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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

CESITLI DEZENFEKTANLARIN ATOM MARULUN MIKROBIYOLOJIK KALITESI
UZERINE ETKILERI

SEMA YIGIT

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstituisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. FIGEN DAGLIOGLU

Tez caligmasinda, cesitli dezenfektanlarm atom marulun mikrobiyolojik kalitesi iizerine
etkileri arastirilmigtir. Bu amagla cesme suyu ve % 1 sirke (v/v) ile % 1 asetik (v/v) asit, 50
ppm sodyum hipoklorit (v/v), % 1 laktik asit 100 ppm sodyum hipoklorit karigimli ve %2
laktik asit-50 ppm sodyum hipoklorit karisimli dezenfeksiyon c¢ozeltileri kullanilmistir
Tekirdag’ da tesadiifi drnekleme yOontemine gore secilen manavlardan aliman atom marul
ornekleri 5 cm genisliginde ince seritler halinde kesilmis ve dezenfektan ¢ozeltileriyle 10
dakika siiresince muamele edilmistir. Siire sonunda toplam aerobik mezofilik bakteri, toplam
koliform bakteri ve E. coli sayilarinin belirlenmesinde yiizey ekim yontemi kullanilmustir.
Kontrol 6rneklerinde mikrobiyal yiikiin belirlenmesi i¢cin dezenfeksiyon islemi uygulanmamis
ornekten ekim yapilmistir. Hi¢cbir atom marul 6rneginde E. coli © ye rastlanmamigstir. Cesme
suyu, % 1 asetik asit, % 1 sirke, 50 ppm sodyum hipoklorit, % 1 laktik asit + 100 ppm
sodyum hipoklorit ve %?2 laktik asit + 50 ppm sodyum hipoklorit ¢ozeltileri toplam aerobik
mezofilik bakteri yiiklerinde sirasiyla ortalama 1,18+0,93, 2,34+0,40, 1,93+0,39, 1,26+0,54,
2,7440,34, 3,154+0,37 logio kob/g azaltma saglarken toplam koliform bakteri yiiklerinde
0,51+0,75, 3,45+1,08, 2,07+1,37, 0,59+0,22, 3,95+1,05, 4,08+0,80 log;o kob/g diizeyinde bir
azaltma yapmistir. Sonug¢ olarak en etkili dezenfektanin %?2 laktik asit + 50 ppm sodyum
hipoklorit kombinasyonu oldugu saptanmustir.

Anahtar kelimeler: E. coli, toplam aerobik mezofilik bakteri, toplam koliform bakteri,
kimyasal dezenfektan, dezenfeksiyon, atom marul
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ABSTRACT

Master Thesis

EFFECTS OF DIFFERENT DISINFECTANTS ON MICROBIOLOGICAL QUALITY OF
ICEBERG LETTUCE

SEMA YIGIT

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Main Science Division of Food Engineering

Supervisor: Assist. Prof. Dr. FIGEN DAGLIOGLU

Effects of different solutions on microbiological quality of iceberg lettuce have been
investigated in this thesis. The disinfectant solutions used in this study were tap water (as
control), % 1 vinegar (v/v), % 1 (v/v) acetic acid, 50 ppm sodium hypochloride (v/v), % 1
lactic acid + 100 ppm sodium hypochloride (v/v), %2 lactic acid + 50 ppm sodium
hypochloride (v/v). Samples were purchased from greengrocers in Tekirdag which were
selected by the method of random sampling. In experiments, iceberg samples were cut 5 cm
width and were subjected to disinfectant solutions for 10 minutes. At the end of time surface
plate technique was applied to determine microbiological load of treated iceberg samples
through indicator analysis such as aerobic mesophilic bacteria, total coliform bacteria and E.
coli. Aerobic mesophilic bacteria, total coliform bacteria, and E. coli load of untreated
icerberg sample were enumerated with the same method to determine initial levels of these
microbial groups. Results indicated that none of the samples was contaminated with E. coli.
Disinfection experiments showed that the average reductions of aerobic mesophilic bacteria
were 1,1840,93 log;o kob/g for tap water; 2,34+0,40 log;o kob/g for % lacetic acid; 1,93+0,39
logip kob/g for % 1 vinegar; 1,26+0,54 log;p kob/g for 50 ppm sodium hypochloride;
2,7440,34 log;o kob/g for % 1 lactic acid + 100 ppm sodium hypochloride; 3,15+0,37 logo
kob/g for %?2 lactic acid + 50 ppm sodium hypochloride. The average reductions of total
coliform bacteria were 0,51%0,75 log;o kob/g, 3,45+1,08 log;o kob/g, 2,07£1,37 log;o kob/g,
0,59+0,22 log;o kob/g, 3,95+1,05 log;o kob/g, and 4,08+0,80 log;o kob/g for tap water, % 1
acetic acid, % 1 vinegar, 50 ppm sodium hypochloride, % 1 lactic acid + 100 ppm sodium
hypochloride, %2 lactic acid + 50 ppm sodium hypochloride, respectively. Finally, we
observed that the %2 lactic acid + 50 ppm sodium hypochloride solution was the most
effective disinfectant within tested solutions.

Keywords : E. coli, aerobic mesophilic bacteria,total coliform bacteria,chemical
disinfectants, disinfection, iceberg lettuce.
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1-GIRIS

Giiniimiizde insanlarin saglikli beslenmeye daha ¢ok onem vermeleri sonucunda taze
olarak tiiketilen sebzelere talep giderek artmaktadir. Ancak bu gibi taze sebzeler, topraga
yakin yetistirildikleri ve tiiketilmeden Once yikamadan baska herhangi bir islem gormedikleri
icin gida kaynakli zehirlenmelere ve hastaliklara sebep olan patojen grup bakterileri
icerebilmektedirler. Kontaminasyon, hasat dncesi, hasat sonras1 ve isleme gibi iiretimin biitiin
asamalarinda gerceklesebilir (De Roever 1998). Muhtemel bulagma kaynaklar: toprak, giibre,
insan ve hayvan fecesleri, sulama veya yikama sulari, buz, bocekler ve kuglar gibi hayvanlar,
hasat yontemi, islem ekipmanlar1 ve nakliye sirasinda olabilmektedir. (Beuchat 2002,

Johannessen ve ark. 2002).

Gidada bulunan aerobik mezofilik mikroorganizma sayis1 gidanin kalitesini gosteren
mikrobiyolojik indikatorlerden biridir. Aerobik mezofilik organizmalar, numunenin herhangi
bir kontaminasyona maruz kaldigmi ve genellikle mikroorganizmalarm cogalmalar1 i¢in
uygun kosullarin varligin1 yansitir. Birgcok sebepten otiirii bu parametre, endiistriyel islem,
nakliye ve depolama gibi asamalarda temizlik, dezenfeksiyon, sicaklik kontrolii islemlerinin

yeterli yapilip yapilmadigin1 gostermesi acisindan yararhdir (Tortora 1995).

Bir iiriinde yiiksek sayida mezofilik bakteri bulunmasi iiriiniin insan veya hayvan
kaynakl1 patojenlerin de gelismesine olanak saglayacak kosullarda iiretilip depolandigini ve
iriinde bu tiir patojenlerin bulunma olasiliginin yiiksek oldugunu gosterir. Buna ilaveten
genelde patojen kabul edilmeyen bazi mezofilik bakterilerin (Proteus tiirleri, Enterococcus
tiirleri, mezofilik Pseudomonas tiirleri vb.) gidada yiiksek sayilarda bulunmasi durumunda

hastaliklara neden olabilecekleri bildirilmektedir (Unliitiirk ve Turantas 2003).

Koliform grup mikroorganizmalara pek ¢ok gida hammaddesinde rastlanabilmektedir.
Bunlarin basinda; taze sebzeler, taze yumurta, ¢ig siit, kanatl etleri ve koliform bakimimdan

sayica zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su iiriinleri gelmektedir.
Koliformlar, fakiiltatif anaerob, gram-negatif, spor olusturmayan cubuk seklinde, 35 °C

‘de 48 saatte laktoz broth ortaminda laktozu fermente edebilen bakterilerdir. Koliform

bakteriler memeli hayvanlarin ve insanlarin bagirsaklarinda dogal olarak bulunurlar (Tortora
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1995). Escherichia coli (E. coli) , fekal kontaminasyon ile iliskilendirilen bir tiirdiir. Buna
ragmen E. coli, kontaminasyon kaynagmin belirlenmesine izin veren bir indikator degildir

(Beerens 1998).

E. coli’ nin temel habitat1 insan ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak sistemidir. E. coli’
nin gidada bulunmasi fekal orjinli olmasi nedeniyle genel olarak gidaya direkt ya da indirekt
yolla bir digki bulasaninin olduguna isaret eder. Buna bagl olarak da E. coli varlig1 gidalarda
enterik patojen bakterilerin bulunabileceginin klasik bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.
Herhangi bir gidada yiiksek diizeylerde E. coli varligi gidanin uygun olmayan ya da yetersiz
hijyen ve sanitasyon kosullarinda iiretilip depolandigi konusunda kesin bir fikir verir. Ancak
gidadaki E. coli varhigi direkt ve kesin olarak enterik patojenlerin varligina degil bu gidanin
yalnizca s6z konusu patojenleri bulundurma riski tagidigina isaret eder (Unliitiirk ve Turantas

2003).

Insan saghgina zarar verebilecek tehlikelerin asgari diizeye indirilebilmesi icin taze
tilkketilen sebzelere uygulanan en yaygin islem, gidanin yapisini olumsuz yonde etkilemeyecek
ve saglik riski olusturmayacak konsantrasyonlarda hazirlanmis dezenfektan cozeltileriyle

yapilan yiizey dekontaminasyonudur.

Kullanilan dezenfektanlarin antimikrobiyal etkinligi gidanin yapisi, pH, sicaklik,
mikrobiyal yiik, organik materyal, metaller ve dezenfektanin etki mekanizmasi gibi bir¢cok
faktore baghdir. Dezenfektanlarin baslica etki mekanizmalar1 hiicre membraninin yapisinin
bozulmasi, hiicrede yapisal degisimler, protein sentezinin engellenmesi seklinde

belirtilmektedir (Block ve Febiger 1991).

Bu calismada taze olarak tiiketilen atom marulda bulunan toplam mezofilik bakteriler,
koliform bakteriler ve E. coli tlizerine ¢esitli dezenfektanlarin antimikrobiyal etkinliklerinin
incelenmesi, dezenfektanlarin antimikrobiyal etkinliklerinin karsilastirilarak en uygun

dezenfektanin ve optimum konsantrasyonun belirlenmesi amag¢lanmustir.
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2-KAYNAK OZETLERI

2.1. Taze Olarak Tiiketilen Sebzelerin Mikrobiyal Kalitesi ve Giivenligi

Taze olarak tiiketilen sebzelerde saglik riski olusturan baslica mikroorganizmalar
arasinda Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum, Salmonella spp., Shigella spp., E.
coli O157:H7, Yersinia enterocolitica ile birgok viriis, protozoerler ve makro parazitler yer
almaktadir(Brackett 1992). Taze sebzelerin mikroflorasinda koliform grubundan Erwinia
herbicola, Klebsiella pneumonie, Enterobakter agglomerans bakterilerinin de izole edildigi
belirtilmektedir (Gras ve ark. 1994).Beuchat (1996) taze iiriinlerde aerobik mezofilik bakteri
say1sinin 10° ile 10° cfu/g arasinda degistigini bildirmistir. Diger ¢alismalar da maruldaki
toplam mezofilik bakteri sayisinin 1,84 ve 8,9 log cfu/g arasinda degisebildigini ortaya
koymustur. Ackers ve ark. (1998) marulun sebep oldugu bir gida kaynakli hastalikta hastalik
etkenin E. coli O157:H7 oldugunu gostermislerdir.

Kontaminasyon riski taze iiriin tarladan yemek masasma ulasana kadar artmaktadir
(0rnegin; sulama suyu, yanlhs kompoze edilmis giibre, yikama suyu sistemleri, kirli alet ve

ekipmanlar, hijyene onem vermeyen uygulamalar vb.).

