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XII

ONSOZ

Yapilan birgok arastirmada diinyadaki gida kaynakli hastaliklarin ve
salginlarin biiylik bir cogunlugunun bakteriler tarafindan meydana getirildiginin
bildirilmesi, bakteriyel enfeksiyonlarin Oneminden bir sey kaybetmedigini
gostermektedir. Bu nedenle, mikroorganizmalarla kolaylikla kontamine olabilen ve
ciddi halk sagligi problemleri olusturma potansiyeline sahip patojenlerin iiremeleri
icin ¢ok uygun bir ortam olan etin mikrobiyal kontaminasyonu, iireticiler ve
tilketiciler i¢in ciddi bir sorundur.

Bircok gida {iriiniiniin raf Oomrii boyunca mikrobiyal bozulmaya karsi
korunmasi gerektiginden, modern gida iiretim tekniklerinde giivenilir, saglikli ve raf
Oomrii uzun gidalar iiretmek hedeflenmektedir. Bununla beraber, sentetik veya
kimyasal koruyucular olmaksizin giivenli ve dogal iriinler icin tiiketicilerin artan
talebi, gida otoritelerini ve arastirmacilarini, gidanin iyi nutrisyonel ve organoleptik
ozelliklerini siirdiiriirken mikrobiyal kalitesini ve giivenligini gelistirmek ve hafif
koruyucu tekniklerin fizibilitesini degerlendirmek i¢in arastirmalar yapmaya
yonlendirmistir. Dogal iiriinlere olan talep arttikca, gidanin {iretim asamalarini
kolaylastiracak, raf omriinii uzatacak dogal ve etkili koruyucu maddelerin gida
tiretiminde kullanilabilirligine yonelik ¢alismalarin sayis1 da hizla artmaktadir. Son
yillarda baharat ve aromatik bitkiler antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden
dolay1 endiistride ve bilimsel aragtirmalarda cok fazla ilgi gdrmekte, buna paralel
olarak da kullanimlar1 yayginlasmaktadir. Boylece, ekolojik ve dogal iiriinlerin
tilkketiciler tarafindan daha fazla tercih edilmesiyle, aromatik bitkilerin ve bitkisel
ekstraktlarin  kullanimi tiim diinyada 6nemli derecede artmaktadir. In vitro
caligmalarda sifali bitki ve baharattan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal
etkileri ortaya konulsa da gida ortamimdaki etkinliklerinin arastirildigi ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugu goriilmektedir.

Bu caligmada, bitki ucucu yag kullanimi ile gida giivenligi ag¢isindan sorun
yaratan, ekonomik kayiplara neden olan ve en Onemlisi, insan saglig1 acisindan

biiyiik risk olusturan patojen mikroorganizmalara karsi, kimyasal korunma ve tedavi
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1. GIRIS

Beslenme ‘biiylime, gelisme ve sagligin korunmasi i¢in besinlerin dengeli bir
sekilde kullanim1® olarak ifade edilmektedir. Zihinsel ve bedensel olarak saglikli ve
basaril1 bir toplum olusturabilmek icin yeterli ve dengeli beslenme saglanabilmelidir
(226). Insanin gerek zihinsel gerekse fiziksel olarak saglikli ve dengeli olmasi igin
gerekli en ©Onemli unsurlardan birisi, beslenme ihtiyacimin nicelik ve nitelik
bakimindan yeterli derecede tatmin ve temin edilmesidir (49). Gida ve Tarim
Organizasyonu (FAO) (103) ise bunu ‘Yeterli, istikrarli, kaliteli ve uygun fiyattan
gida saglama’ seklinde 6zetlenebilen bir ifadeyle agiklamaktadir. Beslenme, kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar ve yiiksek kolesterol gibi bir¢cok hastaligin olusmasinda
onemli faktorlerden biridir (33). Bu dogrultuda, gida giivencesi biitiin insanlarin her
zaman aktif ve saglikli bir yasam i¢in gerekli olan besin ihtiyaclarin1 ve gida
onceliklerini karsilayabilmek amaciyla yeterli, saglikli, giivenilir ve besleyici gidaya
fiziksel ve ekonomik bakimdan erisebilmeleri hakki olarak agciklanmaktadir (49).

Meyve, sebze, siit ve iiriinleri ile et ve tiriinleri ¢abuk bozulabilen gidalardir.
Isletmelerdeki kotii sanitasyon ve hijyen, bir¢ok patojen mikroorganizmamn bu
gidalarda gelismesine ve bunlarin tiiketilmesi sonucunda da gida kokenli
hastaliklarin olugmasina neden olabilmektedir. Raf omrii sona ermeden gidalarda
olusan bu problemler gida giivenligi acisindan tiiketiciyi, gida kayb1 agisindan da
tireticiyi yakindan ilgilendirmektedir (23). Hayvan barinaklarinda hijyen kosullarin
kotii olmasi, hayvan saglhigina ve refahina yeterince 6zen gosterilmemesi, sogutma
initelerinin bulunmamas1 gibi nedenler, daha kaynaginda iken hayvansal gida
tiriinlerinin giivenligini tehdit etmektedir. Bunun yaninda nakliye, depolama ve satig
noktalarinda soguk zincirin kurulamamasi gibi nedenler gida iiriinlerinin gida isleme
tesislerine ve tiiketicilere giivenli olarak ulagmasini1 engellemektedir (107).

Bircok gida iiriiniiniin raf Oomrii boyunca mikrobiyal bozulmaya karsi
korunmas1 gerekir. Kimyasal koruyucular olmaksizin giivenli ve dogal {iriinler i¢in
tilketicilerin artan talebi, gida otoritelerini ve arastirmacilarini, gidanin iyi

nutrisyonel ve organoleptik ozelliklerini siirdiiriirken, mikrobiyal kalitesini ve



giivenligini gelistirmek ve hafif koruyucu tekniklerin fizibilitesini degerlendirmek
icin aragtirmalar yapmaya yonlendirmistir (85). Nitekim, AB miiktesabatina uyum
cercevesinde yapilmasi beklenen diizenlemeler arasinda gida isletmeleri agisindan
genel hijyen kurallari, mikrobiyolojik kriterler, soguk zincirin muhafaza edilmesi,
numune alinmasi ve analiz gibi gerekliliklerin yerine getirilmesi en fazla onem
tagtyan diizenlemeler olarak goriilmektedir (107).

Hayvansal proteinler ucucu aminoasitleri yeterli ve dengeli bir sekilde
icerirler ve bu nedenle mutlaka insan diyetinde bulunmalidirlar. Giinliik protein
ihtiyacinin yarisimin hayvansal proteinlerden karsilanmasi gereklidir. Kisi basina
diisen hayvansal protein tiiketimi, iilkelerin gelismislik oramini gdsteren bir Olgii
olarak da degerlendirilmektedir (21). Hayvansal proteinler, igerdikleri amino
asitlerden dolayi, insanin biiyiime, gelisme ve saglikli kalabilmesinin yan1 sira beyin
giicliniin gelismesi bakimindan da Onemlidir. Bitkisel proteinlerde bulunmayan
ucucu amino asitler sadece hayvansal proteinlerde yeterli ve dengeli sekilde
bulunmaktadirlar. Dengeli beslenmede bir insanin giinde kg viicut agirhigi icin 1 g
protein tiiketmesi ve bu proteinin en az iigte birinin hayvansal iirlinlerden saglanmas1
gerektigi bildirilmektedir (125).

Aldigimiz  besinlerin  ¢esitli  fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik
degisikliklere ugramasit sonucu kaliteleri ve raf Omiirleri etkilenir (206). Etler,
psikrotrof aerob mikroorganizmalardan kolayca etkilenmeleri nedeniyle soguk
depoda uzun siire bekletilememektedirler ve bu yiizden depolama siireleri sinirhdir.
Olgunlagsmis et bakteriler icin ¢ok uygun bir besiyeri ortami saglamaktadir (240).
Etin mikrobiyal kontaminasyonu et iireticileri ve tiiketiciler icin ciddi bir sorundur.
Bununla birlikte, ette kalite kaybindan sorumlu olan bir diger faktor ise lipit
oksidasyonudur. Bu reaksiyon et ve et iriinlerinin islenmesi ve depolanmasi
sirasinda renk, aroma, tekstiir ve besin degeri iizerinde olumsuz etkiler gosterir. Bu
ylizden kaliteli iirlin gelisimi icin bu degisikliklerin kontrol edilmesi gerekir (116).
Son yillarda kendiliginden oksitlenen maddelerin oksitlenmesini geciktirebilen veya
yavaglatabilen bilesikler olarak goriilen antioksidanlarin gida muhafazasindaki

kullanimlar1 da derinlemesine arastirilmaktadir (126).



1.1. Etin Bilesimi ve Beslenmedeki Onemi

Et, insanlarin beslenmesinde 6nemli yeri olan temel bir besin maddesidir
(240). Yeterli olgunluga erigmis, saglikli biiyiik ve Kkiiciikbag, kanatli ve su
hayvanlarindan uygun sekilde elde edilen yenilebilir hayvansal dokulardir (21).
Kirmizi et ise, biiyiikbas, kiiclikbas ve diger kasaplik hayvanlarin (domuz, yaban
domuzu, at ve tavsan) karkaslarindan elde edilen insan tiiketimine uygun tiim
parcalar olarak ifade edilmektedir (220). Etlerin siniflandirilmasinda sigir, koyun,
keci, domuz, manda, deve, at, kanguru, lama, tavsan ve geyik etleri kirmiz1 etler
grubuna girmektedir (21).

Insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahip olan etin kimyasal bilesimi su,
azotlu maddeler, kas renk maddesi, kas proteinleri, amino asitler, bazlar, yaglar,
karbonhidratlar, vitamin, mineral maddeler ve et enzimlerinden olusmaktadir (150).
Usuliine uygun olarak olgunlastirilan etlerin pH degeri 5,6- 5,8, su aktivitesi (ay)
degeri 0,99 civarindadir (78). lyi kalite ve yiiksek orami ile en onemli protein
kaynaklarindan biri olan etteki protein orani, etin yagli ve yagsiz olusuna gore
degisir. Yagh etlerin doymus yag ve kolesterol icerigi daha yiiksektir. Etler, basta B
12 vitamini, C ve E grubu vitaminleri ile kalsiyum yaninda demir, ¢inko olmak iizere
mineraller acisindan da oldukga zengindir. Ozellikle ette bulunan demirin, viicutta
kullanilabilirligi yiiksek oldugundan, demir eksikligi anemisini dnlemede onemli bir
yeri vardir (105). Viicutta biriken proteinin viicudun kullanabildigi proteine boliimii
ile elde edilen biyolojik deger acgisindan sigir etinin biyolojik degeri oram 75’dir
(240).

Geligmis iilkelerde, kisi bagina giinliikk protein tiiketiminin 102 g oldugu ve
bunun 70 g’min hayvansal kaynakli proteinlerden olustugu bildirilmektedir.
Ulkemizde yaklagtk 84 g olan kisi basina protein tiiketiminin ise ancak 17 g’1
hayvansal kaynakli proteinlerden karsilanmakta, yani tiiketilen giinliik protein
miktarinin % 73’1 bitkisel gidalardan saglanmaktadir (125). Tirkiye’de 2008 yili
verilerine gore kisi basina yillik 20,8 kg et, 171 It siit, 157 adet yumurta tiiketimi
oldugu bildirilmektedir. Tiirkiye’de yillar itibariyle artan iiretime ragmen tiiketimde

arzulanan seviyeye ulasilamadig1 anlagilmaktadir (169).



Hayvansal proteinlerin yeterli diizeyde alinmamasi, yeni nesillerin diisiik
bedensel diren¢ yaninda sinirh bir entelektiiel kapasiteye sahip olmalar1 sonucunu
ortaya cikaracagindan, hayvansal iiriin tiiketimi biiyiik bir dnem tasimaktadir (49).
Hayvansal besinlerdeki protein miktari; ette % 15- 20, balikta % 19- 24, yumurtada
% 12, siitte % 3- 4, peynirde % 15- 25’dir. Bunun i¢in siit, yumurta, beyaz et ve

kirmizi et giinliik olarak diizenli tiiketilmesi gereken besinlerdir (125).

1.2. Tiirkiye’de Kirmiz1 Et Uretimi ve Tiiketimi

Hayvancilik, insan beslenmesinde vazgecilmeyen cesitli besin maddelerinin
tiretim kaynagim olusturma ve insanlarin dengeli beslenmesine katkida bulunma
yaninda, bitkisel liretim ve sanayi artiklar1 ile bagka tiirlii degerlendirilemeyen
alanlar1 degerlendirme ve istihdam yaratma gibi 6zelliklere sahip onemli bir iiretim
sektoriidiir (10). Son yillarda biiyiik ve kiiclikbag hayvan varliklarimiz azalmais;
hayvancilikta, tavukculuk sektorii hari¢, {retimde artiy saglanamamistir.
Hayvancilikta verimliligin diisilk olmasinin en 6nemli nedeni hayvan varli§imizin
onemli bir boliimiiniin diisiik verimli yerli irklardan olusmas1 ve hayvanlara, uygun
bakim ve besleme kosullarinin saglanamamasidir (169). Hayvanciligin gelistirilmesi,
dengeli ve saglikli beslenme i¢in ¢agimiza ve iilkemiz gerceklerine uygun modern
hayvancilik politikalarinin belirlenmesi i¢cin oldukca 6nemlidir (125).

