tesvik etmekte ve boylece
proton degistiriciler gibi hareket ederek bakteri hiicrelerinin sitoplazma zar1 boyunca
gradientinin azalmasma neden olmaktadirlar. Bu durum; proton itici giiciin (PMF)
cokmesi, ATP depolarinin yok olmasi ve en sonunda hiicrenin Olmesiyle
sonuglanmaktadir. Ayn1 zamanda, -OH gruplar1 enzimlerin aktif bolgelerine baglanarak
mikroorganizmanin hiicre metabolizmasim1 da degistirebilmektedir (Gwayali ve
Ibrahim, 2014). Fenolik bilesenlerin etkisi konsantrasyonlarma bagli olarak
degisebilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda o6zellikle enerji iretimiyle ilgili
enzimlerin  aktivitesini  etkilerlerken, yuksek konsantrasyonlarda proteinlerin
denatiirasyonuna neden olmaktadirlar (Kalemba ve Kunicka, 2003; Lopez-Malo ve ark.,
2005; Tiwari ve ark., 2009).

2.3. Bitkisel Antimikrobiyallerin Etkinlikleri Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Bitkisel antimikrobiyallerin, patojen ve/veya saprofit mikroorganizmalar Uzerindeki
inhibitor etkinlikleri hakkinda literatiirde bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar;
laboratuar kosullarinda besiyeri ortaminda oldugu gibi, ¢esitli gida orneklerinde de

gerceklestirilmis ve bu kapsamda bu iki baglik altinda derlenmistir.
2.3.1. In vitro kosullarda gerceklestirilen baz1 arastirmalar

Son yillarda bilinglenen tiiketiciler, gidalarin giivenliginin ve raf émriiniin artirilmasi
icin kimyasal/sentetik koruyucular yerine dogal maddelerinin kullanilmasini talep
etmektedir. Cesitli meyve ve sebze sularimin antimikrobiyal etkinlige sahip olduklar
bilinmekte olup bir¢ok caligsma ile ortaya konulmustur (Lucera ve ark., 2012).
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Kirmizi iiziim suyu, Listeria tiirleri {izerinde antimikrobiyal etkinlige sahip olup 10
dakikalik muamele sonunda 10°-10° kob/mL diizeyindeki Listeria monocytogenes

sayisini, tespit edilebilecek diizeyin altina indirmistir (Rhodes ve ark., 2006).

Kim ve ark. (2009), kirmiz1 misket {iziim suyunun Escherichia coli O157:H7’ye kars1
antimikrobiyal aktivitesini arastirmislar ve ¢alismada baslangi¢ degeri 7.60 log kob/g
olan patojen miktarmin 37°C’de 4 saat bekleme sonunda 5.00 log azaldigini, 6 saat
sonunda ise hedef mikroorganizmanin tamamen inaktif oldugunu belirtmislerdir. Bebek
mamalarinda biiyiikk problemlere yol acan Cronobacter sakazakii’ye karsi kirmizi
misket Uzlm suyunun etkinliginin test edildigi bir baska ¢alismada ise baslangi¢ dozu
6.50 log kob/g olan iki farkli susun 37°C’de 1.5 saat sonra inaktive edildigi
bulunmustur (Kim ve ark., 2010).

Ryan ve ark. (2001) tarafindan yapilan arastirmada 1:5 oraninda seyreltilmis ahududu
suyunun Salmonella spp., Shigella sonnei ve E. coli’nin de aralarinda bulundugu yedi
bakteri lizerinde inhibitif etki gostererek bu bakterilerin gelismelerini engelledigi tespit

edilmistir.

Degirmenci ve ark. (2012), farkli konsantrasyonlardaki (%100, %50, %10, %1) salgam
suyuna 6.00 log kob/mL dizeyinde ilave edilen E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve L.
monocytogenes’in, salgam suyunun 37°C’de 7 giin depolanmasi sonunda, salgam
suyundaki patojen sayimlarmin 1.00 kob/mL’nin altinda oldugunu bildirmislerdir.
Benzer bir calisma Karabiyikli ve ark. (2012) tarafindan da gergeklestirilmis olup
arastirmacilar, karadut suyunun farkli konsantrasyonlarina (%100, %50, %10, %1) 6.00
log kob/mL diizeyinde inokule edilen E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium’un, karadut
suyunun 37°C’de 7 glin muhafazasi sonunda, bakteri sayilarinin tespit edilebilir diizeyin

altinda oldugunu bildirmislerdir.

Limon suyunun antibakteriyel etkinligi ¢esitli calismalarda bildirilmistir (Tomotake ve
ark., 2006). Aibinu ve ark. (2007), misket limon suyunun 7 Gram negatif (Serratia spp.,
S. Paratyphi, Shigella flexnerri, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Citrobacter spp., E. coli) 2 Gram pozitif (Staphylococcus aureus, E. feacalis) ve 3

anaerobik (Clostridium spp., Bacteroides spp., Porphyromonas spp.) mikroorganizma
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icin antimikrobiyal etkinligini aragtirmig ve bakterilerin inhibisyon zonlarinin 9.00 ile
24.00 mm arasinda degistigini, Onyeagba ve ark. (2004) ise S. aureus, Bacillus spp. E.
coli ve Salmonella spp.’nin olusturdugu inhibisyon zonlarmin 11.00 ile 17.00 mm

arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Taze sikilmis limon suyu iceren cozeltilerin (%100, %75 ve %50) Yersinia
enterocolitica tizerine etkisinin incelendigi ¢alismada, limon sularmin sitrik asit
iceriginin sirastyla %4.50, 4.20 ve 3.30 oldugu belirlenmistir. Patojen mikroorganizma
(10® kob/mL) iizerinde 0. dakikada biitiin konsantrasyonlar yaklasik 2.00 log diizeyinde
azalma saglarken, %100, %75 ve %50’lik limon suyu ¢ozeltileri sirasiyla 15, 30 ve 60.
dakikada bakteri sayisini tespit seviyesinin altina diisiirmiistiir. Ayn1 ¢alismada %5.20
sitrik asit igeren ticari limon sosu da kullanilmis ve 30. dakikada bakteri sayisin1 tespit
edilebilen diizeyin altina indiren bir inhibisyon saglamistir (Sengiin ve Karapinar,

2005h).

Akdeniz bolgesinden toplanan 6 farkli nar g¢esidinden elde edilen nar tanelerinin 7
bakteri (B. megaterium DSM 32, P. aeruginosa DSM 9027, S. aureus Cowan 1,
Corynebacterium xerosis UC 9165, E. coli DM, E. faecalis A10, Micrococcus luteus
LA 2971) ve 3 maya (Kluvyeromyces marxianus A230, Rhodotorula rubra MC12,
Candida albicans ATCC 1023) iizerindeki antimikrobiyal etkinligi, agar difiizyonu ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) yéntemleri ile incelenmistir. Narin denenen
bitiin mikroorganizmalar (izerinde antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu ve bakterilerin
inhibisyon zonlarinmn 13.00-26.00 mm arasinda, MiK degerlerinin ise 30.00 ile >90.00
pg/mL arasinda oldugu bildirilmistir (Duman ve ark., 2009).

Nar suyunun antimikrobiyal aktivitesinin belirlendigi bir ¢alismada; 7 farkli bakteri (B.
coagulans MTCC 3164, B. cereus MTCC 1307, B. subtilis MTCC 6910, E. coli MTCC
732, K.pneumonia MTCC 7028, S. aureus MTCC 7405, P. aeruginosa MTCC) ve 7
farkli kif (Aspergillus niger MTCC 2196, Mucor indicus MTCC 3318, Penicillium
citrinum MTCC 7124, Rhizopus oryzae MTCC 1987, Trichoderma reesei MTCC 3929)
kullanilmistir. Sulu ekstraktlarda bakteri inhibisyon zonlarinin ¢api1 15.00-26.00 mm
arasinda degisirken, en yiiksek etki S. aureus, en disiik etki ise B. subtilis Gzerinde

gozlenmistir. Kiifler i¢in ise inhibisyon zonlarmin g¢apt 10.00-19.00 mm arasinda
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degismekte olup en yiiksek etki A. niger, en disiik etki ise T. reesei Uzerinde
bulunmustur (Dahham ve ark., 2010).

7 farkli nar eksisi drneginin E. coli O157:H7 ve S. aureus bakterileri i¢in MiK degerleri
sirastyla 1:18-1:128 ve 1:8-1:256 arasinda belirlenmistir (Kisla ve Karabiyikli, 2013). 5
farkli nar tiirtine ait tanelerin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa bakterileri izerinde test
edildigi ¢alismada nar tiirlerinin hicbiri E. coli Uzerinde antimikrobiyal etki
gOstermezken, S. aureus ve P. aeruginosa igin inhibisyon zonlar1 1.28-1.92 cm ve 0.82-

1.60 cm arasinda 6l¢iilmiistiir (Opara ve ark., 2009).

Krisch ve ark. (2008), tarafindan siyah frenk iiztimi, kizilcik ve iivez meyve sularinin
antimikrobiyal etkinlikleri B. subtilis, B. cereus ve E. coli iizerinde test edilmistir.
Baglangi¢ inokulim dizeyleri 5.00 log kob/mL olan patojen mikroorganizmalar
Uzerinde siyah frenk Uzumi oldukga etkili olup, B. subtilis %25 gelisme olanagi
bulmasina karsin B. cereus ve E. coli inhibe olmustur. B. cereus’un kizilcik ve iivez
sularinda kontrole gore %50 oraninda gelistigi, tivezin E. coli tzerinde %25 blyime

orantyla kizilciktan daha etkili oldugu bildirilmistir.

Sarimsak, sogan, pirasa, kirmizi biber, bahce turpu ve yaban turpu sebzelerinin suyu 11
bakteri (B. cereus, B. subtilis, Enterobacter aerogenes, E. coli, K. pneumoni, Proteus
vulgaris, P. aeruginosa, S. aureus, S. Typhimurium, Serratia marcescens ve Vibrio
parahaemolyticus) Uzerinde analiz edildiginde 12.00 ile 30.00 mm arasinda degisen

inhibisyon zonlar1 tespit edilmistir (Kivanc ve Kunduhoglu, 1997).

Sarimsak, limon, olgunlagsmamis papaya ve nar suyu 19 farkli cins (B. megaterium, B.
brevis, B. firmus, B. subtilis, B. pumilus, B. pasteurii, S. aureus, S. haemolyticus, M.
lutues, M. sedenterius, M. varians, M. nishinomiyaensis, M. roseus, E. coli, Neisseria
sicca, N. mocosa, N. lactamicus, N. dentrificens ve N. canis) iceren 68 tir
mikroorganizma Uzerinde denenmis ve sirasiyla 32.66, 25.81, 21.25 ve 17.75 mm

capinda inhibisyon zonu gozlenmistir (Saeed ve Tariq, 2006).

Kumar ve Berwal (1998) yaptiklari ¢alismada sarimsagin S. aureus, S. Typhi, E. coli ve

L. monocytogenes iizerinde inhibisyon aktivitesini incelemisler ve incelenen tim
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kiiltiirlerde inhibisyon gdzlemislerdir. Test edilen patojenler icerisinde en duyarli olanin

E. coli oldugunu, en az duyarli olanin ise L. monocytogenes oldugunu bildirmislerdir.

Hint dutu (noni) isimli tropikal bir meyvenin suyu dort farkli Mycoplasma turi
(Mycoplasma fermentans ATCC 19989, M. fermentans P-140, M. pneumoniae ve M.
penetrans HF) lizerinde denenmis ve 2. giinden itibaren herhangi bir koloni tespit
edilmedigi, dolayisiyla da test edilen Mycoplasma turlerinin tamamen inhibe edildigi
bildirilmistir (Rivera ve ark., 2011).

Baharatlar, gidalarda geleneksel olarak lezzet artirici 6zelliklerinin yani sira patojenik
ve saprofit mikroorganizmalar lizerinde antimikrobiyal etkinlik gostererek, gidalarin raf
Omriinii uzatmak igin de kullanilmaktadir (Hsieh ve ark, 2001; Sultanbawa, 2011; Negi,
2012).

Karanfil ve sarimsak, B. sphaericus, S. aureus, S. epidermidis, E. aerogenes, E. coli, P.
aeruginosa, S. Typhi ve S. flexneri olmak iizere 8 farkli mikroorganizmaya kars1 analiz
edilmistir. Sarimsaga kars1 test edilen butin bakterilerde 15.60-30.00 mm ¢apinda
inhibisyon zonu olusurken, karanfile kars1 sadece S. flexneri Uzerinde ortalama 16.25

mm ¢apinda zon olusmustur (Arora ve Kaur, 1999).

Besiyerine %1 oraninda ilave edilen ogiitiilmiis kuru kirmizi chili biberinin L.
monocytogenes (5.00 kob/mL) sayisint %50 oraninda azalttigi belirlenmistir (Leuschner
ve lelsch, 2003).

Hardal yapiminda kullanilan hardal unu; %10 konsantrasyonda iki farkli depolama
sicakliginda (5°C ve 22°C) S. enterica serovar Typhimurium, E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes patojenlerine karsi test edilmistir. Hardal unu; 5°C’de depolamada S.
enterica serovar Typhimurium’u 1., E. coli O157:H7’yi 3. ve L. monocytogenes’i 5.
gunde; 22°C’de depolamada ise S. enterica serovar Typhimurium ve E. coli O157:H7’yi
12., L. monocytogenes’i ise 24. saatte tespit seviyesinin altina disiirmiistiir (Rhee ve
ark., 2003).

Saeed ve Tariq (2005), 6.00 log kob/mL diizeyinde 11 farkli Gram negatif bakteri
tirtne (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B,
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P. mirabilis, P. vulgaris, E. aerogenes, S. dysenteriae, Y. enterocolitica) ait 56 sus
lizerinde nane yapraklari suyunun antimikrobiyal etkisini aragtirmiglar ve denenen
mikroorganizmalar i¢in 16.38-19.00 mm arasinda degisen inhibisyon zonlarimin

olustugunu bildirmislerdir.

Esansiyel yaglar, parfim ve farmasotik alanlarinda kullanimlarinin yani sira gida
tirtinlerinde lezzet verici/artict madde olarak da degerlendirilmektedir. GRAS
statlisiinde olmasina ragmen gidalarda koruyucu olarak kullanimlar1 aromalarindan

dolayi sinirlidir (Burt, 2004; Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

Esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zelliklerini ve bilesimlerini inceleyen bir¢ok ¢aligma
yapilmis olmasmma ragmen mekanizmasini agiklayan detayli bir aragtirma
gerceklestirilmemistir.  Esansiyel yaglarin  antimikrobiyal aktiviteleri tek bir
mekanizmaya bagli olmayip, hiicre ilizerinde bir¢ok hedef noktasinin bulunmasi ve
kimyasal bilesenlerin de farkli gruplar igermesine dayanmaktadir (Burt, 2004;
Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

Esansiyel yaglarin, bakteri hiicresi iizerindeki etki mekanizmalari; hiicre duvarinin
degradasyonu, sitoplazmik zarin ve =zar proteinlerinin zarar gormesi, hiicre
bilesenlerinin sizmasi, sitoplazmanin koagiilasyonu ve proton itici giiclin kaybolmasi
seklindedir. Esansiyel yaglarin etki mekanizmalar1 konsantrasyonlarima bagli olup,
diisiik konsantrasyonlarda enerji tiretimiyle ilgili enzimleri inhibe ederlerken, yiliksek
konsantrasyonda proteinlerin prespitasyonuna neden olmaktadirlar (Kalemba ve

Kunicka, 2003; Burt, 2004; Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

Clostridium perfingens iizerinde test edilen 66 farkli esansiyel yag ve bilesenlerinden 33
tanesinin %>80.00 oraninda inhibisyon olusturdugu (Si ve ark., 2009), sitral, karvakrol
ve geraniol esansiyel yaglarinin 6.00 log kob/mL diizeyindeki E. coli, E. coli O157:H7
ve L. monocytogenes bakterilerine karst ise 500.00 pL/mL konsantrasyonunda

inhibisyona sebep oldugu bildirilmistir (Jeongmok ve ark., 1995).

E. faecium, L. monocytogenes, S. aureus, P. aeruginosa, S. Enteritidis ve E. coli
0157:H7 (10" kob/mL) iizerinde kavrakrol ve linalool esansiyel yaglarmim etkinligi

denenmis ve bakterilerin sirasiyla 12.90-59.50 mm ve 13.50-58.50 mm c¢apinda
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inhibisyon zonu olusturdugu (Ait-Ouazzou ve ark., 2011), keklik otu bitkisinin 3 farkli
tiirline ait esansiyel yaglar1 ve bu yaglarin 2 bilesenin ise (kavrakrol ve timol) 6 farkli
mikroorganizma Uzerinde (E. coli, P. aeruginosa, S. Typhimurium, S. aureus,
Rhizobium leguminosarum ve B. subtilis) 2.00 ile 36.00 mm arasinda inhibisyon zonu

olusturdugu tespit edilmistir (Sivropoulou ve ark., 1996).

Bitki ekstraktlari; parfiim, farmasotik, alternatif tip ve gidalarda ¢esitli amaglarla
binlerce yildir kullanilmaktadir. Cogunlugu GRAS statiisiinde yer alan bitki
ekstraktlarinin gida endiistrisinde aroma maddesi ve koruyucu olarak olduke¢a genis bir
uygulama alanina sahip olacagi diisiiniilmekte olup antimikrobiyal etkinligi yiiksek olan

bazi ekstraktlara ait birgok in vitro ¢alisma yapilmistir (Hammer ve ark., 1999).

Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinligi yapilarinda bulunan farkli bilesenlerin
cesitliliginden kaynaklanmaktadir. Genellikle, antibakteriyel etki; polifenollerin bakteri
zar yiizeyine tutunmasiyla zarin bozulmasi, ardindan hiicre igeriginin sizmasi ve
polifenoller tarafindan hidrojen peroksidin olusmasinin kombine etkisiyle meydana
gelmektedir (Negi, 2012).

Kizilcik, targin ve yabani pirasa (krmen) ekstraktlart karisiminin (1:1:1) igerisinde L.
monocytogenes, S. aureus ve S. Tyhimurium gibi patojen bakterilerin de yer aldig1 15
adet mikroorganizma Uzerinde 9.00-30.00 mm arasinda degisen inhibisyon zonuna
sebep oldugu bildirilmistir (Hsieh ve ark., 2001). Sumak, yapisindaki sitrik ve malik
asitten dolay1 eksi (pH 2.50) tada sahip olan bir baharat olup (Nassar-Abbas ve
Halkman, 2004), Kossah ve ark. (2011) yaptiklar1 bir ¢alismada sumak ekstraktlarinin
(%20 etanol) antimikrobiyal etkinligini 12 farkli mikroorganizmaya karsi test etmisler
ve B. cereus ile Helicobacter pylori’nin denenen ekstraktlara karsi oldukga hassas
oldugunu bildirmislerdir. %7 sumak iceren ekstraktlarda inhibisyon zonunun sirasiyla
20.50 ve 21.00 mm oldugunu belirtmislerdir. Fazeli ve ark. (2007) ise sumak
ekstraktlarimin (su ve etanol), S. aureus, B. cereus, E. coli, S. Typhi, P. vulgaris ve
S. xexneri’ye karsi etkinligini denemis ve olusan inhibisyon zonlarin1 24.00-30.00 mm

arasinda bulmuslardir.
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Etanol (%70) ile hazirlanmig farkli konsantrasyonlardaki (%1, %5 ve %10) bitki
ekstraktlarinin antimikrobiyal, 6-7 log dizeyindeki S. Typhimurium, E. coli O157:H7,
L. monocytogenes’e karst disk difiizyon yontemi ile test edilmistir. Bitki
ekstraktlarindan karanfilin denenen patojenler iizerinde sirasiyla 10.50, 9.10 ve 10.90

mm ¢apinda inhibisyon zon alaniyla en etkili bitki oldugu belirtilmistir (Kim ve ark.,
2011).

Diken dutu, ahududu, frenk Gzumdi, josta Gziima, beyaz dut, kara dut, mirver, ravent ve
kizileik bitkilerinin sulari ile metanol ve suyla hazirlanan ekstraktlar, 10° kob/mL
duzeydeki B. subtilis, B. cereus, E. coli ve S. marcescens bakterilerini inhibe etmis ve
37°C’de 72 saatlik inkilbasyon sonunda herhangi bir bakteriyel gelisme
gozlemlenmemistir (Krisch ve ark., 2008).

Ham muz, limon otu ve zerdecal bitkilerinin hem alkol hem de suyla hazirlanan
ekstraktlari, 10® kob/mL diizeydeki S. aureus ATCC 25921, S. aureus, S. Paratyphi, S.
flexneri, E. coli ATCC 25922, E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis ve P. aeruginosa
tizerinde agar kuyucuk yontemine gore test edilmistir. Ham muz, limon otu ve
zerdegalin alkol ile hazirlanmis ekstraktlar1 biitiin patojenler {izerinde inhibitif etkinlik
gostermis ve Kuyucuk inhibisyon caplari sirasiyla 8.00-31.00, 9.00-26.00 ve 14.00-
26.00 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Suyla hazirlanan ekstraktlarda ise sadece ham muzun bes
tane mikroorganizma iizerinde etkili oldugu ve olusan inhibisyon zonlarinin 15.00-

36.00 mm arasinda degistigi tespit edilmistir (Fagbemi ve ark., 2009).

Salgamdan etanol ile elde edilen ekstraktlarin B. subtilis, S. aureus, P. aeruginosa ve E.
coli bakterileri tizerindeki etkinligi denendiginde, olusan inhibisyon zonlarinin ¢apinin

PO

ise 6.00 ile 16.00 mm arasinda degistigi bildirilmistir (Beltagy, 2014).

Nar ekstraktlarinin ii¢ farkli Streptococci susu lizerindeki minimum inhibisyon
degerlerinin aragtirildig1 ¢aligmada sonuglarin 1:1 ve 1:1024 arasinda oldugu ve etkili
konsantrasyonun oldukca genis bir degere sahip oldugu goriilmiistiir (Vasconcelos ve
ark., 2006). Shim ve Kyung (1999) yaptiklari ¢alismada sarimsak ekstraktlarinin (sulu),
Serratia spp., Bacillus spp. Pseudomonas spp. Enterobacter spp. ve Kluyvera spp.

cinslerine ait otuz dokuz mikroorganizma tiirii i¢in MIK degerlerinin %1.50-10
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arasinda, Ruddock ve ark. (2005) ise S. aureus ve E. faecalis i¢in MiK degerlerinin

10.00-100.00 mg/mL arasinda oldugunu ifade etmislerdir.

Nar kabuklarindan metanol ile hazirlanan ekstraktlarin 7 mikroorganizma (L.
monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 6538, B. subtilis ATCC 6633, K.
pneumoniae ATCC 10031, E. coli ATCC 10536, S. Enteritidis ATCC 4931, Y.
enterocolitica ATCC 23715) i¢in MIK degerleri 0.25 ile 4.00 mg/mL arasinda
bulunmustur (Al-Zoreky, 2009).

Gidalarda kullanilan diger bir ingredient olan sirke de hem Gram pozitif hem Gram
negatif bakteriler Gzerinde antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Entani ve ark., 1997).
Sirke, mikroorganizmalarin hiicre zarma niifuz ederek zarar vermekte ve hiicre
icerisinde iyonlasarak, H+ birikmesine, dolayisiyla proton itici giiciin kaybolmasina
neden olmaktadir (Zekert, 2009). Rutala ve ark. (2000) ticari sirke 6rneklerinin; S.
aureus ve E. coli Uzerinde 3.00 log, P. aeruginosa ve S. Choleraesuis lzerinde ise 6.00
log diizeyinde azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir. Beyaz sirkenin E. coli’nin dort
farkli susu tizerine antimikrobiyal etkinliginin test edildigi bir ¢alismada 10" ile 10°
hiicre/mL bakteri iceren Typtic Soy Broth besiyeri kullanilmis ve sirkenin biitiin suslar
tizerinde %20 oraninda inhibisyon sagladigi belirtilmistir (Vijayakumar ve Wolf-Hall,
2002a). Enterococcus tiizerinde 5 dakikalik sirke uygulamasinin hiicre sayisinda
3.70-5.3 log kob/mL diizeyinde azalma sagladig1 ortaya konulmustur (Rutala ve ark.,
2000).

Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindan elde edilen ¢ay; mikroorganizmalarin hiicre
duvar1 Ozelliklerine gore degismekle birlikte, S. aureus, V. parahemolyticus, C.
perfringens, B. cereus gibi patojen mikroorganizmalara karsi hem besiyerinde hem de
gidalarda genis bir antibakteriyel etkiye sahiptir (Tiwari ve ark., 2005). 9.09-94.61
mg/mL oranlarinda hazirlanan ¢ay ekstraktlari, baslangi¢ inokiiliim diizeyleri 3.48 ile
7.74 log kob/mL olan alti adet mikroorganizmaya kars1 [S. Typhimurium 1402/84, S.
Typhi, S. Typhi Ty2a, S. dysenteriae, Y. enterocolitica C770, E. coli (EPEC P2 1265)]
test edilmis ve 4°C’deki inkiibasyonun 16. saatinden itibaren denenen biitiin
mikroorganizmalarin sayisi tespit edilebilecek diizeyin altinda bulunmustur (Tiwari ve

ark., 2005).
18



2.3.2. Gidalar iizerinde gerceklestirilen bazi arastirmalar

Bitkisel antimikrobiyallerin etkinligi in vitro kosullarda bir¢ok calisma ile ortaya
konmustur. Bu boliim altinda bu antimikrobiyallerin c¢esitli gida sistemlerindeki

inhibitdr etkinlikleri ile ilgili caligmalara yer verilmistir.

Koruk suyunun antimikrobiyal etkinligi iizerine yapilmis bir ¢alismada maydanoz ve
salatalik 6rneklerine ilave edilen iki farkli S. Typhimurium susu (10° kob/mL) (izerinde
koruk suyunun yaklasik olarak 2.50 log kob/g azalma sagladigi bildirilmistir. Calismada
kullanilan koruk suyu farkli yontemler kullanilarak labaratuar kosullarinda tiretilmis

olup %2.80 tartarik asit icermektedir (Karapinar ve Sengiin, 2007).

S. Typhimurium ile inokiile edilmis roka orneklerinde limon suyunun antimikrobiyal
etkinligi belirlenmistir. Diisiik inokiilasyon diizeyinde (3.00 log) 60 dakika uygulama
siiresi sonunda rokada bakteri diizeyi tespit edilebilen miktarin altina diismiistiir

(Sengiin ve Karapinar, 2005a).

Limon suyu ile yapilmis bir diger c¢alismada, %13 konsantrasyondaki limon suyu
(%0.60 sitrik asit, rekonstittiye) gobek (iceberg) marul 6rneklerindeki E. coli tizerinde

2.60 log diizeyinde azalma saglamistir (Vijayakumar ve Wolf-Hall, 2002b) .

Cig kofte orneklerine inokiile edilen S. Enteritidis ve E. coli zerinde taze limon
suyunun ilave edilen miktar ve uygulama siiresiyle uyumlu olarak inhibisyon degerleri
artmis olup bu patojenler iizerinde sirasiyla 0.10-1.70 log kob/g ve 0.10-2.10 log kob/g
diizeyinde azalma sagladigi bildirilmistir (Bingol ve ark., 2011).

Nar drdnlerinin; gidalarin (marul, yesil sogan, maydanoz, kisir) dogal florasi ve 2
patojen mikroorganizma ile (S. aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7 ATCC 43895)
inokiile edilmis ayn1 gida drnekleri tizerindeki antimikrobiyal etkinligi tespit edilmistir.
Nar drunleri ile 10 dakika muamele sonucunda yesil yaprakli sebzelerin baslangi¢
florasinda 2.00-3.00 log, kisir 6rneginde ise 3.00-4.00 log azalma gézlenmistir. Patojen
mikroorganizmalarin baslangi¢ miktar1 marul ve maydanoz 6rneklerinde 4.00 log kob/g,
yesil soganda 2.50 log kob/g olarak belirtilmistir. Test 6rnekleriyle 10 dakikalik islem
sonucunda S. aureus biitiin gidalarda 1.00 log kob/g’mn, E. coli ise marulda 1.00 log
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kob/g’1n, yesil sogan ve maydanozda 2.00 log kob/g’n altina diismiistiir (Karabiyikli ve
Kisla, 2012).

Yenibahar, defne, kimyon, kisnis, ¢emen, meyan, keklik otu, biberiye, karanfil,
sarimsak, maydanoz, limonotu, adacayi, zencefil, karabiber, kirmiz1 biber, vanilya gibi
baharatlarin patojen ve saprofit mikroorganizmalara karsi inhibitif 6zellikleri birgok

calisma ile ortaya konmustur (Burt, 2004; Tajkarimi ve ark., 2010).

Toz tar¢in, pastorize edilmis elma suyuna ilave edildiginde L. monocytogenes sayisini
4.00-6.00 log kob/mL, E. coli O157:H7 sayisin1 ise 1.60-2.00 log kob/mL diizeyinde
azalttig1 tespit edilmistir (Yuste ve Fung, 2002; Ceylan ve Fung, 2004). Ferrante ve ark.
(2007), vanilyanin portakal suyunda L. monocytogenes sayisini1 2.00-3.00 log kob/mL
dizeyinde azalma sagladigi bildirmislerdir. Domates suyunun dogal florasi {izerinde
nanenin (%0.10-%1.20) etkinliginin test edildigi bir ¢alismada baslangi¢ florasinda
4.77- 8.34 kob/mL arasinda inhibisyon gozlemlenmistir (Nguyen ve Mittal, 2007).

Cig tavuk sosislerinde yapilan calismada sosislere taze sarimsak ve sarimsak tozu ilave
edilerek raf dmurlerinin uzatilmasi amaglanmis ve sosisler 3°C’de depolanarak belirli
araliklarla toplam aerobik bakteri sayimi1 gergeklestirilmistir. Orneklerin raf dmriiniin 21
giine ¢iktigr ve toplam aerobik bakteri sayilarinin kontrole gore belirgin bir fark

olusturacak sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir (Sallam ve ark., 2004).

Genellikle; biberiye, adagayi, feslegen, kekik, karanfil, sarimsak, sogan, kimyon,
rezene, maydanoz, biber, ve kakuleden elde edilen ve yapilarinda timol, 6janol,
kavrakrol, sinnamaldehit gibi aktif bilesenler igeren esansiyel yaglarin antimikrobiyal
etkinlige sahip olduklart belirtilmektedir. (Quattara ve ark., 1997; Dorman ve Deans,
2000; Rasooli, 2007; Raybaudi-Massilia ve ark., 2009).

Esansiyel yaglarin ya da bilesenlerinin antimikrobiyal etkinligi in vitro arastirmalarin
yani sira et, balik, sebze, meyve, piring ve siit iirtinleri gibi ¢esitli gida 6rneklerinde de
bircok c¢alisma ile belirlenmistir (Hammer ve ark., 1999; Ozcan ve Erkmen, 2001;
Valero ve Salmero'n, 2003; Gutierrez ve ark., 2009). Dilimlenmis, firinda kizarmis sigir
filetosu ve tavuk gogsii drnekleri (25g gida:0.10 ml 6janol oraninda) §janol ile muamele

edilmis ve Gjenoliin L. monocytogenes Uzerinde 1.50-3.00 log dizeyinde inhibisyon
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sagladig gozlenmistir (Hao ve ark., 1998). %0.05 diizeyinde kekik yagi ile kaplanmig
Asya deniz levreginin dogal florasinda kekik yagi 1.50-3.00 log, %0.50-3.00 oraninda
kavrakrol igeren c¢ozeltiye daldirilmis kiip seklindeki kirmizi orfoz baligindaki S.
Typhimurium Gzerinde kavrakroliin 1.50-3.00 log diizeyinde azalmaya neden oldugu
tespit edilmistir (Kim ve ark., 1995; Harpaz ve ark., 2003). Karanfil yaginin
(%0.50-1.00) Mozarella peynirindeki L. monocytogenes’in sayisin1 1.50 log kob/g’a
kadar, keklik otu yaginin (%0.70-2.10) ise patlican salatasindaki E. coli O157:H7’nin
sayisint 1.50-3.00 log diizeyinde inhibe ettigi bildirilmistir (Skandamis ve Nychas,
2000; Vrinda Menon ve Garg, 2001). Kavrakrol ve sinnamik asit ile hazirlanmig
¢ozeltiye daldirilan kivi 6rneklerinin dogal florasinda her iki etken madde de kontrol ile
kiyaslandiginda 3.00 log birimden fazla azalma gostermistir (Roller ve Seedhar, 2002).

Mersin yag1 (750 ppm) S. Typhimurium ile inokiile edilmis iceberg marul drneklerine 5
dakika siire ile uygulandiginda mikroorganizma sayisinda 1.42 log kob/g azalma
saglamistir (Giindiiz ve ark., 2009). Bir baska ¢alismada ise Salmonella spp. bakterileri
ile inokiile edilmis iceberg marul 6rnekleri keklik otu yagi (500 ppm) ile 1 dakika, 5
dakika ve 10 dakika muamele edilmis ve siireye bagli olarak sirastyla 1.30, 1.65 ve 2.28
log kob/g azalma gozlenmistir (Glindiiz ve ark., 2012).

Ardig, mercankdsk, adagayr ve limondan elde edilen esansiyel yaglar; hem berrak hem
de bulanik elma sularina ilave edilmis ve 3 farkli maya kiiltirii (Pichia anomala,
Saccharomyces cerevisiae ve Schizosaccharomyces pombe) iizerinde MIK degerleri

0.50 ile 4.00 pl/mL arasinda bulunmustur (Tserennadmid ve ark., 2011).

Hoque ve ark. (2008), tavuk kiymasini L. monocytogenes ile (6.25 log kob/g) kontamine
etmis, ardindan karanfil ve tar¢in yagi (%5, %10) ilave etmislerdir. Kiyma ornegi,
18°C’de 15 giin boyunca saklanmis ve depolamanin belirli araliklarinda (0, 1, 3, 5, 7,
10, 15. giin) 6rnek alinarak bakteri sayimi gergeklestirilmistir. Depolamanin 1. giinlinde
tarcin yagi (%5) L. monocytogenes sayisini 4.75 log kob/g diizeyine azaltirken, karanfil

yag1 (%10) bakteriyi tamamen (<1.00 log kob/g) inhibe etmistir.