Mikrobiyolojik giivenlige verilen 6nem arttik¢a insan patojenlerini elemine etmeyi ya
da azaltmayr amaclayan esasen kimyasal dezenfektanlarin kullamildigir stratejiler
gelistirilmistir. Yikama suyuna kimyasal dezenfektan eklenmesi mikrobiyolojik yiikii
azaltmistir (Beuchat ve Ryu 1997, Sapers ve ark. 2001). Marulun yalnizca musluk suyu ile
yikanmasinin dogal mikrofloray: yaklasik 1 log cfu/g azalttig1 belirtilmistir (Adams ve ark.
1989, Nguyen-The ve Carlin 1994). Sonu¢ olarak yikama suyu sistemlerinde mikrobiyal

kontaminasyonu azaltmak i¢in kimyasal dezenfektanlar kullanmak ihtiya¢ haline gelmistir.

2.2. Taze Olarak Tiiketilen Sebzelerin Dezenfeksiyonu

Taze iiriinlerin giivenligini arttirmak icin patojenlerin uzaklastirilmasinda kimyasallar
yaygin olarak kullanilmaktadir (Cherry 1999). Bu kimyasallar klorin ve asetik asit, askorbik
asit, sitrik asit, laktik asit gibi cesitli asitlerdir (Brackett 1987, Escudero ve ark.1999,
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Karapinar ve Gonul 1992, Tortora 1995). Yine bu alanda yaygimn olarak kullanilan diger

kimyasallar klorlu bilesikler, hidrojen peroksit ve dezenfektan ozellik gosteren bilesiklerdir.

Son zamanlarda tiiketicilerin saglik ile daha cok ilgilenmeleri sebebiyle dogal
antimikrobiyal ajanlarmn kullanim:1 konusundaki caligmalara artan bir ilgi vardir. Bununla
birlikte patojenler iizerinde dogal koruyucularin antimikrobiyal etkisini gosteren smirl sayida
calisma vardir (Karapinar ve Gonul 1992, Parnell ve Harris 2003, Vijayakumar ve Wolf-Hall
2002, Wu ve ark. 2000).

2.2.1.Taze Olarak Tiiketilen Sebzelerin Dezenfeksiyonunda Kullanilan Dezenfektanlar

Taze sebzelerin mikrobiyal yiikiinii azaltarak giiveligini arttrmak amaciyla bircok
kimyasal dezenfektan kullanilmaktadir (Cherry 1999). Uygulamalar gidanm dezenfektanli
cozeltiye daldirilmas1 veya dezenfektanli ¢Ozeltinin gidaya piiskiirtiilmesi seklinde

gergeklestirilmektedir (Kere ve ark. 2000).

Dezenfektanlarin antimikrobiyal etkinligi, mikroorganizma tiirii, mikroorganizma yiikii,
gidanin fiziksel 6zellikleri ve kullanilan dezenfektanin etki mekanizmasi gibi cesitli faktorlere
bagli olarak degismektedir. Dezenfeksiyon amaciyla yaygin olarak kullamilan kimyasal
maddeler klorlu bilesikler, hidrojen peroksit, ozon, organik asitler, trisodyum fosfat vb.

bilesiklerdir (Block ve Febiger 1991,Cherry 1999).

2.2.1.1.Klorlu Bilesikler

Klorlu bilesikler, gida sanayinde dezenfeksiyon amaciyla kullanilan en Onemli
kimyasaldir (Russel ve ark. 1992). Yaygin olarak kullanilan klor bilesikleri sodyum hipoklorit
(NaOCl), kalsiyum hipoklorit (Ca(OCl),), klor dioksit (ClO,), lityum hipoklorit, klorlu
trisodyum fosfat ve klorlu zosiyaniirattir (Gardner ve Peel 1991). Hipokloritler ekonomik
olmalari, dogru kullanimlarinda saglik riski olusturmamalari, toksik kalint1 birakmamalar1 ve
cogu mikroorganizma iizerinde etkili olmalar1 nedeniyle endiistride genis kullanim alanina
sahiptirler (Block ve Febiger 1991). Dezenfeksiyon i¢in Onerilen klor miktar:1 pH 8’in altinda
1-2 dakikalik temas siiresi i¢cinde 50-200 ppm’dir (WHO 1998, FDA 2001a).
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2.2.1.1.1.Klorlu Bilesiklerin Antimikrobiyal Etkinligi Ve Etki Mekanizmasi

Klorun inhibitdor ya da antimikrobiyal etkisi, mikroorganizmalar ile temas eden su
icinde bulunan hipoklor6z asidinin (serbest klor) miktarina baghdir. Hipoklordz asidi taze
meyve ve sebzelerde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalara kars1 en yiiksek bakterisidal
aktiviteye sahip serbest klor formudur (Sapers 2003). Hipoklordz asidin yani sira serbest
klorun bakterisidal aktivitesi suyun pH’s1, suyun sicakligi, suda organik madde varligi, temas

sliresi, 151k, hava ve metaller gibi etkenlere de baghdir (WHO 1998, FDA 2001a, IFPA 2001).

Klorlu bilesiklerin mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal aktivitesinin nasil
gerceklestigi bircok teori ile agiklanmistir. Ancak kesin bir yargiya heniiz varilamamustir.
Serbest klorun hiicre zarindaki proteinlerle birlesmesi sonucunda olusan kloramin (N-kloro)
bilesenleri hiicre zarindan difiizyonun etkin olarak yapilamamasina neden olmaktadir. Bu
nedenle hiicre metabolizmas1 bozularak antimikrobiyal etkinlik gerceklesmektedir. Ayrica
klorun yasamsal faaliyetlerin gerceklesmesinde 6nemli olan kilit enzimatik reaksiyonlari,
enzimlerin SH gruplarini oksitleyerek engelledigi belirtilmistir (Block ve Febiger 1991). Buna
ek olarak serbest klorun bakteri sporlar1 iizerindeki etkinliginin ¢imlenme mekanizmasini

Onlemesinden ileri geldigi belirtilmektedir (Russel ve ark. 1992).

Beuchat (2000) suya klor eklenmesi durumunda goriilen reaksiyonlar1 su sekilde

aciklamistir:

1-) Yikama suyuna gaz klor eklenmesi:

Cl, + H,O — HCOl + H" + CI

Hipokloroz asit olusumu(a)
Bu reaksiyonda klor, reaksiyon iiriinii olan hipoklordz aside (HCOI), hidrojen (HY) ,
klor iyonlarmma (CI) hidrolize olur. Olusan hipoklordz asit klorun antimikrobiyal

ozelliklerinin birincil sebebidir (Sapers 2003).

2-) Yikama suyuna sodyum hipoklorit (NaOCI) ve kalsiyum hipoklorit (Ca(OCl),) gibi

s1v1 klor eklenmesi:
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NaOCl + H,O — NaOH + HCOl

Hipokloroz asit olusumu(b)

Ca(OCl), + 2H,0 — Ca(OH), + 2HCOl

Hipokloroz asit olusumu(c)

Bu reaksiyonlarda sodyum ve kalsiyum hipoklorit sirasiyla reaksiyon iiriinii olan
hipoklor6z aside ve sodyum hidroksit (NaOH) ile kalsiyum hidroksite Ca(OH), hidrolize

olurlar.

3-) Sonug olarak klorun gaz ya da sivi formda eklendigi her iki durumda da daima
klorun en etkili antimikrobiyal fraksiyonu olan HCOI olusmaktadir. Olusan hipoklordz asidi,
suda asagidaki reaksiyonda goriildiigii gibi hidrojen iyonu (H") ve hipoklorit iyonlarina(OCI)

dissosiye olabilir:

HCOIl « H' + OCI

Hipokloroz asidin dissosiasyonu

Hipoklor6z asidin hidrojen iyonu ve hipoklorit iyonlarina dissosiasyonu yikama
suyunun pH’sina baghdir. pH 7’nin altinda hipoklordz asidin biiyliik cogunlugu dissosiye
olmamis halde bulunur. pH 5’in iistiinde dissiosiye olmamis hipoklordz asit orani en
yiiksektir. pH nin 4’{in altina diismesi halinde saglik riski olusturan klor gazinin orani artar.
pH 4’iin iizerine ¢iktiginda HCOI ‘nin OCI™ ¢ ye orani diiser. OCI, HOCI’ye gore daha az
antiseptik Ozellikte oldugundan yiiksek antimikrobiyal etkinlik i¢in klorlu bir dezenfektanin
pH’s1 6,5 ile 7,5 arasinda olmalidir. pH 8’de dissosiye olmamis hipoklordz asit oram %?25’ten

daha azdir.

2.2.1.1.2.Klorlu Bilesiklerin Antimikrobiyal Aktivitesini Etkileyen Faktorler

pH’nin klorun dissosiasyonuna etkileri gostermistir ki pH 7,5 ve tizerinde hipoklordz
asit (HOCI) miktar1 smirhdir hatta klor esasen inaktif hipokloritler (OCI') halinde ortaya

cikar. Yikama suyunun pH’s1 4’iin altina diistiigiinde ise calisanlar i¢in saglik riski olusturan
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klor gazi olusabilir (IFPA 2001). Bu nedenle yeterli ve giivenli klor aktivitesi i¢in suyun
pH’s1 6 ile 7,5 arasinda olmalidir. HCOI olarak klor oranlar1 pH 6’da yaklasik %97 iken pH
8’de yaklasik %23’tiir (WHO 1998).

Hipokloroz asit (HCOI) olarak klor orani 6zellikle pH 6 ile 9 arasina diistiigiinde 20
°C’de 0 °C’ye gore ¢ok az daha diisiiktiir (Eifert ve Sanglay 2002). Kloriin sudaki maksimum
¢oziiniirliigii yaklasik 4 °C’de goriilmiistiir. Bununla birlikte pozitif sicaklik farki olusumu
icin suyun sicakliginin sebze ve meyvelerin sicakhigindan en az 10 °C daha yiiksek olmasi
gerekir. Pozitif sicaklik farki, bitkide dogal olarak bulunan (kovucuk, gézenek) ya da mekanik
zedelenmeler sonucunda olusan kabuk ya da yapraklardaki acik noktalardan ve ayrica govde

dokularmdan yikama suyu alimini en aza indirir (WHO 1998).

pH ve sicakligin yani sira organik yiik de kloriin etkinligi iizerine 6nemli olumsuz bir
etki gosterebilir (Li ve ark. 2001, Takeuchi ve Frank 2001). Organik madde varliginda klorlu
bilesiklerin antimikrobiyal etkinligi, yiliksek aktiviteye sahip serbest klorun organik
maddelerle reaksiyonu nedeniyle azalmaktadir (Gardner ve Peel 1991, Russel ve ark. 1992,
Block ve Febiger 1991). Ancak yapilan caligmalar protein varliginda serbest klor miktarinin
azalmasina ragmen kloramin bilesiklerinin olusumu nedeniyle antimikrobiyal etkinligin daha

yavas olmakla birlikte korundugu belirtilmistir (Block ve Febiger 1991).

Zhang ve Farber (1996) calismalarinda kiyilmis marul ve lahanada bulunan Listeria
monocytogenes miktarinda azalma oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, kiyilmis marulda
200 ppm klorla 10 dakikalik bir dezenfeksiyon sonucunda 4 °C’ de 1,3 log cfu/g azalma
kaydederken 22 °C’ de 1,7 log cfu/g azalma saglayabilmislerdir. Lahanada ise ayni siirede ve
aym miktar klorda 4 °C’de 0,9 cfu/g azalma gozlenirken 22 °C’de 1,2 log cfu/g azalma
gozlenmistir. Bu calisma gostermistir ki Listeria monocytogenes iizerindeki bakterisidal etki
22 °C’de 4 °C’dekinden daha fazladir. Ayrica lahanaya gore marul iizerindeki bakterisidal etki
daha fazladir.