Tiirkiye’de et iiretim istatistikleri konusunda énemli sorunlar bulunmaktadir.
Uretime iliskin veriler Gida, Tartm ve Hayvancilik Bakanhigi'na bagh Gida ve
Kontrol Genel Miidiirliigii (GKGM) ve kurban bayramlarinda kesilen hayvanlarin
derilerini toplayan Tiirk Hava Kurumu’ndan alinmaktadir. Yine de bu verilerin
disinda kayit ve denetim dis1 adaklik, kurbanlik ve kdy kesimlerinin de yapildigr asil
tiretimin daha fazla oldugu belirtilmektedir (10, 225). Tablo 1’de Tiirkiye’de biiyiik

ve kiigiikbas hayvan kesimlerine ait et iiretimleri ve karkas agirliklar1 verilmistir.



Tablo 1: Yillar itibariyle Biiyiik ve Kiigiikbas Hayvan Kesimi, Et Uretimi (108).

Yillar Biiyiikbas Et Uretimi Kiiciikbas Et Uretimi
Karkas Karkas
Agirhg Agirhg
Adet Ton Adet Ton
(kg) (kg)
1980 1.917.910 119.350 62,23 6.766.120 84.645 12,51

1985 2.217.241 267.661 120,72 9.302.620 142.945 15,37
1990 2.372.247 327.974 138,25 9.885.517 148.345 15,01
1995 1.859.080 298.545 160,59 6.336.290 116.240 18,35
2000 2.125.101 358.683 168,78 7.277.022 132.532 18,21

Tiirkiye’de et iiretiminde sigirin payr % 23 civarindadir. Bu deger gelismis
tilkeler icin hesaplanan orana yakin olmakla birlikte Diinya et iiretiminin yaklasik %
40'm1, kirmizi et iretiminin de % 55'ini saglayan domuz eti iiretimde yer
almamaktadir (106). Tiirkiye’nin kirmizi et iiretim deseni 6zellikle domuza dayali
iretim olmadig i¢in, AB ve Diinya et iiretim desenine benzememektedir (10).

Tiirkiye’nin 1970-2004 yillar1 arasindaki hayvan varlifinda biitiin tiirlerde
oldukca 6nemli sayilabilecek bir azalma dikkati ¢ekmektedir. Bu hizli diisiisteki
iretim azalmasi, hayvan basina verimlerdeki artis ile karsilanamamaktadir (10).
Ayrica, et {iriinlerindeki {iretim artis1 niifus artis hizinin gerisinde kaldigindan, kisi
basina kirmizi et ve siit tiiketimleri diisiis gostermektedir (169).

Tiirkiye kisi basina hayvansal iiretimi diisiik iilkeler arasinda yer almaktadir.
Ulke iiretiminin niifusun yeterli ve dengeli bir sekilde beslenmesine yetmedigi
anlamina gelen bu durumun daha dikkat ¢ekici yani, kisi bagina iiretimde uzun yillar
bir artig saglanamamasi, hatta kisi basina hayvansal protein {iretiminin son yillarda
azalmasidir (10). Son yillarda toplam protein aliminda daha az olmak iizere kisi basi
hem toplam protein hem de hayvansal protein aliminda azalma goriilmektedir. Bu
durumdaki ©Onemli paylardan biri hayvansal gida {iretimindeki yetersizliktir.
Diinyadaki ilerlemenin aksine iilkemiz hayvan varlifinda 6nemli bir gerileme s6z
konusudur (225). Tiirkiye’de 1990- 2005 yillar1 arasinda biitiin tiirlerin {iretim

oranlarinda goriilen azalmalar Tablo 2°de verilmistir.



Tablo 2: Tiirkiye- Diinya Kirmizi Et Uretiminin Yillara Goére Degisim
Karsilastirmasi (Birim: Ton) (109).

Kirmiz1 Et Tiirkiye Diinya
Uretimi
Degisim Degisim
1990 2005 % 1990 2005 %0

Sigir 360,704 321,681 -10,8 53.363 59.781 12,0
Koyun 304,000 272,000 -10,5 7.017 8.273 17,9
Keci 66,000 45,000 -31,8 2.651 4.601 73,6
Manda 11,445 1,577 -86,2 2.267 3.117 37,5
Toplam 742,149 640,258 -13,7 65.298 75.772 16,0

Bir¢ok arastirma kisilerin ve toplumlarin refahina paralel olarak hayvansal
yiyeceklere talebin arttigin1 gostermektedir. Bu konuda, et ilk siray1 isgal etmektedir.
Tiirkiye gida iiretimi agisindan Diinya’da ‘kendi kendine yeterli ¢ok az sayida
iilkeden birisi’ oldugu ifadesini sikca gormek miimkiin olsa da, bu kendine yeterlilik
kantitatif olarak ortaya cikmaktadir. Kalitatif olarak beslenmemizde yetersizlik ve

dengesizlik s6z konusudur (15). Veriler Tablo 3’de gosterilmektedir.

Tablo 3: Gelismis Ulkeler ve Tiirkiye’de Kisi Basina Tiiketilen Et Miktar1 (108).

ABD AB TURKIYE
Kisi Bas1 Et Kisi Bas1 Et Kisi Bas1 Et
Tiiketimi (kg) Tiiketimi (kg) Tiiketimi (kg)
Kirmuz Et 71,9 59,9 6,89
Tavuk Eti 44.8 16,1 16,04
Toplam 116,7 76,0 22,94

Ulkemizdeki kisi basina kirmizi et tiiketimi oldukga diisiiktiir. Kirmiz1 etin
fiyatinin beyaz ete gore yliksek olmasi ve tiiketicinin alim giiciiniin oldukca diisiik
olmasi nedeniyle tiiketici egilimlerinin kanatli etine dogru yoneldigi goriilmektedir

(59). Bu sonug Tablo 4’de gosterilmektedir.



Tablo 4: Tiirkiye’de Kisi Basina Hayvansal Uriin Tiiketimi (169).

Uriin Kisi Basina Yillik Tiiketim Miktar:
1970 2008
Kirmizi Et 12,9 5,6
15,8 20,8
Kanath Eti 2,9 15,2

1.3. Kirmuz1 Etin Mikrobiyal Kontaminasyonu

Gida giivencesini saglamanin kosullarindan birisi de tiiketime sunulan
gidalarin gerek hijyenik gerekse besin degeri acisindan yeterli kalite diizeyine sahip
olmasidir (49). Toplu Beslenme (Mass catering) gibi giiniimiizde 6nemi giderek artan
bir sektérde, hizmetten yararlananlarin sayisinin artmasi ve hizmet basamagindaki
herhangi bir noktada olusabilecek gida zehirlenmeleri, 6liimler, ekonomik kayiplar
vb. aksakliklarin yol acabilecegi olumsuz sonuclar sektoriin 6nemini artirmaktadir.
Geligmis iilkelerde kalite ve giivenlik acisindan gerekli yasal onlemler alinmakta ve
konuya bir halk saghigi konusu olarak yaklasilmaktadir. Tiirkiye'de ise halk
saghginda onemli bir konu olarak karsimiza c¢ikan toplu beslenmede, gerek yasal
diizeyde gerekse sektor bazinda bircok belirsizlikler ve sorunlar yasanmaktadir
(210). Tiirkiye’nin hayvansal gida iirlinleri ihracatinin oniindeki en 6nemli engel
tiretim azlig degil hijyen kalitesinin diisiikliigiidiir. Halen AB’ye iiyelik kosullarinin
gerektirecegi hijyen kriterleri bir tarafa, simdiye kadar c¢ikarilmis yonetmeliklerde
Ongoriilen hijyen kriterleri dahi tam olarak uygulanamamaktadir. Bu eksiklik AB
iilkeleri ile olan dis ticaret iliskilerinde daha belirgin bir sekilde ortaya ¢ikmaktadir
(49). Bu acidan bakildiginda, iilkemizde mezbahalarin, canli hayvan ve et nakil
araclarinin temizlik ve dezenfeksiyonunun yeterince yapilmadigi goriilmektedir.
Bunlarin uygun materyalle ve diizenli olarak temizlenmesi ve tagima iglemine
standardizasyon ve tescil getirilmesi gerekmektedir (59).

Gida maddelerinin tagimast gereken mikrobiyolojik degerler, 2009/6 sayili
Tirk Gida Kodeksi (TGK) Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’nde tanimlanmistir
(222). Gidalarin mikrobiyolojik kriterler agisindan TGK’ne uygunlugu, yillik kontrol



programlar1 kapsaminda kontrol edilmektedir (104). Mevzuata uygun olmayan
tiriinler icin 5996 Sayili Kanunda 6ngoriilen yaptirimlar uygulanmaktadir.

Saglik ac¢isindan herhangi bir sakinca tasitmayan kasaplik hayvandan hijyenik
kosullara uyularak elde edilen etin mikroorganizma icermemesi gerekir. Et
riinlerinin dayaniklilik siiresi, etin baglangictaki bakteri sayis1 ile yakindan
iligkilidir. Baslangictaki mikrobiyal yiik fazla ise etin dayanma siiresi kisalir (240).

Et kalitesi ve hijyeni lizerinde en 6nemli rolii post mortem yolla bakteri
bulagmasi oynar. Taze etin bakterilerle ilk bulagma kaynag1 ayaklar, deri, iskembe ve
barsaklardir. Kesim salonunun zemini, ¢alisan is¢ilerin elleri, kiyafetleri, ¢cizmeleri,
bicaklar1 devamli kontaminasyon kaynagi olarak rol alirlar (21, 240). Etin
kontaminasyonu hayvanlarin tasima, kesim, derinin yiiziilmesi, i¢ organlarin
cikarilmasi, parcalama, kemiklerinden ayirma, yikama, sogutma ve paketleme
asamalarinda primer ve sekonder yolla olmaktadir (78).

Hasta hayvanlarin kesimiyle veya etlerin hasta personel ile temas etmesiyle
ette patojen bakteriler goriilebilmektedir. Psikrotrof bakteriler, yikanmayan ve
dezenfekte edilmeyen soguk depo duvarlarinda olduk¢a cok sayida
bulunabilmektedirler. Hasta hayvandan, dinlendirilmemis, ac ve sicakta tutulmus
hayvanlardan elde edilen etlerde ve kani cabuk olarak akitilmayan gdvdeden elde
edilen etlerde bakteriyel bozulma hiz1 yiiksektir (240).

Mikroorganizmalar iiremeleri sirasinda ette protein, karbonhidrat ve yaglari
parcalarlar (240). Bozulmamin ilk asamasinda basta glikoz olmak {izere
karbonhidratlar1 metabolize ederler. Ortamdaki glikozun bitmesi ile ikinci asamada
enerji kaynagi olarak amino asitleri kullanirlar (78). A¢iga c¢ikan parcalanma tiriinleri
de kotii koku olusumuna ve etin bozulmasina neden olurlar (240). Mikrobiyal
faaliyet sonucu olusan peroksitler, hidrojen siilfiir (H.S), amonyak (NHs), aromatik
monoaminler (histamin, tiramin, triptamin, feniletilamin vb.), indol, biyojenik
aminler (kadaverin, putresin vb.) gibi bilesikler et ve iiriinlerinde lezzet ve renk
bozulmalarma, insanlarda ciddi saglik sorunlarina neden olurlar (21). Lipaz
aktivitesine sahip Pseudomonas, Proteus, Micrococcus ve Bacillus ile lipolizin ileri
asamasinda keton olusumu sonucu yogunlagmasina bagl ransidite ve organoleptik
bozukluklar goriiliir (78). Etlerin ylizeysel bakteriyolojik bozulmasinda gittikce

belirgin hal alan yapiskan ve rutubetli bir tabaka olusur. Et rengi solar ve bazen



yesilimsi de olabilen kahverengi- gri arasi renk alir. Anaerob bozulma olan etin derin
kisimlarindaki bozulma ise spor yapabilen Clostridium’lar tarafindan olusturulur. Bu
tiir bozulmada etin kalin kisimlarinda gaz habbeciklerinin olugmasi, rengin kirli griye

doniismesi ve kadavra kokusu olusumu gozlenir (240).