Ekstraktlarin; konvansiyonel gida katki maddelerine, koruyuculara ve dezenfektanlara

kars1 alternatif ¢oziimler sunabilecegini gosteren ¢esitli arastirmalar yayinlanmistir
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(Marija ve ark., 2012). Biberiye ekstraktlarinin kullanildigi bir ¢aligmada ekstraktlar,
kofte bilesimine 9%0.10-0.25 diizeyinde ilave edilmis ve 11 gida kaynaklh
mikroorganizmaya kars1 etkinlikleri test edilmistir. Calismada mikroorganizmalarin
11.19-28.10 mm arasinda degisen inhibisyon zonuna sahip olduklar1 gozlenmistir
(Fernandez-Lépez ve ark., 2005). S. Typhimurium ile inokiile edilmis domates
orneklerinin, suyla ekstrakte edilen sumakla muamelesi sonucunda %1, %3 ve %4
konsantrasyonunda sumak igeren ekstraktlarin, domateslerdeki patojen iizerinde
sirastyla 1.01, 2.22 ve 2.38 log kob/domates diizeyinde azalma sagladigi bulunmustur
(Gunduiz ve ark., 2010a). Dekontaminasyon amaciyla tavuk kanatlarinda kullanilan
sumak ekstrakti ise fekal koliform bakteriler iizerinde 10 dakika uygulama sonunda 1.00

log kob/g azalma saglamistir (Gulmez ve ark., 2006).

Yagsiz et, farkli oranlara sahip (2.70, 5.40, 10.80 mg) sarimsak ekstraktiyla (%80
etanol) muamele edilmis ve ardindan 4°C’de muhafaza edilmistir. Baslangicta sarimsak
ekstraktlar1 P. vulgaris, B. cereus, B. subtilis, S. aureus ve E. coli Uzerinde inhibitif etki
gostermesine ragmen depolamanin 6. giiniinde bakteri sayilarinda artis gozlenerek

inhibisyonun bakteriyostatik oldugu bildirmistir (Ifesan ve ark., 2014).

Etanol (%70) ile elde edilmis karanfil ekstraktinin farkli konsantrasyonlari (%1, %5 ve
%10) hazirlanmis ve antimikrobiyal etkinligi 6.80, 6.70 ve 5.31 log kob/g diizeyindeki
S. Typhimurium, E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes ile kontamine edilmis marul
ornekleri lizerinde test edilmistir. Marul ornekleri; patojen kontaminasyonun ardindan
karanfil ekstraktlar1 ile 0, 1, 3, 5 ve 10 dakika muamele edilmistir. %10
konsantrasyonundaki karanfil ekstraktinin 3 dakika iginde 3.00 log birimlik inhibisyon
sagladig bildirilmistir (Kim ve ark., 2011).

Cig tavuk etlerinin marinasyonu i¢in yesil ¢ay ve zerdecalin su ile, limonun ise etanol
ile hazirlanan ekstraktlart kullanilmigtir. Et 6rnekleri, Campylobacter jejuni ve S.
Enteritidis ile 10" kob/g olacak sekilde kontamine edilmis ve marinasyonun 24. saatinde
limon ekstrakti; 36. saatinde ise yesil cay ekstrakti C. jejuni hiicrelerinin tamamini
inhibe etmistir. S. Enteritidis hiicreleri ise marinasyonun 36. saatinde limon ve zerdecal

ekstraktlari ile inhibe edilmistir (Murali ve ark., 2012).
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Chili biberinden elde edilen ekstrakt (0.02-5.00 mL/100g), 10° kob/g P. aeruginosa
iceren kiyma orneklerine ilave edilip homojenizasyon saglandiktan sonra 7°C’de 7 giin
boyunca depolanmistir. Muhafazanin belirli giinlerinde (1., 3., 5. ve 7. gilin) 6rnek
alinarak analiz gergeklestirilmistir. 4.00 ve 5.00 mL/100 g diizeyinde ekstrakt iceren
orneklerde depolamanin 3. giinlinde bakterilerin tamaminin inhibe oldugu bildirilmistir

(Careaga ve ark., 2003).

Kekik ve biberiye hidrosolleri, E. coli O157:H7 ile 5.90 log kob/g diizeyde inokile
edilen elma dilimlerine 20 dakika boyunca uygulandiginda hidrosoller denenen patojen

tizerinde sirasiyla 1.42 ve 1.33 log kob/g diizeyinde azalma saglamistir (Tornuk ve ark.,

2011).

Keklik otu yagi (75 ppm), iceberg marul 6rneklerine tutundurulmus S. Typhimurium
tizerinde test edilmis ve baslangi¢ diizeyi 3.29 log kob/g olan patojen sayis1 20 dakika

uygulama siiresi sonunda 1.03 log kob/g olarak tespit edilmistir (Gilindiiz ve ark.,
2010b).

Yesil soganda S. Typhimurium’un inhibisyonu i¢in liziim sirkesi kullanilmis ve 60
dakikalik uygulama sonunda yaklasik 3.00 log diizeyinde inhibisyon gozlenmistir
(Sengiin ve Karapinar, 2005a).

Havuglarda S. Typhimurium’un inhibisyonu iizerine yapilan bir ¢aligmada, inokiilasyon
diizeyi 6.00 ve 3.00 log kob/g diizeyinde tutuldugunda, sirkeli suya (%4.03 asetik asit)
60 dakika daldirma isleminin patojen hiicre sayisin1 yiiksek dozda 3.58 log kob/g ve
diisiik dozda 3.33 log kob/g azalttigi bildirilmistir (Sengun ve Karapinar, 2004).

S. sonnei ile inokile edilen maydanozlar, %5.20 asetik asit iceren sirke ile 21°C’de 5
dakika muamele edilmis ve bakteri popiilasyonunda 6.00 log kob/g azalma gdzlenmis,
sirkenin asetik asit icerigi %7.60’ya ¢ikarildiginda ise ayni sartlarda bakteri sayisinin
tespit edilebilir diizeyin altinda oldugu bildirilmistir (Wu ve ark., 2000).

Y. enterocolitica (10’ kob/g) iceren maydanozlar %40’lik sirke ¢ozeltisine 15 dakika
daldirilmis ve sirke patojen mikroorganizma {izerinde bakterisidal etkisini gostermistir

(Karapinar ve Gonil, 1992).
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Pirin¢ sirkesinin (%5), marula inokule edilen E. coli O157:H7’ye kars1 aktivitesinin
arastirildig bir calismada, sirke ile 5 dakika boyunca oda sicakliginda muamele edilen

marul 6rneklerindeki bakteri sayisinda 3.00 log diizeyinde azalma goriilmiistiir (Changa

ve Fangb, 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Koruk Urinleri

Bu calismada; koruk firiinleri olarak koruk suyu ve koruk eksisi kullanilmistir. Bu
amagla cesitli yorelerden temin edilen farkl: iziim cinslerine ait koruklardan laboratuvar
kosullarinda geleneksel regetelere gore tretilmis trtinler (1, 4, 5 ve 8), degisik
yOrelerden temin edilmis ev yapimu triinler (2, 3, 6 ve 7) ve farkli firmalarin pazara

stirmiis oldugu ticari trtinler (9 ve 10) kullanilmustir.

Geleneksel iiretim basamaklari; koruklarin yikanmasi, tanelenmesi, mutfak tipi robottan
gecirilerek suyun cikarilmasi, siiziilmesi, istenilen miktarda tuz ilavesi, karistirma,
siselere dolum, istege bagli olarak zeytinyagi ilavesi ve ardindan buzdolabinda
saklanmasi1 seklindedir. Endiistriyel iiretiminde ise elde edilen tane suyu konsantre
edilerek depolanmaktadir. Uretimde ise konsantre Uriin hedeflenen oranda
seyreltilmekte ve tekrar 1s1l islem uygulanmaktadir. Uriinlere dolumdan sonra
pastorizasyon yapilmakta ve bodylece endiistriyel iiretim hattinda toplam ii¢ kez 1s1l

islem uygulanmis olmaktadir.

Bu ¢alisma kapsaminda temin edilen Urlinler 1s1 korumali cantalarda laboratuvara
getirilmiglerdir. Laboratuvar kosullarinda firetilen ve piyasadan temin edilen tim

urlinler analize alinana kadar -80°C’de muhafaza edilmislerdir.

Uriinlerin temin edildigi bélgelere ve iiriin iceriklerine iliskin detaylar Cizelge 3.1°de
sunulmus olup, geleneksel yontemler dogrultusunda hazirlanmis olan koruk eksisi ve

koruk suyuna ait Gretim basamaklar1 Boliim 3.2.’de detaylar1 ile verilmistir.
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Cizelge 3.1. Koruk urunleri plani

URUN URUN URETIM

. . CESIT ICERIK URETIM SEKLI
CESiDi NO YERI
Laboratuvar
, ) Koruk suyu,
1 Izmir Yediveren Kosullarinda
Tuz (%0.4) .
Uretim
Koruk suyu,
2 Antalya Margaz Tuz (~%0.4), Geleneksel Uriin
5 Zeytinyagi (~%3)
2 Koruk suyu,
wn .
v 3 Antalya Miiskiile Tuz (~%0.4), Geleneksel Urlin
-]
% Zeytinyag1 (~%3)
X Laboratuvar
4 Ankara Kalecik Karas1 Koruk suyu Kosullarinda
Uretim
Laboratuvar
] Koruk suyu,
5 Tokat Narince , Kosullarinda
Zeytinyag1 (%3) -
Uretim
Koruk suyu,
6 Aydin Yediveren Tuz (~%0.4), Geleneksel Uriin
Zeytinyagi (~%3)
Koruk suyu,
7 Aydin Yediveren Tuz (~%0.4), Geleneksel Uriin
— Zeytinyagi (~%3)
Z
@ ] Laboratuvar
= Amerikan
v 8 Tokat o Koruk suyu Kosullarinda
= Kok N
I~ Uretim
o
N> L Cabernet
Ticari . . T
9 ) Sauvignon, Koruk suyu Endstriyel Uretim
Firma 1 ]
Shiraz,Merlot
o Cabernet
Ticari ] Koruk suyu, L
10 ) Sauvignon, Endstriyel Uretim
Firma 2 Tuz (%0.5)

Shiraz,Merlot
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3.1.2. Gida ornekleri

Tez calismas1 kapsaminda gida denemelerinde kullanilmak {izere, 1s1l islem gérmeden
tiikketilen salata iirlinlerini temsil etmesi ve koruk {iiriinleri ile birlikte kullanim olanagi
olmas1 gibi faktorler gbz oniinde bulundurularak, marul (Lactuca sativa) ve havug
(Daucus carota) tercih edilmis olup, ayrica sivi bir gida 6rnegini temsilen de domates
(Solanum lycopersicum) suyu kullanilmistir. Ayrica; marul ornekleriyle yaprak, havug
ornekleri ile ise kok seklindeki iki farkli gida 6rnegi secilerek hem yapisal hem de dogal

mikrofloranin denemelere etkisi hakkinda da bilgi edinilmeye ¢alisilmistir.

Marul ve havug ornekleri yerel bir siipermarketten temin edilerek analize alinana dek
4°C’de ve en fazla 24 saat siire ile muhafaza edilmistir. Domates suyu olarak ticari bir
isletme (Tamek Gida ve Konsantre San. Tic. A.S.) tarafindan firetilerek 1000 mL’lik
tetrapak ambalajlarda “%100 domates suyu” ibaresi ile piyasaya sunulmus Ornekler
tercih edilmis ve analize alinana dek ambalaj biitiinliigli bozulmadan 4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.1.3. Test kulttrleri

Tez kapsaminda patojen testleri i¢in test kiiltiirleri olarak T.C. Gida, Tarim ve
Hayvancilik Bakanligi, Tokat Gida Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii’'nden temin edilen
L. monocytogenes (ATCC 19115), S. aureus (ATCC 25923), S. Typhimurium (ATCC
14028), E. coli (ATCC 25922) ve B. cereus (ATCC 10876) kullanilmistir. Bakterilerin,
stok kalturleri %20 gliserol (Merck, 1.04092.2500, Almanya) igceren Brain Hearth
Infusion Broth (BHIB, Lab M, LAB 049, ingiltere) besiyerinde -80°C’de muhafaza
edilmistir. Analizler 6ncesi L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium ve E. coli
37+£2°C’de, B. cereus 30+£2°C’de 18-24 sa BHIB besiyerinde iki kez gelistirilerek aktive
edilmislerdir. Aktive edilen kiiltiirler 6n denemelerle belirlenmis olan ve analizler igin

gereken siirelerde gelistirilerek logaritmik fazda denemeye alinmistir (EK-1).
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3.2. Yontem

3.2.1. Koruk suyu tretimi

Geleneksel yontemler baz alinarak laboratuvar kosullarinda koruk suyu iiretimi
amaciyla temin edilen koruklar sap, ¢op gibi yabanci maddelerden arindirmak igin
ayiklanmig, ardindan sehir sebeke suyu ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Taneler
katt meyve sikacagindan (Bosch Type CNCJ03, Almanya) gecirilerek posasindan
ayrilmistir. Bu sekilde elde edilen koruk suyu, zeytinyagi ve/veya tuz ilave edilmeden
aseptik sekilde steril siselere aktarilmistir. Dolumun ardindan 1 kodlu Uriine tuz (%0.4),
5 kodlu Griine %3 oraninda zeytinyagi eklenmistir (Cizelge 3.1). Buttn trunler analize
alinana dek -80°C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).

3.2.2. Koruk eksisi iiretimi

Geleneksel yontemler baz alinarak laboratuvar kosullarinda koruk eksisi iiretimi
amaciyla temin edilen koruklar sap, ¢op gibi yabanci maddelerden arindirmak igin
ayiklanmig, ardindan sehir sebeke suyu ile yikama islemi gerceklestirilmistir. Taneler
kat1 meyve sikacagindan gecirilerek posasindan ayrilmistir. Bu sekilde elde edilen tane
suyu 97°C'de 5 dakika siire ile kaynatilmistir. Isil islem gormiis koruk sulari koruk
eksisi olarak adlandirilmis ve zeytinyagi ve/veya tuz ilave edilmeden aseptik sekilde
siselere aktarilmistir (Cizelge 3.1). Butln drlnler analize alimana dek -80°C’de

muhafaza edilmistir (Sekil 3.1).
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KORUK TEMINI

v
[ AvikLama |
v
| YIKAMA |
v
SIKMA —] POSA
+
KORUK SUYU
——— T
-— __ —_—
ISIL iSLEM S
(97°C 5 dak.) i Tuz/Zeytinyaf)
. : ilavesi :
KORUK TllZf_Zl:)’tin}’af_’,l - Sy KORUK
- i ilavesi | DOLUM |
EKSISI ' 3 - SUYU
poLtm | [ peroLama |
[ peErOLAMA |

Sekil 3.1. Koruk Urtnleri dretimi igin laboratuvar kosullarinda uygulanan akis semasi

3.2.3. Mikrobiyolojik ve fizikokimyasal analizler

3.2.3.1. Koruk iirtinlerinin mikroflorasinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda analize aliman koruk friinlerinin ilk olarak mevcut mikrobiyal
florasinin belirlenmesi amaclanmistir. Bu amagla, genel mikrobiyal profili belirlemek
amaciyla toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi, toplam psikrofilik aerobik bakteri
sayimi1 ve laktik asit bakteri sayimi yapilmistir. Uriiniin yasal limitlere uygunlugunun
amaciyla Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi (TGK, 2011), Madde 1.9. “Meyve sulari, alkolsiiz igecekler ve

degerlendirilebilmesi Mikrobiyolojik  Kriterler
benzerlerinde” belirtildigi sekilde “Dogrudan sikilmig, pastorize edilmemis, sogukta
muhafaza edilmesi gereken, tiiketime hazir meyve ve sebze sular1” i¢in Salmonella, L.
monocytogenes, E. coli O157 analizleri, Madde 1.15. “Diger gidalarda’ belirtildigi
sekilde “Salata ve yemek soslari, domates bazli soslar (ketcap, soya sosu, hardal, nar
eksisi vb dahil)” i¢cin yukarida adi gecen analizlere ek olarak maya ve kiif analizleri,

Madde 2.5. “Tiiketime hazir pastorize edilmemis meyve ve sebze sular1” i¢in ise ek

olarak E. coli analizi yapilmistir. Uriinlerin iiretim kosullarmin degerlendirilebilmesi
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icin hijyen indikatorii olarak toplam ve fekal koliform bakteri sayisinin tespiti

yapilmistir. Buna ilaveten hem {iriinlin giivenligini ortaya koymak hem de ¢alismanin

ilerleyen asamalarinda test edilmesi planlanan patojenler agisindan da iiriiniin

kontroliinii saglamak icin C. perfringens, B. cereus ve S. aureus sayimlart yapilmistir.

Tum bu kriterler gozetilerek trtntn mikrobiyal profilinin belirlenmesi icin uygulanan

mikrobiyolojik analizler Cizelge 3.2°de ve tebligde yer alan degerler Cizelge 3.3°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Uriinlerin mikrobiyolojik profilinin belirlenmesine yénelik analiz plant

ANALIZ ADI

ANALIZ GEREKCESI

Toplam mezofilik acrobik bakteri sayimi

Genel mikrobiyal profilin belirlenmesi

Toplam psikrofilik aerobik bakteri sayimi1

Uriinlerin sogukta depolama kosullarinda
mikrobiyal profilin belirlenmesi

Maya-kiif sayimi

TGK, 2011- Madde 1.15

Laktik asit bakteri sayimi

Genel mikrobiyal profilin belirlenmesi

Bacillus cereus sayimi1

fleriki analizlerde test edilecek patojenin
kontrol

Clostridium perfringenes sayimi

Urlin giivenligi

Staphylococcus aureus sayimi

lleriki analizlerde test edilecek patojenin
kontrolii

Toplam koliform bakteri sayimi

Hijyen indikatori

Fekal koliform bakteri sayimi

Hijyen indikatori

Escherichia coli varlig

TGK, 2011- Madde 1.15

Escherichia coli O157:H7 aranmasi

TGK, 2011- Madde 1.9

Listeria monocytogenes aranmast

TGK, 2011- Madde 1.9

Salmonella spp. aranmasi

TGK, 2011- Madde 1.9

Cizelge 3.3. Tiirk gida kodeksi mikrobiyolojik kriterler yonetmeligi (TGK, 2011)

Mikroorganizmalar/

Numune -
Limitler '

ek toksinler/ metabolitler alma plan
€ m M
1.15.5. Salata ve yemek soslari, Maya ve kuf 5 2 10° 10°
domates bazli soslar (ketgap, soya 0/25 g-
sosu, hardal, nar eksisi vb dahil) Salmonella 5 0 mL
2.5.2. Tu'ketlme hazir pastorize E coli 5 2 102 10°
edilmemis meyve ve sebze sulari
0/25 g-
Salmonella 5 0
1.9.1. Dogrudan sikilmis, pastorize mL
edilmemis, sogukta muhafaza 0/25 g-
edilmesi gereken, tiiketime hazir L. monocytogenes 5 0 mL
meyve ve sebze sulari E. coli 0157 5 0 O/EnSLg-

n: Numune sayist; ¢: m ile M limiti arasinda degere sahip olmasina izin verilen numune sayist

" kob: Koloni olusturan birim (kat1 besiyerinde)




3.2.3.1.1. Koruk urinlerinin mikrobiyolojik analizler i¢in hazirlanmasi

Toplam mezofilik aerobik ve toplam psikrofilik aerobik bakteri, maya-kuf, laktik asit
bakterisi, B. cereus, C. perfringens, S. aureus sayimi ile toplam koliform ve fekal
koliform bakteri sayimlarinda kullanilacak koruk {iriinleri agagida belirtildigi sekilde

analize hazirlanmstir.

Aseptik kosullarda 10 mL koruk 6rnegi stomacher posetine aktarilmis ve tizerine 90 mL
%0.1’lik peptonlu su (PW, Merck, 1.07224, Almanya) eklenip 1 dakika sureyle
stomacher cihazinda (IUL 707/470 Instruments, Ispanya) homojenize edilmistir.
Diltsyonlar, % 0.10’lik PW kullanilarak desimal olarak hazirlanmistir. Bu kisim i¢in

belirleme limiti <1'dir.

3.2.3.1.2. Toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB) sayimi

Bolim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan diliisyonlardan Plate Count Agar
(PCA, Lab M, LAB149, Ingiltere) igeren petrilere yayma plak ydntemiyle ekimler
yapilmis ve petri kutular1 35+2°C’de 48 saat inkube (Binder, BD23, Almanya)
edilmistir. Inkiibasyon sonunda 25-250 arasinda koloni iceren kiiltiirler degerlendirmeye

alinmis ve sonugclar log kob/mL olarak sunulmustur (FDA-BAM online, 2001a).

3.2.3.1.3. Toplam psikrofilik aerobik bakteri (TPAB) sayimi

Boliim 3.2.3.1.1°de anlatildig: sekilde hazirlanan diliisyonlardan PCA besiyerine yayma
plak yontemi kullanilarak ekim yapilmis ve petriler 6.5+2°C’de 10 giin stre ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloniler sayilarak sonuglar log kob/mL olarak

verilmistir (ISO 17410:2001, 2001).

3.2.3.1.4. Maya- kiif sayimi

Boliim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan diliisyonlardan yayma plak yontemi ile
%10 tartarik asit (Merck, 100804, Almanya) iceren Potato Dextrose Agar (PDA, Lab
M, LABO098, Ingiltere) besiyerine ekimler yapilmis ve petriler 25+2°C’de 5 giin sure ile
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inkiibe edilmistir (EK-2). Inkiibasyon sonunda gelisen tiim koloniler toplam maya-Kiif
olarak sayilip sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir (FDA-BAM online, 2001b).

3.2.3.1.5. Laktik asit bakteri sayimi

Boliim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan diliisyonlardan de Man, Rogosa and
Sharpe Agar (MRSA, Lab M, LAB093, Ingiltere) besiyeri bulunan petrilere 0.1 mL
aktarilmis ve yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Yayma isleminden sonra ekimi
tamamlanmis petrilere yiizeylerini kaplayacak sekilde 45°C’deki MRSA besiyeri
(yaklasik 20 mL) dokiilmiis ve agarin donmasi beklenmistir. Bu sekilde, ¢ift tabaka -
yayma plak yontemiyle ekimi yapilan petriler 30+2°C’de 3 giin inkiibasyon islemine
tabi tutulmustur. Inkiibasyon isleminin sonunda petri kutularindaki beyaz, kiiciik,
diizgiin kenarli, mekik seklindeki koloniler sayilarak sonuclar log kob/mL olarak
verilmistir (ISO 15214:1998, 1998).

3.2.3.1.6. Bacillus cereus sayimi

Bolim 3.2.3.1.1°de anlatildig1 sekilde hazirlanan diliisyonlardan Mannitol Egg Yolk
Polymixin Agar (MYPA, Merck, 1.05267, Almanya) besiyerine yayma plak yontemi ile
ekim yapilmistir. MYPA besiyeri, iiretici firmanin talimati dogrultusunda hazirlanarak
steril edilmis daha sonra 45°C’ye kadar sogutulmus ve ardindan egg yolk emiilsiyon
%50 (Merck, 1.03784, Almanya) ve Polymyxin B sulfat c¢ozeltisi (Merck, 1.09875,
Almanya) eklenerek hazirlanmistir. Ekimi yapilan petriler 18-40 saat 30+2°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Petri ylizeyinde 5 mm ¢apinda pembe renkli, etrafi opak zon
ile cevrilmis, kuru, yiizeyi piiriizlii tipik koloniler sayilmig ve sonuglar log kob/mL

olarak verilmistir (FDA-BAM online, 2012).

Bu asamadan sonra siipheli kolonilerin dogrulanmasi i¢in petrilerden 5 adet tipik koloni
almmakta ve Nutrient Broth (NB, Merck, 1.05443, Almanya) besiyerinde 30+2°C’de 24
saat inkiibasyonun ardindan Gram boyama, glukozdan anaerobik yolla asit Gretimi,

Voges-Proskauer, L-tirosin ve Lysozyme Broth’da gelisim testleri yapilmaktadir.
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3.2.3.1.6.1. Gram boyama testi

Bolim 3.2.3.1.6°da tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmas1 amaci ile NB besiyerinde
gelistirilen 18-24 saatlik taze bakteri kiiltiirlinden preparat hazirlanmaktadir. Preparat
kristal violet (Carlo Erba, 491502, Fransa) ile kaplanmakta ve 1 dakika beklenmektedir.
Siirenin ardindan saf su ile yikama islemi gergeklestirilmektedir. Iyot-lugol ¢ozeltisi
damlatildiktan sonra 1 dakika daha beklenmekte ve siire sonunda %96°lik etil alkol
(CoH6O, Tekkim, TK.200655, Tirkiye) ile yikama yapilmaktadir. Dekolorizasyon
asamasini, karsit boya olan safranin (Carlo Erba, 477232, Fransa) ile lam yuzeyinin
kaplanmasi takip etmektedir. 30 saniye bekleme siiresinin dolmasiyla preparat saf suyla
yikanmakta ve havada kurumaya birakilmaktadir. Immersiyon objektifi ile mikroskopta
incelenmektedir. Mor renkli hicreler Gram pozitif ve pembe-kirmizi hiicreler ise Gram
negatif olarak ifade edilmektedir (Harrigan ve McCance, 1976) (EK-3).

3.2.3.1.6.2. Glukozdan anaerobik yolla asit Uretimi testi

Bolim 3.2.3.1.6’da tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile NB besiyerinde
gelistirilen 18-24 saatlik taze bakteri kulturinden bir-iki 6ze dolusu alinmakta ve
icerisinde 3 mL Phenol-Red Glucose Broth (PRGB, Fluka, P8976, Isvicre) besiyeri
bulunan tiiplere aktarim yapilmaktadir. Tiipler, anaerobik jarda, gaspack kullanilarak
(Oxoid, AN35US, ABD) 35+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. inkiibasyon
sonunda besiyeri renginin asit iiretimi nedeniyle kirmizidan sariya doniismesi pozitif

sonug olarak degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2012).

3.2.3.1.6.3. Voges-Proskauer (\VP) testi

VP testi, Metil Red-Voges Proskauer Broth (MR-VPB) (Merck, 1.05712, Almanya)
besiyerinde yapilmaktadir. Bolim 3.2.3.1.6’da tarif edilen tipik kolonilerin
dogrulanmasi amaci ile NB besiyerinde gelistirilmekte ve 18-24 saatlik taze bakteri
kiltiriinden 5 mL MR-VPB iceren tiiplere ekim yapilip 37+2°C’de 48 saat inkiibe
edilmektedir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 1 mL %40’lik potasyum hidroksit (KOH,
Merck, 1.05033, Almanya) ¢ozeltisi ve 3 mL %5’lik a-naftol ¢ozeltisi (Merck, 1.06223,

Almanya) eklenerek karistirilmaktadir. Deney tiipiinlin lizerinde 4 saat sonra visne
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¢lirigli renk olusumu pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmektedir (EK-4) (FDA-BAM
online, 2011a).

3.2.3.1.6.4. L-tirosin kullanimi testi

Bolim 3.2.3.1.6’de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile NB besiyerinde
gelistirilen 18-24 saatlik taze bakteri kultlrinden yatik Nutrient Agar (NA, Merck,
1.05450, Almanya) besiyerine ¢izme yontemiyle ekim yapilmaktadir. Besiyeri; 0.50
0/10 mL seklinde hazirlanan Tryosinin (Merck, 1.08371, Almanya) 100 mL NA'ya ilave
edilmesiyle hazirlanmaktadir. Tiipler, 35+2°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmakta
ve silirenin sonunda temiz bir zon gériinmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir.
24 saatin sonunda temiz bir zon olusturmayan tiiplerde inkiibasyona devam edilmekte, 7
giin sonunda tiipler zon agisindan yeniden degerlendirilmektedir (FDA-BAM online,
2012).

3.2.3.1.6.5. Lysozyme Broth 'da gelisim testi

Bolim 3.2.3.1.6’da tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile NB besiyerinde
gelistirilen 18-24 saatlik taze bakteri kultlriinden bir iki 6ze dolusu almip 2.5 mL
Lysozyme Broth (LB, Merck, 4403, Almanya) (%0.001 lizozim iceren NB) besiyerine
aktarilmakta ve tiipler 35+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Ayn1 6rnek
kontrol amaciyla lizozim igermeyen NB besiyerine de aktarilmakta ve inkiibasyona
birakilmaktadir. Siire sonunda her iki tiipte de gelisim gdsteren tiiplerin sonucu pozitif
olarak degerlendirilmektedir. 24 saat sonunda negatif sonu¢ veren tupler 24 saat daha
inkiibasyona birakilmaktadir (FDA-BAM online, 2012).

3.2.3.1.7. Clostridium perfringens sayimi

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda hazirlanan Tryptose Sulphite Cycloserine

Agar (TSCA, Merck, 1.11972, Almanya) besiyeri sterilizasyon islemini takiben

45°C’ye kadar sogutulmus ve ardindan egg yolk emiilsiyon %50 (Merck, 1.03784,

Almanya) ve D-Cycloserine ¢ozeltisi (Merck, 1.00888, Almanya) eklenerek hazirlanmig

ve petrilere dokiilmistiir. Bu sekilde hazirlanan TSCA petrilerine Bolim 3.2.3.1.1°de
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anlatildigr sekilde hazirlanan diliisyonlardan 1 mL Ornek aktarilmig ve iizerlerine
yaklasik 10 mL egg yolk icermeyen 45°C’deki TSCA dokilerek ikinci bir tabaka
olusturulmus ve katilagsmasi beklenmistir. Petriler, gaspack (Oxoid, AN35US, ABD)
iceren anaerobik jarda 35+2°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda,
opak zonlu siyah renkli koloniler C. perfingens olarak degerlendirilmis ve sonuglar log
kob/mL olarak verilmistir (FDA-BAM online, 2001c).

3.2.3.1.7.1. Gram boyama testi

B6lim 3.2.3.1.6.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilir (Harrigan ve McCance, 1976).

3.2.3.1.7.2. Mikroskobik gOzlem

Bolim 3.2.3.1.7°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmas1 amaci ile bu kolonilerden
Ozeyle almmarak 10 mL Thioglycollate Medium (TM, Merck, 1.08190, Almanya)
besiyerine ekim yapilmakta ve 35+2°C’de 24 saat inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon
sonunda kiiltiirden Gram boyama yapilmaktadir (bkz. Bolim 3.2.3.1.6.1) (FDA-BAM
online, 2001c).

3.2.3.1.7.3. Hareketlilik testi

Bolim 3.2.3.1.7°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile safligi
kanitlanmis kiiltiirden igne 6ze ile igerisinde 10 mL Motility-Nitrate Medium (MNM,
Sigma-Aldrich, M0928, Almanya) bulunan besiyerine ekim yapilmakta ve 35+2°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Siire sonunda sadece inokiilasyon ¢izgisi boyunca
(yayilmadan) gelisme gozlenirse mikroorganizma hareketsiz olarak

degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2001c).

3.2.3.1.7.4. Jelatin swvilastirma testi

Boliim 3.2.3.1.7°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile bu kolonilerden
%10 jelatin (Merck, 1.04078, Almanya) igeren NB besiyerine igne 6zeyle daldirma
yontemi kullanilarak ekim yapilmakta ve 35+2°C’de 24 saat inokiile edilmektedir. Daha
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sonra 5°C’de 1 saat bekletilmekte ve jelatin sivilagmast kontrol edilmektedir. Stvilagma
gozlenmeyen tiipler 35+2°C’de 24 saat ikinci bir inkiibasyona birakilmakta ve tekrar

degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2001c).

3.2.3.1.8. S. aureus sayimi

Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda hazirlanan Baird Parker Agar Base (BPA,
Merck, 1.05406, Almanya) besiyeri sterilizasyon isleminden sonra 45°C’ye kadar
sogutulmus ve ardindan egg yolk %50 (Merck, 1.03784, Almanya) ve tellurit (Merck,
1.05164. Almanya) katkilar1 eklendikten sonra karistirilarak petrilere dokiilmiistiir.
Bolim 3.2.3.1.1’de anlatildig1 sekilde hazirlanan diliisyonlardan 0.1 mL Urin BPA
petrilerine aktarilmis ve yayma plak yontemiyle analiz gergeklestirilmistir (ISO 6888,
2004). Analiz ayrica; 6rnegin kendisinden 1 mL alinarak 3 adet BPA igeren petri
kutularmin ilkine 0.4 mL ikinci ve Uglinclsine 0.3 mL olacak sekilde ekim yapilip
yayilmas1 seklinde de yapilmistir. Biitiin petriler 37+2°C’da 24-48 saat inkibasyon
islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonunda etrafi saydam zonlu, siyah parlak
koloniler sayilmis ve sonuglar log kob/mL olarak ifade edilmistir. Dogrulama testi
olarak koagiilaz testi yapilmaktadir (FDA-BAM online, 2001d).

3.2.3.1.8.1. Koagiilaz testi

Bolum 3.2.3.1.8’de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile bu kolonilerden
oze ile alinarak BHIB besiyerine aktarilmakta ve 37+2°C’de 24 saat inkibe
edilmektedir. Liyofilize tavsan plazmasi (Remel, R21060, ABD) 3 mL steril damitik su
ile sulandirilmakta ve 0.3 mL deney tiiplerine dagitilmaktadir. Tiiplere 0.1 mL kaltur
ilave edilip inkiibasyona birakilmaktadir. Pthtilagsma olup olmadigi kontrol edilmekte ve
belirgin piht1 olusumu (%75 piht1) pozitif sonu¢ olarak degerlendirilmektedir (FDA-
BAM online, 2001d).