Rodgers ve ark. (2004) tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada tiim elma, tiim marul, cilek
ve kavuna 100 ppm klorla yapilan 5 dakikalik bir dezenfeksiyon sonunda L. monocytogenes
ve E. coli O157:H7 tespit edilemez seviyelere indirilmistir. Oysa ki dilimlenmis elma ve
kiyilmis marulda ise ayni dezenfeksiyon uygulamasi sonunda yaklasik 1 log cfu/g L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7 kalmistir.
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Sonug olarak taze ve meyve ve sebzelerin dezenfeksiyonunda klorlu bilesikler genis
Olciide kullanilmaktadir. Ancak klorlu bilesiklerin antimikrobiyal etkinligi bazi iirtinlerde
siirli olmaktadir (Brackett 1992). Ornegin, taze marulda serbest klorun L. monocytogenes
inaktivasyonundaki etkinligi ile musluk suyunun etkinligi arasinda bir fark goriilmemistir
(Sapers ve Simmons 1998). Ayrica bazi gida bilesenleriyle reaksiyon vererek trihalometan
(THM) olarak adlandmilan kloroform, bromodiklorometan, klorodibromometan ve
bromoform gibi mutajenik, kanserojenik ve teratojenik Ozellikteki bilesikler olusturma
thtimalinden dolayi1 klorun giivenirligi tartigilir durumdadir (Sapers ve Simmons 1998, Wei ve

ark. 1995).

2.2.1.2.0rganik Asitler ve Tuzlan

Meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunan ya da fermentasyon sonucunda biriken
organik asitler baz1 mikroorganizmalarin gelisimini geciktirirken bazi mikroorganizmalarin
gelisimini engellemektedir. Insanlarda hastahik yapan gida kaynakli bakteriler pH 4’ iin
altinda gelisemezler. insanlar tarafindan tiiketilen cok sayida meyvenin asidik pH’ ya sahip
olmasi patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in uygun ortam olmalarmi engellemektedir.
Bircok sebzenin ve kavun gibi bazi meyvelerin pH’ s1 ise patojen mikroorganizmalarin

gelisebilecegi araliktadir (Beuchat 2000).

Meyve ve sebzelerde dogal olarak bulunan ya da disaridan ilave edilen organik asitlerin
bazilar1 ilk olarak kiiflere etkili olsa da diger organik asitler bakteriyel cogalmay1 engellemede
daha etkilidir. Asetik, sitrik, siiksinik, malik, tartarik, benzoik ve sorbik asitler bircok meyve

ve sebzede dogal olarak bulunan major organik asitlerdir(Beuchat 2000).

Organik asitlerin etki mekanizmasi direkt olarak pH’ y1 diisiirmeleri, ¢oziinmemis asit
molekiiliiniin iyonizasyonu ile mikrobiyal hiicrelerin hiicrei¢ci pH dengesinin bozulmasi ya da
hiicre membranmin gegirgenligini degistirerek substrat transferinin engellenmesi gibi
nedenlerle acgiklanir. Substrat transferini engellemesinin yani sira organik asitler NADH
oksidasyonunu da engelleyebilir. Bu yolla da elektron transfer sistemindeki indirgeme
ajanlarinin kaynaklarmi elemine ederler. Ciinkii asit molekiiliiniin ¢oziinmemis kismi

antimikrobiyal aktiviteden birinci derecede sorumludur. Belirli bir pH’ da asidin
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antimikrobiyal acidan etkinligi asidin dissosiasyon sabitine (pK,) bagh olarak degisir(Cizelge
2.1.). Bir¢ok organik asidin pK, ¢ s1 pH 3 ve 5 arasinda oldugundan yiizey uygulamasi en
etkin sekilde meyvelerde gerceklestirilir. Sebzelerin bir organik asitle yikanip arkasindan asidi

uzaklastirmak i¢in suyla yikanmasi uygulamasi da kismi bir dezenfeksiyondur.

Cizelge 2.1. pH’ dan Etkilenen Asit Coziiniirliikleri (Sapers 2003)

Coziinmemis asit oranlar1 pH:

Asit pKa 2.5 3.5 4.5 5.0 5.5 6.0 7.0
Asetik 4,74 99 95 63 35 14 5,2 0,55
Sitrik 3,13 81 30 4,1 1,3 0,4 0,13 0,01
Formik 3,75 95 64 15 53 1,7 0,56 0,06
Laktik 2,74 64 15 1,7 0,5 0,2 0,06 0,01
Malik 3,40 89 44 7.4 2,5 0,8 0,25 0,03
Tartarik 2,98 75 23 2,9 0,9 0,3 0,10 0,01
Benzoik 4,19 98 83 33 13 4,7 L5 0,15
Propiyonik | 4,87 100 96 70 43 19 6,9 0,74
Sorbik 4,76 99 95 65 37 15 54 0,57
Siilfiiroz 1,81 17 2 0,2 0,06 0,02 0,01 0,00
Asidi

Yikamada ve sprey seklinde yapilan uygulamalarda organik asitlerin 6zellikle de laktik
asidin kullamimi ile sigir eti, koyun eti, domuz eti ve kanath etlerinin karkaslarmin
dekontaminasyonunda basarili sonuglar alinmistir. Meyve ve sebzelerin yiizeylerinde bulunan
mikroorganizmalarm sayisinin azaltilmasi amaciyla organik asitlerle yikanmasi uygulamasi
da iyi sonuclar vermistir. Escartin ve ark. (1989) Salmonella typhi inokiile edilmis olan ve
pH’ s1 5.69 olan papayanin yiizeyine, pH’ s1 5.97 olan kiip seklindeki jicaman meyvesinin
yiizeyine limon suyu uygulamiglardir. Kontrol grubuyla karsilastirdiklarinda Salmonella
typhi’ nin sayisinda azalma oldugunu gormiislerdir. Ancak birka¢ saat sonra mikroorganizma

gelisiminin eski haline dondiigiinii gdzlemlemislerdir.
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Salatalarda kullanilan sebzelerin mikrobiyal yiikiinii azaltmak i¢in sitrik asit kullanimi
ile ilgili caligmalar da yapilmistir. Shapiro ve Holder (1960) 1,500 ppm (%0.15) * lik sitrik
asit uygulamasmm 10 °C’ de 4 giinlik saklama periyodunda bakteriyel gelisimi
etkilemedigini belirlemistir. 1500 ppm tartarik asit ile yapilan uygulama sonucunda ise toplam
bakteri sayisinin 10 kat azaldig1 gozlenmistir. 2,000 ppm sorbat ya da 10,000 ppm askorbik
asidin tek basina ve kombine olarak kesilmis marul, havug, kereviz, turp ve yesil sogana
uygulanmis ve bunu takip eden 10 giin 4,4 °C’ de saklanmustrr. Sonucta aerobik

mikroorganizmalarin sayisinda 1 log’ dan az bir diisiis gbzlenmistir.( Priepke ve ark. 1976)

Diger organik asitler de yaprakli sebzelerden patojen bakterilerin uzaklastirilmasi
konusunda denenmistir. Yersinia enterocolitica inokiile edilmis maydanoz yapraklar1 %2’ lik
asetik asit ve %40’ lhk sirke cozeltileri ile 15 dakika boyunca yikanmis ve sonucunda
Yersinia enterocolitica sayisinda her iki ¢ozelti icin de 7 log’ dan daha fazla bir diisiis
gozlenmistir. (Karapmar ve Gonul 1992). %5’ lik asetik asit ¢cozeltisine 30 dakika daldirma
islemi sonunda aerobik bakteri hi¢ kalmamustir. Sirkeye daldirma uygulamasinda ise sirkenin

konsantrasyonuna ve uygulama siiresine bagli olarak 3-6 log ‘luk bir azalma gézlenmistir.

Kullanima hazir salatalik sebzelere 90 ppm perasetik asit uygulamasi sonucunda toplam
bakteri ve fekal koliformlarda yaklasik 100 kata kadar azalma gozlenmistir. Bu azalma 100
ppm klorin uygulanmasmdaki azalmaya benzerdir (Masson 1990). Saklama sirasinda
mikrofloranin gelisiminin azalmasi ise perasetik asidin degradasyonu sonucu olusan asetik

asidin etkisi ile aciklanmaktadir.

Taze sebzelerin dezenfeksiyonunda daldirma ya da piiskiirtme yontemiyle asetik asit,
laktik asit, propiyonik asit, sorbik asit veya askorbik asit kullanilabilir ancak mikrobiyal yiikii
azaltmak bakimindan yeterince verim alinamama olasilig1 vardir (Schmidt ve Rodrick 2003).
Organik asitlerin antimikrobiyal etkinlikleri iyonlasma sabitlerine baghdir(Beuchat ve ark.

1997).

2.2.1.2.1.0rganik Asitler ve Tuzlarimin Antimikrobiyal Etkinligi ve Etki Mekanizmasi

Birgok etkin antimikrobiyal asitler zayif asitlerdir ve iyonlasma katsayilart 10°-107

arasinda degismektedir. Zayif organik asitler “proton motive foce” (PMF)’u ortadan
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kaldirarak hiicreye besin alimini engeller ve antimikrobiyal etki olusturur (Beuchat ve ark.

1997).

Hiicre zar1 hidrojen iyonuna (H") gecirgen olmadigi i¢in H* konsantrasyonu hiicre
disinda daha fazla oldugunda organizma proton motive foce’u kullanarak protonu hiicre icine
alir ve ATP sentezler (Paustian 2002). Ornegin; Kluyveromyces fragilis bakterisi laktoz
alimini engelleyen ve enerji kullaniommi smirlayan bilesiklerle muamele edilmis sonucta
laktoz aliminin proton motive foce’a bagl bir mekanizma oldugu ortaya konmustur (Miclo ve

Kallel 1995).

Asetatlarin ise bakteri hiicresine substrat girigini engelleyerek ve elektron tasima
sistemini bozarak oksidatif fosforilasyonu engelledigi ortaya konmustur (Beuchat ve ark.

1997).

2.2.1.2.2.0rganik Asitler ve Tuzlarinin Antimikrobiyal Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Organik asitlerin antimikrobiyal aktivitesi oncelikle asidin iyonlasma (pKa) sabitiyle
ilgilidir (Schmidt 2003). Bunun yani sira pH da antimikrobiyal aktiviteyi etkilemektedir
(Beuchat ve ark. 1997).

2.2.1.2.3.Dezenfeksiyon Amaciyla Kullanilan Baz1 Organik Asitler Ve Tuzlan

Taze olarak tiiketilen sebzelerin dezenfeksiyonu amaciyla genelde laktik asit ve

laktatlar, asetik asit ve asetatlar kullanilir.

2.2.1.2.3.1.Laktik Asit ve Laktatlar

Laktik asit (CH;CHOHCOOH) gida yapisindaki sekerin fermentasyonu sonucu olusan
GRAS statiisiinde bir kimyasaldir. Sodyum, kalsiyum ve potasyum laktat gibi tuzlar1 da
GRAS statiisiindedir. Laktik asit spor olusturan bakterilerin, Staphylococcus aureus ve

Yersinia enterocolitica gelisimini engellemektedir (Russel ve ark. 1992).
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Laktik asidin en 6nemli etkisi, bakteri hiicre zarinin proton motive foce’unu bozmasidir.
Laktatlarin gidanin pH’sinda fazla bir degisim olusturmadig1 ancak yapilan bazi ¢aligmalar
yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmalar1 durumunda su aktivitesini diisiirmeleri nedeniyle

mikroorganizma gelisimini 6nlediklerini ortaya koymustur (Beuchat ve ark. 1997).

2.2.1.2.3.2.Asetik Asit ve Asetatlar

Asetik asit (CH3;COOH), alkoliin Acetobacter ve Gluconobacter tarafindan
oksidasyonu ve laktik asit fermentasyonu sonucunda olusan GRAS statiisiinde zayif bir asittir
(Russel ve ark. 1992). Kalsiyum, sodyum, potasyum asetat ve sodyum, kalsiyum diasetat ve
dehidro asetik asit diger antimikrobiyal asetik asit formlaridir (Beuchat ve ark. 1997, Russel
ve ark. 1992). Asetik asit Bacillus tiirleri, Clostridium tiirleri, L. monocytogenes, Salmonella,
Staphylococcus aureus, E. coli, Camplyobacter jejuni ve Pseudomonas tiirlerine karsi
antimikrobiyal etki goOstermektedir (Beuchat ve ark. 1997). Sebzelerde Listeria
monocytogenes ATCC 1914 bakterisi iizerinde ¢aligmada asetik asidin hiicre duvarr yapisini
bozarak ve hiicrede ATP kaybina neden olarak antimikrobiyal etkinlik gosterdigi ortaya
konmustur (Eun ve ark. 2001).