1.4. Ette Bozulma

Mikrobiyal bozulma, cesitli mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu gidada
giivenilirligin azalmasidir. Bunlarin arasinda, bozulmaya neden olan saprofit
mikroorganizmalar ile gida zehirlenmeleri ve infeksiyonlara neden olan patojen
mikroorganizmalar gida giivenligi agisindan Onem tagirlar. Gidalarda bulunan
protein, karbonhidrat, mineral, vitamin ve su gibi dgeler bakteri, kiif ve mayalarin
gelismesi icin uygun ortam saglayan unsurlardir. Mikrobiyal bozulma agisindan
besin maddeleri kadar gidanin pH’si, su aktivitesi, oksidasyon-rediiksiyon
potansiyeli ve inhibitor maddeleri de dnem tagimaktadir. Cevresel faktorler acisindan
gidanin bulundugu ortamin nemi, sicakligi ve ortamdaki gazlar da mikrobiyal
bozulmay1 etkileyen unsurlardir (167). Mikroorganizmalar et ve et {iiriinlerinde
baglica yesillenme, kiiflenme, miik6z olusumu (stimiiksii hal olusumu) asitlenme,
kokusma gibi bozulma belirtilerine neden olurlar (139).

Saglikli bir hayvanin kas dokusu kesimden oOnce steril kabul edilmektedir
(78). Ette patojenik bakterilerin bulunmasi, hayvanin kesimden Once bir
infeksiyonunun veya kesimden sonra bir kontaminasyonun olduguna isaret eder.
Etlerin yiizeyi bakterilerin, kiiflerin ve mayalarin gelisimi icin uygun olmakla birlikte
bakteriler kiif ve mayalara oranla daha hizli {ireyebilirler. Bu nedenle cig etlerde
gorillen bozulmanin ¢oguna bakteriler sebep olmaktadir. Kiifler genelde etin
yiizeyinin kuru ve bakteriyel gelisme i¢cin uygun olmadig1 durumlarda ve 6zellikle et
paketleme endiistrisinde sorun yaratmaktadirlar (167).

Parca etin mikrobiyal yiikii elle temasin fazla olmasi ve depolama kosullar
nedeniyle degisebilmektedir. Kiymalarda bozulma hiicre suyu disar1 ¢iktig1 ve daha

fazla oksijene maruz kaldig1 icin parga etlere gore daha cabuk gerceklesmektedir.
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Hazirlanirken kontaminasyona maruz kalabilmesi nedeniyle hamburger eti gibi

tiriinler oldukca yiiksek bir mikrobiyal yiik icerebilmektedirler (167).

1.4.1. Mikrobiyal Etkenler

Diinyada et tiiketimi arttig1 icin et hijyeni ve giivenligi ile ilgili kaygilar ve
zorluklar1 da artmaktadir. Bu kaygilar gida giivenligi ve halk saglig1 acisindan dnem
tastyan, cogunlukla cig ette ve kanath etinde Escherichia coli O157:H7, Salmonella
ve Campylobacter ile yemeye hazir islenmis iiriinlerde Listeria monocytogenes gibi
patojenler ve etin biyolojik dogasi nedeniyledir (78, 203). Ette Micrococcus,
Staphylococcus, Pseudomonas, Proteus, Achromobacter, Aeromonas, Escherichia,
Aerobacter, Salmonella, Lactobacillus, Microbacterium, Arthrobacter, Bacillus ve
Clostridium bakterileri goriilebilmektedir. Mantar tiirlinden en ¢ok Phycomycetes
sinifinin  temsilcileri Mucracea familyasindan Mucor, Rhizopus, Thamnidium ve
Fungi imperfecti familyasindan Penicillium, Sporotrichum, Trichoderma gibi
mikroorganizmalar goriilebilmektedir. Kiif benzeri mantarlardan en ¢ok Torulopsis,
Rhodotorula ve Oospora’lara rastlanmaktadir (240). Derinin yiiziilmesi sirasinda bu
mikroorganizmalar cogunlukla karkasin yiizeyine bulagmaktadirlar (78). Soguk
kosullarda mezofil mikroorganizmalar gelisemedikleri i¢cin aerob ortamdaki soguk
muhafaza swrasinda Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Moraxella,
Psychrobacter spp. ve Enterobacteriaceae, daha diisiik oranda laktik asit bakterileri
(LAB), Brochotrix thermosphacta, Carnobacterium spp., Leuconostoc spp. ve
Pediococcus spp. predominant florayr olustururlar (78). Ette bulunabilen anaerob
bakterilerden en onemlileri ise Clostridium soyuna dahil olanlardir. Obligat anaerob
olan bu bakteriler, intra vitam ve intra mortem yolla barsaklardan kan ve lenf yoluyla
kaslara gelirler ve uygun 1s1da ¢ogalarak metabolizma {iirlinlerini ortama yayarlar. Bu
bakteriler 15 °C’nin altindaki bir 1sida iireyemezler. Anaerob bakteriler yiizeysel
bakteri bulagmasinda énem tagimazlar (240). Tablo 5’de besin zehirlenmesine neden

olan bazi mikroorganizmalar ve riskli gidalar verilmistir.
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Tablo 5: Baz1 Patojen Mikroorganizmalar ve Riskli Gida Gruplar1 (34).

Etken Riskli Gidalar
Salmonella Et, kilmes hayvanlari, yumurta, siit, peynir, kontamine su
Shigella Kontamine olmus yumurtali salata, sandvic gibi giinliik tiriinler ve su
S. aureus Kiimes hayvanlari, jambon, yumurtali/patatesli salata, kremali iiriin
Campylobacter Kiimes hayvanlari, pastorize edilmemis siit
C. perfringens Et, kiimes hayvanlari, et suyu, Meksika yemekleri
V. parahaemolyticus Deniz iiriinleri
V. cholerae Su, deniz uiriinleri
B. cereus Piring (kusma yapan toksin), sebze ve et (diyare yapan toksin)
Yersinia Siit, domuz eti
EHEC Et, ¢ig siit, taze besinler
ETEC Ozellikle seyahatte tiiketilen salata, ithal peynir, taze giinliik iiriinler
Norwalk viriis Deniz iiriinleri, salatalar
Rotaviriis Su, salata, meyve ve sebzeler

1.4.1.1. Salmonella spp.

Enterobacteriaceae iiyesi ve Gram negatif olan bu bakteriler fakiiltatif
anaerobdurlar, en iyi 6,6- 8,2 pH’da iireyebilirler ve mezofil karakterdedirler.
Salmonellalar genellikle 5,8- 47 ©°C arasinda iireyebilmektedirler (111).
Dezenfektanlara ve 1s1 uygulamasina kars1 genellikle duyarhdirlar, fakat asidik cevre
sartlarina uyum saglayabilirler, donmus muhafazada uzun siire canliliklarini
stirdiirebilirler (78). Salmonella evcil ya da yabani bircok hayvanda bulunabilmekte
ve hayvandan insana kolayca tasinabilmektedir. Ette, kanatli hayvan etlerinde,
dondurmada, siitte, peynirde, yumurtada Salmonellaya rastlanabilmektedir (139).
Baglica kaynagi insan ve hayvan olan Salmonellalar, yine insanlarda ates, kusma,
abdominal agri, ishal vb. gastro intestinal hastaliklara ve septisemiye neden
olabilmektedirler. Bu cinsin bazi iiyeleri gida ile alinmast sonucu gida zehirlenmesi
yapabilmektedirler (111). Minimal infeksiyon dozu 10°- 10° kob/gr olmakla birlikte

serotipin virulensine, bireysel savunma mekanizmasina ve gidanin kompozisyonuna
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bagl olarak farkliliklar gostermektedir. Peynir, cikolata, salam gibi gidalardaki
yiiksek oranda yag igerigi etkenin mide asidine kars1 korunmasini saglayarak infektif
dozun diisiik olmasina neden olurlar (78).

Gida endiistrisinde sogutma prosesinin yavas ve uzun olmasi, yetersiz 1sil
islem (0zellikle hayvansal orijinli gidalarin iyi pisirilmeden tiiketilmesi), proses
asamalarinda kontamine olmus ¢ig gidalarla pismis gidalarin temas: Salmonellanin
gidalarda cogalma nedenleridir. Sektor calisanlar1 da yetersiz kisisel temizlik ve
hijyen veya hastalik belirtisi gostermeden tasiyict olarak bulagsmada rol
oynayabilmektedirler (139). Hayvansal gidalar arasinda basta kontamine kanatl
hayvan etleri, yumurta ve bunlardan yapilan iiriinler, kirmizi et ve iiriinleri,
kontamine siit, pastacilik iiriinleri, krema, dondurma, soslar ve kabuklu deniz

tiriinleri en 6nemli infeksiyon kaynaklaridirlar (78).

1.4.1.2. Shigella dysanteriae

Salmonella ve Escherichia gibi Enterobacteriaceae familyasina dahildir.
Shigellalar hareketsiz, Gram negatif, fakiiltatif anaerob, sporsuz, cubuk bakterilerdir
(111). Tipik mezofil karakterdedirler, 10- 45 °C arasinda ve 5- 9 pH araliginda
iireyebilirler. Iyonize 1513a karsi duyarhdirlar ve kiigiik dozlarda gama isinlariyla
inaktive olabilirler. Primer hedef bolgesi kolon epitelyum hiicrelerine penetre olarak
burada 1stya duyarli endotoksin iiretirler. Shigella bagirsak kanali diginda toksin
olusturmadigindan hastaligin olusumu i¢in canli bakterilerin alinmas1 gereklidir (78).
Oksidaz negatif ozellik gosterirler. pH 4,5’in altinda ve 55 °C de 1 saatlik 1s1
uygulamasi ile oliirler. Shigella’nin normal olarak yerlestigi yer insanlarin barsak
sistemidir ve insanlar bu bakterilerin tek konakgis1 olarak kabul edilmektedir. Ciinkii
diger ciftlik hayvanlarinda goriilmezler. Kontamine gida maddelerinde ve suda
bulunurlar. Kontaminasyon 6zellikle sicak iilkelerde gidalarin ve sularin insan digkisi
ile kirlenmesi sonucunda ortaya cikar. Insandan insana bulastigi, gidalarla da
taginabildigi ancak gidalarin bu bakterilerin ¢ogalmasina olanak tanimadigi, sadece
vektor olarak rol aldigi kesin olarak bilinmektedir. O nedenle de gida kaynakli

infeksiyonlara dahil edilmezler (168). Zayif kisisel hijyen, arac1 gidalar arasinda
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deniz iiriinleri, meyve, sebze, kanath iiriinleri, salatalar gida kaynakli shigellosisde
onemli faktorlerdir (111). Bazi Shigella tiirlerinin un, pastorize siit, yumurta gibi
gidalarda oda sicakliginda uzun siire yasayabildigi gézlemlenmistir. Bazi donmus
gidalarda da uzun siire yasayabildigi rapor edilse de pratikte islenmis gidalarda izole
edilmesine ¢ok az rastlanmaktadir (139).

Mueller Hinton (MH) agar ve MH broth’da bir calismada, karanfilin % 1
(w/v) konsantrasyonda S. sonnei, S. flexneri ve E. coli’ye kars1 antimikrobiyal etki

gosterdigi bildirilmistir (26).

1.4.1.3. Escherichia coli

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan bu bakteri Gram negatif, ¢ubuk
formunda, katalaz pozitif, oksidaz negatif ve fakiiltatif anerob ozelliktedir (111).
Optimum {iremesi 37 °C’de olsa da 7- 45 °C arasinda iireyebilirler. Sicak
uygulamasina direng gostermezler, fakat uzun siire soguk ve donmus muhafazada
canliligin1 koruyabilirler. E. coli suslarimn ¢ogu normal bagirsak florasinda apatojen
olarak bulunmalarina ragmen immun sistemi baskilanmis konaklarda veya bakterinin
gastrointestinal bariyeri agmasi halinde bu suslar da infeksiyona neden olabilirler.
Hemorajik kolitis ve hemolitik iiremik sendrom nedeni olarak enterohemorajik E.
coli O157:H7 serotipini iceren grubun virulensi ¢ok yiiksek ve minimal infeksiyon
dozu ¢ok diisiiktiir (10- 100 kob) ve basta asit olmak iizere bircok i¢ ve dis faktore
kars1 direnglidir (78). Ik defa 1982 yilinda kontamine olmus hamburger kaynakli,
siddetli kanli diyare salgininda bir hastalik sebebi olarak tanimlanan E. coli O157:H7
et, siit, toprak, su ve bitkisel iiriinlere, dolayisiyla her yere bulasabilmektedir.
Infeksiyon dozu 10 hiicreye kadar diisebilen etken ile pastorize edilmemis siitlerle,
diski1 ile kontamine olmus sularda yiizmek veya bu sulari igmekle infeksiyon
goriilebilmektedir (7). E. coli’nin baglica kaynagi digkilar olmakla birlikte sebze,
salata ve yapiminda kullanilan yesil sebzelerin, tarimsal alanlarmm ya da suyun
kontaminasyonunda, organik giibre olarak hayvan atiklarinin kullanim1 veya capraz
kontaminasyonlar bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Organik veya organik

olmayan tarimda patojenlerle tarimsal {iriiniin, topragin ve yiizey sularinin muhtemel
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kontaminasyonu (6zellikle E. coli O157:H7) ile ilgili kaygilar giderek artmaktadir
(78, 139, 146). Herhangi bir 6rnekte E. coli’ye ve/veya fekal koliform bakterilere
rastlanmasi oraya dogrudan ya da dolayh olarak diski bulastiginin ve yine bagirsak
kokenli Salmonella ve Shigella gibi primer patojenlerin de olabileceginin bir
gostergesidir. Bu nedenle hi¢bir gida maddesinde, icme ve kullanma sularinda E. coli
ve fekal koliform bulunmasina izin verilmezken, bazi gidalarda belirli sayida
koliform bakteri bulunmasina izin verilebilmektedir (168).