36



3.2.3.1.9. Toplam koliform bakteri ve fekal koliform bakteri sayimi ile E. coli varliginin

belirlenmesi

Boliim 3.2.3.1.1°de anlatilan sekilde hazirlanan diliisyonlardan 1 mL alinarak i¢inde
durham tupu bulunan Lauryl Sulphate Tryptose Broth (LSTB, Merck, 1.10266,
Almanya) sivi besiyerine en muhtemel sayr (EMS, 3’lU tlp) yontemiyle ekimler
gerceklestirilmis ve 37+2°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda gaz pozitif tipler belirlenerek EMS tablosundan (EK-5) olas1 koliform bakteri
sayist EMS/mL olarak hesaplanmistir. Sonuglar1 kanmitlamak igin tiim gaz pozitif
tiiplerden durham tiipii iceren Brilliant Green Bile Broth (BGBB, Fluka, 16025, Isvigre)
besiyerine lup Oze ile inokiilasyon yapilmakta ve tiipler 37+£2°C’de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmaktadir. Siire sonunda gaz pozitif tdpler belirlenerek EMS
tablosuna gore kanitlanmis koliform bakteri sayist EMS/mL olarak hesaplanmaktadir.
Uriinlerdeki fekal koliform bakteri sayisinmn belirlenmesi igin toplam koliform bakteri
analizinde pozitif sonu¢ veren LSTB tuplerinden, icinde durham tipd bulunan
Escherichia coli Broth (ECB, Lab M, LAB 171, Ingiltere) besiyerine lup 6ze ile ekim
yapilmakta ve tlipler 45+2°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmaktadir. Bu siirenin
sonunda gaz olusumu gozlenen tiipler belirlenmekte ve EMS tablosu kullanilarak olasi
fekal koliform bakteri sayist EMS/mL olarak verilmektedir. Koruk urtinlerinde E. coli
olup olmadigini belirlemek i¢in fekal koliform bakteri sayiminda pozitif sonu¢ veren
ECB tuplerinden Eosin Methylene Blue Agar (EMBA, Merck, 1.01347, Almanya)
petrilerine ¢izim yapilmakta ve petriler 37+2°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmaktadir.
EMBA iizerinde ortasi koyu merkezli, metalik refle veren veya vermeyen tipik koloniler
BHIB besiyerine 6ze ile aktarilmakta ve 37+2°C’de 24 saat sonunda dogrulama testleri
(IMViC) yapilmaktadir. IMViC test sonuglar1 Cizelge 3.4’e gore degerlendirilmektedir
(FDA-BAM online, 2013).
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Cizelge 3.4. Koliform grubu bazi bakterilerin~ IMViC testi degerlendirme tablosu
(FDA-BAM online, 2013)

MIKROORGANIZMA INDOL MR VP  SITRAT
Tipik (biyotip 1) E. coli + + - -
Atipik (biyotip 2) E. coli - + - -
Tipik I (tipik) Enterobacter aerogenes - - + +
Tipik Il (atipik) Enterobacter aerogenes + - + +
Ara tipler (Citrobacter): tip 1 - + -1 +
Acra tipler (Citrobacter): tip 2 + + -1 +
Klebsiella pneumoniae S - + +
Diizensiz diger tipler d d d d

": Bu bakteriler 35-37°C’de laktozdan 48 saat icinde asit ve gaz Uretirler.
': Baz1 suslar1 zayif pozitif reaksiyon verir.

*: Bazi suslari pozitif reaksiyon verirler.

d: Degigken

3.2.3.1.9.1. Indol testi

Bolim 3.2.3.1.9°da tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kalturlerden, Tryptone Water (TW, Merck, 1.10859, Almanya) besiyerine 1 ¢ze dolusu
aktarilmakta ve 45°C+2’de 48 saat inkiibe edilmektedir. Inkiibasyon sonunda tiiplere
0.2 - 0.3 mL Kovac’s ¢ozeltisi (Merck, 1.09293, Almanya) ilave edilmektedir. Ust
kisimda kirmizi tabaka olusumu pozitif, kavunigi/sar1 tabaka ise negatif sonu¢ olarak

degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2013).

3.2.3.1.9.2. Metil Red (MR) Testi

B6lUm 3.2.3.1.1°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile kiiltirden 1 6ze
dolusu almmarak 5 mL MR-VPB (Merck, 1.05712, Almanya) besiyerine aktarim
yapilmakta ve 37+2°C’de 48 saat inkiibe edilmektedir. Inkiibasyondan sonra 5 damla
Methly red indikatorii (Carlo Erba, 476883, Fransa) damlatilmaktadir. Kiiltiiriin
kirmizi/pembe olmasi pozitif, sar1 olmasi negatif sonug¢ seklinde degerlendirilmektedir

(EK-6) (FDA-BAM online, 2013).

38



3.2.3.1.9.3. Voges - Proskauer (VP) testi

Bolim 3.2.3.1.6.3’te anlatildig1 sekilde gergeklestirilmektedir (FDA-BAM onling,
2011a).

3.2.3.1.9.4. Sitrat testi

Bolim 3.2.3.1.1°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kiiltiirden igne 6ze ile Simmon Citrate Agar (SCA, Merck, 1.02501, Almanya) besiyeri
bulanan tiiplere ¢izme plak yontemiyle ekim yapilmakta ve 37+2°C’de 2-7 gln
inkiibasyona birakilmaktadir. Besiyerinin orijinal yesil renginin maviye doniismesi

pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2013).

3.2.3.1.10. E. coli O157:H7 varliginin belirlenmesi

Her bir koruk {iiriinii 6rneginden 25 mL alinarak 225 mL modifikasyon yapilarak
hazirlanmis ve novobiocin igeren Tryptic Soy Broth (mTSB, Merck, 1.09205, Almanya)
besiyerine ilave edilmis ve 41.50+2°C’de 12-18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda Tellurit-Cefixime-Sorbitol MacConkey Agar (TC-SMACA, Merck, 1.09207,
Almanya) igeren petrilere ¢izim yapilmis ve TC-SMACA petrileri 37£2°C’de 18-24
saat inkiibe edilmistir. TC-SMACA besiyeri, katki maddesi (CT, Merck, 1.09202.
Almanya) ilave edilerek hazirlanmistir. Renksiz veya merkezi dumanli nétral/gri
koloniler tipik koloni olarak belirlenmistir. Bu goriintiiye sahip kolonileri igeren
petrilerin her birinden en az 5 koloni rastgele alinarak Gram boyama ve hizli test kiti ile

dogrulama analizlerine tabi tutulmaktadir (ISO 16654:2001, 2010).

3.2.3.1.10.1. Gram boyama testi

Bolim 3.2.3.1.6.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmektedir (Harrigan ve McCance,
1976).
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3.2.3.1.10.2. Hizli test kiti ile dogrulama

Bolim 3.2.3.1.10°da tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile silipheli
kolonilerden halka 0ze ile alinarak 1 - 2 mL su icerisinde slispanse edilmekte ve bu
siispansiyon kaynar su banyosunda 15 dakika tutulduktan sonra oda sicakligina
getirilmektedir. Bu suspansiyondan 160 pL alinip ilgili test kitinin (Singlepath, Merck,
1.04141, Almanya) ornek go6zline aktarilmakta ve oda sicakliginda 20 dakika
beklenmektedir. Test kitinin ‘C’ kontrol penceresinde kirmizi serit olugsmalidir. ‘T’ test
penceresinde kirmizi serit olusmasi ornekte E. coli O157 bulundugunu gostermektedir

(ISO 16654:2001, 2010).
3.2.3.1.11. Salmonella spp. varliginin belirlenmesi

Her bir koruk iiriinii 6rneginden 25 mL alinarak 225 mL tamponlanmis peptonlu su
(BPW, Lab M, LAB 204, Ingiltere) ilave edilmis ve 37+2°C’de 18+2 saat &n
zenginlestirme yapilmgtir. Inkiibasyondan sonra 6n zenginlestirme Kiiltiiriinden 0.1 mL
alinarak iginde 10 mL Rappaport-Vassiliadis Broth (RVSB, Merck, 1.07700, Almanya)
bulunan besiyerine ve yine 6n zenginlestirme kiiltiirinden 10 mL alinarak 100 mL
Selenit Cysteine Broth (SCB, Merck, 1.07709, Almanya) besiyerine aktarilmistir.
RVSB 41.5+2°C’de 24 saat, SCB ise 37+2°C’de 24 saat inkiibe edilerek zenginlestirme
islemi gerceklestirilmistir. Zenginlestirme isleminden sonra her bir zenginlestirme
besiyerinden ayr1 ayr1 olmak iizere secici ayirt edici Brilliant Green Agar (BGA, Lab M,
LAB 34, Ingiltere) ve Bismuth Sulphite Agar (BSA, Liofilchem, 610301, italya) selektif
besiyerlerine ¢izim yontemiyle ekim yapilmistir. BSA ve BGA petrileri 37+2°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon siiresi sonunda BGA’da yar1 gegirgen veya
opak pembe koloniler, BSA’da ise bazen metalik refle veren etrafi siyah-kahverengi
zonla cevrili kahverengi-gri-siyah koloniler siipheli koloniler olarak belirlenmistir.
Stipheli olarak tanimlanan kolonilerinin dogrulanmasi i¢in Gram boyama, iire hidrolizi,
indol, VP testleri ile Triple Sugar Iron Agar (TSIA) ve Lysine Iron Agar (LIA)
reaksiyonlar1 belirlenmistir. Siipheli koloniler halka 6ze yardimiyla BHIB besiyerine

aktarilmig ve 37+2°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (FDA-BAM online, 2011a).
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3.2.3.1.11.1. Gram boyama testi

Bolim 3.2.3.1.6.1’de anlatildigi sekilde gergeklestirilmistir (Harrigan ve McCance,
1976).

3.2.3.1.11.2. Ure hidrolizi

Bolim 3.2.3.1.11°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kalturden Urea Broth (UB, Merck, 1.08483, Almanya) besiyerine bir-iki 6ze dolusu
ornek aktarilmis ve 37+2°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Siire sonunda pembe renk

olusumu pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (FDA-BAM online, 2011a).

3.2.3.1.11.3. Indol testi

Bolum 3.2.3.1.11°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kiiltiirlerden, TW besiyerine 1 6ze dolusu aktarilmis ve 37°C+2’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplere 0.2-0.3 mL Kovac’s ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Ust kistmda kirmizi tabaka olusumu pozitif, kavunici/sar1 tabaka ise negatif olarak

degerlendirilmistir (FDA-BAM online, 2011a).

3.2.3.1.11.4. Voges - proskauer (VP) testi

B6lim 3.2.3.1.6.3.’de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir (FDA-BAM online, 2011a).

3.2.3.1.11.5. Triple Suqgar Iron Agar (TSIA) ve Lysine Iron Agar (LIA) reaksiyonlari

Bolim 3.2.3.1.11°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kalturlerden, Triple Sugar Iron Agar (TSIA, Merck, 1.03915, Almanya) ve Lysine Iron
Agar (LIA, Merck, 1.11640, Almanya) besiyerine igne Ozeyle ¢izim ve daldirma
yontemi ile ekim yapilmigtir. Tipler, 37°C+2’de 18-24 saat inkiibe edilmislerdir.
Deney tiipleri besiyerlerinin ylizeyi, dip kisimlari, renk degisimleri, gaz catlaklar1 ve
siyah renk ac¢isindan kontrol edilmistir. TSIA tiiplerinde dipte; sar1 renk ve gaz

olusumu, ylizeyde; kirmizi renk bulunmasi, LIA tiiplerinde ise dipte ve yiizeyde mor
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renk olusumu Salmonella spp.’nin varligin1 géstermektedir. H>S olusumu siyah renk ile
belirtilmekte olup tiire gore farklilik gostermektedir. Bazi durumlarda siyah renk dipteki
sarilig1 oOrtecek kadar baskin olabilmektedir. Bu durumda da kiiltiir Salmonella spp.
pozitif olarak degerlendirilmektedir. Baz1 bakterilerin TSIA ve LIA’da olusturduklari
reaksiyonlar Cizelge 3.5 ve 3.6’te sunulmustur (FDA-BAM online, 2011a).

Cizelge 3.5. Bazi bakterilerin TSIA’da olusturdugu reaksiyonlar
(FDA-BAM online, 2011a)

MIKROORGANIZMA DiP YUZEY H,S
Aerobacter aerogenes AG A -
Aerobacter cloacae AG A -
Escherichia coli AG A -
Proteus vulgaris AG A +
Proteus morganii A veya AG DY veya ALK -
Shigella dysenteriae A DY veya ALK -
Shigella sonnei A DY veya ALK -
Salmonella Typhosa A DY veya ALK +
Salmonella Paratyphi AG DY veya ALK -
Salmonella Schottmuelleri AG DY veya ALK +
Salmonella Cholerasuis AG DY veya ALK -
Salmonella Enteridis AG DY veya ALK +
Salmonella Typhimurium AG DY veya ALK +
AG : Asit reaksiyon (sar1 renk) ve gaz olusumu
A : Asit reaksiyon (sar1 renk)

DY :Degisme yok

ALK : Alkali reaksiyon (kirmizi renk)

(+)  : Hidrojen siilfiir iretilmis (siyah renk)

O] : Hidrojen siilfiir iretilmemis (siyah renk gbzlenmez)

Cizelge 3.6. Bazi bakterilerin LIA’da olusturdugu reaksiyonlar
(FDA-BAM online, 2011a)

MIKROORGANIZMA DiP YUZEY H,S
Arizona Alkali Alkali +
Salmonella Alkali Alkali +
Proteus Asit Kirmizi -
Providence Asit Kirmizi -
Citrobacter Asit Alkali +
Escherichia Asit veya notral Alkali -
Shigella Asit Alkali -
Klebsiella Alkali Alkali -
Alkali . Alkali reaksiyon (mor renk) lisini dekarboksile eden kdltirler besiyerinin timiinde alkali
reaksiyon meydana getirerek mor renk olustururlar.
Asit : Asit reaksiyon (sar1 renk)
Kirmizi  : Lisin deaminasyonu sonucunda yizeyde kirmizi renk gozlenir.
(+) - HS tiretilmis (siyah renk)
) . H,S iiretilmemis (siyah renk gézlenmez)
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3.2.3.1.12. L. monocytogenes varliginin belirlenmesi

Her bir koruk iirlinii 6rneginden 25 mL alinarak 225 mL Half Fraser Broth (HFB, Lab
M, LAB 211, Ingiltere) igerisinde 30+2°C’de 24+2 saat inkiibe edilerek &n
zenginlestirme islemi tamamlanmustir. On zenginlestirme kiiltiiriinden 0.1 mL alinarak
10 mL Fraser Broth (FB, Lab M, LAB 164, Ingiltere) iceren tiiplere aktarilmis ve tiipler
37+2°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siireleri sonunda HFB ve FB
besiyerlerinden Oxford Agar (OA, Merck, 1.07004, Almanya) ve PALCAM Agar (PA,
Lab M, LAB 148, ingiltere) besiyerlerine ¢izim yapilarak petriler 37+2°C’de 24-48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda OA’da etrafi siyah zonla gevrili siyah koloniler,
PA’da ise etrafi siyah zonlu, grimsi yesil, merkezi c¢okiikk siyah koloniler
belirlenmektedir. Siipheli koloniler BHIB besiyerine aktarilir ve 37£2°C’de 24 saat
inkiibasyon sonunda dogrulanmasi amaci ile gram boyama, katalaz, hareketlilik,

hemoliz, karbonhidrat fermantasyon testlerine tabi tutulmaktadir (ISO 11290, 1996).

3.2.3.1.12.1. Gram boyama testi

B6lim 3.2.3.1.6.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmektedir (Harrigan ve McCance,
1976).

3.2.3.1.12.2. Katalaz testi

Bolim 3.2.3.1.12°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kiiltiirlerden temiz bir lam lizerine 6ze ile bir miktar alinmakta ve lizerine bir damla
%3’lik hidrojen peroksit (H20,, Merck, 108600, Almanya) damlatilmaktadir. Gaz
kabarciklarmin goriilmesi kiiltiiriin katalaz pozitif sonu¢ verdigini gostermektedir

(FDA-BAM online, 2011b).

3.2.3.1.12.3. Hareketlilik testi

30°C+2°C’de inkibe edilen ve Bolum 3.2.3.1.12°de tarif edilen tipik kolonilerden

alinarak %0.85 tuz ¢dzeltisinde siispanse edilmektedir. Iimmersiyon yag1 damlatildiktan
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sonra basit 151k mikroskobunda incelenmektedir. Listeria spp. ince, ¢ubuk seklinde olup
kendi etrafinda takla atarak hareket etmektedir (FDA-BAM online, 2011b).

3.2.3.1.12.4. Hemoliz testi

Bolim 3.2.3.1.12°de tarif edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan
kiiltiirler Kanli (Blood) Agar (BA, Merck, 1.10886, Almanya) besiyerine halka 6ze ile
¢izgi ekim yontemi ile aktarilarak 37+2°C’de 24 saat inkibe edilmektedir (FDA-BAM
online, 2011b).

3.2.3.1.12.5. Karbonhidrat fermantasyon testleri

Mannitol (Carlo Erba, 352051, Fransa), L-ramnoz (Sigma-Aldrich, 1001827480, ABD)
veya D-ksiloz (Appli Chem, A2241, Almanya) sekerlerinin %5’lik ¢ozeltileri filtre
edilerek son konsantrasyon %0.5 olacak sekilde steril Phenol Red Broth Base (FRBB,
Merck, 1.10987, Almanya) besiyerine ilave edilmektedir. Bélim 3.2.3.1.12°de tarif
edilen tipik kolonilerin dogrulanmasi amaci ile hazirlanan bakteri kiiltiirlerinden bir iki
0ze dolusu alinarak karbonhidrat igerikli FRBB besiyerine inokiile edilmekte ve
3742°C’de 24 saat inkiibe edilmektedir. Besiyerinin pembe renginin sariya donmesi

pozitif sonug olarak degerlendirilmektedir (FDA-BAM online, 2011b).

3.2.3.2. Koruk Uriinlerinin Baz1 Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismanin ikinci kisminda koruk iriinlerinin bazi1 fiziko-kimyasal 0Ozelliklerinin
belirlenmesi amaglanmis olup bu analiz verileri, mikrobiyolojik analizlerden elde edilen
sonuglarin yorumlanmasina katki saglamistir. Bu amagla {iriinlerin; pH, su aktivitesi,
suda ¢oziiniir kuru madde, renk, titrasyon asitligi, toplam seker igerigi, askorbik asit (C

vitamini), protein ve toplam fenolik madde igerigi tespit edilmistir.

3.2.3.2.1. Su aktivitesi degeri (ay)

Sicaklig1 20°C’ye ayarlanmis AquaLab Model Series 3TE (ABD) su aktivitesi cihazi tuz
¢ozeltisi (0.760, Aqualab, Decagon, 40460, ABD) ile kalibre edilmistir. Uriinler,
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dogrudan 6rnek kaplarina bosluk kalmayacak sekilde aktarilmis ve dl¢timleri yapilmistir

(Hughes ve ark., 2002).
3.2.3.2.2. Suda ¢6ziinen kuru madde igerigi (SCKM)

Uriinlerin suda ¢oziinen kuru madde icerikleri Abbe refraktometresi (Convex, Ceti,
8200, Ingiltere) ile tespit edilmistir. Cihaz 20°C’de saf suyla kalibre edilmistir. Uriinler
kaba filtre kagidindan (Whatman No 4, 40x40 cm) siiziilmiis ve ardindan okumalar1

yapilarak sonuglar briks olarak ifade edilmistir (AOAC, 1975; Cemeroglu, 1992).
3.2.3.2.3. Titrasyon asitligi (%)

10 mL koruk 6rnegi 250 mL’lik beherlere aktarilmis ve indikator olarak fenolftaleyn
(FF, Carlo Erba, 451154, Fransa) ilave edilmistir. 0.1 N sodyum hidroksit (NaOH,
Merck, 6462, Almanya) c¢ozeltisi ile titrasyon yapilmistir ve doniim noktasi
elektrometrik olarak izlenmistir. Titrasyonun bitis noktas1 olan pH 8.10 pH-metre ile
belirlenmis ve sarfiyat tespit edilerek sonuglar % tartarik asit cinsinden 'Esitlik 3.1
orneginde oldugu gibi' hesaplanmigtir (EK-7) (AOAC, 1995).

V.£.E.100

% Titrasyon Asitligi = M

V = Titrasyonda harcanan 0.1 N NaOH miktar1 (mL)
f = Titrasyonda kullanilan baz ¢6zeltinin normalitesi (N)
E=1mL 0.1 N NaOH’in esdeger asit miktar1 (g)

M= Titre edilen 6rnegin gergek miktar: (mL)
(3.2)
3.2.3.2.4. pH tayini

WTW Inolab pH Levell (Almanya) model pH-metre, tampon ¢ozeltiler (pH 4, Merck,
1.09435, Almanya ve pH 7, Merck, 1.09439, Almanya) kullanilarak kalibre edilmistir.
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Homojenize edilen Urunlerden deney tlplerine 10 mL aktarilmis ve oda sicakliginda

dogrudan 6l¢iim yapilmistir (AOAC, 1995).
3.2.3.2.5. Renk tayini

Uriinlerin renkleri, {ic boyutlu renk verme esasmna dayanan Minolta kolorimetre (CR-
300, Japonya) cihazi kullanilarak Hunter sistemine gore (L*, a* ve b*) gore
Olgiilmistiir. Ayrica iriinlerin AE degerleri ‘Esitlik 3.2 o6rneginde oldugu gibi’
hesaplanmistir. Renk 6l¢iim cihazinin kalibrasyonu standart beyaz plaka konularak
yapilmistir (L*: 96.97, a*: 0.16, b*: 1.86). Uriinler, dogrudan &rnek kabina 2 cm
derinliginde konulmus ve {i¢ farkli noktadan yapilan o&l¢limlerin ortalamasi

kullanilmistir (Singh ve ark., 2005).

AE = /12 + a2 + b?
AE = Toplam renk farki degeri
L; 0 = Siyah, 100 = Beyaz (koyuluk/agiklik)
a; (+) Kirmizi, (-) Yesil
b; (+) Sari, (-) Mavi

3.2)
3.2.3.2.6. Toplam seker tayini

Koruk iirtinlerinin toplam seker tayini, fenol siilfirik asit yontemi ile gergeklestirilmistir.
Analizde kullanilan koruk {iiriinlerinin hazirlanmasi igin; 1 mL riin alinip tizerine 5 mL
2.5 N hidroklorik asit (HCI, Merck, 1.00317, Almanya) ilave edilmis ve karistirilmistir.
Daha sonra hidrolizasyon icin 95°C’deki su banyosunda (Membert, WB22, Almanya) 3
saat tutulmuslardir. Siire sonunda Orneklerin 5 dakika iginde sicakliklarimin 1°C’ye
disiiriilmesi  saglanmis ve izerlerine 750 upL %40°’lik NaOH konulmustur.
Karistirmanin ardindan O6rnekler balonjojeye aktarilmig ve saf suyla 100 mL’ye
tamamlanmistir. Boylece deneyde kullanilan 6rnekler hazirlanmigtir. Standart olarak ise

glikoz (Merck, 1.08342, Almanya) c¢ozeltileri kullanilmistir.  Hazirlanan
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orneklerden/standart ¢ozeltilerinden 600 UL deney tiiplerine alinmis ve tizerine 600 pL
%5’lik fenol (Surechem, P1922, Ingiltere) ¢dzeltisi konulmustur. Karistirma isleminin
ardindan 3 mL konsantre silfirik asit (H,SO4 Merck, 1.00731, Almanya) ilave edilip
tekrar karistirilmistir. Deney tiipleri, 80°C’deki su banyosunda 30 dakika bekletilmis ve
ardindan 490 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Perkin Elmer, Lambda EZ 201,
ABD) absorbans degerleri okunmustur. Standart c¢ozeltilerden elde edilen denkleme
gore Orneklerin toplam seker igerikleri gerekli seyreltmeler de dikkate alinarak

hesaplanmistir (EK-8) (Taylor, 1995).
3.2.3.2.7. Askorbik asit (C vitamini) tayini

Askorbik asit (C vitamini) analizi, spektrofotometrik yonteme godre 518 nm’de
yapilmistir. Orneklerin hazirlanmasi i¢in 10’ar mL Uriin alinmis, 90 mL stabilizan
cozeltiyle karistirilarak 100 mL’ye tamamlanmis ve ardindan siiziilmiistir. 1 mL
stabilizan c¢ozeltisi 9 mL saf su ile karistirildiktan sonra cihaz sifirlanmistir. Ardindan 1
mL stabilizan ¢ozeltisi 9 mL boya ¢ozeltisine ilave edilmis ve karigtirmanin ardindan
absorbans degeri (L degeri) okunarak kaydedilmistir. Analizin bu asamasindan sonra
standart/6rneklerin her okumasinda 1’er mL alinarak 9 mL saf suya konulmus,
karistirtlmis ve cihaz sifirlanmistir. Sifirlamanin ardindan standart/6rneklerden yeniden
1’er mL daha alinmis ve 9 mL boya ¢ozeltisine ilave edilip karistirilmis ve absorbans
degerleri (Lstandart V€ Lsmek) kaydedilmistir. Standardin kurvesini olusturmak igin L
degerinden okunan absorbans degerleri ¢ikarilmistir (L - Lstangart). Bulunan degerler
askorbik asit konsantrasyonuna karsi grafige alinmis ve denklem 'Esitlik 3.4 6rneginde
oldugu gibi' hesaplanmistir. Orneklerin absorbans degerleri de L degerinden
cikarildiktan (L - Lsmek) sonra denkleme iizerine yerlestirilmistir. Orneklerin askorbik
asit (C vitamini) konsantrasyonlari ise seyreltmelerde dikkate alindiktan sonra mg/100
mL olarak ifade edilmistir (Hisil, 2004) (EK-9).

3.2.3.2.8. Protein tayini

Uriinlerin protein analizleri Biuret ydntemine gore gerceklestirilmistir (Gornall ve ark.,
1949). Analiz 6ncesi Urlnler kaba filtre kagidindan gegirilerek siiziilmistiir. Stiziilmiis

urinlerden 1 mL alinmis ve iizerine 4 mL biuret reaktifi ilave edildikten sonra oda
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sicakliginda 25 dakika beklenmistir. Beklemenin ardindan Orneklerin absorbans
degerleri 550 nm’de okunmustur. Standart ¢ozeltilerine de aymi iglem basamaklari
uygulanmistir. Standart olarak Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma, A2153, ABD)
kullanilmistir.  BSA ¢ozeltilerinin absorbans degerlerine karsi standart kurvesi
olusturulmus ve elde edilen denkleme gore orneklerin protein igerikleri seyreltmelerde
dikkate alinarak hesaplanmistir (EK-10).

3.2.3.2.9. Toplam fenolik madde tayini

Franke ve ark. (2004)’nin tanimladigi spektrofotometrik yonteme uygun sekilde
yuriitiilmiistir. Kalibrasyon grafigi; stok gallik asit ¢ozeltisinin (Sigma-Aldrich, G7384,
Almanya) farkli konsantrasyonlarina Folin-Ciocaltue ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, F9252,
Isvigre) ve sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs3;, Merck, 1.06329, Almanya) ilave
edilip, standartlar 100 mL’ye tamamlanip, 2 saat karanlikta bekletildikten sonra 760 nm
dalga boyunda okunan absorbans degerlerine karsilik gelen konsantrasyonlarindan
standart kurve olusturulmas: ile elde edilmistir. Ornek hazirlama asamasinda ise; 1 mL
uran Gzerine 5 mL folin (%10’luk; v/v) ve 15 mL NaHCO3; (%20’lik; w/v) ilave edilip
100 mL’ye tamamlandiktan sonra siiziilmiis ve 2 saat karanlik ortamda bekledikten
sonra 760 nm’de absorbans degerleri kaydedilerek, standart grafikten absorbansa

karsilik gelen konsantrasyon degeri seyreltmeler dikkate alinarak hesaplanmistir (EK-
11).

3.2.3.3. Koruk Uriinlerinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Calismanin ti¢giincii kisminda koruk iirlinlerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi

amaclanmis olup, bu dogrultuda iki farkl tayin yontemi kullanilmistir.

3.2.3.3.1. FRAP yontemi

Benzie ve Strain (1996) tarafindan belirtilen spektrofotometrik yontem kullanilmustir.

0.1 mol/L asetat ¢ozeltisi (pH 3.6), 10 mmol/L 2,4,6- Tri-(2-pyridyl)-1,3,5-triazine

(TPTZ, Merck, 1.10238, Almanya) ve 20 mmol/L demir (IIl) kloriir hekzahidrat

(FeCl3.6H,0O, Merck, 1.03943, Almanya) c¢ozeltileri 10:1:1 oranlarinda karistirilip
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tampon hazirlanmigtir. 0.25 mL 6rnege, 2.97 mL tampon ilave edilip karistirilmig ve 30
dakika sonunda 593 nm dalga boyunda absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen
absorbans degerlerinden  6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic  acid
(Troloks, Sigma-Aldrich, 238813, Almanya) standart grafigi kullanilarak absorbansa
karsilik gelen konsantrasyon degerleri hesaplanmistir. Sonuglar, 6rneklere uygulanan
seyreltmeler de dikkate alinarak pmol Troloks esdeger (TE)/mL olarak ifade edilmistir
(EK-12).

3.2.3.3.2. TEAC yontemi

Re ve ark. (1999) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yontem kullanilmistir. 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS, Sigma-Aldrich, A.1888,
Kanada) (9.7 mg) ve potasyum peroksidisilfat ¢ozeltisi (K,OsS,, Merck, 1.05091,
Almanya) (37.5 mg) sirasiyla 2.5 ve 1 mL saf suda ¢ozilmistiir. Stok ¢ozeltiyi
hazirlamak icin ABTS c¢ozeltisine 44 puL K;0gS; ¢ozeltisinden ilave edilmistir. ABTS
radikal ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin karisim oda sicakliginda 12-16 saat karanlik
ortamda bekletilmistir. Calisma ¢ozeltisi; 1 mL stok ¢ozeltisinin 88 mL C,HsOH ile 734
nm’de 0.700 (£0.02) absorbans degeri verecek sekilde seyreltilmesi ile hazirlanmis ve
bdylece baglangic absorbans degeri belirlenmistir. 3 mL calisma ¢ozeltisi iizerine 300
pL standart ya da ornek ilave edilip karigtirildiktan sonra reaksiyonun gerceklesmesi
icin oda sicakliginda karanlik bir ortamda 6 dakika beklenmis ve 734 nm’de absorbans
degerleri okunmustur. Standart olarak Troloks kullanilmis ve sonuglar standart grafigi
kullanilarak absorbansa karsilik gelen konsantrasyon degerlerinden hesaplanmistir (EK-

13). Veriler seyreltmeler de hesaplanarak pmol TE/mL olarak verilmistir.

3.24. Koruk Uriinlerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Degerlerinin Belirlenmesi

Dordiincti asamada koruk triinlerinin  E. coli, S. aureus, L. monocytogenes,
S. Typhimurium ve B. cereus kiiltiirleri icin MIK degerleri tespit edilmistir. Bu amagla
tiriinler hem orijinal pH degerlerinde, hem de elde edilmesi beklenen inhibisyonun
irlinlin organik asit i¢erigine bagli olup olmadigini kontrol edebilmek amaciyla nétral

pH degerlerinde denemeye alinmistir. Koruk iiriinlerinin nétralizasyon islemi; 1 N, 5 N
49



ve 10 N NaOH ile pH 7.00 (+0.20) olacak sekilde ayarlanarak gergeklestirilmistir
(EK-7). BHIB’da gelistirilen 18-24 saatlik mikroorganizma kulttrlerinden %0.1°lik PW
kullanilarak 6 log kob/mL diizeyinde siispansiyonlar hazirlanmistir. Her bir kiiltiir ayri

ayr1 denemeye alinmis olup kiiltiir kokteyli seklinde bir uygulama yapilmamastir.

Aseptik kosullar altinda, BHIB igeren standart MIK kuyucuklarmin ilkine,
antimikrobiyal ajan olarak test edilecek olan %100 konsantrasyondaki ve dogal pH
degerindeki ya da %100 konsantrasyondaki ve ndtralize edilmis koruk iirtinlerinden 200
pL  konulmus, sonraki kuyucuklara 100 yalnizca kiiltiir siispansiyonu ilave
edilmistir. Son kuyucuga dek ardisik olarak seyreltilen koruk iirtinleri en son kuyucuga
aktarilmayarak son kuyucuk pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kuyucuklardaki iiriin
konsantrasyonlar1 sirasiyla 1:1 (%100), 1:2 (%50), 1:4 (%25), 1:8 (%12.50), 1:16
(9%6.25), 1:32 (%3.13), 1:64 (%1.56), 1:128 (%0.78), 1:256 (%0.39), 1:512 (%0.20),
1:1024 (%0.10) ve 0:1 (Kontrol, %0)’dir. Test bakterilerinin gelisimini gérmek i¢in 12.
kuyucuk pozitif kontrol olarak degerlendirildiginden koruk {iriinii igermemektedir. 37+2
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilan MIK plaklarinda, iiremeden kaynaklanan
bulanikligin gozlemlenemedigi kuyucuk tespit edilmis ve sonuglarin kontrolii igin
siipheli olast kuyucuklardan BHIA bulunan petrilere ekim yapilarak sonuglar
degerlendirilmistir (CLSI M100-S17, 2007; LaBombardi ve ark., 2008; CLSI M07-A9,
2012).

3.2.5. Koruk Uriinlerinin Baz1 Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Inhibitor

Etkisinin Belirlenmesi

Calismanin besinci kisminda koruk tiriinlerinin inhibitor etkisini belirlemek igin E. coli,
S. aureus, L. monocytogenes ve S. Typhimurim kultirleri %100 konsantrasyondaki
koruk iiriinlerine 2 fakli dozda inokiile edilmis ve inhibisyon siireleri saptanmistir. Bu
asamada ayni prosediir notralize edilmis koruk iriinleri ile de tekrar edilerek
inhibisyonun iirliniin organik asit icerigine bagli olup olmadig kontrol edilmistir. Bu
analiz ile iiriinlerde olas1 bir patojen varli1 ya da kontaminasyonu durumunda iiriiniin
kendini koruyup koruyamadigi tespit edilmistir. Notralizasyon islemiyle de {irlinlin

koruyuculugu iizerinde asitligin etkinligi ortaya konmustur. Ayrica; farkli iki inokiiliim
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dozu denenmesiyle iirliniin diisiik veya yiiksek diizeyde kontaminasyona karsi cevabi

belirlenmistir.

Bolim 3.1.3°de anlatildigr gibi BHIB’da hazirlanan yaklasik 2 ve 6 log kob/mL
duzeyinde E. coli, S. aureus, L. monocytogenes ve S. Typhimurium iceren kiltirlerden
ayr1 ayr1 olmak tizere 1 mL alinmis ve 9 mL koruk 0rini iceren deney tuplerine
aktarilarak homojenizasyon saglanmistir. Inokiile edilen drnekler oda sicakliginda 0, 5,
15 ve 30 dakika tutulmus ve ardindan hemen diliisyonlar1 yapilarak Brain Heart
Infusion Agar (BHIA, Lab M, LAB 048, Ingiltere) besiyerine yayma plak yontemiyle
ekimleri gerceklestirilmistir. Petriler 37+2°C’de 24-48 saat inkibe edilmistir. Sadece
kaltur iceren tupler pozitif kontrol, sadece koruk drlnd iceren tipler negatif kontrol
olarak degerlendirilmistir. Sonuglar log kob/mL olarak verilmistir. Bu kisim igin

belirleme limiti <1'dir.