2.2.2. Kimyasal Dezenfeksiyon Amaciyla Kullanilan Diger Dezenfektanlar

2.2.2.1. Trisodyum Fosfat

Trisodyum fosfatin (TSP) kiimes hayvanlar1 etlerindeki Salmonella ve diger
mikroorganizmalarin sayilarini azaltmak amaciyla kullanimi FDA tarafindan kabul gormiistiir
(Giese 1993). Alkali karakterde olan TSP ‘nin kiimes hayvanlar1 etlerinde (Lillard 1994) ve
kirmizi etlerde (Dickson ve ark. 1994) bulunan Salmonella’yr 6ldiirmede etkili oldugu
bilinmektedir. ~ TSP’nin bu etkisini gostermesi i¢in karkaslara sogutulmus sekilde
uygulanmasi ya da isleme sirasinda yikama suyuna eklenmesi gerekmektedir. Zhuang ve ark.
(1996) yikama suyuna eklenen TSP’nin Salmonella montevideo inokiile edilmis olgun yesil
domateslerin yiizeyindeki ve i¢c dokularindaki Salmonella montevideo’ yu Oldiirmedeki
etkinligini arastirmislardir. Domatesin yiizeyinde bulunan Salmonella ‘nin tamaminin (5,18
log cfu/cm®) inaktivasyonu domatesleri %15°lik TSP ¢ozeltisine 15 saniye siireyle daldirmak

suretiyle basarilmistir. %1°lik TSP c¢ozeltisine 15 saniyelik daldirma islemi de Salmonella
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sayisinda onemli azalmalar saglamistir. Domateslerin i¢ dokularindaki Salmonella yiikii (5,58
log cfu/g) %4-15" lik TSP cozeltilerine daldirma ile kayda deger sekilde azalma gostermistir.
Bununla beraber %15°lik TSP cozeltisine daldirma islemi ile yalnizca 2 log ‘luk bir azalma
saglanabilmistir. Olgun yesil domateslerin yiizeyindeki Salmonella’ nin uzaklastirilmasinda

TSP’ nin kullanimmin uygun oldugu sonucuna varilmstir.

Kiyilmis marulda bulunan L. monocytogenes’ in dezenfeksiyonunda TSP ¢ok da etkili
degildir. Zhang ve Farber (1996) %2’ lik TSP c¢ozeltisi ile marulun muamele edilmesi
sonucunda L. monocytogenes sayisimin hemen hemen hi¢ azalmadigmi belirtmislerdir.
%10’dan fazla TSP iceren ¢ozeltiler marulun duyusal kalitesinin bozulmasina neden olmustur.
Diger arastirmacilar L. monocytogenes ‘ in TSP’ ye direncli oldugunu ortaya koymuslardir.
Bu durumun aksine Escherichia coli 0157:H7 %1’ lik TSP ¢ozeltisine duyarlidir. 10° cfu/mL
ya da 10’ cfu/cm® ‘lik biyofilm oda sicakliginda ya da 10 °C’ de 30 saniye i¢inde Slmiistiir.
Campylobacter jejuni ise TSP’ ye Escherichia coli O157:H7’ ye gore biraz daha direnglidir.

2.2.2.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H,O,) suda ¢oziinen 34,01 molekiil agirhginda peroksitlerin
hidrolizi sonucu olusan organik materyal ve metal iyonlar1 varliginda oksijen ve hidrojene
ayrigsan bir kimyasaldir (Russel ve ark. 1992). Hidrojen peroksit GRAS statiisiinde
berraklastirici, oksitleyici ve indirgeyici antimikrobiyal madde olarak smiflandiriimaktadir

(Sapers ve Simmons 1998).

Hidrojen peroksit pH, sicaklik ve diger c¢evresel faktorlere baglh olarak
mikroroganizmalar {izerinde Oldiiriici ya da inhibitor etkili olabilir. Hidrojen peroksidin
antimikrobiyal etkinligi giiclii bir oksitleyici olmasmndan ileri gelir. Hidrojen peroksit
bakteriler, mayalar, kiifler, viriisler ve bakteri sporlarma kars1 etkilidir. Anaeroblar katalaz
olusturmamalar1 nedeniyle hidrojen perokside karst daha duyarhdir. Kiifler diger
organizmalara gore hidrojen perokside daha direng¢lidir (Russel ve ark.. 1992). Hidrojen
peroksit %3’ liikk konsantrasyonlarda hizli bakterisidal etki gostermektedir ve Gram(-)
bakterilere kars1 Gram(+) bakterilerden daha etkilidir. Enterik viriisler ve bakteri sporlarinin

inaktivasyonu i¢in yiiksek konsantarsyonlar gerekmektedir (Gardner ve Peel 1991).
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Hidrojen peroksit en giiclii bakterisidal etkiyi hiicre icinde gosterir. Hidrojen peroksit
stabil ve yiiksiiz oldugu icin kolaylikla hiicre i¢ine girerek indirgenir. Sonugta olusan hidroksi
radikaller bakteri DNA’s1yla reaksiyona girerek hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Miyasaki
2004). Hiicre disinda da hidrojen peroksidin indirgenmesi sonucu olusan hidroksi radikaller
(OH) hiicre zarinda lipit peroksidasyonuna neden olarak antimikrobiyal aktivite
olusturmaktadir (Miyasaki 2004, Block ve Febiger 1991). Ayrica hidrojen peroksidin bakteri
sporlar tizerindeki etkinligi ylizey proteinlerini etkilemesinden kaynaklanmaktadir (Block ve

Febiger 1991).

Hidrojen peroksidin antimikrobiyal etkisi mikroorganizma yiikiine, uygulama
konsantrasyonuna, sicakliga, pH ve uygulama siiresine baghdir. Yiiksek konsantrasyonlarda
ve sicakliklarda, diisiik pH’larda antimikrobiyal etkinlik artmaktadir (Block ve Febiger 1991,
Russel ve ark. 1992).

Hidrojen peroksidin kiimes hayvanlar1 etleri i¢cin kullanilan sogutucularda bakterisid
olarak etkinligi arastirilmistir (Lillard ve Thomson 1983). 6,600 ppm ya da daha yiiksek
konsantrasyonlardaki hidrojen peroksit aerobik mikroorganizmalarin sayismmi  %95-99
azaltirken 5,300 ppm hidrojen peroksit E.coli sayisinda %97-99 azalma saglamistir. S18ir eti
dokularmdaki aerobik mikroorganizmalarin sayilarnda %35’ lik hidrojen peroksidin sprey

yikama teknigiyle uygulanmasi sonucunda da azalma gézlenmistir (Gorman ve ark. 1995).

Sapers (1996) az islem gormiis meyve ve sebze iirlinlerinin raf omriinii uzatmada ve
mikrobiyal kalitesini gelistirmede hidrojen peroksidin etkinligini arastirmistir. Hidrojen
peroksit buhari uygulamalar1 kuru {iziim, kuru erik, ceviz ve samfistiginin mikrobiyal

yiiklerinin azalmasinda oldukca etkili olmustur.

2.2.2.3. Ozon

Icme suyunun, mikroorganizmalar1 &ldiirmek amaciyla ozonla muamelesi yaklagik
100 yildir yapilan bir uygulamadir. FDA tarafindan i¢cme suyunun ve kiimes hayvanlarmin
etlerini isleyen fabrikalarda kullanilan geri doniisiimlii suyun konsantrasyonu 0,1 ppm’ i
gecmemek suretiyle ozonla muamelesine izin verilmistir. Salmonella typhimurium, Y.

enterocolitica, Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes ozonlanmis suya duyarli
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olan patojen bakterilerdir (Restaino ve ark. 1995). Ayrica enterik viriisler (Finch ve Fairbairn
1991) Cryptosporidium parvum (Korich ve ark. 1990) gibi parazitlerin oositleri de ozona
kars1 duyarhidir. % 90’dan daha fazla oranda Cryptosporidium parvum’ un inaktivasyonu 1

ppm ozonla 5 dakikalik bir uygulama sonucunda gerceklestirilmistir (Peeters ve ark. 1989).

Birgok farkli gida maddesinin dekontaminasyonunda ozon kullanimi hakkinda
arastirmalar yapilmustir. Baliklarin muhafazasinda (Haraguchi ve ark. 1969), yer fistigindaki
ve pamuk tohumu unundaki aflatoksin miktarinin azaltilmasinda (Dwankanath ve ark. 1968),
kiimes hayvanlar1 etlerinin mikrobiyal yiikiiniin azaltilmasinda (Sheldon ve Brown 1986),
ayrica domuz eti, sigwr eti, tereyagi, peynir, yumurta, mantar, patates ve meyvelerin
mikrobiyal yiiklerinin azaltilmasinda (Gammon ve Kerelak 1973) gaz formdaki ozonun
kullanimi {izerine c¢ahsilmistir. Yiiksek nisbi nem ve ortamda bulunan su gibi kosullar

genellikle mikrobiyal aktiviteyi olumlu yonde etkilemektedir.

Ozonun oldiiriicii etkisi etkin oksidasyon giiciiniin bir sonucudur. Bu nedenle 6rnegin
muzlara 1,5 ppm gibi diisiik konsantrasyonlarda yapilan ozon uygulamalarinda duyusal kalite
bozulmadan fizyolojik hasarin ortaya c¢ikabildigi goriilmiistiir. 25-30 ppm arasinda degisen
konsantrasyonlarda yapilan uygulamalarda ise 8 giiniin sonunda muzlarin dis yiizeyinde siyah
noktalar olustugu goriilmiistiir. Portakallarin, cileklerin, ahududularin, iiziimlerin, elmalarin
ve armutlarin raf Omiirlerinin uzatilmasi ozonlanmis su ile muameleleri sonucu basarilmistir

(Beuchat 2000).

Instabil olmas1 sebebiyle ozon, kullanim aninda hazir olmalidir. Oksidasyon giiciiniin
yiikksek olmasi nedeniyle ozonla temas eden metal vb. yiizeylerin korozyon ve ciiriimeye
maruz kalacagi gercegi goz ardi edilmemelidir. Korozyon ve ciirlimenin derecesi ozonun

konsantrasyonuna bagli olarak degisir (Beuchat 2000). .
2.2.2.4. EDTA (Etilendiamin Tetraasetik Asit)
EDTA baglayic1 ozellikte inorganik bir asittir. Gida sanayinde antioksidan 6zelliginin

yami  swra antimikrobiyal etkisinden faydalanilarak dezenfeksiyon islemlerinde

kullanilmaktadir (Cabo ve ark. 2001).
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EDTA Gram(+) bakterilere, mayalara ve kiiflere kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermemekte Gram(-) bakteriler tizerinde etkili olmaktadir (Block ve Febiger 1991). EDTA,
Gram(-) bakteriler iizerinde iki sekilde etki gostermektedir. Birincisinde bakterinin stoplazmik
membranina baglayici 6zelliginden dolay1 zarar vermektedir (Cabo ve ark. 2001). Bakterinin
membranindaki katyonlarla birleserek membranin lipopolisakkarit kaybetmesine neden
olmaktadir (Block ve Febiger 1991). Buna ek olarak bakteri yapisindaki niikleotidleri ve
RNA’ y1 etkiledigi diisiiniilmektedir. Ikincisinde birgok antimikrobiyalin Gram(-) bakterilere
kars: etkinligini arttirmak suretiyle etkin olmaktadir (Russel ve ark. 1992). Ornegin; EDTA
kuaterner amonyum bilesikleri ile etkin bir sekilde kullanilabilmektedir (Troller 1993).

EDTA’ nin etkinligi katyon varliginda ve bazi besin bilesenleri varliginda baglayici

0zelliginin engellenmesi nedeniyle azalmaktadir (Russel ve ark. 1992).

2.2.3.Dezenfektanlarin Etkinligini Degistiren Faktorler

Her bir kimyasal dezenfektanin antimikrobiyal spektrumu ve etki mekanizmasi
tarafindan belirlenen karakteristik bir biyosidal potansiyeli vardir. Bununla birlikte
dezenfektanin etkinligi kullanim kosullarindan ¢ogu kez olumsuz yonde etkilenir. Bu kosullar
mikroorganizma  sayisy, mikroorganizmanin  gelisim  durumu ve  dezenfektan

konsantrasyonundaki degisimler gibi faktorlerdir (Gardner ve Peel 1991).