Cesitli baharatlarin ekstraktlar1 ve yaglar1 disk difiizyon metodunda E. coli’ye
kars1 hardal > karanfil > tar¢in > sarimsak > zencefil > nane sirasina gore inhibitor

etkilere sahiptirler (201).

1.4.1.4. Listeria monocytogenes

L. monocytogenes Gram pozitif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob ve
psikrotrof karakterde bir bakteridir (111). L. monocytogenes psikotrof 6zelligi ile 0
°C ile 45 °C araligindaki muhafaza sicakliginda, % 10 tuz konsantrasyonunda ve 4,3-
9,6 pH araliginda iireyebilmektedir (78). Insanlarda ve hayvanlarda hastalifa neden
olan en 6nemli gida kaynakli patojenlerden biridir. Gida kaynaklarinin giivenliginde
onemli bir tehdit olmaya devam etmektedir. Gidalarin ve yemeye hazir gidalarin
bircogundan izole edilen L. monocytogenes’in buzdolab1 sicakliginda gelisebilmesi
ve zor cevre sartlarinda canhiligim siirdiirebilme kapasitesi nedeniyle, kontrolii bir
halk sagligi sorunu olmustur (144, 148). Gidada, L. monocytogenes’e Salmonella
gibi sifir tolerans verilmektedir (139).

Toprakta, suda, sebzelerde ve digkida bulunabilirler. Ciiriiyen sebzeler, lagim,
silaj, mezbaha artiklari, taze dondurulmus kanatl etleri, taze ve islenmis et iiriinleri,
cig siit, ozellikle yumusak peynirler gibi orneklerde Listeria’ya rastlanmistir. L.
monocytogenes ile kontamine olmus gidalardan kaynaklanan listeriozis vakalarina
olduk¢a sik rastlanmaktadir (7, 239). Pastorize edilmemis siitten yapilan yumusak
peynirlerin yan1 sira pastorizasyon sicakligina dayanikli olmasi nedeniyle pastorize
siitlerde de problem olabilmektedir (139). immun sistemi baskilanmis bireylerde,

yeni doganlarda, kiicik cocuklar ve yaghlarda septisemi, meingitis,
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meningoensefalitis, konjuktivit ve pneumoniden hamile kadinlarda diisiiklere kadar
degisen bir seyir izleyebilmekte ve Oliimlere neden olabilmektedir. Gida ve
hayvandan insana, insektlerden insana, insandan insana, bitki ve topraktan insana
gibi bircok yolla insana gegebilmektedir. Daha ¢ok laboratuvar c¢alisanlari, hayvan
bakicilar1 ve veteriner hekimlerde rastlanan gdz ve deri yoluyla direkt olarak bulagma

da goriilebilmektedir (78).

1.4.1.5. Staphylococcus aureus

Mezofil ozellikte olsa da 6- 48 °C arasinda, 4- 10 araligindaki pH
degerlerinde iireyebilirler, 10- 46 °C arasindaki sicaklik ve 5,5- 6,6 arasinda pH
degerlerinde de toksin iiretebilirler. Ozmotolerant olan S. aureus, diisik ay
degerlerinde iireyebilen en 6nemli patojenik bakterilerden birisidir. Donmaya kars1
dayanikli olan S. aureus 1s1 uygulamasi ile inaktive edilebilmektedir, fakat
enterotoksinleri yiiksek 1siya (100 °C’de 30 dakika) direnglidir. Bu acidan 1s1
uygulanan iiriinler dahi enterotoksin agisindan gida zehirlenmesi riski tasimaktadirlar
(78). Baird-Parker agarda S. aureus’un sayis1 10%gr’dan fazla oldugunda insan icin
tehlikeli olan toksin konsantrasyonunu olusturabilmektedir. Et, bu bakteriden
tamamen armmmis olmasa da konsantrasyonunun minimum infeksiyon dozuna
erismemis olmas1 gerekir (240). Gida kaynakli zehirlenmelerin en yaygin
olanlarindan  birisidir. Diger gida kaynakli hastaliklardan farkli olarak
Staphylococcus zehirlenmelerinde toksin alindiktan sonra belirtilerin baglama siiresi
oldukga kisadir. S. aureus normalde insanlarin burun ve bogazlarinda, dolayisiyla da
el ve saclarinda bulunabilmektedir. Bu nedenle elle hazirlanan gidalarin kontamine
olmasi oldukga kolay olabilmektedir (139).

S. aureus daha cok et, tavuk, balik ve bunlarin iiriinleri, siit ve siit iiriinleri
gibi proteinli gidalar, kremali soslar, salatalar, pudingler, kremali pasta iiriinleri gibi
gidalarda  bulunabilmektedirler. Cig gidalarda diger mikroorganizmalarla
yarigamadiklar1 i¢in genelde Staphylococcus zehirlenmelerine fazla rastlanmaz, fakat
pisme swrasinda diger mikroorganizmalar 6ldiigiinde yarig Staphylococcus lehine

donebilmektedir. Depo sicakligindan en fazla etkilenebilen mikroorganizmalardan
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biri olan S. aureus 1- 5 °C gibi sicakliklarda biiyiiyemez. S. aureus nitrite karsi
olduk¢a dayanikli oldugu icin salam, sosis gibi koruyucu olarak nitrit ilave edilmis
iiriinlerde de sorun yaratabilmektedir (139).

Yapilan bir ¢alismada, S. aureus tizerinde disk difiizyon metodu ile hardal >
karanfil > tar¢in > zencefil > sarimsak > nane seklinde siralanan inhibitor etkinligi
kuyu metodunda karanfil > tacin > hardal > zencefil > sarimsak > nane seklinde

siralanmaktadir (201).

1.4.1.6. Bacillus spp.

Bacillus’lar Gram pozitif, endospor olusturan, aerob bakterilerdir ve
cogunlukla mezofil olsalar da minimum 4- 5 °C’de, maksimum 48- 50 °C’de, 4,9- 9,3
pH araliginda {ireyebilirler (111). B. subtilis subtilin adli bir bakteriyosin
tiretmektedir. B subtilis, B. amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus bakteryel o—
amilaz enzim uretiminde kullanilirlar, amiloz ve amilodekstrini dekstrinlere
parcalarlar. Bununla birlikte B cereus’un bazi suslar1 ise gida zehirlenmesine neden
olmaktadirlar (7). Bacillus soyunda bulunan bakteriler basta toprak olmak tiizere
degisik cevresel sartlarda yaygin olarak bulunabilen saprofitlerdir. Endosporlarla 1si,
soguk, tuz vb. olumsuz sartlara oldukca direnglidirler. Toprakta bulunmalari
nedeniyle bitkisel gidalar1 kontamine etseler de et, siit, yumurta gibi iiriinlerde
siklikla bulunabilmektedirler (78). Siit ve etin yaninda, baharatlarda, kuru gidalarda,
tahillarda 6zellikle pirincte, patateste, pudinglerde, corbalarda, soslarda ve makarnali
yemeklerde de bulunabilmektedir. Problemler genel olarak, servis dncesi sicakligin
diisik olmasi veya sogutma zamanimin uzun olmasindan kaynaklanmaktadir.
Hastalik toksin kaynakli olustugundan bir insandan digerine bulasma goriilmez
(139).

Disk difiizyon analizi ile degerlendirilen farkli baharat ekstraktlarinin B.
cereus’a kars1 inhibitor aktiviteleri karanfil > hardal > tar¢in > sarimsak > zencefil >
nane olarak siralanmaktadir (201). Bagka bir kaynakta ise gida kaynakli patojen olan
B. cereus’un gelisimi iizerine en etkili yagin, tar¢in ugucu yagi oldugu, mercankosk

ve kekik, karanfil, adacayr ve biberiyenin ise daha sonra siralandigi bildirilmistir
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(231). Carrot broth ortamda 100 mlI’de 2 pl cinnemaldehyde’in varli@inin diisiik
sicaklikla birlikte (< 8 °C) B. cereus susunun spor germinasyonunu ve biiyiimesini

inhibe etmek i¢in yeterli oldugu ortaya konmustur (230).

1.4.1.7. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) Gram pozitif, mikroaerofilik, sporsuz, cubuk,
kok veya kokobasil formda, oksidaz ve katalaz negatif, nitrat rediiksiyonu negatif,
jelatinaz negatiftir. Bazilar1 15 °C gibi diisiik sicakliklarda, bazilar1 da 45 °C gibi
yiiksek sicakliklarda iireseler de genellikle optimum 30- 40 °C’de iirerler.
Lactobacillus’lar en iyi hafif asidik ortamlarda pH 4,5- 8,6’da iirerler. Yiiksek tuz
konsantrasyonunu tolere edebilirler. % 5 CO, konsantrasyonu iiremelerini stimule
eder. Suslar genelde zayif lipolitik ve proteolitiktir. Kompleks besin maddelerinin
varliginda {ireyebilirler. Enerji kaynagi olarak fermente edilebilir sekerleri
kullanirlar. Niikleotid, amino asit ve vitaminleri sentezleyemediklerinden dolay1
gelismek icin riboflavin, folik asit, pridoksal fosfat, piirin ve primidin bazlar1 ile
amino asitlere ihtiya¢ duyarlar (7, 110). Urettikleri bakteriyosinler genis bir inhibit6r
spektrum gosterirler. Geleneksel fermente gidalardan bakteriyosin iireten laktik asit
bakterilerininin  identifikasyonunda, bakteriyosinlerin amilaz ve katalaz
enzimlerinden etkilenmedikleri fakat proteolitik enzim uygulamasinda aktivitelerini
tamamen kaybettikleri goriilmiistiir. Istya stabil olan bu bakteriyosinler otoklav
1s1sindan sonra ve pH 8’in altinda da aktiftirler. 121 °C’de 15 dak., 80 °C’de 1 saatlik
1s1 uygulamalarinda, pH 3- 8 gibi genis bir pH aralifinda aktivitelerini
siirdiirebildikleri belirlenmistir (110).

Ette lireyebilen bir mikroorganizma grubu olan laktobasillerin varliginda
ortamdaki Salmonella gibi birtakim patojenlerin yasamasi engellenmektedir (139).
Laktik asit bakterilerinin gelisimi antibakteriyel uygulama ile inhibe edildiginde, bu
bakterilerin antimikrobiyal aktivitesi sonucu azalan Enterobacteriaceae sayisinda bir
artisa yol actig1 ortaya ¢ikmistir. Boylece, popiilasyondaki artislar1 ve kotii koku
ozellikleri ile etin erken bozulmasina sebep olabilecegi degerlendirmesi yapilmistir.

(152).
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1.4.1.8. Pseudomonas spp.

Gram negatif, katalaz pozitif, aerobik karakterde olan bu cinsin baz tiirleri
oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir ve gidalar icin 6nemli pek cok ozellige
sahiptir. Aerobik olmalar1 dolayisiyla gidanin yiizeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu
okside iiriinler ve mukoz maddeler olusturular. Baz1 tiirleri proteolitik ve lipolitik
aktiviteye sahiptirler (7). Minimum beslenme gereksinimi olan bir bakteridir. Kendi
gelisimleri i¢in gerekli faktorleri ve vitaminleri sentezleme yetenegindedir. Toprakta
clirlimiis bitki ve ¢igeklerde, musluk suyunda ve hatta distile suda dahi yasayabilirler.
Suyu ve nemli ortami1 sevdikleri icin hastane ortaminda kolayca yasayabilmektedirler
(168). Depodaki iiriiniin giivencesi ve etin raf omrii, et endiistrisi i¢in onemli bir
sorundur. Buzdolabindaki etin bozulmasi, yapiskanlik, gaz iiretimi, renk bozulmasi,
kotii koku ve aroma olusmasi kismen Pseudomonas tiirii bakteriler tarafindan olur
(68). Psikrotrof ve mezofil olarak iireyebilirler ve 6zellikle sogukta saklanan et,
tavuk, yumurta ve deniz iiriinlerinin birinci derecede bozulma etmenidirler. Kasaplik
hayvan etlerinin yiizeyleri cogunlukla 10 10* kob/cm’ diizeyde aerob mezofil canli
ile kontaminedir. Mezofil bakteriler etin muhafaza edildigi soguk kosullarda
cogalamadiklarindan, aerob kosullardaki soguk muhafazada durum tersine donerek
predominat flora Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., psychrobacter spp.,
Moraxella ve psikrotrof Enterobacteriaceae tarafindan olusturulur (78).