3.2.6. Koruk Uriinlerinin Baz1 Gidalarin Dogal Mikrofloralar1 Uzerindeki Etkisi

Calismanin altinc1 kisminda koruk {irlinlerinin bazi gida 6rneklerinin (marul ve havug)
mevcut mikroflorasi tizerindeki inhibitif etkisi belirlenmistir. Bu amagla marul ve havug
ornekleri tiiketim Oncesi hazirliklar model alinarak analize alinmis ve mevcut
mikrofloralar1 belirlenmistir. Tiim gida 6rnekleri koruk iiriinleri ile farkl siirelerle (0, 5,

10 dak.) muamele edilmis ve inhibisyon miktarlar1 belirlenmistir.

3.2.6.1. Gida Orneklerinin analize hazirlanmasi

Calismada kullanilan gida orneklerinden marul; dis yapraklari ve hasarli kisimlar
uzaklagtirildiktan sonra sehir sebeke suyu altinda yikanmis ve kalan su mutfak tipi
kurutucu ile uzaklastirildiktan sonra aseptik kosullarda yaklasik olarak 1x1 cm
boyutlarinda dogranip steril kavanozlara 10’ar gram tartilarak dagitilmistir. Havug
ornekleri ise sebeke suyu ile yikanmig ve fazla su uzaklastiktan sonra bas ve sap
kisimlar1 kesilip kabuklar1 soyularak mutfak tipi robot (Moulinex, 03802, Fransa)
kullanilarak rendelenmistir. Aseptik kosullarda steril kavanozlara 10’ar gram tartilarak

porsiyonlanmustir.
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3.2.6.2. Gidalarin koruk {irtinleri ile muamele edilmesi

Gida tirini bulunan kavanozlara/tliplere, her koruk Grininden 1 mL aktarilmis ve
kavanozlardaki Grtnler steril spatil ile, tlplerde bulunan Griin ise vortekslenerek (Velp,
F202A0173, Europe) karigtirilmistir. Muamelenin sonunda 6rnekler oda sicakliginda 0,
5 ve 10 dakika tutulduktan sonra %0.1’lik 89 mL PW ilave edilerek stomacher
cihazinda 200 devirde 90 s siireyle homojenize edilmistir. Orneklere ait diltisyonlar
desimal sekilde hazirlanmis ve ardindan BHIA besiyerine yayma plak yontemiyle ekim
yapilmigtir. Petriler, 30+2°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol grubu
olarak koruk {irlinleri ile muamele edilmemis gida 6rnekleri ve negatif kontrol olarak
koruk iiriinleri test edilmistir. Marul ve havug 6rneklerinin sonuglar1 log kob/g, olarak

degerlendirilmistir. Bu kisim i¢in belirleme limiti <2'dir.

3.2.7. Koruk Uriinlerinin Gidalara Inokiile Edilen Patojen Mikroorganizmalar

Uzerindeki inhibitor Etkisi

Calismanin yedinci asamasi bir onceki asamanin devami niteliginde olup, burada
gidanin dogal mikroflorasinin degil gidalara inokiile edilen patojenlerin inhibisyonlari
degerlendirilmistir. Bu amagla selektivite kazandirilarak dogal mikrofloradan
gelebilecek olan benzerlerinden ayrilmis kiiltlirler gidalara inokiile edilmistir. Uygun
tutundurma prosediriyle E. coli, L. monocytogenes S. Typhimurium ve S. aureus
bakterilerinin gida 6rneklerine 4 log kob/g diizeyde tutundurulmasi gergeklestirilmis ve
ardindan 6rnekler koruk {iriinleri ile farkl siirelerle (0, 5, ve 10 dak) muamele edilmis
ve inhibisyon miktarlar1 belirlenmistir. Bu asamada kullanilan gida 6rnekleri de Boliim

3.2.3.5.1.°de belirtildigi gibi hazirlanmistir.

3.2.7.1. Inokiilasyon icin kiiltiirlerin hazirlanmasi

Bu asamada oOncelikli olarak kiiltlirlerin nalidiksik aside diren¢ kazandirilmasi
saglanmistir. Kiiltiirlerin, gidalarda dogal bir bilesen olmayan nalidiksik aside adapte
olmasiyla ortamdan gelebilecek olan diger mikroorganizmalardan kolaylikla ayirt
edilmesi ve analiz ortamimna segicilik kazandirilmasi saglanmistir.  Patojen

mikroorganizmalarin nalidiksik aside adaptasyonu i¢in -80°C'de muhafaza edilen stok
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kalturler BHIB besiyerine (10 mL) aktarilmis ve 374+2°C’de 24 saat inkiibe edilerek
aktive edilmistir. Hazirlanan taze kiiltiirler, 10 ppm nalidiksik asit (Panreac, A1894,
Almanya) iceren BHIB besiyerine aktarilmis ve 37£2°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Bu kosula adapte olup gelisen kiiltiirler ayn1 islemler tekrarlanarak sirasiyla 20, 30, 40
ve 50 ppm nalidiksik aside kars1 adapte edilmislerdir (Karabiyikli ve Kisla, 2012).

Test edilen patojen mikroorganizmalardan E. coli, L. monocytogenes ve
S. Typhimurium 50 ppm nalidiksik asit iceren BHIB besiyerinde 37°C’de 20 saat
inkiibe edilmis ve ardindan besiyerinin hiicrelerden uzaklastirilmasi i¢in 5000 rpm
devirde 15 dakika santrifiij (Hettich EBA 21, Almanya) edilmistir. Pelet, iizerine steril
PW konularak baslangi¢c hacmine tamamlanmis ve bu islem iki kez tekrarlanarak
hiicrelerin yikanmasi ve besiyerinin hiicrelerden uzaklastirilmasi saglanmistir. S. aureus
50 ppm nalidiksik asit iceren BHIB besiyerinde 37°C’de 7 saat inklbe edilerek

hazirlanmis ve benzer yikama prosediirii uygulanmistir.

3.2.7.2. Gidalarin inokiilasyonu ve koruk iirtinleriyle muamele edilmesi

Inokiilasyon igin hazirlanan E. coli, L. monocytogenes ve S. Typhimurium spot
inokiilasyon yontemiyle marul ve havug gida 6rneklerine (10 g) aktarilmustir. Ornekler;
28°C’de 2 saat ve ardindan 4°C’de 20 saat seklinde onceden belirlenen tutundurma
prosediiriine tabi tutulmustur. S. aureus i¢in standart tutundurma prosediiriinde basarili
sonuglar elde edilememesi sebebi ile modifikasyona gidilmis ve farkli bir tutundurma
prosediirii uygulanmistir. S. aureus inokiile edilmis marul ve havug ornekleri en iyi
tutunmanin saglandiglr 37°C’de 2 saat ve ardindan 4°C’de 12 saat kosullarinda inkiibe
edilmistir. Boylelikle, nalidiksik aside adapte edilmis biitiin patojenlerin gida
orneklerine istenilen 4 log kob/g diizeyinde tutundurulmasi saglanmistir. Domates suyu
stvi bir gida oldugu icin tutundurma prosediirii uygulanmamistir. Deney tiiplerinde
bulunan domates suyu 6rneklerine son hacimde 4 log kob/mL diizeyde olacak sekilde
patojenlerin ilavesi yapilmis ve 10 dakika beklenerek hiicrelerin ortama uyumu

saglanmistir.

Tutunma prosediiriinii takiben nalidiksik aside direncli patojenler ile kontamine edilmis

gida orneklerine, koruk Uriinlerinden 1 mL ilave edilmis ve farkli bekleme sureleri (0, 5

53



ve 10 dak.) denenmistir. Bekletme siiresi sonunda %0.1’lik PW ile homojenizasyon
yapilarak desimal diliisyonlar hazirlanip 50 ppm nalidiksik asit iceren BHIA besiyerine
yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Petriler 37+2°C’de 24-48 saat inkibe
edilmistir. Pozitif kontrol olarak, koruk iiriinleri ile muamele edilmemis ve patojen
bakterinin tutunduruldugu gida ornekleri, negatif kontrol olarak ise hem koruk
tirtinlerinin kendisi hem de inokiile edilmemis gida 6rnekleri test edilmistir. Sonuglar
log kob/g ve log kob/mL olarak verilmistir. Bu kisim i¢in belirleme limiti marul ve

havug gida 6rnekleri igin <2, domates suyu icin <1'dir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Mikrobiyolojik, fiziko-kimyasal ve antioksidan kapasite analizlerinin her biri iki paralel
ve iki tekrarh olarak yiriitiilmistiir. Bakteri sayilar1 log kob/mL ya da log kob/g olarak
ifade edilmistir. Ortalamalarin karsilagtirilmasi i¢in Duncan testi kullanilmig ve veri
analizleri SPSS 17. versiyon (17.0.3, 2010, SPSS Inc., Chicago, ABD) istatistiksel paket
programu kullanilarak %95 giiven araliginda gergeklestirilmistir. ki iiriin grubu arasinda
ortalamalar acisindan fark olup olmadigini aragtirmak amaciyla Bagimsiz grup T testi

(Independent-Samples T-Test) kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu tez kapsaminda materyal olarak kullanilan koruk {iriinlerine iliskin detayli bilgi
Cizelge 3.1’de verilmistir. Koruk suyu grubunda bulunan triinler; 1, 2, 3, 4 ve 5
rakamlariyla, koruk eksisi grubunda yer alanlar ise; 6, 7, 8, 9 ve 10 sayilar ile ifade

edilmistir.

Bolim 3’te belirtildigi sekilde tez kapsaminda oncelikli olarak; kullanilan koruk
urtinlerinin mikrobiyolojik, fizikokimyasal ve antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda koruk iirlinlerinin gidalarda siklikla
rastlanan patojenlere karst minimum inhibisyon konsantrasyonlari belirlenmistir.
Ilaveten, koruk iiriinlerine olasi bir patojen kontaminasyonuna kars: iiriiniin kendini
koruyup koruyamadigina iligkin analizlerle iirlin glivenligi test edilmistir. Son asamada
ise, koruk iriinlerinin farkli gida 6rnekleri tizerindeki koruyucu etkisinin belirlenmesi

amagclanmustir.

4.1. Mikrobiyolojik ve Fizikokimyasal Analizler

4.1.1. KoruKk iiriinlerinin mikroflorasinin belirlenmesi

Koruk {irlinlerinin mevcut mikrobiyal florasinin belirlenmesi i¢in TMAB, TPAB, LAB,
maya-kif, S. aureus, B. cereus, C. perfringens, E. coli, E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, Salmonella spp., toplam koliform bakteri ve fekal koliform bakteri
analizleri gerceklestirilmigtir. Yapilan bu analizler dogrultusunda sadece 7 numarali
koruk eksisi 6rneginde TMAB, TPAB, maya-kif ve LAB analizleri igin sirasiyla 2.94,
3.56, 3.50 ve 3.70 log kob/mL sayim degerleri elde edilmis olup diger triinlerde bu
analizlere iliskin sonuclar belirleme limitinin altindadir. Yerel bir Greticiden temin
edilen 7 numarali bu 6rnegin tretim kosullarindaki yetersiz sanitasyon nedeniyle post
kontaminasyona ugragi ve elde edilen sonuglarin bu durum ile iliskili oldugu
dustiniilmektedir. Analize alinan ftriinlerin hicbirinde E. coli, E. coli O157:H7, L.
monocytogenes ve Salmonella spp.’ye rastlanmamis olup, B. cereus, C. perfringenes, S.
aureus, toplam koliform bakteri ve fekal koliform bakteri sayim sonuglarinin tim
urlinler icin tespit edilebilir diizeyin altinda (<1.00 log kob/mL) oldugu belirlenmistir
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(Cizelge 4.1). Nar iriinlerinin inhibitif etkisini inceleyen bir ¢alismada 9 0Ornek
tizerinde mikrofloray1 belirlemek amaciyla yapilan TMAB, S. aureus, maya-kif, E. coli
ve Salmonella spp. analiz sonuglarma gore iriinlerin higbirinde patojen tespit
edilememis ancak iki Ornekte (nar suyu ve tane nar) TMAB, kif ve maya sayim
sonuclarinin yiiksek oldugu bildirilmistir. Bu degerler sirasiyla; nar suyunda 7.45, 7.04
ve 7.52 log kob/mL olarak; tane narda ise 6.95, 5.85 ve 6.73 log kob/mL olarak tespit
edilmis olup (Karabiyikli, 2010) bu degerlerin mevcut tez ¢calismasinda 7 numarali iiriin
icin elde edilen degerlerden ve ilgili tebligde (TGK, 2011) bulunan kriterden yiiksek
oldugu goriilmektedir.

29.12.2011 tarih ve 28157 say1 ile Resmi Gazete’de yayimnlanan Tiirk Gida Kodeksi
Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’'nde yer alan kriterler ve olas1 riskler g6z oniine
alimarak (Cizelge 3.2 ve 3.3) yapilan diger mikrobiyolojik analiz verileri
degerlendirildiginde analize alinan UrUnlerin insan sagligi iizerinde etki olusturacak
herhangi bir mikrobiyolojik riske sahip olmadigi goriilmektedir. Bununla birlikte; 7
numaral iiriin i¢in elde edilen degerler géz 6niinde bulundurularak, prosesi sirasinda
halihazirda 1s1l islem gormiis olan koruk eksisi iiriinlerinin (6, 7, 8, 9 ve 10) tamami
olas1 bir post kontaminasyon varligina karsi tedbir amaciyla 110°C’de 10 dakika 1s1l
isleme tabi tutulmus ve ilerleyen mikrobiyolojik denemeler bu asamadan sonra
gercgeklestirilmistir (Degirmenci ve ark., 2012; Karabiyikli ve ark., 2012; Karabiyikli ve
ark., 2014). Boylece; tiriinlerde bulunabilecek mikroflora inhibe edilmis ve daha sonraki
asamalarda inokiile edilecek mikroorganizmalarla baslangi¢ florasinin arasindaki
mikrobiyal rekabet de engellenmistir. Koruk eksisi iiriinlerine uygulanan bu 1s1l islem
sonrasinda mikrobiyal analizler (TMAB, TPAB, LAB, maya-kif, S. aureus, B. cereus,
C. perfringens, E. coli, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella spp., toplam
koliform bakteri ve fekal koliform bakteri) yeniden yapilmis, degerler tespit edilebilir
diizeyin altinda bulunmus ve uygulanan 1s1l islemin yeterliligi kontrol edilmistir. Bu
asamada elde edilen sonuglar tespit edilebilir diizeyin altinda kaldigindan bu sonuglar

icin istatistiksel analiz gerceklestirilmemistir.
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Cizelge 4.1. Koruk Urtinlerinin mikroflorasina ait degerler

URUN URUN t t ;  Maya- S. B. C. T. F. . . Salmonella L.
CESiDIi  NO TMAB™ TPAB™  LAB Kuff  aureus’ cereus’ perfringens’ Koliform® Koliform® coli C(;ig? spp. monocytogenes
1 <1* <1 <1 <1 <1 <1 <1 <03 <03 t i i i
(+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (#0.00) (¥0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
5 5 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
> (£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
‘Q 3 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 ] ] ] ]
) (£0.00) (#0.00) (+0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00)  (0.00) (£0.00)  (+0.00)
g <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <03 <03
X 4 (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (0.00) (+0.00)  (+0.00) ) ) )
5 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
(£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
6 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
(£0.00) (£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
= 7 2.94 3.56 3.70 3.50 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
17 (£0.13) (£0.90) (£0.33) (+0.28) (#0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
E 8 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
= (£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
g 9 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 ) ) ] ]
Y (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)
10 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <0.3 <0.3 i i i i
(£0.00) (£0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00) (+0.00)  (+0.00) (£0.00)  (+0.00)

* n=4, (+standart sapma) ' Var/yok analizlerinde mikroorganizma tespit edilmemistir.

*log kob/mL  § EMS/mL
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4.1.2. Koruk Uriinlerinin Baz1 Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Koruk drtnlerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in pH, su aktivitesi, suda
¢oziinlir kuru madde, renk, titrasyon asitligi, toplam seker icerigi, askorbik asit, protein
ve fenolik madde igerigi tespit edilmis ve istatistiki bilgileri Ekler boliimiinde yer alan
Cizelge E.1 ve E.2’de verilmistir (EK-14). Uriinler arasinda istatistiksel farkliliklar
mevcut olup bu durumun, iirlinlerin iretim sekilleri, elde edildikleri yoreler, {izim
cesidi, cografi kosullar, cevresel etmenler, genetik 6zellikler, hasat zamani, olgunlasma

evresi gibi birgok faktoriin degiskenliginden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Uriinlerinn; su aktivitesi degerleri 0.963-0.980 arasinda degismektedir (Sekil 4.1).
Koruk sularinin ortalama su aktivitesi degeri 0.978 (+0.00), koruk eksilerinin ise
0.973 (£0.00)’tiir. Koruk suyu ve koruk eksisi iiriin gruplarinin su aktivitesi degerleri
benzer olup uygulanan 1s1l islem koruk eksisi tirtinlerinin su aktivitesi degerleri iizerinde
belirgin bir etki olusturmamistir (p>0.05). Bu durumun eksi {iretimi sirasinda uygulanan

1s1l iglem siiresinin kisa olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

aw Degerleri”
0,990

0,985 0.980
0.979 0.980 0.980
0,980 0.977 0.975 0.975 0.976
0.975 0.974
0,970 0.963
0,965
0,960
0,955
0,950
0,945
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Koruk Urinleri

aw

* n=4, (1 L standart sapma)

Sekil 4.1. Koruk iiriinlerinin su aktivitesi degerleri
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Koruk iriinlerinin; suda ¢0zlinlir kuru madde miktarlari koruk c¢esitlerinin
degiskenligine de bagli olarak belirgin farklilik gostermektedir (p<0.05) (Sekil 4.2).
Uriinlerin briks degerleri 3.55 ile 8.00 arasinda olup koruk eksisine uygulanan 1sil
islemin briks iizerinde de etkili olmadig1 goriilmektedir (p>0.05). Benzer bir ¢calismada;
Hayoglu ve ark. (2009) iki farkli koruk ¢esidinden elde ettikleri koruk sularinda briks
degerlerini 4.50 ve 7.47 seklinde bulmuslardir.

Briks Degerleri”
8,00 8.00 7.83
' 7.20
7,00
, o0 5.40
2 500  5.00 510 5.10
= 5,00
m 4.20
4,00 3.55
3,00 I
2,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Koruk Urinleri

* n=4, (1 - standart sapma)

Sekil 4.2. Koruk iiriinlerinin suda ¢oziiniir kuru madde degerleri

Koruk {irlinlerinin titrasyon asitligi degerleri, hem bireysel 6rneklere bagli olarak hem
de ait olduklar {irlin gruplar1 bazinda farklilik gdstermektedir (p<0.05). Bu durumun,
koruk Grinlerindeki organik asit kompozisyonunun; iiziim g¢esidine, olgunlasma
periyoduna ve hasat zamanma bagli olarak degiskenlige sahip olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Sekil 4.3). Uziim tanelerinin olgunlasma boyunca
degisen titrasyon asitliginin incelendigi bir calismada Orneklerin asit degerinin
baslangicta %4.00 oldugu ve olgunlasma boyunca azalarak %0.38’e diistiigii
goriilmiistiir (Jancarova ve ark., 2013). Test edilen Orinler iginde titrasyon asitligi
degeri en yliksek olan 10 numarali koruk eksisi (%7.10), en diisiik olan ise 5 numarali
koruk suyu (%2.29) 6rnegidir. 10 numarali koruk eksisi ornegi ticari bir iiriin olup

yiiksek asit iceriginin, iiriine sonradan ilave edilen asitlik diizenleyiciden kaynaklandig:
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diistiniilmektedir. Nikfardjam (2008) yedi farkli koruk suyu 6rneginin titrasyon asitligi
degerlerini %1.96 ile 3.96 arasinda bulmustur. Baska bir calismada koruk suyu
orneklerinde asit igerigi bir Onceki analiz verileri ile uyumlu olarak %2.48 ile 3.00
arasinda bildirilmistir (Hayoglu ve ark., 2009). Olgunlagsma boyunca iiziim tanelerinin
organik asit igerigini test eden Sabir ve ark. (2010), titrasyon asitligi degerlerini

olgunlagmanin ilk evresinde %2.18 ile 3.07 arasinda bulmustur.

Titrasyon Asitligi Degerleri
8,00 (% tartarik asit)
7.10

2 7,00
= 6,00
. 5,00
s > 4.33
z
£ 4,00
z 3.33
= 3.25 2. 98 3.21

2,00

9 10
Koruk Urinleri

* n=4, (1 - standart sapma)

Sekil 4.3. Koruk iiriinlerinin titrasyon asitligi degerleri

Koruk drunlerinin en diisiik ve en yliksek pH degerleri 2.14 ve 2.74 olarak saptanmistir
(Sekil 4.4). Koruk sularimin ortalama pH degeri (2.45+0.09), koruk eksilerinin pH
degeri ortalamasindan (2.34+0.21) daha yiiksek olup, bu durum koruk sularinin
ortalama titrasyon asitligi degerinin (%3.14+0.54) koruk eksilerininkinden
(%4.52+1.42) daha diisiik olmasiyla iligkilendirilmistir. Koruk sularinin ortalama pH
degerleri, koruk eksilerinden daha yiiksek olmasina ragmen bu durum istatistiki agcidan
onemli bulunmamistir (p>0.05). Hayoglu ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢alismada koruk
suyunun pH degerlerini 2.91 ile 2.98 arasinda, Setorki ve ark. (2010) 3.24 olarak,
Kamffer ve ark. (2010) ortalama 3.17 olarak bildirirken; Simone ve ark. (2013)

liztimlerin ortalama pH degerini 3.11 olarak tespit etmis olup, bu calismalardan elde
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edilen sonuclarin mevcut tez ¢alismasinda belirlenen pH degerleriyle uyumlu oldugu

gorulmektedir.
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Sekil 4.4. Koruk iiriinlerinin pH degerleri

Gida iirlinlerinin renkleri; tiiketici albenisi i¢in oldukca etkili olup ticari {iirlinlerin
satiginda tiiketicilerin tiirline ait ilk izlenimleri agisindan onemli bir yer tutmaktadir.
Uriinlere uygulanan 1s1l islem gibi teknolojik asamalar, iiriinlerin rengi {iizerinde
degisiklikler meydana getirmektedir (Fellows, 2000). Bu renk degisimleri Hunter renk
sisteminde L*, a* ve b* degerleri kullanilarak tespit edilmektedir. Bu sisteme gore L*;
aydinlik (50-100) ve karanligin (0-50), a*; kirmizi (+) ve yesilin (-) ve b*; sar1 (+) ve
mavinin (-) degerlerini temsil etmektedir (Anonim, 1996; Harold, 2001). Koruk
tirtinlerinin ortalama L*, a* ve b* degerleri sirasiyla +62.65 (£26.44), -1.67 (£9.46) ve
32.57 (£51.43) seklinde belirlenmistir. Renk ile ilgili bir diger bir parametre ise toplam
renk farkini ifade eden AE degeridir (Anonim, 1996). Koruk Urlnlerinin AE degerleri
L*, a* ve b* degerleri kullanilarak hesaplanmis ve koruk suyu drinleri igin
41.19-49.68 arasinda, koruk eksisi trtinleri igin 91.48-149.59 arasinda bulunmustur
(Sekil 4.5 ve 4.6). Tez calismasinda kullanilan koruk {iriin gruplarina ait 6rneklerin AE

degerleri birbirleriyle uyumludur.
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Koruk suyu drinlerinin L* degeri 50’den diisiik olup bu iriinler L* degeri 50’den
yiikksek olan koruk eksilerine gore daha koyu bir renge sahiplerdir (p<0.05). Koruk
sularmin bulanikligr 1s1l islem sirasinda protein, polisakkarit gibi bazi bilesenlerin
cokelmesiyle azalmaktadir. Bu nedenle, koruk eksilerinin aydinlik degeri koruk sularia
gore daha yiiksektir. Yesil renge sahip koruk sularinin ortalama a* degeri -7.49 (+1.81)
olarak bulunmustur. Isil islem uygulanan koruk eksilerinin ortalama a* degeri ise
+4.15 (£10.50) olup iiriin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (p<0.05).
Koruk iiriin gruplarinin ortalama b* degerleri birbirinden farkli bulunmamasina
(p>0.05) ragmen, 9 ve 10 numaral iiriinler b* degerleri ag¢isindan degerlendirildiginde
bu Grinlerin en sar1 triinler oldugu goriilmekte ve bu durum 1s1l islem ve enzimatik

olmayan esmerlesme reaksiyonlari ile agiklanabilmektedir (Spanos ve Wrolstad, 1992).

Renk Degerleri”
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Sekil 4.5. Koruk suyu 6rneklerinin renk degerleri
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Sekil 4.6. Koruk eksisi 6rneklerinin renk degerleri

En yiiksek toplam seker igerigi ticari bir iiriin olan 10 numarali koruk eksisinde
(17.05 g/L), en diisiik deger ise 5 numarali koruk suyunda (0.86 g/L) tespit edilmistir
(Sekil 4.7). Koruk sularimin (7.15+4.28) ve eksilerinin (6.30+6.58) ortalama seker
icerikleri ise istatistiki olarak farkli bulunmamistir (p>0.05). Sabir ve ark. (2010)’nin
olgunlagmamis iiziim tanelerinde 42.60 g/L olarak bildirmis olduklar1 toplam seker
icerigi, tez ¢alismasindan elde edilen sonuglara kiyasla yiiksektir. Bununla birlikte,
Nikfardjam (2008) koruk suyunda yaptigi arastirmada toplam seker igerigini 0.10 ve
95.10 g/L olarak belirtmistir. Bu veriler dikkate alindiginda analiz degerlerindeki bu
farkliliklar tizerinde; iiziim tiirli, genotipik Ozellikler ve biiyiime kosullarmin etkili

oldugu sonucuna varilmaktadir.
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Sekil 4.7. Koruk iiriinlerinin toplam seker igerigi degerleri

C vitamini dogada en yaygin olarak bulunan vitamin olup koruk sularinin ortalama
askorbik asit (C vitamini) degeri 3.09 (£0.42) mg/100mL, koruk eksilerinin ise
0.52 (£0.69) mg/100mL’dir (Sekil 4.8). Koruk eksilerinin ortalama C vitamini degerinin
koruk sularindan oldukga diisiik oldugu goriilmektedir (p<0.05). C vitamini, vitaminler
arasinda en az stabil olandir ve 6zellikle; oksijen, oksijen esliginde uzun siireli 1sitma ve
151k, C vitamini degradasyonunun en dnemli etmenleridir (Cemeroglu ve ark., 2004).
Mevcut sonuglar arasindaki farklilik koruk eksilerinin tretimlerindeki 1sil islem
basamaginin vitaminin par¢alanmasina neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Hayoglu
ve ark. (2009), iki koruk suyu Orneginde L-askorbik asit miktarlarin1 2.00 ve 1.90
mg/100mL olarak bulmuslardir. Daha sonra koruk sularina 85°C’de 15 dakika 1s1l islem
uygulamislar ve 5°C’de 3 ay depolama yapmislardir. Depolamanin sonunda L-askorbik
asit degerlerini 1.47 ve 1.40 mg/100mL olarak tespit etmislerdir. Tez c¢aligmasinda
analize alinan koruk Grtnlerinin 3 tanesinde (5, 6 ve 9) C vitamini tespit edilememis
olup diger iirlinlerin C vitamini igerigi 0.54 ile 5.91 mg/100mL arasinda hesaplanmuistir.
Koruk sularinda yapilan bir ¢alismada bu deger 1.80 mg/100mL seklinde bildirilmis
olup mevcut ¢alismadan elde edilen sonuglar ile uyum gostermektedir (Setorki ve ark.,
2010).
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Sekil 4.8. Koruk iirlinlerinin askorbik asit (C vitamini) degerleri

Tez kapsaminda analize alinan koruk tiriinleri protein degerleri agisindan ise oldukca
farkli olup bu degerler 0.00-22.39 mg/mL araliginda degismektedir (Sekil 4.9). Koruk
trtinlerinin elde edildigi iiziimlerin olgunlasma diizeylerinin farkliliklar1 protein
miktarlar1 tizerinde etkili olabilmektedir. Tanelerde, olgunlagsma boyunca protein
miktarlarinin takip edildigi bir calismada baslangi¢ degerleri 1.13 mg/g iken siireg
sonunda 0.30 mg/g olarak bulunmustur (Giribaldi ve ark., 2007). C vitamininde oldugu
gibi koruk sularinin ortalama protein degerleri koruk eksilerinden fazladir. Koruk sular1
ortalama 10.33 (x8.07) mg/mL protein icerirken, koruk eksilerinde bu deger
5.11 (%4.30) mg/mL’dir. Koruk eksilerinin tretimindeki 1sil islem basamaginda
proteinlerin koagiile olmasi ve islem sonunda bu yapinin uzaklastirilmasi protein
degerini diistirmekle birlikte {iriin gruplar1 arasinda protein igerikleri a¢isindan énemli

bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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Sekil 4.9. Koruk iiriinlerinin protein degerleri

Antioksidan ve antibakteriyel kapasite gibi fonksiyonel &zelliklerin 6nemli bir
gostergesi olan polifenolik bilesenler, meyvelerin 6nemli yapitaslaridir (Gullon ve ark.,
2016). Antibakteriyel bilesenlere dogal bir alternatif olarak sunulan polifenolik
maddeler aynt zamanda antioksidan Ozellikleri sayesinde kronik hastaliklar
engelleyebildikleri i¢in, son yillarda polifenolik igerigi zengin gidalara olan egilim
artmustir (O’Byrne ve ark., 2002; Ali ve ark., 2011). Uziim ve triinleri flavonoidler gibi
yuksek miktarda fenolik madde (1000.00-1800.00 mg/mL) icermektedir (Singleton,
1982; Brasseur ve ark., 1986; Macheix ve ark., 1990). Farkli olgunlasma asamalarindaki
tiziimlerin ve c¢esitli {iziim iriinlerinin saglik {izerine olumlu etkilerini ortaya koyan
bircok ¢alisma mevcut olup bu etki, iirlinlerin zengin polifenolik igerigi ile
iliskilendirilmistir. Calismalarda bu {iriinlerin; kandaki toplam kolestrol, trigliserid ve
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyelerini diisiirdiigii gosterilmistir (Aminian ve
ark., 2003; Setorki ve ark., 2010; Alipour ve ark., 2012).

Koruk sularinin toplam fenolik konsantrasyonu 233.44 ile 672.75 mg/L, koruk
eksilerinin ise 96.79 ile 652.14 mg/L arasinda bulunmus olup iiriin gruplar1 arasindaki
farklilik 6nemsizdir (p>0.05). Fenolik maddeler 1s1l islem ile bozunmakta ve bu durum
Ozellikle ticari birer Grtin olarak birgok 1s1l islem asamasina sahip olan 9 ve 10 numarali

Urinlerde agik¢a goriilmektedir (Sekil 4.10). Tez ¢alismasindaki koruk tirtinlerinin
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toplam fenolik igerikleri Lee ve ark. (2004)’nin bildirdikleri (739.00-1673.00 mg/L)
degerlerden diisiik ¢ikmasina ragmen, Nikfardjam (2008) ve Hayoglu ve ark.,
(2009)’nin belirttikleri (315.00-7538.00 mg/L) degerler ile benzerlik gostermektedir .
Toplam fenolik madde igerigi olgunlasma donemine baghh olarak degisiklik
gostermektedir. Hasat baglangicinda 5000.00 mg/LL  olarak bulunan fenolik
konsantrasyonu hasat donemi sonunda 104.00 mg/L olarak tespit edilmistir (JanCatfova

ve ark., 2013).
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Sekil 4.10. Koruk {iirlinlerinin toplam fenolik madde degerleri

4.1.3. Koruk Urunlerinin Antioksidan Kapasitesinin Belirlenmesi

Klinik denemeler ve epidemiyolojik ¢alismalar; meyve ve sebze tliiketiminin artmasiyla
kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanserin ortaya ¢ikmasi arasinda ters bir iliski oldugunu
bildirmektedirler. Meyve sebzelerde bulunan ve antioksidan aktiviteye sahip bilesenler,
oksidadif strese dayanan bu hastaliklardan korunmada olduk¢a oOnemli bir yere
sahiplerdir. Bu nedenle; gidalarin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi iizerine
bliyiik bir ilgi olusmustur. Gidalarin yapisinda bulunan biitiin antioksidanlar1 giivenilir
bir sekilde dlgebilen, gegerliligi kabul edilmis bir yontem heniiz bulunmamasina ragmen
etkinligin belirlenebilmesi i¢in bir¢ok farkli analitik yontem kullanilmaktadir (Huang ve

ark., 2005). Bu yizden koruk Urinlerinin antioksidan kapasiteleri, elektron transferi
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reaksiyonuna dayali FRAP ve TEAC analiz yontemleriyle gergeklestirilmis olup
analizlerin istatistiki verileri Ekler bélumunde yer alan Cizelge E.3’te sunulmustur (EK-
14).