2.2.3.1.Mikroorganizma Sayisi

Kimyasal dezenfeksiyon diisiik emniyet payma sahiptir ve mikroorganizmalari
Oldirme oram1 ¢ogu kez gelisimin ileri evrelerinde yavaslar. Bu nedenlerden Otiirii
dezenfeksiyon uygulanacak yiizeylerin ve gida maddelerinin bir on temizlik islemine tabi
tutulmasi ve ayrica baslangigtaki kontaminasyon seviyesinin diisilk olmasi dezenfeksiyonun

etkinligi acisindan 6nem arz eder (Gardner ve Peel 1991).

2.2.3.2. Mikroorganizmanin Gelisim Durumu

Mikroorganizmalarin  dogal populasyonlarinin  gelisim  durumlar1  genellikle

bilinmemektedir. Bununla birlikte Pseudomonas gibi Gram(-) bakterilerin suda ya da besin
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yoniinden fakir ortamlarda 6rnegin; seyreltilmis dezenfektan ortaminda oda sicakligindaki
gelisimlerinin, 37 OC ¢ de laboratuar ortamimdaki gelisimlerine nazaran dezenfektanlara karsi
daha direncgli oldugu goriilmiistiir (Bassett ve ark. 1970). Bakteriler, aktif olarak cogaldiklar1

logaritmik gelisim evresinde dezenfektanlara daha duyarlidir.

2.2.3.3. Mikroorganizmalarin Bulunduklari Ortam Sebebiyle Dezenfektanlardan

Etkilenmemesi

Kuru ya da pihtilasmis kan, yag ve siit kalintilar1 mikroorganizmalar1 sivi haldeki
dezenfektanlar ile etkin sekilde temas etmekten koruyabilir. Proteinler, alkollerin etkisiyle
koagiile olur ya da ¢okerlerken aldehitler etkisiyle de katilagirlar. Viriis partikiilleri ya da
viriislerin hastalik kaynagi olan niikleik asit cekirdekleri, as1 hazirlamada formalin ile
muamele edildiklerinde protein kilifin katilasmasi sayesinde korunabilirler. Antimikrobiyal
mekanizma i¢in nem mutlak surette gereklidir. Zeminde (Ayliffe ve ark. 1966) ya da
yiizeylerde (Rubbo ve ark. 1960) bulunan mikroorganizmalar kuru dezenfektanlar ile

oldiirilemezler.

2.2.3.4.Dezenfektan Konsantrasyonu

Mikroorganizmalar1 6ldiirme oranmi antimikrobiyal ajanin konsantrasyonu ile beraber

artar. Bu etki konsantrasyon katsayisi(n) ile ifade edilir.

Konsantrasyon katsayisi(n):

k=tc"

Oliim Oram Sabiti Esitligi

esitligi kullanilarak hesaplanir.

Bu esitlikte k: 6liim orani sabiti

c¢: konsantrasyon
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t: koloni sayisindaki spesifik bir azalma i¢in dakika cinsinden dezenfeksiyon

stiresini ifade eder.
Bir¢ok dezenfektan i¢cin konsantrasyonun yariya indirilmesi zamam ikiye katlarken
fenoller i¢in durum farkhidir. Fenollerde konsantrasyonda yapilan ufak bir degisim

mikroorganizmalar1 6ldiirme zamaninda biiyiik degisikliklere sebep olur.

2.2.3.5. Sicaklik

Kimyasal dezenfektanlar c¢ogunlukla oda sicakliginda kullanilirlar. Ancak bazi

kimyasal dezenfektanlar sicak yapilan temizlik islemlerinde kullanima da uygundurlar.

x °C’ de 6ldiirme i¢in gegen zaman

Sicaklik katsayisi =

(x + 10 °C) i¢in gecen zaman

Sicakhik Katsayisi Esitligi

“QOldiirme” terimi mikroorganizma sayisindaki spesifik bir azalma derecesini ifade eder.
Sicaklik katsayist 2-14 arasinda degisir. Alkali karakterdeki glutaraldehitin sicaklik katsayisi
4 tiir. Yani 10 °C’ lik bir sicaklik artis1 mikroorganizmalari 61diirme zamaninda 4 katlik bir
azalma saglar. Fenollerin sicaklik katsayis1 2-6 arasindadir. Sodyum hipokloridin sporisidal
aktivitesi 10 °C’ lik bir sicaklik artisinda %350’ den daha fazla oranda artar. Sicaklik katsayisi

yalnizca belirli bir sicaklik araligina uygulanabilir.

2.2.3.6. Hidrojen Iyon Konsatrasyonu (pH)

pH’ nin bakterisidal aktiviteyi degistirmesi, pH nin dezenfektana, mikroorganizmaya
ya da her ikisine birden olan etkisiyle aciklanabilir. Kuaterner amonyum bilesikleri ve
klorheksidin katyonlar gibi aktiftirler. Kuaterner amonyum bilesikleri ve klorheksidin i¢in
optimum pH notre yakin hafif alkalidir. Ciinkii bu notre yakin hafif alkali ortam antibakteriyel

ajanin birlesebildigi bakteri yiizeyindeki proteinlerin iizerinde bulunan negatif yiiklii gruplarin
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sayisim arttirir. Fenollerin aktivitesi genellikle asit pH’ da daha iyi iken uygun ¢oziiciiler

varliginda alkali kosullarda da aktif hale gecebilirler (Prindle 1983).

Halojen temelli dezenfektanlarm en aktif oldugu pH araligi 6-8 dir. Klorin
dezenfektanlarin aktif formu iyonize olmamus hipokloréz asidi ve mikroorganizmalarla
dezenfektan arasindaki reaksiyonda etkin olmayan iyonik kuvvetlerdir. Alkali ¢ozeltide
baskin olan hipoklorit anyonlarin aktiviteye hemen hemen hi¢ etkisi yoktur. pH’ nin Cl,,

HOCI, OCI oranlar1 arasindaki iliski Cizelge 2.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Klorin Dezenfeksiyonunda Aktif Olan Coziinmemis Hipokloroz Asit Uzerine
pH’ nin Etkisi (Prindle 1983)

pH %Cl, %HOCI %OCT
4 0,5 99,5 0

5 0 99,5 0,5

6 0 99,5 3,5

7 0 72,5 27,5

8 0 21,5 785

9 0 1,0 99,0
10 0 0.3 99,7

2.2.3.7. Formiilasyon

Bircok dezenfektan sulu ¢ozelti halinde kullanilir. Ancak bazi yiizey dezenfektanlar
%60-80 (v/v) gibi yiiksek konsantrasyonlarda etil ya da izopropil alkolleri icerir ki bu alkoller
biosidal aktivitenin hizlica ger¢eklesmesine katki saglamaktadirlar (Rubbo ve ark 1967).

Fenolik dezenfektanlar, aktif bilesenlerin ¢Oziiniirliglinii arttiran yiizey aktif ajanlar
icerirler. Kuaterner amonyum bilesikleri yalnizca iyonik olmayan deterjanlarla formiile
edilirler. Formiilasyon tamamlandiktan sonra mikrobiyolojik testlerle dogrulanmalidir.

Klorheksidin deterjan-sanitizer olarak kullanilmaz ancak bakterisidal yiizey temizleyici olarak
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formiile edilir (Lowburry ve Lilly 1973). Farkli dezenfektanlarin bilingsizce karigtirilmasi her

dezenfektanin etkinligini tamamen ortadan kaldirabilir.

Fenolik formiilasyonlarin antibakteriyel spektrumu kullanilan fenollerin ¢esidinden ve
miktarindan etkilenir. Bazilar1 Gram(+) bakterilere kars1 daha aktif iken bazilar1 da Gram(-)
bakterilere kars1 daha aktiftir.

2.2.3.8.0rganik Maddeler

Dezenfeksiyon sirasinda seyreltilmis ¢ozeltiye karisan kan, serum, feces ve yag gibi
¢Oziinmiis, kolloidal ya da partikiil haldeki organik maddeler tiim dezenfektanlarin etkisini
belirli bir limite kadar inaktive eder (Gélinas & Goulet 1983). Bu etki en cok kolloidal ve
partikiil haldeki organik materyale adsorbe olan kuaterner amonyum bilesiklerinde ve
oksidatif reaksiyonlarla inaktif klorid ya da iodide doniisen halojen dezenfektanlarda goriiliir.
Fenolik bilesikler organik materyal nedeniyle meydana gelen inaktivasyona daha az

duyarhdirlar.

2.2.3.9. Seliilozik Ve Sentetik Materyaller

Her iki tip materyal de yiizey aktif kuaterner amonyum bilesikleri ile klorheksidinin
aktivitelerini adsorpsiyon nedeniyle azaltir. Ancak diger dezenfektanlar bu materyallerden

onemli derecede etkilenmezler (Maurer 1985).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

Analizi yapilan atom marul 6rnekleri Tekirdag’ da tesadiifi 6rnekleme yontemine gore
secilmis bir manavdan almmustir. Ornekler laboratuara getirilmis ve hemen analizler icin

hazirlik asamasina gec¢ilmistir.

Arastirmada kullanilan sarf malzemeler,

-%90’ lik laktik asit (Merck, Darmstadt, Almanya)

-Glasiyel %100 asetik asit (Riedel-de Haen, Seelze, Almanya)
-Sodyum hipoklorit

-Sirke

Besin ortamlari,

-Violet Red Bile Agar (VRBA) (Disco 0012-17-7)

-TBX Agar (Tryptone Bile X-Glucuronide) (Merck VM 646022) 629
- Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, CM 325)

-Diliisyon s1vis1 (%0.85’ lik (w/w) NaCl)

3.2.Yontem
3.2.1.Marul Orneklerinin Hazirlanmasi

Arastirmada kullanilan atom marul Ornekleri satin alindiktan sonraki 1 saat icinde
analize alimmistir. Atom marul yapraklari analize hazirlanirken 5 cm genisliginde ince seritler
halinde steril bigcak ile kesilmistir. Her bir analiz i¢in 10 g numune tartilmis ve dezenfektan

cozeltileriyle 10 dakika siiresince muamele edilmistir.

3.2.2.Dezenfektan Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Dezenfektan cozeltileri; %1° lik asetik asit (v/w) ¢ozeltisi ( %1 A.A) , %1’lik sirke, 50
ppm serbest klor iceren sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ( S0 ppm NaClO), %1 laktik asit (v/w) ve
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100 ppm serbest klor igeren sodyum hipoklorit kombinasyonu ( %1 L. A. + 100 ppm NaClO)
, %2 laktik asit (v/w) ve 50 ppm serbest klor igeren sodyum hipoklorit ( %2 L. A. + 50 ppm
NaClO) kombinasyonlarinin her birinden 200 mL hazirlanmistir.  Etkinliklerini
kaybetmemeleri ag¢isindan biitiin ¢oOzeltiler deneylerden hemen Once hazirlanmislardir.
Cozeltiler hazirlandiktan sonra pH degerleri Hanna 211 pHmetre ile Olgiilmiis ve not

edilmistir(Ek 1).

3.2.3.Dezenfeksiyon Islemi

Dezenfeksiyon islemi icin 10 gram numune tartilmis ve saf su, ¢cesme suyu, %1 A. A.,
%1’ lik sirke, 50 ppm NaClO, %1 L. A. + 100 ppm NaClO ve %1 L. A. + 100 ppm NaClO
kombinasyonlarindan herhangi birine almarak 10 dakika siiresince calkalanmigtir. Siire

sonunda dezenfektan ¢ozeltisi siiziilerek atom marul 6rneginden uzaklastirilmistir.

3.2.4.Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Aranmasi

Dezenfeksiyon islemi sonunda 10 gram numune steril posete alinmis, lizerine alev
yaninda 90 mL diliisyon sivisi eklenmis ve 2 dakika siiresince homojenize edilmistir. Bu
sekilde elde edilen 107" lik diliisyondan 107 lik diliisyona kadar hazirlanmistir. Hazirlanan
diliisyonlardan paralelli olarak daha onceden petri kutularina dokiilmiis ve katilastirilmis PCA

besiyeri lizerine 0,1 mL 6rnek drigalski spatiilii yardimiyla yayilmistir (FDA 2001b).