P. aeruginosa saprofit bir tiir olmakla birlikte gastroenterik hastaliklara neden
olabilmektedir (7). Pseudomonas’lar, dzellikle P. aeruginosa bitki orjinli biyoaktif
bilesenlerin ve ucucu yaglarin etkisine kars1 en az hassasiyet gosteren bakteri

grubudur (45, 50, 152).

1.4.1.9. Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica Gram negatif, oksidaz negatif, sporsuz, fakiiltatif
anaerobik bir bakteridir. Yersinia’lar psikrotrof bakteriler olup optimum {ireme
sicakliklar1 22- 29 °C arasinda olsa da -2 ile 45 °C arasinda da iireyebilmektedirler.
37 °C’de hareketsiz olmalarina ragmen 30 °C altinda hareketlidirler (111). Aside ¢ok
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duyarhdirlar. Fermente gidalarin mikrofloralar1 Y. enterocolitica tizerinde bakterisit
ve bakteriostatik etki gostermektedirler. Enterotoksijenik E. coli suslarmin
olusturdugu toksinlere benzer yapida 1siya direngli toksinler olusturabilirler. Y.
enterocolitica siklikla gastrointestinal sistemde infeksiyon yapan ve yangiya neden
olan invaziv karakterde patojen bir bakteridir (78). Gelisebildikleri pH siirlar1 4- 10
(optimum 7,6) gibi genis bir sinirdadir. Iyonize ve UV radyasyon uygulamalarina,
sodyum nitrat ve nitrite ¢cok duyarhdir. % 5 konsantrasyondaki tuza direng
gosterebilirler (7). Hayvansal gidalar etkenin insana gecisinde baslica rolil iistlenirler.
Domuz, sigir ve koyun eti, siit ve siit {iriinleri, deniz iiriinleri bu gidalar
arasindadirlar. Etken ayrica kopek, kedi, kuslar, geyik, rodent, mink, kurbaga, balik

deniz kabuklular1 gibi hayvanlar ile gidalardan ve sulardan izole edilmistir (78).

1.4.2. Oksidatif Etkenler

Gidalardaki dogal enzimlerin pek cogu gida bilesenlerinin par¢alanmasina
neden olarak besin degerini diisiirebilmekte ya da istenmeyen degisimlere sebep
olabilmektedir. Yaglarin acilasmasi (ransidite) ve meyve, sebzelerdeki enzimatik
esmerlesme bunlara ornektir. Bir¢cok gidada iiriinii olusturan bilesenler ile havanin
oksijeni arasinda kendiliginden ortaya ¢ikan ve “otooksidasyon” denen tepkimeler
olusur. Bazi oksidasyon tepkimeleri gidalarda istenirken pek ¢ogu vitamin
kayiplarina, renk degisimlerine, yaglarin bozulmasina, besin degerinin azalmasina,
arzu edilmeyen tat- koku olusumuna neden olmalarindan dolay: istenmemektedirler
(117). Lipit oksidasyonu, ette mikrobiyal bozulma kadar kalite kaybindan sorumlu
olan bir diger faktordiir. Et ve et iirlinlerinin islenmesi ve depolanmasi sirasinda
olusarak renk, aroma, tekstiir ve besin degerini olumsuz etkilerler (116). Genelde yag
ve yag iceren gidalar i¢in oksidasyon s6z konusu olsa da karbonhidratlar, proteinler
ve pigmentler gibi diger bilesenlerde de oksidatif degismeler meydana
gelebilmektedir (92).

Lipitlerde olusan oksidatif tepkimeler olusum sekli ve kosullarina bagli olarak
kimyasal ve enzimatik olabildigi gibi otokatalitik, termik oksidasyon, oksi-

polimerizasyon (kuruma) ya da bunlarin karigimi seklinde de olabilmektedir. Ancak
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hangi sekilde olursa olsun ortamdaki oksijen ve yapida bulunan doymamislik, her
zaman tepkimelerin baslamasina neden olan temel iki faktordiir. Bunun diginda
ortam sicakligi, 151k ve ¢ok degerlikli metallerin ortamda bulunmasi da 6nem tasir.
Lipitlerin otooksidasyonu birbiri i¢ine girmis karmasik tepkimelerin tlimiinii
kapsadigi icin kompleks bir mekanizmadir. Bu otooksidasyondaki tepkime hizi,
kismi oksijen basinci, lipidin oksijenle temas ettigi yiizey genisligi, yag
bilesimindeki yag asitlerinin cesit ve miktari, sicaklik ve nem gibi depolama
kosullar1 ile icerdigi pro- ve antioksidanlarin etkinlik ve miktarina baglh olarak
degisiklik gostermektedir (117).

Lipitlerdeki bozulmalar baslica;

Hidroliz: Serbest yag asidi ve gliserol olusumu ile sabunumsu tat ve koku
olusmasi,

Acillasma: Doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu,

Tat degisimi: Ozellikle balik yagi ve soya ya§i gibi yaglarda yiiksek
derecede doymamis yag asitlerinin oksidasyonu sonucu tat bozulmas,

Polimerizasyon: Doymamis yag asitleri arasindaki baglarin koparak iki
karbon arasinda oksijen baglar1 olusumuyla karakterizedir (58).

Proteinlerin serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri amino asit
kompozisyonlarina bagl olarak degismekle birlikte, yag asitlerine gore daha az
hassastirlar. Doymamis bag ve siilfiir ihtiva eden molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yliksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, methionin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler kolaylikla etkilenirler (9). Hemoglobin
gibi Hem proteinleri 6nemli oranda zarar goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin
stiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu methemoglobin olusumuna
neden olur (13). Etin istenen kirmizi rengini temel pigmenti olan oksimyoglobin
verir. Ancak Fe* iceren oksimyoglobin ve deoksimyoglobinin (ete mor renk verir)
Fe™ iceren metmyoglobine oksidasyonu et renginin istenmeyen kahverengiye
doniismesine neden olur. Bu, ette dogal olarak bulunan oksidasyon/ rediiksiyon
enzimleri tarafindan oksijen varliginda gerceklesir (213). Bu agamada pigmentlerin
renk degradasyonunu antioksidanlar da dahil herhangi bir katki maddesi
engelleyememektedir. Bu nedenle hemoglobin iceren gidalarda rengin kontroliinde

belirli gazlara gecirgen olan ambalaj maddeleri kullanilmaktadir. Antioksidanlar
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mum, parafin ve polimerler i¢inde veya emiilsiyon halinde gida ambalajlarina ilave
edilirler ve buharlagma yoluyla da gidalarin icine gegisi saglanmaktadir (92).

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, peroksidatif hasara
olduk¢a duyarli olan Deoksi- Ribo Niikleik Asit’i (DNA) etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime neden olurlar (13). Karbonhidrat oksidasyonu sonucunda
gidalarda renk ve aromada Onemli degisiklikler olmaktadir. Genellikle
kahverengilesme (esmerlesme) reaksiyonlar1 en basta olmak iizere, karoten gibi
dogal pigmentlerin okside olmasiyla gidanin renginde, tadinda ve kokusunda
bozulmalar gozlenir (58). Oksidatif bozulma son iiriiniin lezzet ve aroma gibi
organoleptik ozelliklerini degistirebilmekte, tiiketici tarafindan kabul edilirligini
olumsuz yonde etkileyebilmekte ve saglik acisindan olumsuz etkiler
gosterebilmektedir (215).

Lipit iceren gidalarda ilk oksidasyon {iriinleri genelde belli bir depolama
siiresinden sonra ortaya ¢ikmaktadir. *’Indiiksiyon periyodu’’ denen sipesifik evrenin
asilmasindan sonra tepkimeler hizlanmaktadir. Bununla birlikte, bilesimde
prooksidan maddeleri fazla, antioksidan etkisindeki maddeleri az oranda iceren
gidalardaki lipitler bir indiiksiyon periyodu gecirmeden, siiratle oksidasyon
tepkimesine girmektedirler (117). Hayvansal iirlinlerde lipit oksidasyonu yiiksek
oranda doymamis yag asitleri iceren membran fosfolipitlerinde {iiretim, isleme,
pisirme ve depolama sirasinda olusur. Oksidasyonun ilk iiriinii kokusuz olan
peroksitlerdir, fakat daha sonra hidrokarbonlar, aldehitler, ketonlar, alkoller ve
organik asitlere pargalanirlar. Bu ikincil oksidasyon {iriinleri ise iiriiniin rengini,
kokusunu, tadmi, aromasini, yapisint ve dolayisiyla raf omriinii etkilemektedirler
(112, 142). Genellikle doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu ile ucgucu
bilesiklerin olugmasi ve istenmeyen tat- koku olusumu seklinde ifade edilen
ransiditenin zincir reaksiyonu asagidaki gibi 6zetlenebilmektedir:

Baslangic: X + RH— R + XH

[lerleme: R + 0, — ROO

ROO" + RH — ROOH + R
ROOH — RO, + ROO" + H,O

Bitis: R, RO, ROO" — Stabil bozulma iiriinleri (aldehit, keton, alkol

vb.).



22

RH: Yag asidi esterleri

R : Yag asidi serbest radikalleri

ROO : Peroksit yapisindaki serbest radikaller
ROOH: Yag asidi hidroperoksitleri (188).

Sonu¢ asamasinda hidroperoksitler 1s1 ya da metal katalizorlerin etkisi ile
aldehit, keton, ester, alkol, alkil radikal ve kisa zincirli hidrokarbon gibi acilagmig
yaglardaki aci tat ve lezzeti olusturan sekonder iirlinlere parcalanirlar (92).

Gidalarda oksidasyonun kontrolii oksijenin uzaklastirildigi ya da uygun
kimyasallarmm kullanildig1 isleme ve paketleme teknikleriyle saglanabilmektedir.
Antioksidanlar oksidatif ransidite ve oksipolimerizasyon etkisiyle meydana gelen
bozulmalar1 6nleyebilmelerine ragmen oksidasyon siirecini geri dondiiremezler veya

hidrolitik acilagsmanin gelisimini durduramazlar (143).

1.5. Et ve Uriinlerinde Kullamlan Muhafaza Yontemleri

Minimal iglenmis, kolayca hazirlanan ve yemeye hazir taze gidalara talebin
artmasi, gida ticaretinin kiiresellesmesi ve merkezi islemeden dagitim gida giivenligi
ve Kkalitesi i¢in ©nemli zorluklar1 barindirir. Son zamanlardaki gida kaynakli
mikrobiyal hastaliklar, gidada kaliteyi, tazeligi ve giivenligi siirdiiriirken ayni
zamanda mikrobiyal biiylimeyi inhibe edecek yenilik¢i yollarin arastirilmasini
zorunlu kilmaktadir. Giivenligin ve kalitenin yiikselen bir marjim1 saglamak igin
paketlemeyi kullanmak bu yollardan biridir. Ambalaj teknolojileri gidanin raf
Omriinii uzatmak ve patojenlerden kaynaklanan riski azaltmak i¢in 6nemli bir rol
oynamaktadirlar (17). Gidalarin saklama ya da depolama kosullar1 ve stabiliteleri
degisik kosullarda test edilerek bulunmaktadir. Bir iirliniin raf omrii kullanilan
hammaddenin hasadindan sonra gecen zamana, tiirline, proses tipine, paket
malzemesinin Ozelliklerine ve sicaklik, nem gibi cevre kosullarina, depolama
sirasindaki fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik degisimlere baghdir (121, 139).
Gidanmin raf Omriinii uzatmak ve korumak icin bagvurulan giincel teknolojiler
kimyasal koruyucular, 1sitma prosesi, modifiye atmosfer paketleme (MAP), vakum