Koruk drunlerinin FRAP ve TEAC degerleri sirasiyla; 0.025-0.232 pmol TE/mL ve
0.035-0.885 umol TE/mL arasinda bulunmustur (Sekil 4.11 ve 4.12). Koruk sularinin
ortalama FRAP ve TEAC degerleri sirasiyla 0.120 (£0.05) ve 0.529 (+0.29) pmol
TE/mL’dir. Koruk eksilerinde ise bu degerler sirasiyla 0.086(+0.07) ve 0.311(+0.31)
umol TE/mL olarak belirlenmistir. Uriin gruplarinin hem FRAP hem de TEAC ortalama
degerleri arasinda 6nemli bir farklilik bulunmamakla (p>0.05) birlikte; Grlnler
arasindaki bireysel farkliliklar; {iriinlerin olgunlasma diizeyleri, hasat zamanlar1 gibi
faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Bununla birlikte; antioksidan maddeler 1s1l islem
ile parcalanabilmektedirler. Koruk eksilerinin, antioksidan kapasitelerinin koruk
sularina gore daha az olmasi; {iretim sirasindaki 1si1l igslem basamaklarindan
kaynaklanabilmektedir. Del Pozo-Insfran ve ark. (2006), misket (zim suyunda
yaptiklar1 ¢alismada iizim suyunun antioksidan kapasitesini ORAC yOntemiyle
22.10 umol TE/mL olarak belirlemislerdir. Uziim sularma uygulanan 1sil islemin
(75°C / 15 s) ardindan bu deger 18.20 umol TE/mL olarak tespit edilmistir. Isil islem,
{iziim sularmnin antioksidan kapasitesini %10 oraninda azaltmistir. Uziimler ve bazi
liziim {triinlerinde bulunan fenoliklerin biiyiik bir kismi antioksidan olarak gorev
alabilmektedir (Kanner ve ark., 1994). Kirmiz1 ve beyaz ilizimde ORAC degerleri
sirastyla 3.50-11.10 uM TE/mL ve 14.60-25.00 uM TE/mL olarak belirtilirken
(Da’valos ve ark., 2005), bir baska ¢alismada tiztim suyunun FRAP ve TEAC degerleri
sirastyla 4.40-5.40 pM TE/mL ve 14.90-21.70 uM TE/mL olarak ifade edilmistir
(Seeram ve ark., 2008). Uziim sularinimn antioksidan miktarlarinin tez ¢alismasinda
analize alinan koruk {iriinlerine gore daha yiiksek bulundugu gériilmektedir. Ozellikle;
kirmizi {iztimlerde olmak iizere iiziimlerde bulunan antioksidan bilesenlerinin

miktarlari, olgunlagmaya bagli olarak artmaktadir.
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Sekil 4.11. Koruk {iirtinlerinin FRAP degerleri
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Sekil 4.12. Koruk {iirtinlerinin TEAC degerleri

69



4.2. Koruk Uriinlerinin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Degerlerinin

Belirlenmesi

Koruk tirtinlerinin hem mevcut pH degerinde hem de nétralizasyon sonrast E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes, ve B. cereus bakterilerine karsi
antimikrobiyal etkinligi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmis olup bu kapsamda

yapilan analizlerin paralel ve tekerriirlerinde farkliliklar bulunmamaktadir.

Notralizasyon islemi uygulanmamis (mevcut pH degerlerindeki) koruk sularmmin (pH
2.35-2.60); E. coli, S. aureus ve L. monocytogenes i¢in MIK degerleri 1:2 (%50) ve 1:4
(%25) arasinda degismektedir. Bu deger; S. Typhimurium ve B. cereus iginse 1:2 (%50)
ve 1:4 (%25) olarak bulunmustur (Cizelge 4.2). Notralize edilmemis koruk eksilerinin
(pH 2.14-2.74) MIK degerleri biitiin patojenler igin 1:2 (%50) ile 1:16 (%6.25) arasinda
degismektedir. Elde edilen MIK testi sonuglar1 kiyaslandiginda koruk eksilerinin test
edilen patojen mikroorganizmalar iizerinde koruk sularina gore daha etkili oldugu
soylenebilir. Koruk eksisi grubunda yer alan 10 numaral ticari {iriiniin MIK testi
sonuglar1 oldukca dikkat c¢ekici olup patojen kiiltiirler iizerinde etkili konsantrasyonu
digerlerinden daha diisiiktiir. Bu durum, en diisiik pH (2.14) ve en yliksek titrasyon
asitligi (%7.10) degerine sahip olan ilgili Urindn ticari prosesi ile iliskilendirilmistir.
Organik asitler bakimindan zengin olan meyve sularinin antimikrobiyal etkinlikleri ile
ilgili ¢ok sayida calisma mevcuttur (Kisla, 2007; Degirmenci ve ark., 2012; Karabiyikli
ve ark., 2012; 2014). Cesitli meyve sularinin S. epidermidis’e karsi antibakteriyel
etkinliklerinin belirlendigi ¢calismada visne, kizilcik, ahududu, zencefil, ¢ilek ve kirmizi
lahana sularmin MIK degerleri 1:2 (%50) iken nar suyunun MIK degerinin 1:16
(%6.25) oldugu bulunmustur (Lee ve ark., 2003). Meyve sularinin inhibisyon
mekanizmalart {lizerinde, diger bilesenlerinin yani sira diisiik pH degerine ve yiiksek
organik asit igerigine sahip olmalarinin da 6nemli oldugu bilinmektedir. 8 farkli organik
asidin B. cereus, B. subtilis, E. coli, Lactobacillus fermentum, L. plantarum ve
Alicyclobacillus iizerindeki inhibitif etkisi arastirilmis ve denenen organik asitler
arasindan tartarik asidin MIK degerleri ad1 gecen mikroorganizmalar igin sirastyla 5.90,

26.10, 50.00, 25.00, 26.10 ve 7.07g/L olarak bildirilmistir (Hsiao ve Siebert, 1999).
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Koruk eksilerine en duyarli test patojeni olarak B. cereus tespit edilmis ve MIK
degerleri 1:4 (%25) ile 1:16 (%6.25) arasinda bulunmustur. Nassar-Abbas ve Halkman
(2004) benzer sekilde sumak ekstraktlarinin inhibitif etkinligini 12 mikroorganizma (B.
cereus, B. megaterium, B. subtilis, B. thuringiensis, L. monocytogenes, S. aureus,
Citrobacter freundii, Hafnia alvei, E. coli Type I, E. coli O157:H7, P. vulgaris, S.
Enteritidis) tizerinde belirlemisler ve bunlar i¢inde en duyarh tiirlerin Bacillus cinsine
ait olduklarim1 bildirmislerdir. 10 farkli Hint bitkisinin ekstraktlar1 (etanol, metanol,
aseton ve su) B. cereus Uzerinde test edilmis ve MIK degerlerinin %0.78-50.00 arasinda

PO

degistigi tespit edilmistir (Dhiman ve ark., 2015).

Cizelge 4.2. Mevcut pH degerindeki koruk drunlerinin  minimum inhibisyon
konsantrasyonu degerleri

UR(.JN. URUN E. coli S. St. L. B.
CESIDI NO Typhimurium aureus monocytogenes  cereus
1 1:2 1:2 1:2 1:4 1:4
(%50) (%50) (%50) (%25) (%25)
5 9 1:4 1:2 1:4 1:2 1:4
; (%25) (%50) (%25) (%50) (%25)
§ 3 1:4 1:2 1:4 1:2 1:4
35 (%25) (%50) (%25) (%50) (%25)
x , 14 12 14 12 14
X (%25) (%50) (%25) (%50) (%25)
5 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4
(%50) (%50) (%50) (%50) (%25)
5 1:2 1:2 1:2 1:2 1:4
(%50) (%50) (%50) (%50) (%25)
47 7 1:4 1:2 1:4 1:2 1:8
78 (%25) (%50) (%25) (%50) (%12.5)
E 8 1:4 1:2 1:4 1:2 1:16
% (%25) (%50) (%25) (%50) (%6.25)
g 9 1:4 1:2 1:4 1:2 1:8
V] (%25) (%50) (%25) (%50) (%12.5)
10 1:8 1:4 1:8 1:4 1:16
(%12.5) (%25) (%12.5) (%25) (%6.25)

* n=4, (% konsantrasyon)
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Koruk iiriinlerinin MIK testi sonuglarim asitlik ile dogrudan baglantili olup olmadiginin
kontrolii amaci ile bir sonraki asamada nétralize edilmis koruk iiriinleri ile MIK testleri
yinelenmistir. Notralizasyon islemi sonunda koruk iirlinlerinin antimikrobiyal
etkinliklerinde belirgin bir azalma goriilmiistiir (Cizelge 4.3). Notralize edilmis koruk
sularinin S. aureus ve B. cereus icin MIiK degerleri 1:1 (%100) ve 1:2 (%50) seklinde
degisirken diger mikroorganizmalar Uzerinde herhangi bir inhibitif etki tespit
edilememistir. Notralize edilmis koruk eksilerinin test sonuclar1 koruk sularindan alinan
sonuclara benzemekle birlikte; 7 numarali {irtin B. cereus, 8 numarali {iriin ise hem
S. aureus hem de B. cereus iizerinde etkili olmustur. Notralizasyon sonuglari; koruk
rtinlerinin  inhibitif etkilerinin organik asitlerle birlikte yapilarindaki bazi
antimikrobiyal bilesenlerden de kaynaklandigini gostermektedir. Kisla ve Karabiyikli
(2013), hem mevcut hem de nétr pH degerlerindeki nar tiriinlerinin S. aureus ve E. coli
O157:H7 iizerinde antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Nar {iriinlerinin mevcut
pH’daki MIK degerleri; S. aureus icin 1:8 (%12.5) ile 1:256 (%0.39) arasinda, E. coli
O157:H7 icin 1:8 (%12.5) ile 1:128 (%0.78) arasinda degisirken, notralize edilmis
urtinlerde bu degerler sirasiyla 1:1 (%100)-1:128 (%0.78) ve 1:1 (%100)-1:32 (%3.13)
seklinde belirtilmigtir. Nar iriinlerinin inhibitif etkinligi de nétralizasyon islemi ile
azalmistir. Test edilen nar triinlerinin titrasyon asitligi degerleri %8.60-21.00 (%sitrik
asit cinsinden) arasinda degismekte olup MIK degerlerinin koruk iiriinlerinden daha
yiiksek ¢ikmasinin sebebi, nar {riinlerinin asitlik degerlerinin koruk {iriinlerine kiyasla

daha yiiksek olmasinin yaninda igerigininde farkli olmasiyla iliskilendirilmistir.

Notralize koruk iirtinlerine en duyarli mikroorganizmalarin B. cereus ve S. aureus
oldugu goriilmektedir. Fazeli ve ark. (2007) benzer sekilde, sumak ve zahter
ekstraktlarinin bazi mikroorganizmalara kars1 (B. cereus PTCC 1274, S. aureus 6539-P,
E. coli ATCC 8739, P. vulgaris, S. Typhi, S. xexneri) MIK degerlerini belirledikleri
arastirmalarinda da test edilen mikroorganizmalar arasinda en duyarli bakterilerin B.

cereus ve S. aureus oldugunu bildirmislerdir.

Uziim ¢ekirdeginin, antibakteriyel etkisi B. cereus, B. coagulans, B. subtilis, S. aureus,
E. coli ve P. aeruginosa kiiltiirleri icin belirlenmis ve Gram pozitif bakterilerin MIK
degerleri 850-1000 ppm, Gram negatif bakterilerinse 1250-1500 ppm olarak
bildirilmistir (Jayaprakasha ve ark., 2003). Perumalla ve Hettiarachchy (2011) {iziim
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cekirdegi ekstraktlarimin  bazi gida kaynakli patojen mikroorganizmalar (L.
monocytogenes, S. Typhimurium, S. aureus, B. cereus, E. sakazakii, E. coli O157:H7,
Aeromonas hydrophila) tizerindeki antibakteriyel etkisini derledigi ¢alismasinda,
etkinin fenolik bilesenlerden kaynaklandigimi gdstermektedir. Fenolikler bakimindan
zengin olan kizilcik iirlinlerinin (suyu, ekstraktlari, fenolik bilesenler ve antosiyaninler)
inhibitif etkinlikleri baz1 bakteriler {izerinde test edilmis olup L. monocytogenes, E. coli
O157:H7 ve S. Typhimurium’un diger bakterilerden daha dayanikli olduklar1 ifade
edilmistir. Calismada; fenolik bilesenler, fenolik asitler ve flavonoidlerin Oonemli

diizeyde antibakteriyel etkinlige sahip olduklar1 gésterilmistir (Coté ve ark., 2011).

Cizelge 4.3. Notralize edilmis koruk tiriinlerinin minimum inhibisyon konsantrasyonu
degerleri

URL-'JN- URUN E. coli S. S. L. B.
CESIDI NO Typhimurium aureus monocytogenes  cereus
1 t _ 1:1 . 1:1
(%100)* (%100)
5 5 _ . 1:2 . 1:2
S (%50) (%50)
§ 3 ; ; 1:2 } 1:2
) (%50) (%50)
g ) ) 1.2 ) 1.2
X 4 (%50) (%50)
5 _ _ 11 _ )
(%100)
6 - - - - -
:@ 7 ) ) ) ) 1:1
(g (%100)
&= ) ) 1:1 ) 1:2
= 8 (%100) (%50)
z ) ) i ) i
v 9
10 - - - - -

* n=4, (% konsantrasyon)

" Inhibisyon gozlenmemistir.

Frenk ve Bektasi iiziim sularinin antikandidal etkilerini gdsteren MIK degerlerini ortaya
koymak icin 8 Candida tiirii ile ¢alisilmis ve Frenk tiztimii suyunun sadece C. glabrata

(10.38 mg/mL), Bektasi tiziim suyunun ise hem C. glabrata (5.63 mg/mL) hem de
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C. parapsilosis (4.06 mg/mL) iizerinde inhibitif etkinlik gosterdigi belirtilmistir.
Aragtirmacilar iiziim sularinin fenolik icerikleri ve antifungal aktiviteleri arasinda

pozitif bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir (Krisch ve ark., 2009).

Calismanin bu kisminda elde edilen veriler ve daha 6nce yapilmis aragtirmalar birlikte
degerlendirildiginde, koruk iiriinlerinin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve bu etkinin
urtinlerin; organik asit igerikleri ile fenolik bilesenlerine bagl oldugu gorilmektedir.
Mevcut pH degerlerindeki koruk firiinleri; test edilen patojen kiiltlirler iizerinde,
nétralize koruk iiriinlerine gdre daha basarili sonuglar vermistir. Uriinlerin, test edilen
patojenlerden E. coli, L. monocytogenes ve S. Typhimurium Gzerindeki inhibitif
etkilerinin temel olarak diisiik pH ortamindan kaynaklandigi, S. aureus ve B. cereus’un

inhibisyonu Uzerinde ise fenolik madde igeriginin de etkili oldugu goériilmiistiir.

4.3. Koruk Uriinlerinin Baz1 Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Inhibitor

Etkisinin Belirlenmesi

Bir onceki bolimde (Bolum 4.4), koruk urunlerinin antimikrobiyal etkinliklerinin
temelde icerisindeki organik asitlerden kaynaklandigi, bununla birlikte asitligin
noétralize edildigi durumlarda fenolik bilesenlerin de inhibitif etkinlige olumlu katkilar
sagladigi MIK analizlerinin sonuglar1 dogrultusunda tespit edilmistir. Bu kistmda; koruk
tirtinlerinin dogal antimikrobiyal bir bilesen olarak kullanim olanagimi gidalar
Uzerindeki denemelerde incelenmeden Once iiriinlerin, tiretimleri ya da depolamalari
sirasinda kontaminasyona karst cevaplarinin belirlenmesi amaglanmistir. Koruk
tirtinlerinin kendilerini koruyup koruyamadigini ortaya koymak icin liriinler bu tez
kapsaminda secilen iki Gram pozitif ve iki Gram negatif patojen mikroorganizmayla
diisiik ve yliksek dozda kontamine edilmis ve bu sekilde iirlin giivenliginin saglanip

saglanmayacagi hem mevcut hem de notral pH degerlerinde incelenmistir.

Koruk iiriinlerinde olasi1 bir patojen varligi ya da kontaminasyonu durumunda driinlerin
kendini koruyup koruyamadigini tespit etmek icin E. coli, S. Typhimurim, S. aureus ve
L. monocytogenes kiiltiirleri, direkt olarak koruk iiriinlerine inokiile edilmis ve
inhibisyon siireleri saptanmistir. Uriinlerin, hem diisiik hem de yiksek diizeyde

kontaminasyona kars1 etkinliklerini belirlemek i¢in farkli inokiiliim dozlar1 denenmistir.
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Ayni prosediir notralize edilmis koruk {irlinleri ile de tekrar edilerek {irlinlin
koruyuculugu iizerinde asitligin etkinligi ortaya konulmaya calisilmigtir. Sonuglara ait
istatistiksel veriler Ekler bolimdiinde yer alan Cizelge E.4 ile E.19 arasinda sunulmustur
(EK-17).

Mevcut pH'daki koruk drlnlerine inokile edilen patojen mikroorganizma duzeyleri,
diisiik inokiiliim dozu i¢in 2.35 ile 2.80 log kob/mL, yiiksek inokulim dozu igin ise 5.84
ile 6.60 log kob/mL arasinda degismektedir. inokiilasyon &ncesi koruk iiriinlerinin
mikrobiyal florast da test edilmis ve herhangi bir koloniye rastlanmamistir.
Inokiilasyondan sonra oda sicakliginda (25°C) farkli siirelerde (0, 5, 15 ve 30 dakika)
tutulan O6rneklerde genel olarak baslangigta zayif bir inhibisyon goriilse de muamele

siresinin uzamasiyla inhibitif etkinlikleri artmisgtir.

Diisiik dozda inokiile edilen E. coli’nin, uygulamadan 5 dakika sonra tespit edilebilir
seviyenin altina diistiigi Sekil 4.13°de goriilmektedir. Yiiksek dozda; 1, 6, 7, 8 ve 10
numarali trlinler 5 dakika uygulama siiresi sonunda hiicre sayisin1 (p<0.05) tespit
edilebilen seviyenin altina diisiiriirken 2, 3, 4, 5 ve 9 numarali {iriinlerde bu etki 15
dakika uygulama sonunda ortaya c¢ikmustir (Sekil 4.13). Hem diisiik hem de yiiksek
dozda koruk sularinin ve koruk eksilerinin E. coli {izerindeki inhibitif etkinligine iligkin
sonuglar arasindaki fark, biitiin uygulama siireleri boyunca onemsiz bulunmustur
(p>0.05). Krisch ve ark. (2008), pH degeri 2.80 olan ahududu suyunu E. coli (10° log
kob/mL) inokiilasyonunun ardindan 37°C’de 48 saat depolamislardir. Siire sonunda,
ahududu suyunun E. coli hiicrelerinin tamamin inaktif ettigini bildirmislerdir. Benzer
bir ¢alisma, kirmiz1 iiziim suyunda (pH 3.20) gergeklestirilmistir. Uziim suyuna inokiile
edilen 7.60 log kob/mL duzeyindeki E. coli O157:H7, 37°C’de 4 saat muhafazanin
ardindan 5.00 log birim azalmis, 6 saat sonunda ise tamamen inaktif edilmistir (Kim ve
ark., 2009). Kirmiz1 misket iiziim suyu baska bir ¢alismada 37°C’de 1.5 saat sonunda
Cronobacter sakazakii (6.50 log kob/mL) bakterisini etkisiz hale getirmistir (Kim ve
ark., 2010). E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium 6.00 log kob/mL diizeyinde karadut
suyuna (pH 3.70) ilave edilip 4°C ve 37°C olmak iizere iki farkli depolama sicakliginda
7 giin boyunca depolandiginda, 37°C’de 2 giin sonunda canli hiicre tespit edilmezken,
4°C’de 7 gun sonunda E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium htcreleri
5.59 ve 4.86 log kob/mL olarak bulunmustur (Karabiyikl ve ark., 2012).
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Sekil 4.13. Mevcut pH degerindeki koruk iirtinlerinin diisiik (a) ve yiiksek (b) dozda

inokule edilen E. coli Gizerine etkisi
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Koruk driinlerinde (mevcut pH degerinde) diisiik dozda 5 dakika, yiiksek dozda ise 15
dakika uygulama suresi sonunda S. Typhimurium hiicrelerine rastlanmamistir (Sekil
4.14). Uygulama siiresi artikga S. Typhimurium Gzerindeki inhibitif etkinlik artmakta
olup, farkli muamele siireleri (0, 5, 15 ve 30 dak.) arasindaki farklilik istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05). Koruk sular1 ve eksileri grup olarak degerlendirildiginde
ise; uygulama siirelerinde hem diisiik hem de yiiksek dozda S. Typhimurium Gzerindeki
etkileri 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Ham muz, limon otu ve zerdecal bitkilerinin
alkol ekstraktlarnin (%70) sulu ¢ozeltileri (512.00 mg/mL) hazirlanmis ve 10° kob/mL
duzeydeki S. aureus ATCC 25921, S. Paratyphi, E. coli ATCC 25922 ve B. subtilis
patojenleri ilave edildikten sonra 30°C’de 180 dak. boyunca canli hiicre sayilar tespit
edilmistir. Ham muzun; S. aureus sayisini 60 dak., S. Paratyphi’yi 180 dak., zerdecalin;
E. coli’yi 90 dak., B. subtilis’i 180 dak. ve limon otunun; S. Paratyphi’yi 180 dak.
sonunda 1.00 log kob/mL’nin altina diisiirdiikleri bildirilmistir (Fagbemi ve ark., 2009).
Turung suyunun inhibitif etkinligi S. Typhimurium ve L. monocytogenes patojenleri
tizerinde iki farkli sicaklikta (4°C ve 37°C) test edilmistir. Uygulamanin 1. saatinde
baslangi¢ diizeyleri 6.17 ve 6.12 log kob/mL olan S. Typhimurium hicreleri 1.19 ve
3.01 log kob/mL oraninda inhibe olurken; baslangic inokiilasyon degerleri
5.92 ve 5.89 log kob/mL olan L. monocytogenes hucreleri 1.77 ve 3.69 log kob/mL
diizeyinde azalmistir (Karabiyikli ve ark., 2014).
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Sekil 4.14. Mevcut pH degerindeki koruk iirtinlerinin diisiik (a) ve yiiksek (b) dozda
inokdle edilen S. Typhimurium Gzerine etkisi
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S. aureus ile inokiile edilmis orneklerin sonuglart S. Typhimurium ile inokile edilen
orneklerden elde edilen verilere benzemektedir (Sekil 4.15). Muamelenin baslangig¢
aninda diisiik inokiiliim dozunda 2, 4, 5, 6, 9 ve 10 numaral1 tiriinlerin S. aureus’a karsi
inhibitif etkinlikleri 1, 3, 7 ve 8 numarali {irlinlere kiyasla (p>0.05) daha basarilidir.
Yiiksek inokiilasyon diizeyinde ise pozitif kontrol ile muamelenin baglangic1 (0 dak.)
arasinda 6nemli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05). S. aureus ve E. coli’nin limon
ekstraktlarinin (%40 etanol) sulu ¢ozeltilerine (512 mg/mL) inokiile edilen 10® kob/mL
diizeydeki kiltlirlerin 1 sa ve 3.5 sa sonra tespit edilebilir diizeyin altinda oldugu

bildirilmistir (Aibinu ve ark., 2007).

Diisiik inokiilasyon dozu ile yapilan uygulamanin baslangicinda 1 ve 6 numarali iirtinler
hari¢ butin koruk drunleri L. monocytogenes’t belirgin bir sekilde inhibe etmistir
(p<0.05). 5 dakika uygulama siresi sonunda ise L. monocytogenes sayist 1.00 log
kob/mL’nin altma inmistir (Sekil 4.16). Yiksek inokiilasyon dozu ile yapilan
uygulamanin baglangicinda ise inokiile edilmis iiriinler ile pozitif kontrol arasinda fark
bulunmazken (p>0.05), L. monocytogenes’in koruk drlnleriyle 5 dakika muamelesinin
ardindan Grlnlerin bircogu (1, 2, 4, 5, 6, 7 ve 8) patojen sayisini tespit edilebilir diizeyin
altina indirmistir. Uriin grubu olarak koruk sulart ve koruk eksilerinin her iki
inokilasyon dozunda da L. monocytogenes Uzerine etkinlikleri bitiin uygulama sureleri
icin 6nemsizdir (p>0.05). Uziim sular1 Listeria cinslerine kars1 oldukca yiiksek inhibitif
etkinlige sahiptirler. Rhodes ve ark. (2006) yaptiklar1 aragtirmada Ribier cinsi siyah
{izim suyunun 10°- 10" kob/mL baslangi¢ diizeyindeki L. monocytogenes sayisini 10
dakika sonra tespit edilebilir diizeyin altina diisiirdiiglinii bildirmislerdir. Siyah havug
suyunun (pH 5.74) E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve L. monocytogenes (zerine
inhibitif etkinligi 4°C ve 37°C’de 7 giin boyunca belirli araliklarla incelenmigtir. Test
edilen patojenlerin baslangic miktar1 6.00 log kob/mL diizeyinde olup 37°C’de 7 giin
depolamanin ardindan bakterilerin hepsi 1.00 log kob/mL diizeyinin altina inerken
4°C’de kiiltiirler canliliklarint korumuglardir. Baglangi¢ degerleri; sirasiyla 6.22, 6.29 ve
6.14 log kob/mL olan E. coli O157:H7, S. Typhimurium ve L. monocytogenes’in
sayilar1 7 giinlik depolamanin ardindan 5.30, 4.13 ve 3.12 log kob/mL’ye inmistir
(Degirmenci ve ark., 2012). Siyah havu¢ suyunda patojen mikroorganizmalarin

tamamen inaktif edilmesi igin 37°C’de 7 gin depolama gerekirken, koruk trunlerinde
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oda sicakliginda 15 dakika yeterli olmaktadir. Bu gii¢lii inhibisyon iizerinde {iriinlerin

diisiik pH igeriklerinin etkili oldugu diisinilmektedir.
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Sekil 4.15. Mevcut pH degerindeki koruk iirtinlerinin diisiik (a) ve yiiksek (b) dozda
inokile edilen S. aureus uzerine etkisi
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Sekil 4.16. Mevcut pH degerindeki koruk iirtinlerinin diisiik (a) ve yiiksek (b) dozda

inokdle edilen L. monocytogenes uzerine etkisi
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Test edilen patojenler, mevcut pH degerindeki koruk iiriinlerinde canliliklarini
stirdiirememislerdir. Diisiik dozda 5 dakika, yiiksek dozda ise 15 dakika sonunda inaktif
olan kiiltiirlerin inhibisyon miktarlar1 uygulama siiresi ile uyumlu bulunmustur.
Uriinlerin inhibitif etkisi; mikroorganizmanin baslangi¢ diizeyine ve uygulama siiresine
gore degismekle birlikte yiliksek inokiilasyon diizeyinde dahi 15 dakikalik bekleme
siresi sonunda tespit edilen yiiksek inhibisyonlar; koruk suyu ve koruk eksisinin dogal
bir antimikrobiyal olarak gida triinlerinde kendilerine kullanim alani edinebilecegini

gOstermektedir.

Notralize edilmis koruk {rlinlerinde patojen Kkiiltiirlerin pozitif kontrolleri diisiik
inokiiliim dozunda 2.21 ile 2.52 log kob/mL arasinda, yiiksek inokiiliim dozunda ise
6.00 ile 6.57 log kob/mL arasinda degismektedir. Negatif kontrollerde herhangi bir
koloniye rastlanmamis olup genellikle, pozitif kontrol ile uygulama zamanlar
arasindaki farklilik istatistiksel olarak diisiik dozda 6nemli (p<0.05), yiiksek dozda ise
onemsiz (p>0.05) bulunmustur. Bu durumun patojen miktarinin artirilmasina ragmen

etkili bilesen miktarinin sabit kalmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Diusiik dozda nétr tiriinlere inokile edilen E. coli hiicreleri istatistiksel olarak énemli bir
inhibisyona maruz kalmiglardir (p<0.05). Bu inhibitif etkinlik, muamele sireleri
boyunca da devam etmistir. Uriinlerden; 1, 2 ve 4 numarali koruk suyu 6rneklerinde
siirenin uzamastyla inhibitif etkinligin de arttigi goriilmektedir. Uriin gruplarinin
inhibitif etkinligi arasindaki fark ise Onemli degildir (p>0.05). Yuksek inokilim
dozunda ise koruk drtnleri uygulama sdrelerinin hicbirinde E. coli Gzerine dnemli bir
etki gostermemistir (Sekil 4.17). 15 dakikalik uygulama siiresinin sonuglarina gore iiriin
gruplar1 arasinda fark tespit edilirken (p<0.05), bu durum 30 dakika uygulama siresi

sonunda devam etmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.17. Notr pH degerindeki koruk iirtinlerinin diisiik (a) ve yiiksek (b) dozda

inokule edilen E. coli Gizerine etkisi
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Koruk drinleri (1, 5 ve 10 harig) diisiik diizeydeki S. Typhimurium tzerinde baslangig
aninda (0. dak.) inhibitif etki gostermistir (p<0.05). Uygulama siiresinin artmasiyla
birlikte 1 ve 10 numarali iirlinler de patojen iizerinde 6nemli bir etkinlik saglamislardir
(p<0.05). Uygulamanin baslangicinda 6nemli inaktivasyon saglayan 3 ve 9 numarali
urtnler 0. dakikada pozitif kontrolden farkli bulunmus (p<0.05) ancak bu durumlarini
30 dakika sonunda koruyamamislardir (p>0.05). Yiiksek diizeyde S. Typhimurium
iceren Ornekler 30 dak. uygulama siiresi sonunda patojen iizerinde anlamli bir etkinlige
sahip degillerdir (p>0.05). 8 numarali koruk eksisi 6rnegi uygulamanin ilk iki siiresinde
(0. ve 5. dak.) test edilen mikroorganizma {izerinde énemli bir inhibisyon olusturmus
ancak bu etki siirenin uzamasiyla ortadan kalkmistir (Sekil 4.18). Koruk sular1 ve
eksilerinin denenen tiim uygulama siirelerinde S. Typhimurium Gzerine inhibitif
etkinlikleri liriin gruplarn olarak degerlendirildiginde ise istatistiksel agidan fark tespit

edilememistir (p>0.05).

Notralize edilmis koruk triinlerine diisiik ve yiiksek dozda inokiile edilen S. aureus’un
inhibisyonuna iliskin sonuclar Sekil 4.19°da verilmistir. Uriinlerin diisiik dozdaki
patojen uzerinde inhibitif etkinlikleri uygulama surelerince 6nemli bulunurken (p<0.05),
yiiksek dozda belirgin bir azalma tespit edilmemistir (p>0.05). Yiksek dozda sadece 2
numarali koruk suyu Ornegi baslangic aninda S. aureus sayisinda anlamli bir etki

(p<0.05) olustursa da bu durum diger uygulama siirelerinde devam etmemistir (p>0.05).
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Disiik dozda inokiilasyonun baslangicinda bazi koruk drlnleri (1, 3, 5, 7 ve 8)
L. monocytogenes iizerinde inhibitif etkinlik gdstermis ancak bu iirlinlerden sadece 5
numarali koruk suyu siire¢ sonunda hala pozitif kontrolden belirgin olarak farkli
bulunmustur (p<0.05). Diger firiinlerin etkinligi uygulamanin 5. dak ve/veya 15
dakikasinda pozitif kontrole benzemektedir (p>0.05). Uygulama aninda iiriin gruplar
arasindaki inhibisyon farki 6nemli bulunmasia (p<0.05) ragmen bu durum diger
uygulama siirelerinde devamlilik géstermemistir (p>0.05). Yiiksek dozda inokiilasyon
sonrasinda ise 1, 2, 8 ve 9 numarali koruk iiriinlerinin uygulama aninda ve uygulamadan
5 dak. sonra L. monocytogenes iizerinde olusturdugu inhibitif etkinligin (p<0.05),
muamele siiresinin uzamasiyla ortadan kayboldugu goriilmektedir. Siire¢ sonunda ise
bitiin koruk triinlerindeki patojen sayisi, baslangi¢ patojen diizeyinden farkli degildir
(Sekil 4.20). Yiiksek dozda inokiilasyonda patojen mikroorganizma iizerinde {iriin

gruplarinin inhibitif etkinlikleri de nemli bulunmamistir (p>0.05).
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Yapilan bir ¢aligmada; noétralize edilmis siyah havug suyuna E. coli O157:H7, S.
Typhimurium ve L. monocytogenes ilave edilmis ve iki farkli depolama sicakliginda
(4°C ve 37°C) 7 giin boyunca incelenmistir. 37°C'de depolama baslangicinda yiiksek
diizeyde olan E. coli O157:H7 (6.25 log kob/mL), S. Typhimurium (6.37 log kob/mL)
ve L. monocytogenes (6.21 log kob/mL) depolamanin sonunda 1.00 log kob/mL'nin
altinda tespit edilirken, 4°C'de patojen sayilar1 baslangicta sirasiyla 6.20, 6.24 ve 6.16
log kob/mL iken 7. giinde azalarak sirasiyla 5.39, 4.44 ve 3.94 log kob/mL olarak
bulunmustur (Degirmenci ve ark., 2012). Noétralize edilmis turung suyuna eklenen S.
Typhimurium (6.26 log kob/mL) ve L. monocytogenes (6.11 log kob/mL) 4°C ve
37°C’de muhafaza edilerek gelismeleri ve canli kalma egilimlerinin incelendigi
caligmada; 4°C’de patojen sayilar1 1. ve 3. saatte 6nemli bir degisim gostermezken 7.
giinde 5.29 ve 5.76 log kob/mL olarak tespit edilmistir. 37°C’de depolamanin analiz
sonuglarinda uygulamanin 1. saatinde (6.41 ve 6.23 log kob/mL) ve 3. saatinde (7.11 ve
7.88 log kob/mL) patojen sayilarinda artis goriilmekte ve bu artis 1. ve 2. glinde devam
etmektedir. Uygulamanin 7. giliniinde ise canli patojen sayisi belirlenmemistir.
Calismada; patojenler lizerindeki antimikrobiyal etkinin {iriiniin diisitk pH degerlerine
bagli bulundugu ifade edilmis ve inhibisyonun zamandan etkilendigi belirtilmistir

(Karabiyikl ve ark., 2014).