Ekimler tamamlandiktan sonra petriler inkiibatérde 32°C’ de 48 saat inkiibasyona

birakilmais, siire sonunda olusan tiim koloniler sayilmis ve diliisyon katsayisi ile ¢arpilmustir.

3.2.5.Toplam Koliform Bakteri Aranmasi

Dezenfeksiyon islemi sonunda 10 gram numune steril posete alinmig ve 107 lik
dilisyona kadar hazirlanmigtir. Diliisyonlardan VRBA besiyeri iizerine 0,1 mL 0Ornek
drigalski spatiilii yardimiyla yayilmistir (FDA 2001b).Ekimler tamamlandiktan sonra petriler
inkiibatorde 35°C” de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Mor renkli zon bulunan 1-2 mm
capinda kirmizi renkli koloniler sayilmis ve sonu¢ uygun diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak

hesaplanmistir(FDA 2001b).

31



3.2.6.E. coli Aranmasi

Dezenfeksiyon islemi sonunda 10 gram numune steril posete alinmisg ve 107 lik
dilisyona kadar hazirlanmistir. Diliisyonlardan TBX Agar besiyeri iizerine 0,1 mL 6rnek
drigalski spatiilii yardimiyla yayilmistir (FDA 2001b).Ekimler tamamlandiktan sonra petriler
inkiibatorde 35°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Yesil renkli koloniler sayilmis ve
sonu¢ uygun diliisyon katsayisi ile ¢arpilarak hesaplanmistir(FDA 2001b).

3.3.istatistik

Sonuglarm analizinde Minitab Release 12 programi kullamilmistir. Dezenfeksiyon
islemleri arasindaki farkliik ANOVA ve tukey coklu karsilastirma testleri ile %5 Onem
diizeyinde belirlenmistir (Ek 2).
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirma i¢in 4 adet deneme yapilmis ve bulgular asagida verilmistir. Cizelge 4.1.
de 4 6rnege ait TAMB sonuglari, Cizelge 4.2.’de de yine 4 6rnege ait toplam koliform bakteri

sonuglar1 verilmis olup istatistiksel degerlendirme daha sonra yapilmaistir.

Yapilan 4 denemede de E.coli varhig1 gozlenmedigi icin denemeler TAMB ve toplam

koliform bakteri yiikleri iizerindeki etkilere gore degerlendirilmistir.

4.1. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Sayis1

Cizelge 4.1. Farkli dezenfektanlarin atom maruldaki TAMB yiiklerinde yaptig1 azaltma

miktarlari
Islemler 1. Ornek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek
Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam
Saymim | Sayimda | Sayim | Sayimda | Saymim | Saymimda | Sayim | Sayimda
(log Azalma (log Azalma (log Azalma (log Azalma
kob/g) (log kob/g) (log kob/g) (log kob/g) (log
kob/g) kob/g) kob/g) kob/g)
Atom Marul 6,58 6,57 6,59 6,18
Kontrol (Saf su) 6,56 0,02 6,54 0,03 6,58 0,01 6,15 0,03
Cesme Suyu 6,63 -0,05 4,43 2,14 5,54 1,05 4,60 1,57
%1 A. A. 4,18 2,40 4,40 2,17 4,66 1,93 3,30 2,88
%]1 Sirke 4,33 2,25 4,30 2,27 5,10 1,49 4,48 1,70
50 ppm NaClO 5,76 0,82 4,54 2,02 5,62 0,97 4,96 1,21
%1 L. A. + 100 4,35 2,23 3,60 2,97 3,70 2,89 3,30 2,88
ppm NaClO
%2 L. A. + 50 3,95 2,63 3,18 3,39 3,18 3,41 3,00 3,18
ppm NaClO
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Birinci 0rnege bakildiginda TAMB yiikii tizerinde en etkili dezenfektanin %2 L. A. + 50 ppm
NaClO kombinasyonun oldugu goriilmektedir. Bu kombinasyonu takiben sirasiyla %1 A. A.,
%1 sirke ve %1 L. A. + 100 ppm NaClO kombinasyonu gelmektedir. Diger dezenfektanlar ise
1 log’ dan daha az azaltma gostermistir. Ayrica ¢esme suyundan bulagsma oldugu icin ¢cesme

1313

suyunun etkinligi “-* olarak ifade edilmistir.

7768 666 663
67 5,/6
5 o aps | 485
4 4,18 305
31 63
o
11 2 O Toplam Sayim (log kob/g)
0 ‘ ‘ ™ ‘ ‘ ‘ ‘ ' ||m Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)
e 4
Atom  Kontrol Gesme %1 %1 Sirke 50 ppm %1 L.A.+ %2 L.A. +
Marul  (Saf su) Suyu AA. NaClO 100 50 ppm
ppm NaClO
NaClO

Sekil 4.1. Farkli dezenfektanlarin birinci 6rnekteki TAMB yiiklerinde yaptigi azaltma
miktarlari
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Ikinci ornekte de 1.ornekte oldugu gibi en etkili dezenfektan %2 L.A.+ 50 ppm NaClO
kombinasyonudur. %1 L.A.4+ 100 ppm NaClO kombinasyonu da etkinlik acisindan 2. sirada
yer almistir.Bu denemede 1. ornekten farkli olarak sadece kontrol(saf su) 1 log’ dan az

azaltma gostermistir. Diger tiim dezenfektanlar ise 2 log’ un lizerinde azaltma gostermislerdir.

O Toplam Sayim (log kob/g)

B Toplam Sayimda Azalma
(loa kob/a)

Atom Kontrol  Cesme %1 A.A. %1 Sirke 50ppm %1 LA. %2LA.

NaClO
Marul (Saf su) Suyu +100 +50
Elpr(glo Elpr(glo
al al

Sekil 4.2. Farkli dezenfektanlarin ikinci 6rnekteki TAMB yiiklerinde yaptigi azaltma
miktarlari
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Ugiincii ornekte de en etkin dezenfektanin %2 L.A.+ 50 ppm NaClO kombinasyonu oldugu
goriilmektedir. 2. o©rnekte oldugu gibi bu Ornekte de %1 L.A.+ 100 ppm NaClO
kombinasyonu etkinlik yoniinden 2. sirada yer almistir. Kontrol(saf su) ve 50 ppm NaClO 1
log’ dan diisiik azaltma gostermistir. Diger dezenfektanlar ise 1-2 log arasinda azaltma

gostermislerdir.

o Toplam Sayim (log kob/g)

] Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

Atom  Kontrol Cesme %1 A.A. %1 Sirke 50 ppm %1 L.A.+ %2 L.A..+
NaCIO 100 50 ppm
Marul  (Safsu)  Suyu ppm NaClO
NaClO

Sekil 4.3. Farkli dezenfektanlarin iigiincii ornekteki TAMB yiiklerinde yaptigi azaltma

miktarlari
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Diger 3 ornekte oldugu gibi 4. drnekte de en etkili dezenfektan %2 L:A. + 50 ppm NaClO

kombinasyonudur.

(9]
'S

o}
[>)

@ Toplam Sayim (log kob/g)

@ Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

33 33 3,48
,P0

Atom Kontrol Cesme %1 A.A. %1 Sirke 50ppm %1L. A+ %2LA+

NaCIO 100 50 ppm
Marul  (Safsu)  Suyu ppm NaClO
NaClO

Sekil 4.4. Farkli dezenfektanlarin dordiincii 6rnekteki TAMB yiiklerinde yaptigi azaltma

miktarlari

Cizelge 4.2. Farkli dezenfektanlarin TAMB yiiklerinde yaptigi ortalama azaltmalar

Islemler Toplam Sayimda Ortalama Azaltma
(log kob/g)

Kontrol (Saf su) 0,02+0,01d

Cesme Suyu 1,18+0,93 ¢

%1 A.A. 2,34+0,40 ab

%]1 Sirke 1,93+0,39 be

50 ppm NaClO 1,26+0,54 be

%1 L. A.+ 100 ppm NaClO 2,74+0,34 a

%?2 L. A.+ 50 ppm NaCIO 3,15+0,37 a

&b 4. tukey coklu karsilastirma testi neticesinde saptanan islem arasindaki farkliliklar1 ifade
etmektedir.(Ek 2)

TAMB iizerinde en diisiik antimikrobiyal etkiyi ¢cesme suyu gosterirken en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi %1 L.A+4+ 100 ppm NaClO, % 2 L.A. + 50 ppm NaClO
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kombinasyonlar1 gostermistir. Ayrica %1 L.A.4+ 100 ppm NaClO kombinasyonu ile % 2 L.A.

+ 50 ppm NaClO kombinasyonu arasinda antimikrobiyal etkinlik acisindan onemli bir fark

gozlenmemistir (P<0,05). %1 L.A. + 100 ppm NaClO ile

% 2 L.A. + 50 ppm NaClO

kombinasyonlarindan sonra ikinci sirada % 1 A.A. c¢ozeltisi gelirken ii¢iincii sirada 50 ppm

NaClO ve % 1 sirke gelmistir. Yine laktik asit ve sodyum hipoklorit kombinasyonlarinda

goriildiigii gibi 50 ppm NaClO ile % 1 sirke arasinda antimikrobiyal etkinlik a¢isindan 6nemli

bir fark gézlenmemistir (P<0,05).

Cizelge 4.3. TAMB yiiklerine ait varyasyon tablosu

Varyasyon | Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kaynag Derecesi Toplamm Ortalamasi
Dezenfektan 6 27,5349 4,5891 18,64*
Hata 21 5,1695 0,2462
Toplam 27 32,7044

TAMB sayilarindaki inhibisyon etkisine ait varyasyon tablosu Cizelge 4.3. te

verilmigstir. Cizelge 4.3.” e gore dezenfektanlar arasindaki farklilik P < 0,05 diizeyinde 6nemli

bulunmustur. Onemli bulunan dezenfektanlar Cizelge 4.2.” de verilmis ve farkliliklar farkli

harflerle belirtilmistir.

Toplam Sayimda Ortalama Azalma (log kob/g)

3,5
3 S
2,5 —
2 | |d Toplam Sayimda Ortalama Azaltma
1,5 | (log kob/g)
'1 S
0,5 —
O T T T T
Kontrol Cesme %1 AA %1 Sirke 50 ppm %1 LA+ %2 LA+
(Saf su) Suyu NaCIO 100 ’?IO gl%n
ppm &
NaClO

Sekil 4.5. Farkli dezenfektanlarin atom maruldaki TAMB yiiklerinde yaptig1 ortalama

azaltmalar
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4.1.2. Toplam Koliform Bakteri Sayisi

Cizelge 4.4. Farkli dezenfektanlarin atom maruldaki toplam koliform bakteri yiiklerinde

yaptig1 azaltma miktarlar1

Islemler 1. Ornek 2. Ornek 3. Ornek 4. Ornek
Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam | Toplam
Saymim | Sayimda | Sayim | Sayimda | Saymim | Saymmda | Sayim | Sayimda
(log Azalma (log Azalma (log Azalma (log Azalma
kob/g) (log kob/g) (log kob/g) (log kob/g) (log
kob/g) kob/g) kob/g) kob/g)
Atom Marul 4,10 4,62 5,12 4,65
Kontrol (Saf su) 4,00 0,10 4,60 0,02 5,10 0,02 4,61 0,04
Cesme Suyu 4,70 -0,60 3,93 0,69 4,24 0,88 3,60 1,05
%1 A.A. 0,00 4,10 0,00 4,62 2,70 2,42 0,00 4,65
%]1 Sirke 0,00 4,10 3,52 1,10 3,70 1,42 3,00 1,65
50 ppm NaClO 3,76 0,34 4,11 0,51 4,51 0,62 3,78 0,88
%1 L.A+ 100 0,00 4,10 0,00 4,62 2,70 2,42 2,00 2,65
ppm NaClO
%2 L. A. + 50| 0,00 4,10 0,00 4,62 2,18 2,94 0,00 4,65
ppm NaClO
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Birinci Ornek, dezenfektanlarin toplam koliform bakteriler iizerindeki etkinligi acisindan
degerlendirildiginde ise %1 L.A. + 100 ppm NaClO kombinasyonu, %2 L.A. + 50 ppm
NaClO kombinasyonu, %1 sirke ve %1 A.A.’ in etkinliklerinin ayni oldugu goriilmektedir.
Bu deneme kapsaminda yapilan TAMB denemesinde oldugu gibi diger dezenfektanlarin
gosterdigi azaltma 1 log’ dan az olmustur. Ayrica cesme suyundan gelen bulasma nedeniyle

1313

cesme suyunun etkinligi bu denemede de “-* olarak ifade edilmistir.