paketleme (VP) veya sogutmay1 icerir (89). Gidalar sogutma, dondurma, kurutma,
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tuzlama, salamura ve tiitsiileme gibi yontemlerle de saklanirlar (235). Et Uriinleri
Tebliginin 5. maddesinde saglik kontroliinden gecen ve insan tiiketimine uygun
oldugunu belirtir saglik damgasi tasiyan etlerin, 1s1l islem uygulanarak, kiirlenerek,
marine edilerek, kurutularak, tiitsileme veya olgunlastirma islemi uygulanarak
iiretilebilecegi ve et iiriinlerinin iiretiminde izin verilen katki maddeleri, aroma
maddeleri, gida maddeleri ve lezzet vericilerin kullanilabilecegi belirtilmistir. Yine
bu Teblig’de ‘isleme’ tamimi altinda ‘karkas eti iirlinleri veya sakatat iriinleri
iretilirken kullanilan etin muhafaza siiresini uzatmak amaciyla bagka bir gida
maddesiyle birlikte veya tek basina 1s1 uygulamasi, tiitsiileme, tuzlama, marinasyon,
kiirleme, pisirme, emiilsifiye etme, olgunlastirma veya kurutma gibi fiziksel ve/veya
kimyasal islemlerden gecirilmesinden’ bahsedilmektedir. Burada ‘Is1 uygulamasr’
kuru veya nemli 1s1 uygulamasini, ‘Marinasyon’ etin tuz, bitkisel yag gibi ¢esitli gida
maddeleri ve gerektiginde lezzet vericiler kullanilarak muamele edilmesini,
‘Tuzlama’ et iiriinleri islenmesinde tuz kullanilmasini, ‘Kiirleme’ etin korunmasi ve
daha lezzetli hale getirilmesi amaciyla tuz ve katki maddelerinin iiriiniin her tarafina
dagitilmast islemini, ‘Tiitsiileme’ et iiriinlerini korumak rengi ve tadi gelistirmek,
antimikrobiyal ve antioksidan etki saglamak icin uygulanan iglemi, ‘Olgunlastirma’
etin tuz ve katki maddeleriyle birlikte uygun klimatik kosullar altinda neminin yavas
ve kademeli olarak azaltilmas1 yoluyla dogal fermentasyona veya enzimatik igleme
tabi tutulmasi sonunda zaman igerisinde {iiriine tipik duyusal ©zeligini veren
degisikliklerin meydana gelmesini, ‘Kurutma’ dogal veya yapay yollarla su
iceriginin diisliriilmesi islemini, ‘Pisirme’ etlerin gerektigi kadar 1sitilarak yenilebilir
duruma getirilmesi islemini, ‘Emiilsifiye etme’ etlerin emiilsiyon haline getirilerek
cesitli islemlerden gecirilmesini ifade eder (221). Fakat, bu gibi gida proses
teknolojileri, L. monocytogenes gibi istenmeyen gida patojenlerini elimine edemezler
veya mikrobiyal bozulmay1 tamamen geciktiremezler (89).

Patojen mikroorganizmalarin neden olduklar1 yeni gida kaynakli salgin
hastaliklarin ortaya cikis insidenslerinin yiikselmesi ile gida giivenligiyle ilgili
endiseler de yiikselmektedir. Bozulma yapici ve patojenik mikroorganizmalarin
gelismesini inaktive veya inhibe etmede kimyasal koruyucularin ve yapay
antimikrobiyallarin kullanimina iligkin bir tedirginlik de gelismektedir (211).

Giiniimiizde gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlar hem insan sagliginda hem
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de ekonomide olumsuz etkileri ile biiyiik bir sorun olustururlar. Gida teknolojisinin
ilerlemesine karsin gida kaynakli hastaliklarmn sayis1 da hizla artmaktadir. Ozellikle
gida kaynakli patojenler olan L. monocytogenes, Salmonella, C. jejuni, E. coli
O157:H7 gibi patojenlerin ve bozulma bakterilerinin gida teknolojisinde ve halk
saglhiginda olusturduklar1 tehlike arttikca gida sanayinde farkli modern teknikler ve
koruyucu maddeler 6nem kazanmaktadir (54, 100).

Gidalara cesitli yollarla bulasan mikroorganizmalar, gidalar1 kendi gelisimleri
icin besin kaynagi olarak kullamirlar. Bulasmadan sonra besin dgelerini kullanir,
hizla cogalir, enzimatik degisikliklere yol acar ve yeni bilesikler sentezleyerek veya
mevcut bilesikleri pargalayarak hosa gitmeyen tat ve aroma olustururlar. Gidalarda
mikrobiyolojik gelismeyi besin dgeleri (protein, karbonhidrat, yag, vitamin, mineral
vb.), su aktivitesi, asitlik, pH, sicaklik, redoks potansiyeli (gidanin veya ortamin
oksijen icerigi), inhibitor bilesikler (asetik, sorbik, propyonik asit, furfural vb.), 151k,
gidanin bulundugu atmosferdeki gazlar (azot, karbondioksit, oksijen) gibi faktorler
etkilemektedir (60, 121). Mikrobiyal bozulma ve oksidatif reaksiyonlar sonucu
meydana gelen kalite kayiplar1 6zellikle kolay bozulabilen gidalarin raf omiirlerini
sinirlamada en fazla etkiye sahiptir (130). Kolayca bozulmaya egilimli olan gida
maddeleri i¢in raf 6mrii biiyiik onem tagimaktadir. Gidalarin raf omiirlerini artirmak
icin uygulanan temel islemlerin tiimii, bozulmaya neden olan etmenleri,
mikrobiyolojik enzimatik, kimyasal ve fiziksel degismeleri sinirlamaya veya
tamamen ortadan kaldirmaya yoneliktir (121, 235). Raf Omrii tayininde
mikrobiyolojik parametrelerden, gidalardaki kimyasal ve fiziksel degisimlerden ya
da duyusal testlerden yaralanilir (121).

Gida koruma, diisiik bir bozulma potansiyeline sahip giivenli {riinler
saglarken ham maddenin kalite, fizikokimyasal 6zellikleri ve islevselligini korumak
icin gida isleme sirasinda uygulanan bir girisimdir. Bu, sonraki {iriiniin degismesiyle,
bilerek tasarlanmis islem olarak gerceklestirilir (43). Antibiyotiklere ihtiyacin
azalmasi, gidalarda mikrobiyal kontaminasyonun kontrolii, istenmeyen patojenleri
elimine etmek ve/veya mikrobiyal bozulmay1 geciktirmek icin raf omriinii uzatan
teknolojilerin gelistirilmesi, insanlarda immun hiicreleri kuvvetlendirmek veya
patojenik mikroorganizmalar tarafindan antibiyotik direncinin gelismesini azaltmak

gibi yararlara da sahiptirler (90, 174).
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Gida kaynakli patojen kontrolii iiriin Oncesi, iiriin sonrasi, isleme, depolama,
dagitim, ticaret, hazirlik, servis ve tiikketimde birlikte hareket etmeyi gerektirir (203).
Son zamanlarda saglik sartlarim giiglendirmek ve hastalik risklerini 6nlemek i¢in et
ve et Uriinlerinin fizyolojik fonksiyonlarim gelistirmeye ¢cok onem verilmektedir. Bu
gelisim hayvan iiretimi, karkas kompozisyonu ve taze et kalitesini gelistirmek i¢in
hayvan diyetlerine konjuge linoleik asit, vitamin E, omega 3 yag asitleri ve selenyum
iceren fonksiyonel bilesiklerin ilavesi ile gerceklestirilebilmektedir. Ayrica, sebze
proteinleri, diyetlik fiberler, sifali ot ve baharatlar ve laktik asit bakterileri gibi
fonksiyonel ingredientler tiiketiciler i¢in fonksiyonel degerlerini gelistirmek iizere
proses boyunca et {iriinlerine direkt ilave de edilebilmektedirler (242). Gida
koruyucular dahil antimikrobiyal ajanlar, igslenmis gidanin raf 6mriinii uzatmak ve

gida kaynakli bakterilerin inhibe edilmesini saglamak {izere kullanilmaktadirlar (68).

1.5.1. Sogutma

Bozulma yapan enzimatik ve kimyasal reaksiyonlar1 geciktiren sogukta
saklama tekniginde, et ayn1 zamanda dinlendirilmeye (olgunlastirma, gevreklestirme)
brrakilmaktadir (235). Cogu patojen i¢in gelismelerini baskilayici etkiye sahip olan
buzdolab1 sicakliginda L. monocytogenes ve Y. enterocolitica gibi baz1 psikrofil-
psikrotrof bakteriler yavas da olsa iireyerek halk sagligi agisindan risk olustururlar.
Pseudomonas ve Enterococcus gibi gidalarda en cok bulunan psikrotroflar ise et,
balik, tavuk gibi sogukta muhafaza edilen iiriinlerin bozulmasina neden olurlar (78).
Soguk muhafaza, sorun yaratabilecek mikroorganizma tiiriniin degismesine veya
cogalma hizinin diismesine neden olur, ancak mikroorganizma biiyiimesine engel
olamamaktadir. Bu nedenle, gida zehirlenmesi veya sporlanmaya neden olan bir¢ok
mikroorganizma diisiik sicakliklarda da itireyebildikleri icin buzdolabinda saklanan
gidalarda bozulmaya neden olabilirler (139, 240). Gidalarin soguk zinciri, korumaya
yardimci olabilir fakat iiriiniin biitiin giivenligini ve kalitesini garanti edemez. Ayrica
diyet, beslenme aligkanliklar1 ve gida proses pratiklerindeki degisiklikler ve hazir
gida talebinin artmasi gibi gelismeler, patojen kaynakli bildirimlerin artmasina neden

olmaktadir (133).
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1.5.2. Dondurma

Dondurma islemi ile {riintin sicakligt ve a, degeri disiirildiigli icin
mikrobiyal ve enzimatik faaliyetler azaltilarak veya tamamen durdurularak iiriiniin
kalitesi korunur. Diisiik sicaklik derecelerine mikroorganizmalarin duyarliliklar:
farklhidir. Kiifler en dayanikli mikroorganizmalar olup bunlar1 sirasiyla mayalar ve
bakteriler izlemektedir. Donma hizimn yiiksek olmasi halinde donmus etin kalitesi
taze et kalitesine yakin olmakta, fire oran1 azalmakta ve donma siiresi kisalmaktadir
(21). Dondurma yontemi ile taze sigir eti 1 yil veya daha uzun, dana eti 10- 12 ay,
koyun eti 8- 10 ay, domuz eti 6 ay bozulmadan saklanabilmektedir. Dondurma
isleminin hizli yapilmasi daha iyi sonu¢ verir. Yavas dondurulmus etlerin oda
sicakliginda 6z suyu kaybi, hizli dondurulanlara gore daha ¢ok olur. Mikrobiyal
bliyiime acisindan ise yavas dondurmanin (biiyiik kristal yapisi) organizmalar
tizerinde daha Oldiriicii etkiye sahip olduklar1 goriilmiistir (235). Gidanin
dondurulmus olmasi i¢in tamaminin kat1 faza gegcmesi gerekmektedir. Aksi halde tat,
renk ve tekstiirde istenmeyen degisimler olabildigi gibi donmayan kisimlarinda
psikrotrof mikroorganizmalar da biiyiiyebilmektedir (139). Dondurma isleminin,
¢coziinme sonrasi orijinal rengin geri kazanilmasinda, yiiksek basing uygulamasinin

zararh etkisine kars1 biftek etini korudugu da ortaya konmustur (82).

1.5.3. Kurutma

Su aktivitesi (aw) degeri mikroorganizmalarin gelismeleri lizerinde en etkili
faktorlerden biridir. a,, degeri 0,95’in iizerindeki gidalar daha ¢abuk bozulurlar.
Ozellikle Gram negatif bakterilerden Pseudomonas’lar (0,97) a, degerinin
diismesine ¢ok duyarlidirlar. Teknolojik olarak tuz ilavesi veya seker gibi
coziinebilen maddelerin ilavesiyle a,, degeri diisiiriiliir (78). Geleneksel olarak etin
kurutulmasi havada bekletme ile yapilmaktadir. Kurutulmakta olan etin suyunu daha
cok vermesi icin onceden et tuz (NaCl) ile ovulur. Kurutma islemi ile etin rutubeti %
10’un altina diisiiriiliir. En ¢ok Giliney Amerika ve Hindistan’da bu ydntemle etin

muhafazas1 yapilmaktadir. Pastirma, iilkemizde kullanilan havada kurutma teknigi ile
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hazirlanmig, kiirlenmis, preslenmis, cemenle kaplanmis ancak pisirilmemis ve
fermente edilmemis orta nemlilikteki bir et {iriiniidiir (119). Ancak pastirmada
tuzlama disinda baharatla muamele gibi islemler de uygulanmaktadir. Tuz, ette

bakterilerin iremesini engelleyerek prezervatif etki gostermektedir (235).

1.5.4. Tiitsilleme (Dumanlama)

Tiitstileme gidalara lezzet verme, istenen rengin olusturulmas: ve tekstiiriin
iyilestirilmesi yani sira islem sirasinda olusan kimyasallarin antimikrobiyal ve
antioksidatif etkileri ile muhafaza siiresinin uzatilmasin1 saglayan kayin, mese veya
ardic gibi sert agaclarin dumanina tutulmasiyla uygulanan eski bir yontemdir (14, 78,
235). Tiitsiillenmis, kurutulmus, tuzlanmig veya salamura edilmis etlerdeki mikroflora
diisiik su aktivitesi nedeniyle az olmaktadir. Kiirlenmis etlerde daha ¢ok Gram pozitif
bakteriler, kiifler ve mayalar gelisebilmektedir (167). Mikrobiyal gelisim acisindan
geleneksel tiitsilleme yontemiyle onemli farkliik gostermedigi bildirilen sivi tiitsii
kullaniminin uygulama kolaylig1 ve zamandan tasarruf saglayan, tiretim maliyetini
azaltan, standart Uriin saglama kolayligina sahip olusu ve karsinojenik etkili
polisiklik hidrokarbon bilesiklerini icermemesi nedeniyle saglik acisindan Oonemli

avantajlar1 bulunmaktadir (123).