Bu boliimde noétralize edilmis iirlinlerin patojenler ile inokiilasyonu sonucunda elde
edilen veriler; koruk Urtnlerinin antimikrobiyal &zelliklerine yapisindaki fenoliklerin
katkis1 ve iiretimleri sirasinda herhangi bir sekilde asitligin notralize edilmesiyle iiriiniin
kendisini yine de koruyup koruyamadig tespit edilmeye ¢alisilmistir. Uriinler dogal pH
degerlerinde test edilen dort patojene karsi kendilerini korumuslar ve diisiik dozda 5
dak., yiiksek dozda ise 15 dak. uygulama siiresi sonunda patojen sayisini sayilabilir
diizeyin altina indirmislerdir. MIK analizlerinde oldugu gibi bu asamada da
notralizasyon islemi sonunda drdnlerin inhibisyon duzeylerinde oldukca 6nemli
azalmalar goriilmiistiir. Diisiik dozlarda istatistiksel olarak 6nemli azalmalar goriilse de
canli kalan patojen sayis1 dikkat cekicidir. Inokiilasyon diizeyi artirildiginda ise test
edilen patojenler uUzerinde inhibitif etkinin oldukga kisitli oldugu ya da inhibitif etkinin
tamamen ortadan kalktigi goriilmektedir. Bu analizler koruk iirlinlerinin {iretim

sonrasinda gerceklesebilecek olasi bir patojen kontaminasyonuna karsi nasil cevap

89



verebilecegini ortaya koymak amaciyla gerceklestirildiginden, elde edilen sonuglar;
tirtintin pH degerini degistiren bir girdi bulunmadig: siirece {iriinlerin kendilerini glivenli
hale getirebildigini goOstermektedir. Yiiksek diizeyde patojenler ile kontamine
edilmesine ragmen kendilerini koruyabilen koruk {iriinlerinin dogal bir antimikrobiyal

olarak gida iiriinlerinde kullanimi1 bu anlamda da desteklenebilir.

Bolim 2.2.°de bahsedildigi gibi bitkisel kaynakli dogal antimikrobiyallerin etki
mekanizmalar1 yapilarindaki organik asit ile fenolik maddelerin miktar ve
kompozisyonlarina baglidir. Genel ¢ercevede degerlendirildiginde bu ¢alismada yapilan
analizler sonucunda koruk iiriinlerinin patojen mikroorganizmalara karsi inhibitif
etkinlikleri tizerinde iirliniin asidik yapisinin Onemli bir rolii olmakla birlikte
antioksidan kapasitesinin de etkili oldugu goriilmiistiir. Uriinlerin organik asit ve fenolik
igerikleri; lizlim cinsine, yetistirildigi cografyaya, iklim kosullarina, toplama zamani ve
olgunlasma asamalarina gore degismesine ragmen (Nikfardjam, 2008; Sabir ve ark.,
2010) analize alinan ornekler arasinda, bu asamada genel olarak 6nemli bir farklilik
bulunmamustir (p>0.05). Farkli cins, bolge ve tiretim kosullarina sahip koruk tirlinlerinin
bu ozellikleri fizikokimyasal ve antioksidan kapasite analiz sonuglarinda ise kendisini

gOstermektedir.

4.4. Koruk Uriinlerinin Baz1 Gidalarin Dogal Mikrofloralar1 Uzerindeki Etkisi

Koruk suyu ve eksisi; geleneksel olarak meze ve salatalara limon, sirke ya da nar eksisi
gibi tat ve aroma vermek amaciyla kullanilmaktadir. Calismanin bu asamasinda koruk
tirtinlerinin kullanim sekli ve yeri diisiiniilerek, salata yapiminda oldukg¢a sik tercih
edilen marul ve havu¢ gida 6rnekleri olarak secilmistir. Koruk {iiriinlerinin, gidalarin
mevcut mikroflorasi lizerindeki inhibitif etkisini tespit etmek i¢in gida 6rnekleri, koruk
tiriinleri ile servis stireleri diislintilerek baslangic aninda (0 dak.), uygulamadan 5 ve 10
dak. sonra olacak sekilde analize alinmis ve inhibisyon diizeyleri belirlenmistir. Verilere
iliskin istatistik degerleri Ekler boliimiinde yer alan Cizelge E.20 ve Cizelge E.21'de
sunulmustur (EK-17).

Marul ve havug¢ Orneklerinin dogal florasinin tespiti i¢in yapilan toplam aerobik

mezofilik bakteri sayilar1 5.52 log kob/g ve 4.57 log kob/g olarak bulunmus olup bu
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degerler pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak ise test edilen
koruk firiinleri kriter alimmis ve koruk {iriinlerinin higbirinde canli hiicre tespit
edilmemistir. Koruk {iriinleri genel olarak hem marul hem de havucun dogal florasi
tizerinde inhibitif bir etkinlik saglamis ve bu etkinlik uygulama siireleri boyunca devam
etmistir (p<0.05). Koruk {iriinlerinin etkinlikleri koruk sular1 ve eksileri bazinda iiriin
gruplar1 arasinda degerlendirildiginde ise hem marul hem de havug¢ orneklerinde
uygulama zamanlarinin higcbirinde istatistiki olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).
Uriinlerden 6 numarali &rmek havug, 8 numarali 6rnek ise marulun mikroflorasi
Uzerinde sure¢ boyunca istatistiksel olarak dnemli degildir (p>0.05). 8 numarali {iriin
havug florasinda baslangi¢ aninda belirgin (p<0.05) bir azalma saglasa da bu durum
uygulamanin 5. ve 10. dak. devam etmemis olup sayim sonuglar1 pozitif kontrolden
farkli bulunmamistir (p>0.05). Bu agidan bakildiginda 8 numarali koruk eksisi ne marul
ne de havug florasi iizerinde 6nemli bir inhibitif etkinlige sahip degildir. 8 numaral
koruk eksisi pH ve titrasyon asitligi bakimindan 9 numarali koruk eksi {iriinline
benzerlik gostermektedir (p>0.05) ancak 9 numarali 6rnegin her iki gida iiriiniinde de
pozitif kontrolden farkli sonuglar olusturdugu tespit edilmistir (p<0.05). En yiksek
antioksidan kapasiteye sahip olan 8 numarali Urln bu acidan degerlendirildiginde,
antimikrobiyal mekanizma {izerinde organik asit ve fenoliklerin miktarlar1 kadar
kompozisyonlarinin da énemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir. 10 numarali koruk eksisi her
iki gida iiriiniinde de diger koruk iriinlerinden belirgin farklilik gostermistir (p<0.05).
Marulda uygulamanin 10. dakikasindan, havucta ise baslangi¢ anindan itibaren etkin
oldugu bulunmus olup, bu durum 10 numarali ticari 6rnegin {iriinler igerisinde en diisiik
pH ve en yliksek titrasyon asitligi degerlerine sahip olmasiyla agiklanabilir. Havug
tizerindeki inhibitif etkinligini ise 5. dakikadan itibaren yine ticari bir {iriin olan ve
yiiksek titrasyon asitligi degerlerine sahip olan 9 numarali iiriin ile paylagmistir (p>0.05)

(Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).
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Koruk iirtinleri; marulun dogal florasini (5.52 log kob/g), ortalama olarak uygulama
aninda 4.43+0.61 log kob/g, 5 dak. sonra 4.00+042 log kob/g ve 10 dak. sonra ise
3.84+0.85 log kob/g diizeyine diislirerek mikroflora {izerinde sirasiyla 1.09, 1.52 ve 1.68
log kob/g azalma saglamislardir. Koruk {iriinlerinin ortalama etkinliklerinin bekleme
siiresinin uzamasiyla artigt goriilmektedir. Uygulama siiresi sonunda (10 dak.)

marullarin mikrofloralar1 1.78 ile 4.85 log kob/g arasinda degismektedir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Koruk {iriinlerinin marulun dogal floras1 iizerine etkisi (log kob/g)

Havucun dogal mikroflorasini (4.57 log kob/g) uygulama siiresince 1.46 log kob/g ile
1.72 log kob/g diizeyde azaltan koruk firiinleri; florayi, ortalama olarak muamelenin ilk
aninda 3.11+1.33 log kob/g, 5. dakika sonunda 2.85+1.54 log kob/g ve 10. dakika
sonunda 2.87+1.54 log kob/g duzeyine diisiirmiislerdir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Koruk iiriinlerinin havucun dogal florasi tizerine etkisi (log kob/g)

Marul ve lahana salatasinin depolamasiyla ilgili yapilan bir ¢aligmada saf suyla
yikamanin ardindan orneklerin baslangi¢c florasi sirasiyla 6 ve 8 log kob/g olarak
bulunmustur (Francis ve O’Beirne, 2002). Nar {riinlerinin; marul, yesil sogan,
maydanoz gibi yesil yaprakli sebzelerin dogal florasi iizerindeki antimikrobiyal
etkinligini tespit i¢in ¢esme suyuyla yikanarak hazirlanan 6rneklerin baslangi¢ florasi
sirastyla 5.29, 5.48 ve 5.63 log kob/g olarak bildirilmistir. Nar iiriinleri ile 10 dakika
muamele sonucunda yesil yaprakli sebzelerin baslangi¢c florasinda 2.00-3.00 log
diizeyinde azalma gozlenmistir (Karabiyikli ve Kisla, 2012). Baslangi¢ floras1 6.94 log
kob/g olan marul drneklerinin %50, %25 ve %6 sirke ¢ozeltileriyle 15 dak. muamele
sonunda toplam mezofilik acrobik bakteri sayis1 2.89, 2.42 ve 1.83 log kob/g azalmistir
(Nascimento ve ark., 2003). Cesitli gidalarin baslangi¢ mikroorganizma diizeyi farkli
dogal tiriinler kullanilarak inhibe edilebilmektedir. Cig tavuk sosislerine taze sarimsak
(30.00 g/kg) ve sarimsak tozu (9.00 g/kg) ilave edilerek raf Omiirlerinin uzatilmasi
amaglanan ¢alismada; sosisler 3°C’de depolanmis ve belirli araliklarla toplam aerobik
bakteri sayimi gergeklestirilmistir. Baglangic florasi; 4.41 log kob/g olan Orneklerin,
stre¢c icerisinde kabul edilebilir maksimum bakteri yiki 7 log kob/g olarak
belirlenmistir. Kontrol grubu 21 giin sonunda kabul edilebilen degerin iistiinde bakteri

popiilasyonuna sahipken taze sarimsak ve sarimsak tozu eklenen Orneklerin raf
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Omriiniin 21 giine ¢iktig1 ve toplam aerobik bakteri sayilarinin kontrole gore belirgin bir
fark olusturacak sekilde diisiik oldugu tespit edilmistir (Sallam ve ark., 2004). Cig
tavukgogsii eti; karanfil, targin, keklik otu ve hardal ekstraktlari ile (%1 oraninda)
muamele edilmis ve ardinda 4°C’de 15 giin boyunca depolanmistir. Depolamanin
baslangicindaki toplam canli sayis1 5.39 log kob/g iken depolama sonunda 7.15 log
kob/g degerine ulagsmistir. Ekstraktlar ile muamele gérmiis tavuk pargalarinda ise
toplam canli sayis1 belirgin bir sekilde azalma gostererek sirasiyla 5.79, 5.95, 5.85 ve
6.35 log kob/g olarak tespit edilmistir (Radha krishnan ve ark., 2014). Kavrakrol ve
sinnamik asit (1 mM) ile muamele edilen kivi ve kavun 6rnekleri 4°C ve 8°C’de 5 giin
muhafaza edilmislerdir. Kivinin dogal florast 6.90-7.00 log kob/g olarak tespit edilmis
olup, flora tlizerinde 4°C ve 8°C’de sirasiyla, kavrakrol; 3.90 ve 1.30 log kob/g,
sinnamik asit; 4.10 ve 1.60 log kob/g diizeyinde azalma saglamistir. Hem kavrakrol hem
de sinnamik asit 2.00 log kob/g baslangi¢ florasi olan kavun orneklerinde kontrol
gruplarina gore 4°C’de 5. giinde 4.00 log kob/g, 8°C’de ise 3. giinde 6.00 log kob/g
inhibisyona neden olarak iirtinlerin bozulmasini geciktirmislerdir (Roller ve Seedhar,

2002).

Tiiketim 6ncesi hazirliklar model alinarak hazirlanan marul ve havug¢ 6rneklerinin dogal
floralarinin koruk {iriinlerine karst duyarli olduklar1 analiz sonuglarinda goriilmektedir.
Calismanin bu kisminda; geleneksel olarak gida iiriinlerine lezzet vermek i¢in kullanilan

koruk tiriinlerinin gidalarin giivenligi lizerinde olumlu etkiler sagladig tespit edilmistir.

4.5. Koruk Uriinlerinin Gidalara inokiile Edilen Patojen Mikroorganizmalar

Uzerindeki inhibitor Etkisi

Bitkisel antimikrobiyallerin laboratuvar kosullarinda besiyeri ortaminda gergeklestirilen
analizlerine dair bilgiler Bolim 2.3'te sunulmustur. Bu maddelerin inhibitif etkinlikleri
gida ortaminda besiyeri ortamindan farkli sonuglar vermektedir. Gidalarin bilesimleri, i¢
ve dig faktorler bu etkinligi degistirebilmektedir. Bir onceki asamada (Bolim 4.6);
koruk iiriinlerinin salata {iriinlerini temsilen marul ve havucun dogal floralar tizerine
antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Gida denemelerindeki marul ve havug gibi kati

gidalarda koruk triinlerinin etkinliklerinin ortaya konmasina ek olarak bu asamada
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domates suyu da denemeye dahil edilerek firiinler sivi bir gida ortaminda patojen

mikroorganizmalara karsi test edilmistir.

Bu asamada koruk iirlinlerinin gida kaynakli hastaliklara neden olan 4 patojen
mikroorganizma {tizerindeki inhibitif etkinliklerinin gida ortaminda tespit edilmesi
amaglanmistir. Bu amagla; selektivite kazandirilarak (50 ppm nalidiksik aside adapte
edilmis) dogal mikrofloradan gelebilecek olan benzerlerinden ayrilmis E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus ve L. monocytogenes bakterilerinin gida érneklerine yaklasik 4
log kob/g diizeyde tutundurulmasi hedeflenmis ve koruk iiriinleri ile farkli stirelerle (0,
5, ve 10 dak.) muamele edilen gida 6rneklerindeki inhibisyon miktarlart belirlenmistir.
Analiz sonuglariin istatistiki bilgileri Ekler boliimiinde yer alan Cizelge E.22 ile

Cizelge E.30 arasinda verilmistir (EK-17).

Marul 6rneklerine tutundurulmus nalidiksik aside adapte E. coli, S. Typhimurium, S.
aureus ve L. monocytogenes sayilart 3.74, 4.71, 4.98 ve 4.20 log kob/g, havug
orneklerinde ise sirastyla 4.37, 4.08, 4.03 ve 4.03 log kob/g seklinde hesaplanmis ve bu
degerler pozitif kontrol olarak degerlendirilmistir. Gida 6rneklerinin dogal floralar1 ve
koruk {irtinlerinin floralar1 negatif kontrol gruplarini temsil etmekte olup negatif kontrol
gruplarinda canli hiicre bulunmamistir. Test edilen patojenlerin koruk iirtinlerine karsi
duyarli olduklar1 goriilmiistiir. Genel olarak biitiin koruk {irtinleri, analiz edilen patojen
kilttrler Gzerinde inhibisyon olusturmus ve bu etkinlik uygulama siiresinin uzamasiyla

artmistir (p<0.05).

Butun koruk urtinlerinin marul drneklerindeki E. coli sayilarin1 uygulamanin baslangi¢
aninda tespit edilebilen diizeyin altina diisiirdiigli ve bunun uygulamanin ilk 10 dakikas1
boyunca devam ettigi bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.23). Koruk iiriin gruplarinin marul
tizerindeki etkisi ise 6nemli bulunmamistir (p>0.05). Havug 6rneklerindeki E. coli’nin
baz1 koruk {iriinlerine (1, 2, 5 ve 6) kars1 daha az duyarli olmasina ragmen patojenin
sayisindaki azalma uygulama boyunca 6nemli bulunmustur (p<0.05). Muameleden 10
dak. sonra 1, 5 ve 6 numarali tirtinler patojen sayisin1 1.00 log kob/g diizeyinin altina
indirmisler, 2 numarali koruk suyu ise 0.80 log kob/g azalma saglamistir (p<0.05) (Sekil
4.24). Koruk iiriin gruplarinin inhibitif etkinlikleri havu¢ Orneginde ise sadece 5

dakikalik uygulama siiresinde 6nemli bulunmustur (p<0.05). Bingol ve ark. (2011) ¢ig
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koftede baslangicta 3.84 ile 4.30 log kob/g arasinda bulunan E. coli sayisini, limon
suyunun 1.69 ile 3.57 log kob/g diizeyine indirdigini bildirmislerdir. Calismada limon
suyunun inhibitif etkinliginin konsantrasyon ve siirenin artigiyla dogru orantili olduguna
da deginilmistir. Nar iriinlerinin, gidalara (marul, yesil sogan, maydanoz, kisir)
tutundurulan E. coli O157:H7 tizerindeki etkisini inceleyen ¢alismada baslangi¢ patojen
mikroorganizma diizeyi salatalik iiriinlerde 4.14, 2.95 ve 4.02 log kob/g arasinda, kisir
orneklerinde ise 3.99-4.23 log kob/g arasinda bulunmustur. Nar triinleriyle 10 dak.
muamele siresinin sonunda patojen miktari sirasiyla 0.00-0.92 log kob/g, 0.00-1.62 log
kob/g, 0.00-1.96 log kob/g ve 0.82-3.32 log kob/g olarak bildirilmistir (Karabiyikli ve
Kisla, 2012). Bitki hidrosolleri (kekik, ¢orek otu, biberiye, adacayr ve defne) S.
Typhimurium ile 5.81 log kob/g duzeyde inokile edilen elma ve havug dilimlerine 20
dakika boyunca uygulandiginda, hidrosoller patojen Uzerinde elmada 0.66-1.00 log
kob/g, havugta ise 0.12-0.99 log kob/g diizeyinde azalma saglamistir. Ayni ¢alismada
hidrosoller E. coli O157:H7 ile inokiile edilen gida drnekleri iizerinde de test edilmistir.
Hidrosoller, 20 dak. uygulama siresi sonunda patojen Uzerinde elma dilimlerinde
(5.90 log kob/g) 0.70-1.42 log kob/g, havu¢ dilimlerinde ise 0.97-1.11 log kob/g

arasinda inhibisyon saglamistir (Tornuk ve ark., 2011).
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Sekil 4.23. Koruk {irlinlerinin marula tutundurulan E. coli tzerine etkisi (log kob/g)
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Sekil 4.24. Koruk iiriinlerinin havuca tutundurulan E. coli izerine etkisi (log kob/g)

Koruk drlnleri marula tutundurulan S. Typhimurium sayisini uygulamanin baslangig
anindan (0.dak.) itibaren etkili bir sekilde azaltmistir (p<0.05) ve uygulamanin sonunda
5 numaral1 {iriin hari¢ biitiin iriinler patojen sayisini tespit edilebilir diizeyin altina
diistirmistiir. 5 numarali {irlinlin inhibitif etkinligi uygulama siireleri arasinda énemli bir
degisiklik gostermese de (p>0.05), uygulamanin sonunda patojen sayisini 1.27 log
kob/g diizeyde azaltmasi pozitif kontrolle kiyaslandiginda istatistiki agidan onemli
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.25). Koruk sulari ile eksilerinin patojen mikroorganizma
tizerindeki etkinligi uygulama aninda 6nemli olmasina ragmen (p<0.05), diger muamele
siirelerinde bu durum tespit edilmemistir (p>0.05). Koruk {iriinlerinin havuca
tutundurulan S. Typhimurium tizerine etkisine iliskin sonuglar Sekil 4.26’da
gorulmektedir. Uygulamanin baslangicinda 3, 6 ve 7 numarali iiriinler hari¢ bittin koruk
urunleri havuca tutundurulan S. Typhimurium fizerinde etkili olmustur. 3 numarali
koruk suyu uygulamadan 10 dak. sonra, 6 ve 7 numarali koruk eksileri ise 5 dak. sonra
patojen sayisint pozitif kontrole goére Onemli diizeyde azaltmistir (p<0.05).
Uygulamadan 10 dak. sonra koruk iiriinleri (6 numarali iirin hari¢ olmak lzere) patojen
sayisini tamamen inaktif etmislerdir. 6 numarali Urlnle muamele edilmis havug

orneklerinde ise hiicre sayis1 3.29 log kob/g olup bu deger pozitif kontrolden énemli
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derecede farklt bulunmustur (p<0.05). Koruk sular1 ve eksileri grup olarak
degerlendirildiginde ise havuca tutunan S. Typhimurium Gzerinde 6nemli bir etki

olusturmamuistir (p>0.05).

Farkli yontemler ile elde edilen koruk sularmin antimikrobiyal etkinligi iki farkli S.
Typhimurium susu {izerinde (106 log kob/g) salatalik ve maydanoz Orneklerinde test
edilmistir. Salatalik Orneginde; 6.42 ile 6.92 log kob/g arasinda bulunan S.
Typhimurium NRRL-B-4420 susu koruk sulari ile muamele aninda (0. dak.) 5.02 ile
5.76 log kob/g degerleri araligina diismiis, 15 dak. bekleme suresi sonunda patojen
sayis1 4.18 ile 5.02 log kob/g arasinda sayilmistir. Maydanoz Orneginde ise patojen
miktar1 6.97 ile 6.99 log kob/g arasinda iken 0. dakikada 5.06-5.68 log kob/g, 15.
dakikada ise 3.60-4.46 log kob/g seklinde bildirilmistir. Analize alinan S. Typhimurium
CCM 583 susunun kontrolleri ise salatalik ve maydanozda 6.16-6.34 log kob/g ve
6.15-6.54 log kob/g’dir. Koruk sular1 ile muamele; uygulama aninda hiicre sayisini
sirasiyla 4.71-5.33 log kob/g ve 4.36-5.72 log kob/g arasina, 15 dak. bekletme
isleminden sonra ise patojen sayisin1 4.07-4.60 log kob/g ve 3.52-4.61 log kob/g
seviyesine indirmistir. Arastirmada koruk sularinin antimikrobiyal etkinliginin
kullanilan iirlinlerle birlikte test edilen kiiltiirin suglarina gore degistigi bildirilmistir
(Karapinar ve Sengln, 2007). Bu arastirma verileriyle kiyaslandiginda koruk
tirlinlerinin marul ve havug gida 6rneklerinde tutunan S. Typhimurium sayisint genel
olarak tespit edilebilen seviyenin altina diisiirdiigii ve azalmanin marulda 4.71 log kob/g
ve havucta 4.08 log kob/g oldugu belirlenmistir. Marula tutundurulmus Salmonella spp.
uzerinde (5.60-5.87 log kob/g) keklik otu yaginin inhibisyon etkilerini inceleyen
calismada 10 dak. keklik otu yagi (500 ppm) ile muamele edilen 6rneklerde patojen
diizeyi 3.20 ile 3.72 log kob/g arasinda sayilmistir (Glindiiz ve ark., 2012). Keklik otu
yag1 baska bir calismada yikama ¢ozeltisi olarak kullanilmis ve gobek marulda bulunan
S. Typhimurium’un dekontaminasyonu i¢in farkli konsantrasyon (25, 40 ve 75 ppm) ve
stirelerde (5, 10, 15 ve 20 dak.) test edilmistir. Uygulanan yagin 3.29 ile 3.59 log kob/g
olan baslangi¢c patojen sayisim1 20 dakika sonra 1.03 ile 2.84 log kob/g diizeyine
indirdigi bildirilmistir. Calismada keklik otu yagi ile yikamanin patojen iizerine etkisi
ayni kosullarda 50 ppm diizeyindeki klor ile yikamayla kiyaslanmis ve keklik otu
yaginin marullarda dekontaminasyon amagli klora ikame olarak kullanilabilecegi

belirtilmistir (Gilindiiz ve ark., 2010b). Mersin yagmin yikama c¢ozeltisi olarak
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kullanildig1 bir arastirmada; gébek marul ve biitiin domates 6rneklerine sirasiyla 3.51-
3.99 log kob/g ile 3.47-4.86 log kob/g dizeyde tutundurulan S. Typhimurium
inhibisyonu igin farkli konsantrasyon (500, 750 ve 1000 ppm) ve siireler (5, 10, 15 ve
20 dak.) denenmistir. Mersin yaginin baglangi¢ patojen sayisint 20 dak. uygulama
sonunda artan konsantrasyona gore sirasiyla marulda 0.85, 1.26 ve 1.66 log kob/g,
domateste ise 0.86, 0.66 ve 0.89 log kob/g oraninda azalttig1 bulunmustur (Giindliz ve
ark., 2009). Yaygin bir kullanim alanina sahip olan limon suyu ve sirkenin roka ve yesil
sogandaki S. Typhimurium’a kars1 etkili olduklarini anlatan bagka bir calismada 60 dak.
muamelenin ardindan limon suyunun 6.54 log kob/g diizeyindeki patojen sayisini yesil
soganda 3.61 log kob/g’a, rokada ise 4.17 log kob/g’dan tespit edilebilen diizeyin altina
diistirdiigi bulunmustur. Sirke ise roka ve yesil soganda baslangi¢ miktarlar1 4.23 ve
4.54 log kob/g olan S. Typhimurium sayilarimi aym siirede 1.11 ve 1.62 log kob/g

diizeyine indirmistir (Sengun ve Karapinar, 2005a).
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Sekil 4.25. Koruk firiinlerinin marula tutundurulan S. Typhimurium (zerine etkisi
(log kob/g)
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Sekil 4.26. Koruk firiinlerinin havuca tutundurulan S. Typhimurium (zerine etkisi
(log kob/qg)

Sekil 4.27°de marula tutundurulmus S. aureus Ulzerinde uygulama aninda sadece 3
numarali {iriin 6nemli bir inhibisyon olustururken diger koruk iiriinleri i¢in (5 numarali
uriin hari¢) 10 dak. uygulama siiresinin gerekli oldugu goriilmektedir (p<0.05). Havug
orneklerinde ise muamele sirasinda 3, 4 ve 6 numarali iiriinler S. aureus i¢cin dnemli bir
etki olustururken geri kalan triinlerde belirgin diizeyde inhibisyon icin daha fazla
zamana ihtiya¢ duyulmustur (p<0.05). Uriinlerden sadece 2 numarali iiriin ile muamele
edilen havuclarda 10 dak. sonrasinda dahi patojen sayisi pozitif kontrolden farkli
bulunmamistir (p>0.05). Bununla birlikte; 6, 7, 8 ve 10 numarali Griinler S. aureus
sayisint 1.00 log kob/g diizeyinin altina diisiirmeyi basarmislardir (Sekil 4.28). Koruk
tirtinleriyle muamelenin sonunda diger patojenlere kiyasla canli kalan hiicre sayis1 daha
yuksek olan S. aureus marul 6rneklerinde 0.42 ile 1.52 log kob/g, havug 6rneklerinde
ise 0.32 ile 4.03 log kob/g diizeyinde inhibisyona ugramistir. Koruk sular1 ve eksileri
grup olarak degerlendirildiginde ise marula tutunan S. aureus Uzerinde 6nemli bir etki
olusturmamustir (p>0.05). Ancak; havuca tutunan bakteri Uzerinde 10 dakika uygulama
sonunda gruplar arasindaki inhibisyon farkli bulunmustur (p<0.05). Marul (4.05 log
kob/g), yesil sogan (2.53 log kob/g), maydanoz (4.01 log kob/g) ve kisir (3.89 - 4.18

log kob/g) orneklerine tutundurulmus S. aureus flizerinde 7 farkli nar {iriiniiniin
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etkinligini inceleyen bir arastirmada 10 dak. muamele sonunda nar iiriinlerinin hepsinin
maydanozda, 5 tanesinin marul ve yesil soganda patojen hiicreleri tamamen inaktif
ettigi bildirilmistir. Kisirda ise uygulama siiresi sonunda mikroorganizma sayisi 0.00 -

2.62 log kob/g arasinda tespit edilmistir (Karabiyikli ve Kisla, 2012).
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Sekil 4.27. Koruk iiriinlerinin marula tutundurulan S. aureus Uzerine etkisi (log kob/g)
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Uygulama Suresi (dakika)
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Sekil 4.28. Koruk iiriinlerinin havuca tutundurulan S. aureus uzerine etkisi (log kob/g)

Marula tutundurulmus L. monocytogenes uygulanmanin baslangi¢ aninda 7, 8, 9 ve 10
numarali iirlinler tarafindan inhibe edilmistir. Ayni inhibisyon diizeyi icin 1, 2, 3 ve 4
numarali Uiriinlerin 5 dak., 5 ve 6 numarali iirlinlerin ise 10 dak. siireye ihtiyact oldugu
gorulmektedir (Sekil 4.29). Havuca tutundurulmus L. monocytogenes hucreleri ise
koruk drunleri ile muamelenin ardindan (5, 6 ve 7 hari¢) patojen sayisini tespit
edilebilen diizeyin altina indirmistir. 5, 6 ve 7 numarali iirlinlerde siirenin uzamasi
etkinligi arttirmis olup 5 dak. (6 ve 7 numaral iiriin i¢in) ve 10 dak. (5 numaral iiriin
icin) uygulama siresi sonunda canli hiicre sayist belirleme limitinin altinda tespit
edilmistir (Sekil 4.30). Koruk sular1 ve eksileri grup olarak degerlendirildiginde havuca
tutunan L. monocytogenes iizerinde 6nemli bir etki olusturmamistir (p>0.05). Marula
tutunan bakteri {izerinde ise uygulama aninda gruplar arasindaki inhibisyon istatistiksel
olarak farkli (p<0.05) bulunurken diger muamele siirelerindeki fark 6nemli degildir
(p>0.05). Beuchat ve Doyle (1995) yaptiklar1 ¢alismada dogranmis marul 6rneklerini
bes farkli sus iceren L. monocytogenes kiiltiiriine daldirilmis ve ardindan havug suyu
(%0, %20 ve %50) ile muamele etmislerdir. Kontrol 6rneklerinde 20°C’de 4.67 log
kob/mL diizeyde L. monocytogenes sayilmigtir. Uygulama aninda %20 havug suyunun
(4.67 log kob/mL) patojen Uzerinde bir inhibisyon saglamadigi ancak meyve suyu
konsantrasyonun artirildigi %50 havug suyu orneklerinin (4.59 log kob/mL) patojen
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diizeyini Onemli diizeyde inhibe ettigi bildirilmistir. Ayn1 g¢aligmada havug suyu
orneklerinin L. monocytogenes (zerindeki inhibitif etkinligi peynir (Brie) ve sosis
(Frankfurter) gidalarinda da test edilmistir. Patojen mikroorganizma farkli iki dozda
(diisiik; 10% kob/g ve yiiksek; 10* kob/g) inokiile edilerek, havuc suyu rnekleri ise son
hacimde %2, %5 ve %10 olacak sekilde gida Griinlerine eklenerek 20°C’de 14 gin
boyunca depolanmistir. Peynir ve sosis iirtinlerinin kontrol gruplarinda sirasiyla yiiksek
doz i¢in 5.04 ve 5.06 log kob/g, diisiik doz iginse 3.78 ve 3.11 log kob/g hiicre sayimi
yapilmigtir. Uygulama aninda test edilen havug suyu oranlar1 patojen hiicreler iizerinde
her iki gida i¢in de 6nemli bir inhibitif etkinlik olusturmamistir. Ancak; depolama
sonunda hem peynir hem de sosis 6rneklerinde biitiin konsantrasyonlarda patojen sayist
tespit edilebilen diizeyin altinda bulunmustur. Hoque ve ark. (2008) tavuk kiymasindaki
L. monocytogenes lizerinde tar¢in esansiyel yaginin etkinligini belirlemislerdir. %10
oraninda kiymaya ilave edilen yag, patojen sayisim1 1 giiniin sonunda 6.25 log
kob/g’dan <1.00 log kob/g’a indirmis ve depolama boyunca canli hiicre tespit
edilmemistir. Inegdl koftesinde yapilan bir baska calisma ise 6janoliin (%0.5 ve %)
L. monocytogenes (10°, 10* ve 10° kob/g) iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla
gerceklestirilmistir. Deney numuneleri baglangicta (0. giin) ve 4°C’deki muhafazanin 5.
ve 10. giinlerinde analiz edilmistir. Depolamanin sonunda; 10° kob/g diizeyde
L. monocytogenes inokile edilen drneklerde kontrol grubuyla (3.72 log kob/g) %0.50
ojanol iceren kofteler (3.33 log kob/g), 10° kob/g diizeyde ise kontrol grubuyla (5.41 log
kob/g) hem %0.50 6janol (5.16 log kob/g) hem de %1.00 6janol (5.17 log kob/g) iceren
kéfteler arasindaki inhibisyon 6nemli bulunmustur. 10* kob/g diizeyde patojen inokiile
edilen 6rneklerde depolamanin 5. giiniinde L. monocytogenes sayis1 kontrol grubunda
3.73 log kob/g, ornek gruplarinda ise sirasiyla 3.40 ve 3.18 log kob/g olarak tespit
edilmis ve Ojanoliin hedef patojen iizerine etkili oldugu bildirilmistir (Glirbiiz ve ark.,

2015).
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Sekil 4.29. Koruk iiriinlerinin marula tutundurulan L. monocytogenes Uzerine etkisi
(log kob/qg)
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Sekil 4.30. Koruk iiriinlerinin havuca tutundurulan L. monocytogenes Uzerine etkisi
(log kob/q)
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S1iv1 bir gida 6rnegini temsil etmesi agisindan denenen domates suyuna marul ve havug
denemelerinde de uygulandigi sekli ile 50 ppm nalidiksik aside adapte edilmis E. coli,
S. Typhimurium, S. aureus ve L. monocytogenes inoliile edilmis ancak tiim koruk
urinleri yerine BOlim 4.2, 4.3 ve 4.4’de elde edilen sonuglar g6z o6nunde
bulundurularak, patojenler Gzerinde etkili oldugu goriilen 4 numarali {iriin, koruk suyu
orneklerini temsilen ve 9 numarali iiriin, koruk eksisi triinlerini temsilen secilerek
inhibitif etki bakimindan incelenmistir. Pozitif kontrol olarak; inokiile edilen patojen
mikroorganizmalarin sayisi, negatif kontrol olarak ise; sadece koruk fiiriinleri, sadece
domates suyu ve hem domates suyu hem de koruk iirlinii i¢eren tiipler test edilmistir.
Negatif kontrollerde herhangi bir koloniye rastlanmamistir. Pozitif kontrollerde ise
mikroorganizma sayis1 E. coli, S. Typhimurium, S. aureus ve L. monocytogenes icin
sirastyla 4.59, 4.79, 5.13 ve 4.76 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Koruk iirtinlerinin
stv1 bir gida denemesi olarak domates suyuna ilave edilmis patojen mikroorganizmalar
tizerinde etkili bir inhibisyon saglamadigi inhibisyonun bitun patojenler ic¢in 0.12-0.35
log kob/mL arasinda oldugu bulunmustur (Sekil 4.31). Koruk drdnlerinin inhibisyon
diizeyleri kontrole kiyaslandiginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0.05).
Bes farkli sus iceren L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 kiiltir karisimlari
(5.00 log kob/mL) elma suyuna inokiile edilmis ve iki farkli sicaklikta (4°C ve 15°C)
14 giin boyunca depolanmislardir. Uygulamanin 1. giiniinde her iki sicaklikta elma suyu
E. coli iizerinde diisiik diizeyde inhibisyon olustururken, L. monocytogenes sayisinda
3.00 log birimlik azalma saglamistir. Ayni ¢alismada elma sularina 40.00 mM vanilin
ilavesi yapilmasiyla her iki sicaklikta 1. giinde E. coli sayisi tespit edilebilen diizeyin
altina bulunurken, L. monocytogenes hiicre sayisinda 3.00 logluk bir inhibisyon
gozlenmistir (Moon ve ark., 2006). Elma suyunda yapilan diger bir ¢alismada ise
vanilinin (1500 ve 3000 ppm) etkinligi L. innocua (10° ve 10" kob/mL) iizerinde
30°C’de test edilmistir. 1500 ppm diizeyinde ilave edilen vanilinin patojen hiicre
sayisini 8 saat sonunda 1.50 log, 3000 ppm’de ise 5.00 log diizeyinde inhibe ettigi ifade
edilmistir (Corte ve ark., 2004). Bir baska arastirmada yagsiz siite %50 oraninda
yabanmersini suyu ilave edilmis ve 8.00 log diizeyinde inokiile edilen
L. monocytogenes, S. Typhimurium, C. jejuni ve E. coli O157:H7 Uzerindeki etkisi
37°C’de 72 saatlik depolama boyunca incelenmistir. Depolama siiresince test edilen

biitlin patojenlerde inhibisyon meydana gelmis ve bu etkinligin siirenin artmasiyla
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uyumlu oldugu bildirilmistir (Biswas ve ark., 2012). Pingulkar ve ark. (2001) yaptiklar1
arastirmada domates suyuna ilave edilen L. monocytogenes (10° kob/mL) bakterisinin
canli hiicre sayimini 2-4°C, 8-10°C ve 37°C’de 12 giin boyunca incelemisler ve patojen
sayisinin sirastyla 12, 9 ve 6 giin depolamanin ardindan tespit edilebilen diizeyin altina
diistiiglinii bulunmuslardir. Bitki ekstraktlarmin (Lithospermum erythrorhizon, Rheum
palmatum ve Thymus mastichina) domates suyunun florasi iizerine etkisi 5°C’de 16 giin
boyunca izlenmistir. Uygulamadan 11 giin sonra kontrol grubunun mikroflorasi 7.65 log
kob/mL olarak tespit edilirken ekstrakt ilave edilmis iiriinlerde sayim sonuglari

<1.00 log kob/mL altinda bildirilmistir (Giner ve ark., 2012).