14 @ Toplam Sayim (log kob/g)

4 B Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

0 T

o ,6

1 L —
Atom  Kontrol Gesme %1 %1 Sirke 50 ppm %1 L.A.+ %2 LA+
Marul (Safsu) Suyu  AA. NaCiO 100 50 ppm

ppm NaClO
NaClO

Sekil 4.6. Farkli dezenfektanlarin birinci ornekteki toplam koliform bakteri yiiklerinde yaptigi

azaltma miktarlar1
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Ikinci 6rnekte %2 L.A. + 50 ppm NaClO kombinasyonu, %1 L.A. + 100 ppm NaClO

kombinasyonu ve %1 A.A. 4,62 log azaltma goOstermislerdir.%1 sirke 1,1 log azaltma

gosterirken diger dezenfektanlar 1 log” dan daha az azaltma gostermislerdir.

4,5

3,5

2,5

1,54

0,5

Atom  Kontrol
Marul  (Saf su)

Cesme %1 AA.
Suyu

%1 Sirke 50 ppm %1 LA+ %2 LA+

NaCIlO 100 50 ppm
ppm NaClO
NaClO

@ Toplam Sayim (log kob/g)
Bl Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

Sekil 4.7. Farkli dezenfektanlarm ikinci 6rnekteki toplam koliform bakteri yiiklerinde yaptigi

azaltma miktarlar1
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3. Ornegin calisildigi bu denemede en etkili dezenfektan %2 L.A.+ 50 ppm NaClO
kombinasyonu olurken %1 L.A.+ 100 ppm NaClO kombinasyonu ile %1 A.A. 2,42 log

azaltma gostermislerdir.

6-
512 5,1
5]
4,51
4,24
4 37
2,94
3 27 27
2,42 2,42
2]
42
1 ,88
04
Atom Kontrol Cesme %1 A.A. %1 Sirke 50ppm %1 LA .+ %2LA. +
NaCIO 100 50 ppm
Marul  (Saf su) Suyu ppm NaClO
NaClO

[0 Toplam Sayim (log kob/g)

[ Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

Sekil 4.8. Farkli dezenfektanlarin ticlincii drnekteki toplam koliform bakteri yiiklerinde

yaptig1 azaltma miktarlar1
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4. ornekte %2 L.A.+ 50 ppm NaClO kombinasyonu ile %1 A.A. 4,65 log azaltma gosterirken

%1 L.A.+ 100 ppm NaClO kombinasyonu 2,65 log azaltma gostermistir.
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2,5

1,54
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Atom Kontrol
Marul  (Saf su)

Cesme %1 AA.
Suyu

[ Toplam Sayim (log kob/g)

,88 B Toplam Sayimda Azalma (log kob/g)

%1 Sitke 50 ppm %1 LA+ %2 LA+
NaCIO 100 50 ppm

ppm NaClO
NaClO

Sekil 4.9 Farkli dezenfektanlarin dordiincii 6rnekteki toplam koliform bakteri yiiklerinde

yaptig1 azaltma miktarlar1

Cizelge 4.5. Farkli dezenfektanlarin atom maruldaki toplam koliform bakteri yiiklerinde

yaptig1 ortalama azaltmalar

Islemler Toplam Sayimda Ortalama Azaltma

(log1o kob/g)
Kontrol (Saf su) 0,05+0,04 d
Cesme Suyu 0,51+0,75 cd
%1 A.A. 3,45+1,08 ab
%]1 Sirke 2,07£1,37 be
50 ppm NaClO 0,59+0,22 cd
%1 L.A+ 100 ppm NaClO 3,95+1,05 ab
%2 L.A+ 50 ppm NaClO 4,08+0,80 a

a, b, c,d

etmektedir. (Ek 2)
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TAMB’ de goriildiigiiniin aksine toplam koliform bakteriler iizerine en etkin
dezenfektan sadece % 2 L.A. + 50ppm NaClO kombinasyonu olmustur. Bununla birlikte
etkinligi en diisiik dezenfektanlar ise 50 ppm NaClO ile ¢cesme suyu olmustur. 50 ppm NaClO
ile cesme suyu arasmnda antimikrobiyal etkinlik ac¢isindan Onemli bir fark gozlenmemistir
(P<0,05). % 2 L.A. + 50ppm NaClO kombinasyonundan sonra antimikrobiyal etkinlik
acisidan ikinci sirada % 1 A.A.ve %1 L.A.+ 100 ppm NaClO kombinasyonu gelmistir. % 1
A.A.ve %1 L.A.+ 100 ppm NaClO kombinasyonu arasinda etkinlik a¢isindan 6nemli bir fark
gozlenmemistir (P<0,05). TAMB’de % 2 L.A. + 50ppm NaClO kombinasyonu ile ayn1 grupta
yer alan %1 L.A.+ 100 ppm NaClO kombinasyonu toplam koliform bakteriler iizerindeki
etkinligi degerlendirildiginde bu kez % 1 A.A. ile aym grupta yer almustir. Etkinlik

siralamasinda iigiincii sirada % 1 sirke yer almistir.

Cizelge 4.6. Koliform bakteri yiiklerine ait varyasyon tablosu

Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Degeri
Kaynag Derecesi Toplamm Ortalamasi

Dezenfektan 6 72,781 12,130 15,70*

Hata 21 16,223 0,773

Toplam 27 89,004

Toplam koliform bakteri sayilarindaki inhibisyon etkisine ait varyasyon tablosu Cizelge 4.6.
da verilmistir. Cizelge 4.6." ya gore dezenfektanlar arasindaki farklihk P < 0,05 diizeyinde
onemli bulunmustur. Onemli bulunan dezenfektanlar Cizelge 4.5." de verilmis ve farkliliklar

farkli harflerle belirtilmistir.

44



Toplam Sayimda Ortalama Azaltma(log kob/g)
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4 _ — |
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1,5 —
1 L
05 — L
o ] ]

Kontrol Cesme %1 AA.  %1Sirke 50ppm %1 LA.+ %2LA..+

(Saf su) Suyu NaClO 100 50 ppm
ppm NaCIO
NaCIO

Sekil 4.10. Farkli dezenfektanlarin atom maruldaki toplam koliform bakteri yiiklerinde

yaptig1 ortalama azaltmalar

Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.5. karsilastirildiginda %1 A.A., %1 sirke, %1 L. A+
100 ppm NaClO ve %2 L.A+ 50 ppm NaClO kombinasyonlarinin koliform bakteriler iizerine
olan etkisinin TAMB iizerine olan etkisinden daha fazla oldugu goriilmektedir.
Bu durum 2 nedenle aciklanabilir :
1-)Toplam aerobik mezofilik bakteri yiikiiniin fazla olmasi

2-)Mikroorganizma cesitliliginin fazla olmasi

Ayni karsilagtirma ¢esme suyu ve 50 ppm NaClO i¢in yapildiginda koliform bakteriler

tizerine olan etkilerinin TAMB iizerine olan etkilerinden daha az oldugu goriilmektedir.

Yapilan deneyler tek tek ele alindiginda cesme suyundan bulasma meydana gelen 1.
deney hari¢ diger 3 deneyde ¢cesme suyunun hem TAMB iizerine etkisinin hem de koliform

bakteriler iizerine etkisinin 50 ppm NaClO ¢o6zeltisinden daha fazla oldugu goriilmektedir.

Nascimento ve ark. (2003) yaptig1 ¢alismada marulun cesme suyu ile 15 dakikalik
dezenfeksiyonu sonucunda TAMB, maya ve Kkiiflerin, toplam koliform bakterilerin 1 log
diizeyinde azaldigimi ortaya koymustur. Ayni islemi sebzeler iizerinde yapan Frank ve
Takeuchi (1999) ise TAMB, maya ve kiiflerin, toplam koliform bakterilerin < 1 log azaldigini
belirtmistir. Bu calisma kapsaminda ise atom marulun ¢esme suyu ile 10 dakikalik
dezenfeksiyonu sonunda toplam aerobik mezofilik bakteriler 1,18 log azalirken, toplam

koliform bakteriler 0,51 log azalmistir.
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Nascimento ve ark. (2003) yaptig1 calismada %2’ lik A.A. ¢ozeltisinin marul ornekleri
ile 15 dakikalik dezenfeksiyonu sonucunda TAMB 3,37 log azalma kaydederken toplam
koliform bakteriler de > 2,25 log azalma kaydetmislerdir. Bizim yaptigimiz ¢aligmada ise %1’
lik A.A. ¢ozeltisi ile atom marulun 10 dakikalik dezenfeksiyonu sonunda TAMB 2,34 log
azalma, toplam koliform bakterilerde 3,45 log azalma goriilmiistiir. Bu durum baslangic
mikroorganizma yiiklerinin farkli olusu, uygulama siirelerinin farkli olusu ve atom marul ile

marulun yaprak sikliklarinin farkli olusu gibi nedenlerle aciklanabilir.

Taze sebzelerin mikrobiyolojik a¢idan giivenilirligini dogru degerlendirebilmek adina
toplam koliform analizine ek olarak yapilan ve fekal kontaminasyon indikatorii olan E. coli
analizlerinin 4 deney i¢cin de negatif ¢ikmasi sulamada ve yikamada kullanilan sularin

temizligini gostermesi acisindan oldukca énemlidir.

Beuchat ve Brackett (1990)’ m marul ornekleri ile yaptig1 c¢alismada 50-200 ppm
serbest klor iceren ¢ozelti toplam koliform bakterilerin sayisinda 1 log diizeyinde azaltma
yapmistir. Bizim yaptigimiz deneylerde 50 ppm NaClO’ in yaptig1 azaltma ise 1 log’ un
altindadir. Bu durum materyalin ya da baslangi¢c mikroorganizma yiiklerinin farkl oluslari ile

aciklanabilir.

Nascimento ve ark. (2003) yaptig1 calismada toplam koliform yiikii 3,25 log kob/g olan
marul Orneklerinin 15 dakika boyunca 200 ppm’ lik NaClO ile dezenfeksiyonu sonucunda
toplam koliform bakteri sayisinda >1,95 log kob/g diizeyinde azalma gozlemlemislerdir.
Yapilan 4 deneyde de %1 L.A.+ 100 ppm NaClO ve %2 L.A.+ 50 ppm NaClO
kombinasyonlarinin toplam koliform bakteriler iizerindeki azaltma degerleri sirasiyla 3,95 log
ve 4,08 log olmustur. Uyguladigimiz siirenin 10 dakika olmasina ragmen elde edilen azaltma
degerlerinin daha fazla olusu sodyum hipokloritin laktik asit ile kombine kullanimina

baglanabilir.

Zhang ve Farber (1996) laktik asit ve asetik asidin tek tek ya da klorin ile kombine
olarak Listeria monocytogenes inokiile edilmis kiyilmis marulda Listeria monocytogenes
tizerine etkilerini arastirmislardir. Musluk suyu ile yikanmis marulla karsilastirildiginda %1’
lik L.A. ve %0.5’lik ya da %1’ lik L.A. ile kombine edilmis 100 ppm’ lik klorin uygulamasi

sonucunda Listeria monocytogenes sayisinda azalma goriilmiistiir. %0.75° lik ya da %1’ lik
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L.A. ile 100 ppm klorin kombinasyonunun Listeria monocytogenes sayisimi azaltmadaki
etkinliginin tek tek laktik asit ya da klorin kullannmimdan daha fazla oldugu goriilmiistiir.
Asetik asit ile yapilan calismalarin sonuclar1 da laktik asit ¢aligmalarinin sonuglarina
benzerdir. Bu durum kombinasyonda kullanilan asidin ortam pH’sin1 diisiirmesi sonucunda

hipoklordz asit miktarinin artisiyla aciklanabilir.