1.5.5. Etin Nitratla Islenmesi

Nitratin dogal kaynaklarinin kullanimi ile kiirlenmis etlerin giivenligi,
ozellikle nitritin C. botulinum tarfindan iiretilen toksini 6nlemek icin ¢ok etkili bir
antimikrobiyal olmast ve rezidual nitrit konsantrasyonunun karsinojenik
nitrozaminlerin potansiyel olusumunda iyi bilinen bir risk faktorii olusuyla onemli
bir konudur (192). Bugiin nitratlar, sosis, sucuk, pastirma gibi et iiriinlerine
prezervatif ve et renginin korunmasi amaciyla katilan "besin katki maddeleri”

arasinda yer almaktadirlar. Ilave edilecek miktar ilgili tiiziikk ve yonetmeliklerde
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belirtilmistir. Nitritin yiiksek konsantrasyonda insanlarda methemoglobinemi yaptigi
bilinmektedir (235).

Dogal ve organik gidalarda kimyasal koruyucular kullanilmadigindan nitrit
ve/veya nitrat dogal ve organik iglenmis et iirlinlerine ilave edilemezler. Bununla
birlikte, sebze esasli ingredientler gibi yiiksek nitrat icerikli maddeler kullanilan
alternatif prosesler ve nitrat indirgeyen starter kiltiir ile tipik kiirlenmis et
ozellikleriyle boyle etler {iretilebilirler. Bu proses tarafindan {iretilen nitritin
miktarim1  8lgmek miimkiin olmadigindan bu iriinleri dogru olarak yansitan
etiketleme saglanmali, tiretim prosediirleri iirlin tutarlilifina ulagsmak i¢in standardize
edilmelidir (192).

Diizenlemelerde, buzdolabinda tutulan biitiin kiirlenmis {iriinler icin nitritin
minimum 120 ppm diizeyinde katilmasi1 gerektirdigi bildirilmektedir. Minimum nitrit
konsantrasyonu sonraki iiriin giivenligi icin dnemlidir. Diger yandan, raf stabilitesini
saglamak {izere kiirlenmis iiriinler (ortam sicakliinda depolanan ve sogutma
gerektirmeyen) icin gerekli minimum nitrit diizeyi yoktur (192). Pek cok iilkede
gidalara nitrat’mm (NO;) 200 mg/kg’dan, nitrit’in (NOs) 500 mg/kg’dan fazla

katilmamasi yasal olarak belirtilmistir (21).

1.5.6. Isil islem Uygulama

Is1 alternatifli teknolojiler yiiksek frekanslhi 1sitma, ohmic 1sitma ve buhar
pastorizasyon gibi teknikler olarak ortaya konmaktadir (24). Is1 uygulamasi (termal
inaktivasyon) bozulma etkeni mikroorganizmalarin yani sira bozulmaya neden olan
doku ve mikrobiyal enzimlerin inaktivasyonunu saglar. Pastorizasyon diisiik sicaklik-
uzun zaman (LTLT) veya yiiksek sicaklik- kisa zaman (HTST) teknikleri ile siit,
dondurma, s1vi yumurta ve meyve suyu gibi gidalara raf dmriinii uzatmak amaciyla
uygulanmaktadir. UHT (Ultra High Tempeture) sterilizasyon ise steril yapida iiriin
elde edilmesini saglar ve sogutma islemine gerek kalmadan birka¢ aya kadar raf
Omriinii uzatabilir (78). Yag ile birlikte katilasmis sekilde depolanan bir et {iriinii
olan kavurma iilkemizde 1s1l islem uygulama ile yaygin olarak kullanilan mahalli bir

et saklama yontemidir (119, 235). Konserve teknigi, gidalarin cografi bolge ve
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mevsime bagli yetistirilen iriinlerin her yere ulastirilabilmesi, iiretim fazlasi
Uiriinlerin uzun siire muhafaza edilebilmesi, savas, deprem gibi olaganiistii
durumlarda ve modern is hayatinda hazir tiikketime sunulabilmesi avantajlarini tasir
(78). lyi isleme kosullarina (GMP) uygun sartlarda hazirlanan et iiriinlerinin ya da
etli yemeklerin uygun gaz gecirgenligine sahip plastik posetlerle paketlenerek
pastorize edilmesi (sous- vide) ve sogukta muhafazasi, Ozellikle hazir yemeklerin
yayginlasmast ile son zamanlarda gelismis iilkelerde kullamlmaya bagslanmistir.
Ancak, pastorize olan bu {iriinlere tagima, depolama, satis ve kullanim sirasinda
sonradan bulagsma olabilmektedir (139). Final paketlemeden sonra yeni 1s1 alternatifli
teknolojilerin uygulanmasi, {iriinlerin son islemler boyunca daha fazla capraz
kontaminasyonunu onleyebilecektir (24).

Mikrodalgalar, mikroorganizmalar iizerine olduk¢a oOldiiriicii etki yapmakla
birlikte mikrodalgalarin iiniform olmayan dagilimi sonucu bu firimlarda 1sitilmis

gidalar mikrobiyal yonden giivenli kabul edilmemektedir (78).

1.5.7. Fermentasyon

Fermente gidalar, saglik iizerindeki faydalarinin 1s18inda artan talepler
dogrultusunda gida sanayinde de biiyiik 6nem kazanmaya baglamislardir. Gidalarin
lezzetini ve aromasini arttirmak ve muhafaza siiresini uzatmak icin kullanilan en eski
metotlardan biri olan fermentasyondan yeni iiriinlerin elde edilmesi amaciyla da
yararlanilmaktadir (48). Temel besleyici 6zelliklerinin Stesinde fizyolojik islevleri
gelistirdikleri, sagligi olumlu yonde etkiledikleri ve hastaliklar1 Onledikleri igin
“Fonksiyonel besinler” grubunda incelen prebiyotik ve probiyotikler oldukca dikkat
cekmektedir (48, 56). Fermentasyon endiistriyel olarak, hayvansal ve bitkisel
kaynaklarda oldugunun aksine miktar sinirlayici gevre, iklim, is giicii, toprak alani,
mevsim vb. etmenlerin denetim altina alinabilmesini saglayan,
mikroorganizmalardan yararlanmanin en biiyiikk avantajina sahiptir. Uygun
mikroorganizma kiiltiirii secimi ve kontrollii fermentasyon ile kantite sorunu
olmadan standart, hijyen sartlarina uygun, kaliteli ve aym1 zamanda daha ekonomik

iiriin elde edilebilmektedir (216). Gidadaki dogal mikrofloranin aktivitesini
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kaybetmesi veya istenmeyen mikroorganizmalarin bulunabilmesi gibi durumlara
kars1 starter kiiltiirler standart bir fermentasyon saglayarak, tiriiniin yiiksek kalitede
ve arzu edilen oOzelliklere sahip olmasim saglarlar (124). Geleneksel Tiirk et
iiriinlerinden biri olan sucuk, pisirilmeden kiirlenmis ve fermente edilmis bir et
irtiniidiir (119).

Tiiketicilerin tipik organoleptik Ozellikleri dolayisiyla tercih ettikleri
geleneksel tiriinlerin son kalitesi isleme sirasindaki ortamin mikroflorasina ve
hijyenik pratiklere baglidir. Uygun hijyenik pratiklerle bozulma ve patojenik
bakteriler kontrol edilseler de, bu pratikler, fermentasyon sirasinda starter kiiltiirler
icin gereken teknolojik bakterilerin eliminasyonu riskini tagir. Bu durumda, negatif
kontaminasyondan kag¢inmak ve fermentasyonda pozitif bakterilerin devamini
saglamak icin teknolojik bakterileri korurken bozulma etkeni ve patojen bakterilerin

eliminasyonu saglanmalidir (129).

1.5.8. Isinlama (Irradyasyon)

Gama ve X 1ginlar1 gibi 1smnlarla mikrobiyal biiyiimenin kontrol edilmesi
ozellikle baharatlarda ve yemislerde kullanilmaktadir. Etlerde de bazi patojenik
mikroorganizmalarin azaltilmasi, risk olusturan tenya ve Kkistler gibi paraziter
infeksiyonlarin kontrolii i¢in 1sinlamadan faydalamilmaktadir. Gida 1sinlamada
kullanilacak 1sinlama dozu, gidanin 6zelliklerine ve istenen doz araligina uygun
uluslararas1 kabul edilebilir dozimetri yontemleriyle gidanin belli hacim biriminde
absorblanan ortalama doz oSlciilerek belirlenir (224). Askorbik asit ile baharat i¢eren
protein bazli bir kaplama ile hazirlanan kiyma 6rneklerinin 0, 1, 2 ve 3 kGr dozda
1s1inlamaya maruz birakilmasiyla uygulanan bir kombinasyon calismasinda LAB ve
Brochothrix  thermosphacta’min  toplam  koliform, Enterobacteriaceae  ve
Pseudomonas’a gore 1s1nlamaya daha direncli oldugu tespit edilmistir. Gram pozitif
bakteriler arasinda biiyiik farkliliklar gézlendigi, 1sinlama dozuna bagh olarak S.
aureus’un belirgin bir hassasiyet sergiledigi, buna karsin en biiyiik direncin LAB
tarafindan ortaya kondugu tespit edilmistir. Gama 1sinlama lipit oksidasyonunu

yiikseltmektedir. Askorbik asit ve baharat iceren yenebilir film kaplama kullanimi ile
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kiymada SH- radikallerinin iiretiminin ve lipit oksidasyonunun stabilize edilebilecegi
diisiiniilmektedir (164). Biberiye ve dag kekigi ekstraktlar1 ilave edilerek hazirlanan
ve kontrol grubu olarak Biitillendirilmis Hidroksi Toluen (BHT)/ Biitillendirilmis
Hidroksi Anisol (BHA) ilave edilmis sigir burgerlerine donmus et icin izin verilen
maksimum dozda (7 kGr) 1sinlama uygulayarak, farkli antioksidanlarin etkileri ve
tiriiniin kabul edilebilirligi arastirildiginda, 1sinlama prosesinin gidanin duyusal

kalitesini ylikseltmeye yardimci olabilecegi diisiiniilmiistiir (218).

1.5.9. Modifiye ve Kontrollii Atmosfer Paketleme (MAP ve KAP)

Tasimma ve depolama sirasinda gida bilesimindeki kimyasal degisimler iiriiniin
kalitesini diisiiriir. Gida kalitesini korumay1 amaglayan paketleme, geleneksel olarak
dis cevreye kars1 bir i¢ bariyer olusturmaya dayanir. Son zamanlarda, bir i¢ bariyer
olusturmaktan ziyade giday1r korumada rol oynayan bir grup paketleme teknolojisi
olan aktif paketlemeye (AP) dikkat ¢ekici bir egilim vardir. Antioksidanli paketleme,
pakette bir antioksidan veya antioksidan karigimlarindan olusan bir cesit yiyecek
koruma sistemidir (42, 118). AP sistemleri oksijen tutuculari, karbondioksit
tutuculari, parcactk ve nem kontrolii ajanlar1 ve antimikrobiyal ambalaj
teknolojilerini icerir. Akilli paketleme sistemleri, tasima ve depolama sirasinda
paketlenmis gidanin kalitesi ile ilgili bilgi vermek iizere paket sartlarimi izlemektedir
(118). AP, gida teknolojisinde gida giivenligi i¢cin mikroorganizmalarin biiylimelerini
kisitlamak icin paket ve gida sistemi arasinda iiriin veya iist tabaka ile etkilesime
girer ve diger kalite bozulma proseslerini yavaglatir. Mikroorganizmalarin
gelismesini Onlemek i¢in ugucu yaglarin paketin icine katilmalar1 spesifik bir
uygulama olarak belirmektedir. Ugucu antimikrobiyallerle paketleme, teorik olarak,
gidanin dokme matriksine niifuz edebilme ve direkt iiriin temas1 gerektirmemesi gibi
avantajlara sahiptir (17).