Limon esansiyel yagi (0.25 pL/mL) ilave edilmis bulanik ve berrak elma suyuna
10° kob/mL diizeyde inokiile edilen maya kiltirlerinin (S. cerevisiae, S. pombe, P.
anomala) biiyiime oranlarmnin hesaplandigi ¢alismada; maya kiiltiirleri bulanik elma
suyunda berrak olana gore daha iyi gelisme gostermis ve bu durumun maya hiicrelerinin
meyve suyunun partikillerine adhezyonu, partiktllerin ¢cokelmesi ve hiicre yuzeyinin
antimikrobiyal ile karsilasma olasiliginin azalmasinin bir sonucu oldugu belirtilmistir

(Tserennadmid ve ark., 2011).
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Sekil 4.31. Koruk iriinlerinin domates suyunda patojen mikroorganizmalar (zerine
etkisi (log kob/mL)
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5. SONUC

Kimyasal/sentetik antimikrobiyallerin saglik iizerine olumsuz etkilerinin ortaya
cikmastyla birlikte yasalarla kullaniminin siirlandirilmas1 ya da yasaklanmasi,
tiketicilerin farkindaliklarinin  artmas1 ve tercih egilimlerinin degismesi, dogal
antimikrobiyallerin endiistrideki kullaniminin yayginlasmasina neden olmustur. Bu
calisma son yillarda; taze, yiiksek kaliteli, lezzetli, dogal, saghkli {riinler isteyen
tiikketici talepleri ve gida endiistrisinin bu talepleri karsilamak icin yeni yontemler
aramas1 sonucu, arastirmacilarin gesitli tiikketici kaygilardan uzak, geleneksel ve dogal
tirtinlerden elde edilebilecek antimikrobiyallere olan yonelimi dogrultusunda planlanmis
olup, gerek endiistriye gerekse tiiketicilere bu talepleri karsilayabilecek vasifta,

alternatif bir tirin sunmak amaciyla gergeklestirilmistir.

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda iilkemizin Akdeniz ve Ege kiyilarinda salata ve mezelere
limon suyu ya da sirke gibi eksi tat vermek i¢in kullanilan ve c¢ok bilinmeyen bir
geleneksel {irtiniin dogal bir antimikrobiyal olarak degerlendirilebilme potansiyeli
ortaya konulmustur. Bu anlamda mevcut tez ¢alismasi koruk suyu ve koruk eksisi
irtinlerinin; hem alternatif bir salata sosu hem de dogal bir antimikrobiyal ve
antioksidan etkili bir Grin olarak katma degerlerinin artirilmasiyla sektore dahil
edilmesi ve bu konuda c¢alisan arastirmacilara katki saglamasi agisindan Onem

tasimaktadir.

Bu tez calismasi farkli sorulara yanit arayan 5 farkli asamada gercgeklestirilmis olup
calismanin ilk asamasinda koruk tirtinlerinin meveut durumunu tespit icin mikrobiyal
ozellikleri, baz1 fizikokimyasal degerleri ve antioksidan kapasiteleri belirlenmistir.
Uriinlerin TGK’de belirtilen ilgili kriterlere gére mikrobiyolojik agidan giivenli oldugu
tespit edilmistir. Fizikokimyasal agisindan incelendiginde iirtinlerin asidik bir karaktere,

antioksidan kapasite agisindan ise fonksiyonel 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.

Ikinci asamada {iriinlerin tespit edilen asidik yapilar1 ve fenolik igerikleri gdz &niinde
bulundurularak mikroorganizmalar tzerindeki inhibitif etkinlikleri MIK testleri ile
ortaya konmustur. Boylece; koruk lriinlerinin yikama sivis1 olarak degerlendirilmesi

durumunda analiz edilen patojen mikroorganizmalara karsi etkin konsantrasyon
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diizeyleri belirlenmistir. Bununla birlikte {irtinlerin test edilen E. coli, S. Typhimurium,
S. aureus, L. monocytogenes, ve B. cereus kiiltiirlerine karsi etkinliklerinde asidik
karakterlerinin 6nemli oldugu ancak S. aureus ve B. cereus icin Urlnlerin fenolik
iceriklerinin de inhibisyonda rol aldig: tespit edilmistir. Boylece, genel olarak koruk
tirtinlerinin antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu ve bu etkinlik iizerinde basta organik
asit icerigi ve miktar1 olmak {iizere fenolik asit ve miktarinin da 6nemli oldugu

bulunmustur.

Uciincii asamada iiriin giivenliinin smanmasi icin yapilan analiz sonuglari
dogrultusunda inhibitif 6zellikleri tespit edilen koruk {iriinlerinin iiretim ya da depolama
kosullarinda asidik 6zelliklerini degistirerek ndétralizasyona sebep olabilecek bir madde
varliginda olasi cevaplar1 arastirilmis olup, notralizasyona sebep olabilecek boyle bir
madde ortamda bulunmadig: siirece, iiriinlerin olas1 mikrobiyal kontaminasyonlara kars1
kendilerini koruyabildigi ve dolayisiyla da giivenli tiiketime olanak saglayacagi

belirlenmistir.

Modern yasam kosullar1 gilinliik diyette hazir gidalar i¢in 6nemli bir yer olusturmus ve
bu iirlinler icerisinde diisiik kalorili taze sebzeler siklikla tercih edilir hale gelmistir.
Ancak; uygun olmayan isleme ve depolama kosullarina maruz kalan taze ve kullanima
hazir sebzeler patojen ve saprofit mikroorganizmalar agisindan risk altinda olup iiriin
giivenligini ve tiiketici saghigin1 olumsuz yonde etkileyebilmektedirler. Nitekim, son
yillarda tiiketime hazir sebzelerden kaynaklanan gida kaynakli hastaliklarin sayisinda
artis goriilmektedir. Tiiketime hazir gidalarin kalitesi ve giivenliginin saglanmasinda
dogal antimikrobiyal maddelerin giderek 6nem kazanmasi; koruk firiinlerinin gida
endustrisi i¢in koruyucu olarak da degerlendirilme potansiyelini artirmaktadir. Dogal
antimikrobiyallerin mikroorganizmalar tizerindeki etkinlikleri birgok calismada besiyeri
ortaminda belirlenmistir ancak bu maddelerin gidalardaki etkinlik diizeyleri gidalarin
kompleks yapilar1 nedeniyle farkliliklar gostermektedir. Bu sebeple dordiincii ve besinci
kisimda koruk iirlinlerinin antimikrobiyal 6zellikleri gida ortaminda test edilmistir. Bu

amacla marul, havug¢ ve domates suyu gida ortamini temsilen se¢ilmistir.

Dordinct kisimda koruk {irtinlerinin marul ve havug orneklerinin dogal floralari

tizerindeki antimikrobiyal etkileri belirlenmis olup {iriinlerin, marul ile havucun dogal
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florasi tizerinde 6nemli bir inhibisyon sagladigi goriilmektedir. Bu 6zellikleri gidalarda
koruyucu olarak kullanim potansiyellerini artirmaktadir. Koruk {iriinlerinin dogal
floradaki saprofit mikroorganizmalarin inhibisyonuyla; gida kalitesi ve raf omri
tizerinde, yine dogal floradan gelebilecek patojenler tizerindeki inhibitif etkisi sayesinde

ise gida giivenligi acisindan 6nemli etkilere sahip oldugu tespit edilmistir.

Koruk {irlinlerinin denen marul ve havu¢ 6rneklerinin dogal florasin1 énemli diizeyde
azalttigr gorilmiistiir. Gidalarin dogal florasinda saprofit ve patojen karakterli bircok
mikroorganizma bulunabilmektedir. Bunlar igerisinde patojenler 6zellikle pisirilmeden
tiikketilen gidalarda, gida kaynakli hastaliklar agisindan risk olusturmaktadirlar. Besinci
ve son kisimda ise koruk iiriinlerinin antimikrobiyal etkinlikleri gidalara tutundurulan
patojenler (zerinde belirlenerek iiriinlerin salata gibi hazir tiiketilen gidalarin
giivenligine ne denli katki saglayabilecegi hakkinda bilgi edinilmesi amaglanmistir.
Koruk drdnlerinin marul ve havug gibi salata Grtnlerinde bulunabilen patojenleri,
tilketim aligkanliklarina ve hazirlama siirelerine yakin bekleme stirelerinde etkili bir
sekilde inhibe ettigi goriilmiistiir. Dogal antimikrobiyaller cesitli gidalarda farkli
etkinlikler gosterebilmektedir. Bu nedenle; koruk sularindan ve eksilerinden birer adet
uriin secilerek marul ve havug gibi kat1 gidalara ilaveten sivi bir gidada da patojenler
tizerindeki etkisini belirlemek i¢in domates suyu deneme planina alinmistir. Her ne
kadar koruk {irlinleri, domates suyuna ilave edilen test kiiltiirlerini etkin bir sekilde
inhibe edemeseler de marul ve havug iizerindeki patojenlere karsi 6nemli inhibitif

etkileri sayesinde bu {irtinlerde etkili bir antimikrobiyal olarak kullanimi 6nerilebilir.

Sektore sundugu firiin ¢esitliliginin yan1 sira koruk iiriinleri bitkisel kaynakli dogal bir
antimikrobiyal ajan olarak gidalarda kullanilmadan once iirtinlerle ilgili diger bazi
calismalarin da yapilmas1 gerekmektedir. Oncelikli olarak iiriinlerin etki mekanizmasi
tizerinde etkili olan organik asit ve fenolik bilesenlerinin kompozisyonlar
belirlenmelidir. Mikroorganizmalar {izerinde sinerjik etkili bilesenler ve yontemler
bulunmali, iiriin karakterine uygun gida ¢esitleri tespit edilmeli ve bu iiriinlerde raf
omrii caligmalar1 gergeklestirilmelidir. Gidanin organoleptik Ozellikleri {izerinde
olumsuz etkisi olmayan, kullanim amacina uygun, hedef mikroorganizma iizerinde
gerekli inhibisyonu olusturacak iiriin miktarlar1 tespit edilmeli ve varsa yan etkileri

belirlenmelidir. Bununla birlikte bu gibi {riinlerin gidalarda kullanimini kisitlayan en
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temel faktor ilgili teblig ve yasal diizenlemelerle ilgilidir. Bu sebeple dogal
antimikrobiyal maddelerin kullanim olanag bulabilmesi i¢in yasal diizenlemelerin ve

giincel tebliglerin gozden gegirilerek gerekli diizenlemelerin yapilmasi gerekmektedir.
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EK-1: Test Patojenlerinin Gelisim Egrileri

1.1 E. coli test bakterisinin gelisim egrileri
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1.2 L. monocytogenes test bakterisinin gelisim egrileri
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1.3 S. aureus test bakterisinin gelisim egrileri
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1.4 S. Typimurium test bakterisinin gelisim egrileri
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EK-2: %10 Tartarik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

10 g tartarik asit (Merck, 100804, Almanya) tartilip ve 100 mL'lik balon jojede saf suyla

hazirlanmistir.
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EK-3: Gram Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.1 Kristal violet

0.50 g kristal violet (Carlo Erba, 491502, Fransa), 100 mL saf su icinde

¢Ozlndiirilmiistiir.
3.2 Safranin
0.50 g safranin (Carlo Erba, 477232, Fransa) 10 ml %95'lik etil alkol (C;HgO,

Tekkim, TK.200655, Turkiye) iginde ¢oziindiiriilmiis ve 100 mL saf suyla

karistirtlmastir.
3.3 Iyot-lugol
2 g potasyum iyodir (KI, Merck, 1.05043, Almanya), 300 mL saf su icinde
¢cozliindirilmiistlr. Bu ¢0zeltiye daha sonra 1 g iyice ezilmis iyot kristali (Merck,

1.04761, Almanya) eklenmis ve oda sicakliginda tam bir ¢oziinme saglanincaya

kadar karistirilmistir.
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EK-4: Voges-Proskauer Testi icin Cozeltilerinin Hazirlanmasi
4.1 %40’hk KOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi
40 g potasyum hidroksit (KOH, Merck, 1.05033, Almanya) yaklasik 50 mL saf
suyla ¢oziindiiriilmiis ve 100 mL'lik balonjojeye aktarilip tamamlanmustir.
4.2 %5’lik a-naftol cozeltisinin hazirlanmasi
5 g a-naftol (Merck, 1.06223, Almanya), 100 mL %95'lik etil alkol (C;HgO,
Tekkim, TK.200655, Tirkiye) icinde ¢oziindiirilmistiir. Cozelti kararli degildir;

1s1 ve 1s18a duyarhdir. Bu nedenle, ¢ozelti hazirlandiktan sonra koyu renkli

siselerde ve buzdolabinda, en fazla bir hafta depolanarak kullanilmistir.
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EK-5: EMS Cizelgesi

EMS CIiZELGESI ; EMS/g (mL)

Pozitif tipler | Sayivekategori |% 95 giivenlik smir1| % 99 giivenlik smir
1mL 0.1mL 0.01lmL EMS Kategori Alt Ust Alt Ust

0 0 <0.30 - 0.00 0.94 0.00 1.40
0.30 0.01 1.00 0.00 1.60
0.62 0.12 1.70 0.05 2.50
0.36 0.02 1.70 0.01 2.50

0.74 0.13 2.00 0.06 2.70
1.10 0.40 3.50 0.20 4.60
1.10 0.40 3.50 0.20 4.60
1.50 0.50 3.80 0.20 5.20
1.60 0.50 3.80 0.20 5.20

0.92
1.40
1.50
2.00
2.10

0.15 3.50 0.07 4.60
0.40 3.50 0.20 4.60
0.40 3.80 0.20 5.20
0.50 3.80 0.20 5.20
0.50 4.00 0.20 5.60

2.30 0.50 9.40 0.30 14.20
3.80 0.90 10.40 0.50 15.70
6.40 1.60 18.10 1.00 25.00

4.30
7.50
12.00
9.30
15.00

21.00
29.00
24.00
46.00
110.00
>110.00

0.90 18.10 0.50 25.00
1.70 19.90 1.10 27.00
3.00 36.00 2.00 44.00
1.80 36.00 1.20 43.00
3.00 38.00 2.00 52.00

3.00 40.00 2.00 56.00
9.00 99.00 5.00 152.00
4.00 99.00 3.00 152.00
9.00 198.00 5.00 283.00

2
3
1
1
3
2
3
3
1
2
1
2
1
2.80 3 0.90 9.40 0.50 14.20
3
1
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3
1
1
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1
2
3
1
1
1 20.00 400.00 10.00  570.00
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EK-6: Methly Red Indikatériiniin Hazirlanmasi

0.20 g methly red (Carlo Erba, 476883, Fransa), 50 mL %95'lik etil alkol (C,HgO,
Tekkim, TK.200655, Turkiye) i¢inde ¢ozindirilmiis ve lizerine yavas yavas 50 mL

damitik su eklenmistir.
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EK-7: NaOH Cozeltilerinin Hazirlanmasi (0.1 N, 1 N, 5 N ve 10 N)

0.1 N, 1 N, 5N ve 10 N NaOH igin sirasiyla 4 g, 40 g, 200 g ve 400 g NaOH (NaOH,
Merck, 6462, Almanya) behere tartilip saf su eklenerek ¢ozlindiiriilmiistiir. Cozeltilerin
her biri ayr1 ayr1 1000 mL'lik balon jojeye aktarilmistir. Beherler birka¢ kez saf su
eklenerek calkalanmis ve balon jojeyedeki g¢ozeltilere ayr1 ayr1 aktarilmistir. Balonlar
cizgisine kadar deiyonize su ile tamamlanmistir. Cozeltinin ayarlanmasi i¢in primer
standart olarak potasyum hidrojen fitalat (CgHsKO,4, Merck, 1.04874, Almanya)
kullanilmistir. Primer standart, deney yapilmadan 6nce 110°C da 2 saat kurutulmus ve
deney yapilana kadar desikatorde bekletilmistir. 0.1000-0.1500 g arasi potasyum
hidrojen fitalat (CgHsKO,4, Merck, 1.04874, Almanya) erlene tartilip iizerine 50 mL
deiyonize su koyularak c¢oziilmiistiir. Ardindan fenolfitaleyn (FF, Carlo Erba, 451154,
Fransa) damlatilmistir. Hazirlanan NaOH ile titrasyon yapilmis ve sarfiyat

hesaplanmustir.

Kesin Normalite =
meq x S

m = Standart maddenin agirlig1 (g)
meq = Standart maddenin mili ekivalan agirlig1 (meq)

S = Titrasyonda harcanan ¢ozelti miktar1 (mL)
(E.1)
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EK-8:

Toplam Seker Tayininde Kullanilan Cozeltilerinin Hazirlanmas1 ve

Standart Grafigi

8.1 2.5 N HCI ¢ozeltisinin hazirlanmasi

%37'lik HCI’den (HCI, Merck, 1.00317, Almanya) 9.1112 mL daha 0nce
igerisine biraz saf su konulmus 100 mL'lik balonjojeye ilave edilerek ve saf

suyla tamamlanmustir.

8.2 %40’k NaOH c¢ozeltisinin hazirlanmasi

40 g NaOH (NaOH, Merck, 6462, Almanya) tartilmis ve 100 mL'lik balonjoje

icinde ¢oziindiiriilerek saf suyla tamamlanmastir.

8.3 %5’lik fenol ¢ozeltisinin hazirlanmasi

5 g fenol (Surechem, P1922, ingiltere) tartilmis ve 100 mL'lik balonjojeye

konarak saf suyla tamamlanmistir. Bu ¢6zelti giinliik olarak hazirlanmistir.

8.4 Standart Grafigi

Absorbans (A)

097 ® 0857
0.7 -
0,6 -
05 -
0.4 -
03 -
02 -
01 -

y = 0,0828x + 0,0005
R?=0,9925

0 2 4 6 8 10 12
Seker miktar1 (g/L)
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EK-9: Askorbik Asit (C Vitamini) Tayininde Kullamilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
ve Standart Grafigi

9.1 Okzalik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi (%4)

4 g okzalik asit dihidrat (Co;H204.2H,0, Merck, 1.00495, Almanya) tartilmis ve
100 mL'lik balonjojeye konarak saf suyla tamamlanmustir.

9.2 Stok askorbik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi (%0.1)

100 mg askorbik asit (L (+), Carlo Erba, 390604, Fransa) tartilmis ve 100 mL'lik

balonjojeye konarak %4 okzalik asit ¢ozeltisiyle tamamlanmistir.

9.3 Stabilizan ¢ozeltisinin hazirlanmasi (%0.4)

4 g okzalik asit dihidrat (C;H204.2H,0, Merck, 1.00495, Almanya) tartilmis ve

1000 mL'lik balonjojeye konarak saf suyla tamamlanmistir.

9.4 Boya ¢0zeltisinin hazirlanmasi

12 mg 2,6- diklorofenolindofenol sodyum tuzu (Fluka, 00617, Avusturya)

tartilmig ve 1000 mL'lik balonjojeye konarak saf suyla tamamlanmustir.
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9.5 Standart Grafigi

Absorbans (A)

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

y =0,0428x - 0,0083
R?=0,9911

Askorbik asit konsantrasyonu (mg/100 mL)
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EK-10: Protein Tayininde Kullanmilan Cozeltilerin Hazirlanmas1 ve Standart

Grafigi

10.1 %10’luk NaOH cozeltisinin hazirlanmasi

5 g NaOH (NaOH, Merck, 6462, Almanya) tartilmis ve 50 mL'lik balonjojeye

konarak saf suyla tamamlanmustir.

10.2 Biuret reaktifinin hazirlanmasi

0.15 g bakir (II) siilfat (CuSO4.5H,0, Carlo Erba, 364757, Fransa) ve 0.60 g
potasyum sodyum tartarat (NaKC4H,06.H,0, Merck, 1.08087, Almanya) 100
mL’lik balonjojeye tartilmis ve 50 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir. Karisima 30
mL %210’luk NaOH (NaOH, Merck, 6462, Almanya) karistirilarak ilave edilmis

ve sonra balon ¢izgisine kadar saf su ile tamamlanmustir.

10.3 BSA (bovine serum albumin) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 g BSA (BSA, Sigma, A2153, ABD) tartilmis ve 100 mL'lik balonjojeye

konarak saf suyla tamamlanmistir.
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10.4 Standart Grafigi

Absorbans (A)

0,6 -

0,5 1

0,4 -

0,3 1

0,2 1

0,1 -

0 .

y =0,0512x + 0,0096
R2=0,9984

4 6 8 10 12

Protein miktar1 (mg/mL)
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EK-11: Toplam Fenolik Madde Tayininde Kullanilan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

ve Standart Grafigi

11.1 Folin (%10'luk;v/v) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

100 mL Folin-Ciocaltue ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, F9252, Isvigre) 1000 mL’lik

balonjojeye konmus ve saf suyla tamamlanmastir.

11.2 NaHCO3 (%20'lik; w/v) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

200 g sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs3, Merck, 1.06329, Almanya) 1000

mL'lik balonjojeye konmus, ¢oziindiiriilmiis ve saf suyla tamamlanmigtir.

11.3 Standart Grafigi

0,6 -
¢ 0,5365
0,5 - 5
04 -
<
v 0,3 -
c
58]
=
S 02 -
=2 ¢ 0,156 y =0,0655x + 0,1071
< R2=0,982
0,1 -
O T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Toplam fenolik madde konsantrasyonu (mg/L)
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EK-12: FRAP Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmas1 ve Standart
Grafigi

12.1 0.10 mol/L asetat (pH 3.60) ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1.03 g sodyum asetat trihidrat (C,H3NaO,.3H,0, Sigma-Aldrich, 25022,
Almanya) tartilmis ve 1000 mL’lik balonjojeye aktarilmistir. Uzerine 5.33 mL
glasiyel asetik asit (CH;COOH, Merck, 1.00056, Almanya) konulup saf suyla

balon ¢izgisine tamamlanarak asetat ¢ozeltisi hazirlanmustir.

12.2 10 mmol/L TPTZ ¢ozeltisinin hazirlanmasi
3.1234 g 2,4,6- Tri-(2-pyridyl)-1,3,5-triazine (TPTZ, Merck, 1.10238, Almanya)

tartilarak 1000 mL’lik balonjojeye konulmus ve iizerine 3.312 mL HCI

(%37°1ik) konulmustur. Balon saf suyla balon ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

12.3 20 mmol/L demir (III) kloriir hekzahidrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1000 mL’lik balonjojeye 5.406 g demir (I11) Klorlr hekzahidrat (FeCls.6H,0,

Merck, 1.03943, Almanya) tartilmis ve ardindan saf suyla tamamlanmustir.
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12.4 Standart Grafigi

Absorbans (A)
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EK-13: TEAC Yonteminde Kullanilan Standart Grafigi
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EK-14: Fizikokimyasal Ozelliklere ve Antioksidan Kapasiteye Ait Istatistik Cizelgeleri

Cizelge E.1 Fizikokimyasal 6zelliklere ait istatistik degerleri

URUN  URUN H Su Aktivitesi Suda Coziiniir Kuru Madde Titrasyon Asitligi
CESiDIi  NO P (A) (Briks) (tartarik asit %)
] 2.48% 0.979 5.00 3.33
(+0.01)e (0.00)ab (0.00)d (0.04)d
= 5 2.47 0.977 5.00 3.25
3 (0.00)e (0.00)ac (0.00)d (+0.05)c
o 3 2.35 2.45' 0.980 0.978 4.20 5.52 2.98 3.14
) (£0.00)c  (¥0.09)x  (¥0.00)ab  (+0.002)x  (+0.00)e (+1.37)x (0.03)b (+0.54)x
x A 2.38 0.980 5.40 3.88
¥ (0.00)c (x0.00)a (0.00)c (+0.03)f
c 2.60 0.975 8.00 2.29
(+0.01)f (0.00)c (0.00)a (+0.03)a
6 2.74 0.975 355 321
(0.06)g (0.00)c (£0.25)f (+0.02)c
2 7 2.42 0.963 7.20 3.69
& (0.00)d (+0.00)d (0.00)b (+0.01)e
= o 2.28 2.37 0.980 0.973 5.10 5.75 4.29 452
= (£0.01)b  (£0.21)x  (x0.00)ab  (+0.005)x  (+0.11)d (+1.64)x (0.03)g (+1.42)y
z 9 2.31 0.976 5.10 4.33
v (0.00)b (:0.00)bc (x0.11)d (x0.02)g
10 2.14 0.974 7.83 7.10
(+0.01)a (0.00)c (+0.43)a (+0.02)f

* n=4, (+standart sapma); satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)

"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.1 (Devam) Fizikokimyasal dzelliklere ait istatistik degerleri

URUN  URUN Toplam Seker Askorbik Asit Protein Top. Fenolik
CESIDI NO (g/L) (mg/100mL) (mg/mL) Mad. Mik. (mg/L)
1 6.12 1.63 5.63 618.55
(+0.51)c (+1.08)b (+0.20)d (+0.04)f
E 5 13.57 4.57 9.26 659.01
2 (+0.10)f (+0.39)c (+0.31)e (+0.05)h
z 3 7.89 7.15¢ 3.34 3.09 14.38 10.33 672.75 566.87
5 (0.28)d  (24.28)x (+0.83)c  (¥224)x  (¢1.36)g  (+8.07)x (+0.04)  (+176.74)x
% 4 7.32 5.91 22.39 650.61
% (+0.11)d (+0.33)d (0.62)h (£0.02)g
5 0.86 0.00 0.00 233.44
(£0.16)a (+0.00)a (+0.00)a (£0.02)c
6 2.34 0.00 4.17 523.89
(+0.14)b (+0.00)a (+0.04)c (+0.04)e
1z : 1.23 1.50 2.11 482.29
2y (+0.18)a (+1.72)b (+0.04)b (+0.06)d
= 8 9.71 6.30 0.54 0.52 12.58 5.11 652.14 381.06
= (+0.16)e  (+6.58)x (+1.08)ab  (+0.69)y  (+0.00)f  (+4.30)x (+0.12)gh  (£230.10)x
g 9 1.19 0.00 1.02 96.79
S (+0.08)a (+0.00)a (+0.13)ab (+0.01)a
10 17.05 0.60 5.70 150.23
(+0.90)g (+1.20)ab (+0.84)d (+0.04)b

* n=4, (+standart sapma); satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.2 Renk degerlerine ait istatistik degerleri

URUN URUN Renk Degerlerfr
CESIDI NO Lo a* b* AE
1 36.80° -8.73 22.30 43.90
(+1.38)ab (+0.56)a (+1.84)c (+2.65)ab
2 » 37.86 -8.26 22.66 44.88
5 (x0.97)b (+0.97)a (£1.78)c (+1.25)ab
2 3 42.59 37.743 -9.31 -7.49 23.83 23.39 49.68 45.10
- (#0.95)c  (¥3.32)x  (#0.38)a  (¥1.81)x  (x1.14)c  (¢1.35)x (*1.16)b  (3.09)x
x A 38.53 -4.88 24.28 45.80
X (+1.09)bc (+0.40)a (£1.09)c (+0.16)ab
5 32.97 -6.29 23.89 41.19
(x0.60)a (x0.31)a (£0.50)c (x0.31)a
6 95.60 11.49 -21.12 98.58
(£2.13)f (+4.26)bc (£7.90)a (+1.38)cd
2 . 91.25 6.48 1.06 91.48
¥ (+2.40)e (+5.56)b (£12.28)b (£3.51)c
= 8 96.57 87.55 16.38 4.15 -23.52 41.74 100.72 117.58
= (£0.78)f  (#9.32)y  (+2.29)c  (¥1050)y (+3.80)a (+7346)x (+0.07)e  (¥26.58)y
% 9 76.33 -6.03 124.92 146.51
Z (+0.61)d (+1.29)a (+0.88)d (x1.21)e
10 78.05 -7.54 127.40 149.59
(+3.18)d (+4.25)a (+4.56)d (£7.76)e

"n=4, (+standart sapma); satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)

i L: agiklik-koyuluk, a: kirmizi-yesil, b:sari-mavi
$ =20, grup ortalamasi; X ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, aym harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.3 Antioksidan kapasiteye ait istatistik degerleri

URUN  URUN FRAP TEAC
CESIDI NO (umol Troloks esdeger/mL) (umol Troloks esdeger/mL)
1 0.109* 0.491
(+0.00)d (+0.21)d
2 ) 0.156 0.721
3 (+0.00)e (+0.08)e
2 3 0.186 0.120" 0.540 0.529
) (+0.00)f (+0.05)x (+0.03)d (+0.29)x
x A 0.121 0.861
X (+0.00)d (+0.03)f
c 0.030 0.035
(+0.00)ab (+0.00)a
5 0.069 0.239
(+0.00)c (+0.04)c
2 7 0.067 0.206
¥ (+0.00)c (+0.03)c
= 8 0.232 0.086 0.885 0.311
= (+0.00)g (+0.07)x (£0.02)f (+0.31)x
> 9 0.025 0.159
S (+0.00)a (+0.10)bc
10 0.043 0.070
(+0.00)b (+0.01)ab

* n=4, (xstandart sapma); satirlar arasinda olmak iizere, aymi harf ile gésterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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EK-15: Baz1 Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Inhibitér Etkiye Ait Istatistik Cizelgeleri

15.1 Mevcut pH Degerindeki Koruk Uriinlerinin Diisiik Dozda Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.4 E. coli iizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. s, 30.
1 2.21 <1 <1 <1
(+0.13)Bab (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
; 2 2.27 <1 <1 <1
3 (+0.05)Bab (£0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 3 2.23 2.23" <1 <1 <1 <1 <1 <1
S (+0.07)Bab (+0.10)x (+0.00)Ca  (#0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca  (+0.00)x
x A 2.20 <1 <1 <1
v (+0.07)Aab (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 2.28 <1 <1 <1
2.50% (+0.24)Aab (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 (x0.07)Aa 2.12 <1 <1 <1
(+0.11)Bb (£0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 : 2.19 <1 <1 <1
& (£0.15)Bab (+0.00)Ca (£0.00)Ca (£0.00)Ca
&= 8 2.28 2.26 <1 <1 <1 <1 <1 <1
= (+0.11)Aa  (£0.19)x (+0.00)Ba  (£0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x (£0.00)Ba  (+0.00)x
% 9 2.08 <1 <1 <1
Z (+0.04)Bb (£0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 2.48 <1 <1 <1
(£0.02)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba

* n=4, (standart sapma); blyik harfler siitunlar, kiigiik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)