Klorinin asit ile birlikte kullantmindaki antimikrobiyal etkinligin tek tek kullanimlarina
nazaran daha fazla olmasi, gidanin giivenligini ve mikrobiyolojik stabilitesini arttirmak icin
kullanilan “Hurdle Technology” uygulamalarma bir 6rnek teskil etmektedir. Nitekim hurdle
technology yani “Engeller Teknolojisi” mikroorganizma gelisimini engelleyen bircok
faktoriin bir araya getirilerek gidanin mikrobiyolojik stabilitesini arttirmay1 amaclar. Gidalarin
muhafazasinda temel mekanizma mikroorganizmalarin homeostasisinin bertaraf edilmesidir.
Bu calismada gozlendigi lizere antimikrobiyal etkinlikleri farkli iki ayri1 engelin birlikte
kullanim1 ile elde edilen sinerjitik etki sayesinde daha gii¢lii bir antimikrobiyal etkinlik

saglanmustir.

Torriani ve ark. (1997) yaptiklar1 calismada karisik haldeki salata sebzelerinin %1’ lik
L.A. ile dezenfeksiyonunun toplam koliform bakterileri 2 log azaltirken fekal koliform
bakterileri 1 log azalttigim1 gozlemlemislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada ise %1 L.A.+ 100 ppm
NaClO kombinasyonu toplam koliform bakterileri 3,95 log azaltmustir. %1’ lik L.A.” in 100
ppm NaClO ile kombine kullanim1 ve uygulamanin sadece atom marul iizerinde denenmesi

azalma diizeylerindeki farki aciklayabilir.

Mazollier (1988) yaptig1 calismada yesil yaprakl salata sebzelerinin 50 veya 200 ppm
NaClO ile dezenfeksiyonunun mikroorganizma yiiklerinde meydana getirdigi azaltmalarin
ayni oldugunu ortaya koymustur. Garg ve ark. (1990) 300 ppm NaClO iceren suya daldirilan
marulun toplam mikrobiyal populasyonunun 3 log azaldigin1 belirtmislerdir. Yaptigimiz
caligmada laktik asit ile kombine olarak kullanilan 50 ppm NaClO ve 100 ppm NaClO TAMB
ve toplam koliform bakteriler lizerinde > 2,74 log azaltma yapmuslardir. Bu degerler 300 ppm

NaClO’ in tek basina yaptig1 azaltim degerlerine esdeger hatta daha fazladir.
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5.SONUC VE ONERILER

Arastirma bulgular1 degerlendirildiginde hem toplam aerobik mezofilik bakteriler hem
de toplam koliform bakteriler iizerine en etkin dezenfektanin % 2 L.A. + 50 ppm NaClO
kombinasyonu oldugu goriilmektedir. Bunu swrasiyla % 1 L.A. + 100 ppm NaClO
kombinasyonu, % 1 A.A., % 1 sirke, 50 ppm NaClO ve ¢cesme suyu izlemektedir.

Yapilan deneylerde goriildiigii iizere taze sebzelerin yalnizca ¢esme suyu ile yikanmasi
mikroorganizma yiikiinii azaltmada yetersiz kalmistir. Ayrica 1. denemede goriildiigii gibi
cesme suyundan meydana gelen bulasma her zaman olasidir. Bu anlamda elde ettigimiz
bulgulara bakildiginda kesinlik s6z konusu olmamakla birlikte 6zellikle evlerde asetik asit
iceren sirke ya da sitrik asit igeren limon ve limon suyu kullamilarak dezenfeksiyon islemi

uygulanmas1 mikroorganizma yiikiinde 6nemli 6l¢iide azaltma saglayacaktir.

Endiistriyel olcekte yapilan iiretimlerde genellikle tercih edilen sodyum hipoklorit
dezenfeksiyonu yerine sodyum hipokloritin insan sagligi iizerine olumsuz etkileri ve alet,
ekipmana korrozif etkisi sebepleriyle asetik asit, laktik asit, sitrik asit gibi organik asitlerle
yapilan dezenfeksiyon islemleri tercih edilmelidir. Ya da caligmamizda uygulandig: iizere
sodyum hipoklorit miktarinin diisiik tutuldugu kombine olarak hazirlanmis dezenfektanlar

kullanilmalidir.

Uretim sirasinda patojen bakterilerin elemine edilmesi ya da sayilarinin biiyiik 6lciide
azaltilmas: tarladan sofraya gida giivenligi anlayisinin geregi olan Iyi Tarim Uygulamalari
(GAP), lyi Uretim Uygulamalar1 (GMP), Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1
(HACCP) ve bu gibi sistemlerin uygulanmas: ile miimkiindiir. Uretimde uygulanan bu
sistemler mikrobiyal kontaminasyonu daha gerceklesmeden engeller. S6z konusu tiim bu
sistemler Taze Sebze ve Meyvelerde Mikrobiyal Gida Giivenligi Tehlikelerini Minimize Etme
Kilavuzunda yer alan “Iyi Yonetim Uygulamalarr” anlayisinin birer pargasidir (FDA 1998).

Taze Sebze ve Meyvelerde Mikrobiyal Gida Giivenligi Tehlikelerini Minimize Etme
Kilavuzunda sanitasyon terimi “diger istenmeyen mikroorganizmalar da dahil olmak iizere
esasen halk saglhigini ilgilendiren mikroorganizmalarin, gida maddesinin kalitesini olumsuz

yonde etkilemeden ve tiiketiciler i¢in saglik riski olusturmayacak sekilde yok edilmesi ya da
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2

sayllarmin 6nemli Ol¢iide azaltilmasi amaciyla yapilan etkili bir temizlik uygulamasidir
seklinde tammmlanmistir (FDA 1998). Asil hedef hastalik yapan patojen bakterilerin elemine
edilmesidir. Bu ac¢idan bakildiginda kimyasal dezenfeksiyon kismi bir sterilizasyon islemidir.
Dezenfeksiyonun amact yalnizca patojen bakterileri zararsiz hale getirmektir. Bu da patojen
bakterilerin ortamdan uzaklastirilmasi ya da sayilarinin hastaliga neden olmayacak diizeylere
indirilmesi ile miimkiindiir. Bu anlamda dezenfektanlarin, diger bakterilerden ziyade patojen
bakteriler iizerine etkileri arastirilmalidir. Ayrica dezenfektanlarin kombine kullanimi
durumlarinda goriilen antagonistik ya da sinerjitik etkiler, yeni dezenfektanlarin ve yeni
dezenfeksiyon teknolojilerinin gelistirilmesi, insanlarda hastalik yapan patojen bakteriler ile
hasat sonrasinda meyve sebzelere bulasan mikroorganizmalar arasindaki etkilesimler gibi

konulardaki arastirmalara agirlik verilmelidir.
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EKLER
EK 1 pH Degerleri

Dezenfektanlar 1. Deney 2. Deney 3. Deney 4. Deney
pH Degerleri | pH Degerleri pH Degerleri pH Degerleri
Saf su 6 6,08 6,1 7,1
Cesme Suyu 8,29 8,19 8,25 8,21
% 1 Asetik Asit 2,74 2,75 2,74 2,72
% 1 Sirke 3,53 3,51 3,5 3,53
50 ppm Sodyum 7,88 8,42 7,6 7,83
Hipoklorit
% 1 L.A.+100 ppm 2,37 2,41 2,38 2,34
Sodyum Hipoklorit
% 2 L.A.+50 ppm 2,2 2,21 2,2 2,18
Sodyum Hipoklorit
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EK 2 istatistik Tablolar
KOLIFORM TEK YOLLU ANOVA SONUCLARI

Worksheet size: 100000 cells

General Linear Model

Factor Type Levels Values
Dezenfek fixed 7 %1AA 1LA100NaOCI 1sirke  2LASONaOCI
S0NaOCI  CSu Saf su

Analysis of Variance for Koliform, using Adjusted SS for Tests

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Dezenfek 6 72,781 72,781 12,130 15,70 0,000
Error 21 16,223 16,223 0,773

Total 27 89,004

ORTALAMALARIN TUKEY SIMULTANEOUS TESTI] iLE KARSILASTIRILMASI
Response Variable Koliform

All Pairwise Comparisons among Levels of Dezenfek
Dezenfek = %1AA subtracted from:
Level Difference SE of Adjusted

Dezenfek of Means Difference T-Value P-value

1LA100Na 0,500 0,6215 0,805 0,9819

Isirke -1,380  0,6215 -2,220 0,3265
2LA50NaO 0,630 0,6215 1,014 0,9451
50NaOCI -2,860  0,6215 -4,602  0,0025
CSu -2,943  0,6215 -4,735 0,0019
Saf su -3,403  0,6215 -5,475 0,0004
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Dezenfek = 1LA100Na subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
Isirke -1,880  0,6215 -3,025 0,0791
2LA50NaO 0,130  0,6215 0,209 1,0000
50NaOCI -3,360  0,6215 -5,406 0,0004
CSu -3,443  0,6215 -5,539 0,0003

Saf su -3,902  0,6215 -6,279 0,0001

Dezenfek = 1sirke subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek of Means Difference T-Value P-Value
2L A50NaO 2,010 0,6215 3,234 0,0518

50NaOCI -1,480  0,6215 -2,381 0,2545
CSu -1,563  0,6215 -2,514 0,2042
Saf su -2,022  0,6215 -3,254 00,0497

Dezenfek = 2LASONaO subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
50NaOCI -3,490  0,6215 -5,615 0,0003
CSu -3,573  0,6215 -5,748 0,0002

Saf su -4,032  0,6215 -6,488 0,0001

Dezenfek = SONaOCI subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
CSu -0,0825  0,6215 -0,1327 1,0000

Saf su -0,5425  0,6215 -0,8729 0,9729
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Dezenfek = CSu subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek of Means Difference T-Value P-Value
Saf su -0,4600 0,6215 -0,7402 00,9882

TOPLAM BAKTERI TEK YOLLU ANOVA SONUCLARI

General Linear Model

Factor Type Levels Values
Dezenfek fixed 7 %1AA 1LA100NaOCI 1sirke  2LAS0ONaOCI
S0NaOCI  CSu Saf su

Analysis of Variance for Toplam B, using Adjusted SS for Tests

Source DF SeqSS AdjSS AdjMS F P
Dezenfek 6 27,5349 27,5349 4,5891 18,64 0,000
Error 21 5,1695 5,1695 0,2462

Total 27 32,7044

ORTALAMALARIN TUKEY SIMULTANEOUS TESTI ILE KARSILASTIRILMASI
Response Variable Toplam B

All Pairwise Comparisons among Levels of Dezenfek

Dezenfek = %1AA subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek of Means Difference T-Value P-Value
1LA100Na 0,397 0,3508 1,133 0,9105

60



Isirke -0,418  0,3508 -1,190 0,8902
2LA50NaO 0,808 0,3508 2,302 0,2886

50NaOCI -1,090  0,3508 -3,107 0,0671
CSu -1,168  0,3508 -3,328 00,0426
Saf su -2,325  0,3508 -6,627 00,0000

Dezenfek = 1LA100Na subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
Isirke -0,815  0,3508 -2,323  0,2792
2LA50NaO 0,410 0,3508 1,169 0,8981
50NaOCI -1,487  0,3508 -4,240 00,0057
CSu -1,565  0,3508 -4,461 0,0035

Saf su -2,722 0,3508 -7,760 00,0000

Dezenfek = 1sirke subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek of Means Difference T-Value P-Value
2L A50NaO 1,225 0,3508 3,492 0,0301

50NaOCI -0,672  0,3508 -1,917 0,4917
CSu -0,750  0,3508 -2,138 0,3680
Saf su -1,908  0,3508 -5,437 0,0004

Dezenfek = 2LASONaO subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
50NaOCI -1,897  0,3508 -5,409 0,0004
CSu -1,975  0,3508 -5,629 00,0003

Saf su -3,133  0,3508 -8,929 0,0000
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Dezenfek = SONaOCI subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek  of Means Difference T-Value P-Value
CSu -0,078  0,3508 -0,221  1,0000
Saf su -1,235  0,3508 -3,520 0,0283

Dezenfek = CSu subtracted from:

Level Difference SE of Adjusted
Dezenfek of Means Difference T-Value P-Value
Saf su -1,158  0,3508 -3,299 0,0452
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