"n=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.5 S. Typhimurium iizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 2.73 <1 <1 <1
(+0.01)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 ) 2.62 <1 <1 <1
- (+0.08)Bab (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 3 2.58 2.62" <1 <1 <1 <1 <1 <1
) (+0.13)Bab (+0.10)x (£0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x
x A 2.50 <1 <1 <1
N2 (+0.05)Bab (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
5 2.69 <1 <1 <1
2.75% (+0.11)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
6 (+0.07)Aa 2.43 <1 <1 <1
(+0.15)Bab (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
|2 , 273 <1 <1 <1
Z (+0.04)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
= 8 2.48 2.53 <1 <1 <1 <1 <1 <1
% (+0.14)Bab  (+0.21) (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x
g 9 2.72 <1 <1 <1
Z (+0.03)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
10 2.33 <1 <1 <1
(+0.30)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.6 S. aureus iizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 2.70 <1 <1 <1
(+0.23)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 r 1.22 <1 <1 <1
- (+0.07)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 3 2.71 2.68" <1 <1 <1 <1 <1 <1
) (+0.26)Aa  (+0.17)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba (+0.00)x
x A 1.42 <1 <1 <1
N2 (+0.07)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
c 1.40 <1 <1 <1
2.80% (+0.01)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
5 (x0.07)Aa 2.51 <1 <1 <1
(+0.11)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
|2 , 2.78 <1 <1 <1
Z (+0.13)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
= 8 2.73 2.60 <1 <1 <1 <1 <1 <1
% (x0.02)Aa (+0.18)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
g 9 1.31 <1 <1 <1
v (+0.03)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 2.40 <1 <1 <1
(+0.32)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acgidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.7 L. monocytogenes iizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 2.22 <1 <1 <1
(+0.15)Ab (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 4 1.99 <1 <1 <1
- (+0.30)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 3 2.14 2.09" <1 <1 <1 <1 <1 <1
) (+0.13)Bb  (+0.14)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x
x A 2.01 <1 <1 <1
N2 (+0.03)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
5 211 <1 <1 <1
2.35% (+0.05)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
5 (0.07)Aa 2.14 <1 <1 <1
(+0.20)Ab (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
|2 , 1.92 <1 <1 <1
Z (+0.32)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
= 8 1.14 2.08 <1 <1 <1 <1 <1 <1
% (+0.03)Ba  (+0.23)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x
g 9 1.13 <1 <1 <1
v (+0.03)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 1.83 <1 <1 <1
(+0.18)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acgidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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15.2 Nétr pH Degerindeki Koruk Uriinlerinin Diisiik Dozda Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.8 E. coli Uzerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDi NO KONTROL 0. 5, 15, 30.
1 2.18 1.98 1.90 1.90
(+0.02)Ba (+0.10)Ca (+0.00)Cc (+0.03)Chcd
2 5 2.13 2.11 1.78 1.84
3 (x0.04)Ba (x0.10)Ba (x0.07)Cd (x0.04)Ccd
o 3 2.09 2.09" 2.15 2.03 2.20 1.97 2.15 1.94
) (+0.19)Ba (#0.11)x (+0.09)Ba (+0.18)x (¥0.02)Ba (+0.17)x  (+0.09)Ba  (+0.14)x
x A 2.10 1.99 1.75 1.80
Y (x0.12)Ba (x0.02)Ba (x0.01)Cd (x0.00)Cd
c 1.97 2.19 2.10 2.05
2.50* (x0.12)Ba (x0.12)Ba (x0.01)Bb (+0.10)Babc
6 (+0.07)Aa 2.18 2.03 2.10 2.04
(+0.05)Ba (+0.21)Ba (0.05)Bb (+0.08)Babc
= 7 2.07 1.94 1.98 2.03
) (+0.16)Ba (+0.09)Ba (+0.01)Bc (+0.03)Babc
= o 2.16 2.11 2.08 2.02 2.10 1.98 2.07 2.06
= (+0.08)Ba (+0.10)x (+0.14)Ba (+0.12)x (+0.00)Bb (+0.20)x (+0.05)Bab  (+0.08)x
& 9 2.02 1.97 1.91 2.02
v (x0.04)Ba (x0.18)Ba (x0.04)Bc (+0.18)Babc
10 2.15 2.11 2.14 2.15
(+0.12)Ba (+0.00)Ba (+0.01)Bab (+0.07)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gdsterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)

Tn:20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.9 S. Typhimurium tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN  POZITIF SURE (dakika)
CESiDIi NO  KONTROL 0, 5, 15. 30.
1 2.13 2.11 2.05 2.03
(£0.10)Aba (+0.15)ABabcd (+0.15)Babc (+0.10)Bbc
2 ) 2.09 1.81 1.86 1.92
5 (x0.14)Ba (x0.07)Ccd (x0.06)BChcd (x0.12)BCcde
o 3 2.08 2.10" 2.17 2.00 2.15 1.97 2.16 2.00
35 (+0.18)Ba  (+0.10)x  (+0.05)ABab  (+0.20)x  (+0.04)Aba  (+0.19)x  (+0.06)ABb  (+0.13)x
x A 2.07 1.80 1.71 1.83
v (+0.13)Ba (+0.03)BCd (+0.18)Cd (+0.10)BCde
c 2.12 2.33 2.10 2.07
2.38 (x0.09)Aa (x0.31)Aabcd (x0.10)Aab (20.04)Abc
6 (+0.03)A 2.05 1.99 2.02 1.99
(+0.03)Ba (+0.18)Bbcd (+0.15)Babc (+0.08)Bbcd
= 7 2.18 2.09 2.12 2.11
) (+0.08)Ba (+0.06)Babcd (+0.06)Ba (+0.00)Bbc
= o 2.16 2.14 2.00 2.10 1.80 2.05 1.74 2.07
= (£0.06)Ba  (+0.10)x  (+0.06)Bbcd  (+0.15)x  (+0.00)Ccd  (+0.17)x  (+0.13)Ce  (+0.22)x
& 9 2.06 2.34 2.26 2.37
v (+0.16)Ba (+0.06)Aa (+0.04)Aba (x0.05)Aa
10 2.28 2.14 2.09 2.16
(+0.06)ABa (+0.06)Cabc (+0.08)Cab (+0.01)BCb

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak {izere ayni harf ile gdsterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.10 S. aureus tizerindeki inhibitdr etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
p 1.92 1.92 1.81 1.77
(+0.04)Bc (£0.04)Bbc (+0.04)Cabc (+0.00)Cb
2 ) 1.47 1.47 1.45 1.38
3 (+0.00)Bf (+0.00)Bd (+0.21)Bc (+0.12)Bc
Q 3 1.65 1.83" 1.69 1.73 1.63 1.65 1.60
5 (+0.07)Be  (+0.30)x (+0.12)Bcd (+0.05)Bbc  (0.19)x (+0.07)Bb  (+0.20)x
x A 1.77 1.53 1.45 1.38
v (+0.10)Bd (+0.08)BCd (+0.21)BCc (£0.12)Cc
c 2.33 2.36 1.73 1.80
2.52% (£0.04)Aa (£0.07)Aa (+0.05)Bbc (+0.14)Bb
6 (+0.05)Aa 2.37 2.21 2.19 2.17
(+0.01)Ba (+0.01)Cab (+0.01)Ca (+0.00)Ca
z 7 2.38 217 217 2.14
) (+0.04)ABa (+0.14)Bab (+0.08)Ba (+0.15)Ba
= o 1.92 2.21 1.71 1.66 2.06 1.38 2.00
% (£0.03)ABc (£0.16)y (+0.34)Bcd (£0.42)Bc  (£0.28)y (x0.12)Bc (0.33)y
& 9 2.17 2.20 2.13 2.14
Z (+0.04)Bb (+0.07)Bab (+0.02)Bab (+0.04)Ba
10 2.30 2.22 2.21 2.17
(x0.03)Ba (+£0.10)Bab (x0.01)Ba (x0.14)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)

"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan dnemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.11 L. monocytogenes tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN  POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 5, 30.
1 1.66 1.22 1.91 1.92
(+0.37)BCab (+0.20)Cb (+0.06)Aba (+0.10)Aba
2 ) 1.61 1.72 2.05 1.26
3 (+0.29)ABab (+0.12)ABab (+0.01)Aa (£0.49)Bb
o 3 1.67 1.61" 2.07 1.69 2.07 1.95 2.00 1.62
) (x0.05)Bab (x0.19)x (x0.08)Aa (x0.34)x  (x0.06)Aa  (x0.21)x (x0.15)Aa (£0.40)x
x A 1.72 1.73 1.67 1.24
v (+0.14)ABab (+0.39)ABab (£0.41)Aba (+0.39)Bb
c 1.45 1.72 2.08 171
2.21* (+0.07)Bb (+0.29)Bab (+0.03)Aa (+0.06)Bab
6 (+0.01)Aa 1.87 1.97 1.79 1.99
(+0.00)Aab (+0.21)Aa (+0.29)Aa (£0.18)Aa
z 7 177 1.83 1.85 1.80
& (+0.13)Bab (+0.19)Aba (+0.20)Aba (+0.14)ABab
= o 1.69 1.84 2.16 1.91 1.97 1.88 2.08 1.95
% (+0.07)Bab (x0.15)y (x0.16)Aa (£0.22)x  (x0.06)Aa  (£0.16)x (+£0.08)Aa (£0.17)x
& 9 1.90 1.87 1.83 1.84
Z (+0.28)Aab (+0.35)Aa (+0.18)Aa (£0.23)Aa
10 2.00 1.72 2.00 2.04
(+0.08)Aa (+0.03)Bab (+0.08)Aa (+0.18)Aa

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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15.3 Mevcut pH Degerindeki Koruk Uriinlerinin Yiiksek Dozda Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.12 E. coli lizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN  POZITIF SURE (dakika)
CESiDi NO KONTROL 15.
1 6.40 <1 <1 <1
(£0.06)Ba (£0.00)Ca (£0.00)Ca (£0.00)Ca
g 5 6.49 0.75 <1 <1
5 (+x0.55)Aa (x1.06)Ba (x£0.00)Ba (+£0.00)Ba
2 3 6.30 6.31" 1.36 0.98 <1 <1 <1 <1
) (+0.14)Aa  (+0.24)x (+1.93)Ba  (*1.09)x (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
x A 6.15 1.98 <1 <1
¥ (£0.07)Aa (£0.39)Ba (£0.00)Ca (£0.00)Ca
5 6.20 0.82 <1 <1
6.49% (+0.14)Aa (+1.16)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 (x0.02) Aa 6.23 <1 <1 <1
— (x0.11)Ba (£0.00)Ca (£0.00)Ca (£0.00)Ca
z 7 6.17 <1 <1 <1
& (+0.02)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca
&= 8 6.25 6.26 <1 0.26 <1 <1 <1 <1
% (£0.07)Ba (£0.08) (+0.00)Ca (£0.84)x (+0.00)Ca (£0.00)x (+0.00)Ca (£0.00)x
ﬁoﬂ 9 6.33 1.33 <1 <1
v (+£0.04)Aa (+1.88)Ba (x0.00)Ba (+£0.00)Ba
10 6.35 <1 <1 <1
(+0.01)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca (+0.00)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.13 S. Typhimurium tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 5.89 1.76 <1 <1
(+0.13)Aa (+2.49)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
g ) 5.90 1.61 <1 <1
5 (+0.28)Aa (+2.28)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
§ 3 5.91 5.86" 1.53 1.97 <1 <1 <1 <1
D (x0.16)Aa  (x0.12)x (¥2.17)Ba (£1.45)x (#0.00)Ba (x0.00)x (x0.00)Ba  (+0.00)x
x A 5.85 2.61 <1 <1
Y (+0.07)Aa (+0.54)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca
5 5.79 2.36 <1 <1
5.84* (+0.01)Aa (+0.94)Ba (+0.00)Ca (£0.00)Ca
5 (x0.03)Aa 5.87 1.24 <1 <1
(+0.04)Aa (+1.76)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 , 5.88 1.87 <1 <1
< (+0.03)Aa (+2.64)Ba (£0.00)Ba (£0.00)Ba
= 8 5.72 5.36 1.43 1.62 <1 <1 <1 <1
= (£0.03)Aa  (£0.96)x (+2.02)Ba (+1.75)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
g 9 3.54 1.75 <1 <1
v (+0.03)ABb (+2.47)BCa (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 5.79 1.85 <1 <1
(+0.00)Aa (+2.61)Ba (£0.00)Ba (£0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan dnemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.14 S. aureus tizerindeki inhibitdr etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 6.44 6.45 <1 <1
(+0.06)Aa (£0.03)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 ) 6.54 4.17 <1 <1
3 (+0.05)Aa (+3.25)Aab (+0.00)Ba (+0.00)Ba
§ 3 6.47 6.49" 3.86 4.99 <1 <1 <1 <1
) (£0.00)Aa (+0.07)x (+3.66)ABab (+2.38)x (£0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
x A 6.50 3.98 <1 <1
% (£0.17)Aa (+3.56)ABab (+0.00)Ba (+0.00)Ba
c 6.50 6.48 <1 <1
6.60* (+0.07)Aa (+0.06)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba
6 (£0.07)Aa 6.57 3.82 <1 <1
(£0.13)Aa (+3.88)ABab (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 , 6.49 1.79 <1 <1
< (£0.00)Aa (+0.54)Bab (£0.00)Ca (+0.00)Ca
= 8 6.50 6.49 2.07 1.83 <1 <1 <1 <1
% (£0.06)Aa (+0.07)x (+1.05)Bab  (+1.89)y (£0.00)Ca (+0.00)x (+0.00)Ca (+0.00)x
g 9 6.44 1.07 <1 <1
v (£0.07)Aa (+1.52)Bab (+0.00)Ba (+0.00)Ba
10 6.47 0.42 <1 <1
(£0.00)Aa (+0.66)Bb (£0.00)Ba (+0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.15 L. monocytogenes tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 6.32 <1 <1 <1
(+0.00)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
g 2 6.34 <1 <1 <1
3 (+0.00)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
§ 3 6.36 6.33" 1.74 0.34 <1 <1 <1 <1
) (£0.00)Aa  (x0.02)x (+2.46)Ba (+1.10)x (+0.00)Ba (+0.00)x (+0.00)Ba  (0.00)x
x A 6.30 <1 <1 <1
¥ (£0.01)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 6.34 <1 <1 <1
6.40% (+0.02)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 (0.06)Aa 6.31 <1 <1 <1
(+0.00)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 : 5.03 <1 <1 <1
¥ (+1.85)Aa (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
&= 8 6.28 572 <1 1.23 <1 <1 <1 <1
= (£t0.00)Aa  (+1.29)x (0.00)Ba (¥2.17)x (x0.00)Ba (x0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
g 9 4.61 3.00 <1 <1
Z (+2.44)ABa (+0.17)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 6.35 3.15 <1 <1
(£0.00)Aa (x4.45)ABa (x0.00)Ba (x0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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15.4 Notr pH Degerindeki Koruk Uriinlerinin Yiiksek Dozda Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.16 E. coli lizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

SURE (dakika)

URUN URUN POZITIF
CESIDI NO KONTROL 15. 30.
1 5.86 5.81 5.96 6.12
(x0.10)Aa (x0.06)Ab (x0.08)Aabc (+£0.34)Aa
; 5 5.82 5.89 5.88 5.95
3 (+0.11)Aa (+0.11)Aab (+0.00)Ac (+0.50Aa
2 3 5.90 5.88" 5.86 5.85 5.99 5.92 6.19 6.35
=) (x0.04)Aa  (x0.10)x  (x¥0.16)Aab  (x0.11)x  (x0.03)Aabc (x0.07)x (x0.34)Aa (+0.32)x
x A 5.91 5.95 5.88 6.21
v (+0.25)Aa (+0.03)Aab (+0.12)Ac (+0.07)Aa
5 5.94 5.88 5.93 5.95
6.00* (+0.00)Aa (+0.04)Aab (+0.04)Abc (+0.64)Aa
6 (+0.21)Aa 5.88 5.91 5.98 6.15
(x0.08)Aa (£0.08)Aab (£0.02)Aabc (x0.50)Aa
|2 , 5.90 5.93 6.15 6.29
Z (£0.19)Aa (+0.22)Aab (+0.04)Aa (+0.50)Aa
= 8 5.94 5.93 5.89 5.96 6.06 6.65 6.11 6.42
% (£0.37)Aa  (£0.15)x  (£0.22)Aab  (x0.13)x  (£0.02)Aabc (x0.09)y (+0.45)Aa (+0.60)x
g 9 5.98 6.00 5.98 6.08
Z (+0.07)Aa (+0.04)Aab (+0.11)Aabc (+0.85)Aa
10 5.99 6.07 6.09 6.22
(£0.02)Aa (x0.09)Aa (x0.14)Aab (x1.24)Aa

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acgidan 6nemsizdir (p>0.05)

"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.17 S. Typhimurium tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN  POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 15. 30.
1 5.38 5.82 6.36 6.15
(x0.80)Abc (x0.10)Aabc (x0.45)Aa (x0.44)Aa
; 5 591 5.95 6.19 6.37
5 (£0.47)Aabc (x0.35)Ac (+£0.33)Aa (+£0.28)Aa
2 3 5.75 5.92 5.54 5.72 6.60 6.62 6.60 6.85
) (+0.80)Aabc  (+0.56)x (+0.76)Aabc (#0.63)x (+0.48)Aa (+0.52)x (+0.77)Aa (+0.55)x
x A 6.16 5.75 6.21 6.51
¥ (x0.30)Aab (£0.54)Aabc (x0.57)Aa (x0.70)Aa
5 6.42 6.55 6.48 6.56
6.49* (+0.06)Aa (+0.08)Aab (+0.74)Aa (+0.78)Aa
6 (x0.25)ABa 6.50 6.48 6.35 6.39
(x0.19)Aa (£0.23)Aab (£0.94)Aa (x0.88)Aa
|2 , 6.18 6.35 571 6.10
Z (+0.10)Aab (+0.19)Aab (+0.62)Aa (+0.31)Aa
&= 8 5.13 6.18 5.48 6.26 6.36 6.43 6.51 6.84
5 (£0.32)Cc  (#0.59)x (£0.04)BChc (+0.59)x (+0.50)Aba (+0.68)x (+0.72)Aa (+0.69)x
g 9 6.45 6.13 6.33 6.43
Z (+£0.10)Aa (x0.85)Aa (x0.74)Aa (£0.93)Aa
10 6.52 6.27 6.24 6.38
(+0.11)Aa (+0.74)Aab (+0.04)Aa (+0.86)Aa

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiigiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gdsterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.18 S. aureus tizerindeki inhibitdr etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN  POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. s, 30.
1 5.87 5.81 5.79 5.65
(+0.69)Aa (+0.90)Aa (£0.48)Aa (+0.33)Aa
g 5 5.20 6.03 5.85 571
2 (+0.14)Ba (+0.52)Aba (+0.66)Aba (+0.27)Aba
§ 3 6.03 5.81" 5.99 5.96 6.15 5.91 5.75 5.73
) (x0.57)Aa (x0.55)x (#0.42)Aa (£0.51)x (x0.69)Aa (x0.47)x (£0.42)Aa (£0.35)x
x A 5.78 5.70 5.78 5.69
% (+0.85)Aa (+0.77)Aa (£0.54)Aa (+0.60)Aa
5 6.20 6.30 6.01 5.87
6.45*  (+0.28)Aa (+0.32)Aa (+0.61)Aa (+0.59)Aa
; (£0.07)Aa 5.70 6.01 5.95 6.07
(+1.13)Aa (+0.76)Aa (+0.50)Aa (+0.55)Aa
= 7 6.43 6.14 6.02 5.81
) (+0.12)Aa (+0.52)Aa (+0.35)Aa (+0.41)Aa
) 8 5.40 6.04 5.70 6.06 5.60 6.02 5.67 5.94
% (x1.05)Aa (x0.70)x (x0.59)Aa (x0.47)x (£0.50)Aa (x0.46)x (+0.68)Aa (+0.47)x
g 9 6.24 6.24 6.26 6.10
S (+0.51)Aa (+0.56)Aa (+0.65)Aa (+0.78)Aa
10 6.45 6.26 6.32 6.05
(x0.00)Aa (x0.35)Aa (x0.50)Aa (x0.42)Aa

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
Tn:20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.19 L. monocytogenes tizerindeki inhibitor etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 5. 30.
1 5.22 5.68 6.42 6.65
(0.20)Cb (+0.08)Dab (+0.08)Aa (+0.27)Aa
g 2 5.80 6.27 6.02 6.60
3 (+0.54)Aab (£0.33)Aab (+0.99)Aa (+1.17)Aa
2 3 5.64 5.80" 6.67 6.48 6.51 6.34 6.62 6.72
D (x0.23)Cab (x0.46)x  (x0.07)Aa  (¥0.24)x (£0.33)Aa (#0.63)x (x0.15)Aa (x0.29)x
x A 6.11 6.33 6.32 6.61
v (+0.14)Aab (£0.24)Aab (+0.41)Aa (+0.50)Aa
5 6.24 6.56 6.68 6.75
6.57* (+0.47)Aab (+0.23)Aa (+0.41)Aa (+0.40)Aa
6 (0.03)ABa 6.11 5.93 4.86 5.34
(+0.50)Aab (+1.06)Aab (+2.69)Aa (+2.35)Aa
2 , 5.97 5.42 5.29 5.40
¥ (+0.58)Aab (+0.17)Ab (+0.78)Aa (+0.60)Aa
= 8 5.52 6.10 6.28 6.17 6.65 6.15 6.77 6.30
% (£0.73)Cab (£0.52)x (£0.30)ACab (#0.65)x (*0.33)Aa (+1.34)x (x0.20)Aa (£1.17)x
g 9 6.41 6.39 6.50 6.76
> (+0.05)Ba (+0.08)Bab (+0.08)Aa (+0.53)Aba
10 6.53 6.47 6.77 6.92
(x0.24)Aa (x0.56)Aa (x0.00)Aa (x0.29)Aa

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)

"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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EK-16: Baz1 Gidalarin Dogal Mikrofloralar1 Uzerindeki Etkiye Ait istatistik Cizelgeleri

Cizelge E.20 Marulun dogal floras1 Uizerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 5, 10.
1 3.79 3.62 3.72
(+0.20)Bab (+0.45)Bab (+0.13)Bbc
2 ) 5.13 4.41 4.61
35 (+0.06)ABe (+0.30)Chc (+0.36)BCcd
o 3 4.43 431 3.99 3.97 4.03 4.03
S (0.26)Bd  (+0.53)x  (+0.16)Babc  (+0.37)x (+0.29)Bbcd (+0.38)x
x A 4.29 3.89 4.08
¥ (x0.09)Bcd (x0.10)Cabc (x0.16)BChcd
c 3.91 3.76 3.73
5.52% (+0.07)Bbc (+0.68)Bab (+0.09)Bbc
6 (0.17)Aa 4.92 4.73 4.85
(+0.16)Be (+0.16)Bc (+0.14)Bd
|2 . 497 439 375
Z (+0.07)Be (+0.09)Chc (+0.26)Dbc
= o 5.14 4.55 4.22 4.07 4.42 3.65
% (2£0.43)Ae (£0.68)x  (x0.43)Aabc (£0.57)x (x£0.87)Acd (£1.06)x
g 9 3.36 3.38 3.39
v (+0.07)Ba (+0.02)Ba (+0.62)Bb
10 4.38 3.63 1.78
(+0.19)Bd (+0.55)Bab (+0.11)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.21 Havucun dogal floras1 Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
L 3.48 3.12 3.18
(+0.04)Bcd (+0.58)Bb (+0.10)Bb
= ) 3.40 3.14 3.30
- (+0.36)Bcd (+0.34)Bb (+0.03)Bb
Q 3 3.10 3.42" 3.60 3.40 3.54 3.41
S (+0.22)Bc (+0.31)x  (+0.27)Bb (+0.25)x (+0.50)Bb (£0.16)x
x A 3.20 3.51 3.51
>4 (+0.17)Bc (+0.21)Bb (+0.40)Bb
c 3.91 3.65 3.53
4.57* (+0.59)ABde (+0.02)Bb (+0.17)Bb
6 (+0.10)Aa 4.54 4.34 4.34
(+0.07)Af (+0.19)Ac (£0.20)Ac
= , 4.20 355 3.49
¥ (+0.00)Bef (+0.06)Ch (+0.02)Ch
= 8 3.58 2.80 3.63 2.30 3.80 2.33
g (+0.00)Bcd  (¥1.91)x  (+0.43)ABb  (+2.12)x  (+0.50)ABbc  (+2.14)x
noa 9 1.67 <2 <2
v (+0.03)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca
10 <2 <2 <2
(+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
Tn:20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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EK-17: Gidalara Inokiile Edilen Patojen Mikroorganizmalar Uzerindeki Inhibitér Etkiye Ait Istatistik Cizelgeleri

17.1 Marul Orneklerine Tutundurulan Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.22 E. coli Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 <2 <2 <2
(+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
g 5 <2 <2 <2
- (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
2 3 <2 <2! <2 <2 <2 <2
S (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
% A <2 <2 <2
¥ (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
5 <2 <2 <2
3. 74* (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
6 (+0.21)Aa <2 <2 <2
(+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
— AxVIV)ba A2VAV)Ba A2AN)Ba
z v <2 <2 <2
< (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
= 8 <2 <2 <2 <2 <2 <2
% (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
[~ 9 <2 <2 <2
S (+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba
10 <2 <2 <2
(+0.00)Ba (+0.00)Ba (+0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gdsterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
TnZZO, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gésterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.23 S. Typhimurium Gzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 <2 <2 <2
(+0.00)Bb (+0.00)Bc (+0.00)Bb
2 ) 3.63 3.52 <2
3 (+0.03)Ba (+0.02)Ba (£0.00)Ch
§ 3 3.80 2.27" <2 1.40 <2 0.68
) (£0.11)Ba  (+1.96)x (+0.00)Cc  (+1.81)x (+0.00)Cb  (+1.44)x
x A <2 <2 <2
% (+0.00)Bb (+0.00)Bc (£0.00)Bb
. 3.94 3.49 3.44
4.71% (+0.41)Ba (+0.02)Bb (+0.03)Ba
5 (x0.30)Aa <2 <2 <2
(+0.00)Bb (+0.00)Bc (+0.00)Bb
z : <2 <2 <2
< (+0.00)Bb (+0.00)Bc (+0.00)Bb
= 8 <2 <1 <2 <1 <2 <2
% (0.00)Bb  (+0.00)y (+0.00)Bc  (+0.00)x (+0.00)Bb  (+0.00)x
~ 9 <2 <2 <2
S (+0.00)Bb (+0.00)Bc (+0.00)Bb
10 <2 < <2
(+0.00)Bb (+0.00)Bc (+0.00)Bb

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan dnemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.24 S. aureus Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/q)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
i 4.91 4.87 4.41
(+0.02)Ac (+0.05)Ad (+0.09)Ba
2 ) 4.79 4.72 4.45
3 (+0.00)ABbc (+0.09)ABbcd (+0.14)Ba
§ 3 4.68 4.81" 4.64 4.66 4.35 4.41
D (x0.02)Bab (x0.11)x (£0.03)Bbcd  (x0.21)x  (x0.05)Ca  (£0.15)x
x A 4.88 4.36 4.32
v (+0.00)Ac (+0.17)Bb (+0.15)Ba
. 4.82 4.72 4.56
4.98* (+0.19)Abc (+0.28)Abcd (+0.30)Aa
6 (+0.17)Aa 4.93 4.80 4.45
(+0.03)Ac (+0.01)Acd (+0.10)Ba
2 7 4.69 4.42 418
< (+0.12)ABb (+0.06)BChc (+0.09)Ca
= g 4.75 4.73 4.44 4.40 4.36 4.13
% (£0.01)ABbc (£0.15)x (£0.18)Bhc (£0.33)x  (x0.21)Ba  (x0.38)x
g 9 4.76 4.45 4.20
Z (+0.01)ABbc (+0.19)BChc (+0.05)Ca
10 451 3.89 3.46
(+0.02)Aa (+0.26)Ba (+0.17)Bb

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki

acidan 6nemsizdir (p>0.05)
Tn:20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.25 L. monocytogenes Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 3.82 <2 <2
(+0.21)Bcd (+0.00)Cc (+0.00)Ca
g 2 3.73 <2 <2
3 (+0.09)Bbc (+0.00)Cc (+0.00)Ca
§ 3 3.75 3.78! <2 0.70 <2 <2
D (x0.03)Bbc  (£0.14)x  (£0.00)Cc  (¥1.47)x (x0.00)Ca  (0.00)x
x A 3.64 <2 <2
¥ (+0.07)Bbc (+0.00)Cc (+0.00)Ca
5 3.99 3.50 <2
4.20* (x0.02)Bd (x0.03)Ca (x0.00)Da
6 (+0.12)Aa 3.62 3.46 <2
— (+0.07)Bb (+0.02)Bb (+0.00)Ca
iz 7 <? <? <2
g (x0.00)Ba (x0.00)Bc (x0.00)Ba
= 8 <2 0.72 <2 0.69 <2 <2
% (£0.00)Ba  (£1.52)y (£0.00)Bc (£1.46)x (x0.00)Ba  (+0.00)x
% 9 <2 <2 <2
v (+0.00)Ba (+0.00)Bc (+0.00)Ba
10 <2 <2 <2
(x0.00)Ba (x0.00)Bc (x0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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17.2 Havug Orneklerine Tutundurulan Test Patojenleri Uzerine Inhibitor Etkisi

Cizelge E.26 E. coli Gzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 421 3.55 <2
(£0.04)Aa (+0.13)Bb (+0.00)Ca
; 5 4.22 3.96 3.57
2 (+0.01)Aa (+0.20)Aba (+0.04)Bb
2 3 <2 2.50" <2 2.27 <2 0.71
=) (£0.00)Bc  (+2.15)x  (+0.00)Bc  (+1.96)x (+0.00)Ba  (+1.50)x
x A <2 <2 <2
% (+0.00)Bc (+0.00)Bc (+0.00)Ba
5 4.10 3.86 <2
4. 37% (0.10)Ba (+0.28)Ba (+0.00)Ba
5 (0.32)Aa 3.45 <2 <2
(0.23)Bb (+0.00)Cc (+0.00)Ca
c:n: ; <? <? <?
& (+0.00)Bc (+0.00)Bc (+0.00)Ba
= 8 <?2 0.68 <2 <2 <2 <2
% (£0.00)Bc  (*1.45)x (£0.00)Bc  (£0.00)y (x0.00)Ba  (0.00)x
4 9 <2 <2 <2
S (+0.00)Bc (+0.00)Bc (+0.00)Ba
10 <2 <2 <2
(+0.00)Bc (+0.00)Bc (+0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kiiiik harflar satirlar arasinda olmak iizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.27 S. Typhimurium Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 3.33 <2 <2
(+0.26)Bb (+0.00)Cc (+0.00)Ca
g 5 3.50 3.33 <2
3 (+0.14)Bbcd (+0.18)Bb (+0.00)Ca
§ 3 3.85 2.87" 3.73 1.41 <2 <2
D (x0.24)Acd  (x1.53)x  (#0.22)Aa  (£1.83)x (#0.00)Ba  (£0.00)x
% 4 <2 <2 <2
¥ (+0.00)Ba (+0.00)Bc (+0.00)Ba
5 3.68 <2 <2
4.08* (x0.09)Bbcd (x0.00)Cc (x0.00)Ca
5 (x0.18)Aa 3.95 3.60 3.29
(+0.04)Ad (+0.10)Ba (+0.12)Bb
o —_— —_——— —— e
j2 7 3.61 <2 <2
g (+0.38)Abcd (x0.00)Bc (x0.00)Ba
&= 8 3.48 2.90 <2 0.71 <2 0.65
% (£0.09)Bbc  (£1.54)x  (¥0.00)Cc  (x1.51)x (*0.00)Ca (1.38)x
g 9 3.51 <2 <2
v (+0.15)Bbcd (+0.00)Cc (+0.00)Ca
10 <2 <2 <2
(x0.00)Ba (x0.00)Bc (x0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"n=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak iizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan 6nemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.28 S. aureus Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/q)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDi NO KONTROL 5. 10.
4 3.91 3.90 3.60
(+0.04)Aa (+0.04)Ab (+0.12)Ba
2 ) 3.81 3.78 3.38
3 (+0.28)Aa (+0.26)Aab (+0.43)Aa
Q 3 3.78 3.82" 3.69 3.75 3.55 3.52
) (x0.04)Ba (x0.14)x (£0.05)BCab  (£0.13)x (£0.12)Ca  (+0.18)x
x A 3.71 3.69 3.57
Y4 (+0.11)Ba (+0.09)Bab (+0.12)Ba
c 3.91 3.69 3.54
4.03* (+0.16)Aba (+0.00)BCab (+0.06)Ca
6 (+0.04)Aa 3.61 3.46 <2
(+0.00)Ba (+0.07)Ca (+0.00)Da
= , 3.77 3.69 <2
¥ (+0.18)Aba (+0.13)Bab (+0.00)Ca
= 8 3.91 3.80 3.75 3.64 <2 0.74
% (x0.14)Aa (£0.16)x (£0.29)Aab  (£0.17)x (x0.00)Ba (x1.56)y
noa 9 3.95 3.80 3.71
v/ (+0.01)Aba (+0.00)BCab (+0.09)Ca
10 3.77 3.52 <2
(+0.22)ABa (+0.02)Ba (+0.00)Ca

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)

"n=20, grup ortalamasi; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan dnemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.29 L. monocytogenes Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/g)

URUN URUN POZITIF SURE (dakika)
CESIDI NO KONTROL 0. 5. 10.
1 <2 <2 <2
(+0.00)Bc (+0.00)Ba (+0.00)Ba
g 5 <2 <2 <2
3 (+0.00)Bc (+0.00)Ba (+0.00)Ba
§ 3 <2 0.75 <2 0.68 <2 <2
D (x0.00)Bc  (£1.59)x  (x0.00)Ba (£1.44)x (x£0.00)Ba  (x0.00)x
x A <2 <1 <2
¥ (+0.00)Bc (+0.00)Ba (+0.00)Ba
. 3.78 3.43 <2
4.03* (+0.07)Ba (+0.04)Ch (+0.00)Da
6 (x0.04)Aa 3.73 <2 <2
(+0.07)Ba (+0.00)Ca (+0.00)Ca
2 7 341 <2 <2
< (+0.02)Bb (+0.00)Ca (+0.00)Ca
= 8 <2 1.43 <2 <2 <2 <2
% (+0.00)Bc  (+1.84)x  (+0.00)Ba  (+0.00)x (+0.00)Ba  (+0.00)x
[~ 9 <2 <2 <2
S (+0.00)Bc (+0.00)Ba (+0.00)Ba
10 <2 <2 <2
(+0.00)Bc (+0.00)Ba (+0.00)Ba

* n=4, (+standart sapma); biiyiik harfler siitunlar, kii¢iik harflar satirlar arasinda olmak tizere ayni harf ile gosterilen veriler istatistiki
acidan 6nemsizdir (p>0.05)
"h=20, grup ortalamast; x ve y harfleri satirlar arasinda olmak tizere, ayn1 harf ile gosterilen veriler istatistiki agidan énemsizdir (p>0.05)
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Cizelge E.30 Domates suyunda patojen mikroorganizmalar Uzerindeki etkiye ait istatistik degerleri (log kob/mL)

: POZITIF __ KORUK KORUK
BAKTERL  \(ONTROL  sUYU'4#  EKSIsi 9"
= ol 4.59* 4.48 450
: (+0.10) (+0.09) (+0.05)
S. Typhimurium 479 447 4.46
(+0.10) (+0.01) (+0.07)
S, aureus 513 478 4.80
' (+0.01) (0.06) (:0.05)
L. monocytogenes 4.76 4.54 4.53
' (0.00) (:0.05) (0.00)

* n=4, (xstandart sapma)
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