Bu yontemler saklama, depolama odalarinin, tagimada kullanilan
konteynerlerin ya da paket malzemelerinin i¢ gaz kombinasyonlarin1 degistirerek
iriiniin dayanma siiresini artirmay1 hedeflemektedir. MAP, O, konsantrasyonu tipik

olarak diisiiriilen ve CO; konsantrasyonu yiikseltilen gidanin raf omriinii artirmak
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amaciyla kurulan iyi bir tekniktir (141). MAP’da ortamin veya paketin gaz
kompozisyonu ilk dolduruldugu degerlerde kalmasi i¢in kontrol edilmez ve iiriiniin
depolanmas1 sirasinda baslangic kompozisyonu yavas yavas degisir. Kontrollii
atmosfer paketlemede (KAP) baslangic gaz kompozisyonu {iriiniin raf 6mrii boyunca
stirekli kontrol edilerek ayn1 degerde tutulmasi saglanmaktadir (139).

Taze etin renk ve raf Omriinii uzatan yaygin yaklasimlardan biri de tercihen
karanlikta veya UV 1s1n1imsiz aydinlatma altinda MAP kullanimdir. Goreceli olarak,
yiiksek karbondioksit diizeyi mikrobik biiyiimeyi kisitlar. Kullanilan modifiye
atmosferde oksijen, karbondioksit ve azot taze kirmizi etin kalitesini hem mikrobik
hem de organoleptik korumak icin birlestirilir. Buna ek olarak, antioksidanlarin
kullanim1 da {iriindeki oksidatif bozulmanin oranin1 ve kapsamini azaltabilir (190).
Antimikrobiyal gida paketleme; paketlenmis gidada veya paketleme maddesinin
kendisinde bulunarak mikroorganizmalarin biiylimesini azaltma, inhibe etme veya
geciktirme gibi yollarla rol alabilir (23). Gelecekte daha da biiylimesi beklenen
antimikrobiyal paketleme;

-Paketlerin icine ucucu antimikrobiyal ajanlar iceren posetler veya pedlerin

ilavesi,

-Ugucu veya ugucu olmayan antimikrobiyal ajanlarin bilesiminin dogrudan

polimerin i¢cine konmasi,

-Polimer yiizeylerin iistiine antimikrobiyallarin kaplanmasi veya emdirilmesi,

-lyon veya kovalent baglarla polimerler icin antimikrobiyallarin

immobilizasyonu,

-Dogal antimikrobiyallarin kullanimini iceren formlarda olabilir (17).

Antimikrobiyal paketleme maddeleri kat1 gidalarin (et, peynir vb.) veya
stvilarin (siit, et eksudati vb.) ylizeyi ile paketin direkt temasi sonucu spesifik
mikroorganizmalarin biiyiime oranim azaltarak giivenligi saglamanin yaninda kendi
kendilerini de sterilize ederek saglikli kilabilirler ve islenmis {iriinlerin potansiyel
rekontaminasyonunu onleyebilirler (17).

Parafin kaplama kullanarak elde edilen aktif kagit ile paketlemede
antimikrobiyal solusyonlar olarak karanfil ve tar¢in ucucu yaglarinin buhar faz

aktiviteleri degerlendirilmis, diger ajanlara gore mantarlar tarafindan siklikla daha
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cok bozulan meyve ve sebzeler icin bu tip paketlemenin umut verici oldugu

bildirilmistir (183).

1.5.10. Koruyucu Madde Kullanim

Koruyucu maddeler mikroorganizmalar1 protein denatiirasyonu, enzimlerin
inhibisyonu, DNA’nin, hiicre ¢eperinin ya da stoplazmik membranin tahrip edilmesi
veya degistirilmesi, hiicre duvari sentezinin baskilanmasi ya da ugucu metabolitlerle
rekabet gibi bir¢cok mekanizma ile etkilerler (167). Koruyucu maddeler iiretilen
gidanin giivenli ve bozulmadan kalmasinin garantisidir. Gida korumada yaygin
olarak, ozellikle sorbik ve benzoik asit gibi zayif organik asitlerle kimyasal
koruyuculardan, hidrojen peroksit ortamli sistemlerden, sitrik asit ve Etilendiamin
Tetra Asetik Asit (EDTA) gibi selatorlerle mikrobiyal inaktivasyon
mekanizmalarindan, otlar ve baharatlar gibi dogal antimikrobiyallarda bulunan
protein benzeri bilesiklerin potansiyellerinden yararlamlmaktadir (43). Bugiin gida
endiistrisinde kullanilan en Oonemli koruyucu maddeler; kiikiirt dioksit ve cesitli
siilfitler, nitrat ve nitrat bilesikleri, sorbik asit, propiyonik asit, asetik asit, benzoik
asit ve tuzlar ile antimikotik etkiye sahip natamisin, baz1 gliseril esterler ve nisin
gibi bazi maddelerdir (139, 188). Antibiyotikler ise mikroorganizmalarin bazi
enzimatik fonksiyonlarmi durdurarak veya yapi taslarinin sentezine engel olarak
islev goriirler. Bir¢ok iilkede kolay bozulan gidalarda ve konservelerde koruyucu
olarak kullanilmaktadirlar. Bu antibiyotiklerin hastalik tedavisinde kullanilmayan ve
sindirim sirasinda yikima ugrayan nitelikte olmalar1 gerekmektedir. Gidalarda
kullanilan antibiyotikler tetrasiklinler, tylosin, nistatin, natamisin, subtilin ve nisin
olarak siralanmaktadir. Ancak nisin, yapist ve etki sekli ile bu grubun disinda
tutulmaktadir ve bakteriyosin olarak siniflanmaktadir (167). Antimikrobiyaller
Uluslararas1 Gida katkilan Kodu ‘E’  sisteminde 200- 290 araliginda
numaralanmislardir (188).

Tiiketici ve halk sagligim ciddi sekilde tehdit eden B. cereus, E. coli,
Salmonella spp., L. monocytogenes ve Clostridium perfringens gibi 6énemli gida

patojenlerini elimine etmek igin, giiniimiizde cesitli antimikrobiyal maddeler
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kullanilmaktadir. Gidalara nitrat, nitrit, sorbat gibi antimikrobiyal maddelerin izin
verilen dozlarin tizerinde katilmasinin insan sagligi iizerinde olusturdugu olumsuz
etkiler, bu gibi maddelerin gidalarda serbestce kullanilmalarin1 engellemektedir (95).
Kimyasal gida katkilarimin giivenligine karsi artan endiseler nedeniyle korumamn
dogal metodlart ve dogal koruyucular iizerinde tiiketicilerin ilgileri giderek
artmaktadir (160). Kimyasal koruyucularin yerine ‘Yesil etiketli’ iiriinler elde etmek
lizere ucucu yaglar, ¢itosan, nisin ve lizozim gibi dogal bilesikler de arastirilmaktadir
(66). Biiyiik bir halk sagligi sorunu olan gida kontaminasyonu dogal koruyucularin
kullanim1 ile daha iyi kontrol edilebilir. Hazir gidalarda veya ingredient olarak
gidaya ilave edilen baharat ve sifali otlarin bashca aromatik ve lezzet veren
bilesiklerini iceren ucgucu yaglar, organoleptik Ozellikleri etkilemeden gida

maddelerine eklendiklerinde bakteriyel kontaminasyonu da azaltacaklardir (166).

1.5.11. Yeni Teknikler

Tiiketicilerin dogal aroma ve tadla birlikte yiiksek kaliteli, dogal, besleyici,
taze, uzun raf omriine sahip et iiriinlerine talebi, son zamanlarda, giivenlikten 6diin
vermeden yiiksek hidrostatik basing, gama, elektron ve X- ray radyasyon, 151k darbe,
dogal antimikrobiyallerle biyokoruma ve aktif paketleme gibi 1s1 uygulanmayan
alternatif koruyucu tekniklerin ¢aligilmasini gerekli kilmistir (23, 24). Nabiz 151k,
yiiksek basingli nabiz elektrik ve manyetik alan gibi teknikler, gidada bozulma yapan
mikroorganizmalar ve patojenleri kontrol etmek ve gida korumak i¢in gelistirilmis
tekniklerdir. Gidadan ¢ok yilizeyini korumak icin paketleme materyallerinin igine
dogal antimikrobiyallarin eklenmesi de son zamanlarda gelistirilmis tekniklerdendir
(66, 99). Aym1 zamanda, engel kavrami altinda 1s1 uygulanmayan (non- termal) ve
termal koruyucu tekniklerin cesitli kombinasyonlar1 da onlarin verimliligini
yiikseltmek i¢in arastirilmaktadir. Mikrodalga ve radyo frekansh tiineller veya buhar
pastorizasyon gibi hizli termal teknolojiler, dzellikle yemeye hazir yemeklerde et
iriinlerinin pastdrizasyonu icin yeni olanaklar saglar (24). Ette yiiksek hidrostatik
basing uygulamasi, tiiketicilerin reddetmesi nedeniyle ticarilesmeyi Onleyen ciddi

renk bozulmasina neden olmaktadir. Bir calismada yiiksek basin¢ uygulanmis ve
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diisiik sicaklikta dondurulmus bifteklerin ¢6ziinme sonrasi taze Orneklere yakin
parlaklik, kirmizilik ve sarilik degerleri gosterdigi gozlenmistir. Buradan,
dondurmanin basingla olusan renk kaybina karsi eti korudugu sonucuna varilmistir.
Ayrica, yiiksek basing prosesinin (20 °C veya — 35 °C’de) toplam aerobik ve LAB
sayilarin1 azaltmada efektif oldugu da ortaya konmustur (82). Gaz ve elektrik soku
etkilerinin iki farkli modifiye atmosfer sartlarinda, CO, konsantrasyonu- etki siiresi
kombinasyonlarinin incelendigi bir ¢alismada ise, farkli gaz soku metodlarinda
elektrik sokuna gore daha az mikrobiyal iireme goriilmiistiir. Paketlemede biitiin sok
gruplarmda diisik CO kullanimi oksidatif stabiliteyi yiikseltmis fakat mikrobiyal
kaliteyi gelistirmemistir (38).

Baharat tozlarin1 iceren yenebilir film ile 1sinlamanin kombinasyonunun
katkisal bir etkilesim sagladig1 goriilmiistiir (164). Sucuk kilifinin paketlenmesinde
veya peynir dilimlerinde farkli ugcucu yaglar ile yenilebilir biofilmlerin uygulamalari
gibi teknikler de ¢alismaya ihtiya¢ duyulan teknikler olarak goriilmektedirler (194).
Biitiin bu alternatif teknolojiler patojen ve bozulma yapici mikroorganizmalari
hedeflerken dogal goriiniimii garantilemeye, enerji tasarrufu saglamaya ve cevre
dostu olmaya caligirlar (24). Bununla birlikte, hafif i1sitma prosesi, MAP, vakum
paketleme ve sogutma gibi teknikler ne istenmeyen patojenleri elimine etmek ne de

mikrobiyal bozulmay1 geciktirmek i¢in yeterince etkili degillerdir (211).

1.5.12. Dogal Antimikrobiyal Maddelerle Koruma

Antimikrobiyal maddeler mikroorganizmalarin biiyiimelerini durdurarak
(bakteriyostatik, fungustatik) veya onlar1 o©ldiirerek (bakterisidal, fungusidal,
sporosidal) etki gosterebilmektedirler. Bununla birlikte, bakteri sporlar1 kimyasal
maddelere en dayanikli mikrobiyal formdur. Bunlar, kimyasal maddelere oldugu gibi
diger antimikrobiyal faktorlere karsi da vejetatif formlardan daha fazla dayaniklilik
gosterirler (167).

Antimikrobiyallar, gidada dogal gida bozulma prosesini kontrol etmek (gida
koruma) ve patojenik mikroorganizmalar1 iceren mikrobiyal gelismeyi 6nlemek (gida

giivenligi) icin baslica kullanim alanm1  bulurlar. Dogal antimikrobiyallar
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hayvanlardan, bitki ve mikrobiyal kaynaklardan derive edilirler. Ozellikle taze sebze
ve meyvelerde olmak iizere gidalarda dogal antimikrobiyallarin kullanimi i¢in kayda
deger bir potansiyel vardir. Bununla birlikte, dogal antimikrobiyallarin toksikolojik
ve duyusal etkileri kadar etki metodlar1 ve mekanizmalar1 tamamiyla
anlagilamamistir (45, 174). Ticari olarak bitki orjinine dayanan antimikrobiyallar
buhar distilasyon, hidro distilasyon ve kiitle transfer oranin1 gelistiren ve yiiksek
coziiniirlik saglayan stiperkritik sivi ekstraksiyon gibi alternatif metotlarla ¢ok
yaygin olarak elde edilebilirler (45).

Antimikrobiyal ajanlarin etkisi mikroorganizmanin tipine baghdir ve hiicre
membran hasar ile iligkili olarak ugucu yaglarin etkinligini verir. Ucucu yaglarin
kimyasal yapilar1 karakteristik olarak hidrofobiktir ve lipit¢ce zengin hiicre membran
yapilarinin etrafinda birikebilirler, yapisal ve fonksiyonel hasara neden olabilirler
(127). Antimikrobiyal maddenin etkinligi gida iiriinlerinin 6zellikleri ile de yakindan
iligkilidir. Gidanin pH’s1 veya gida bilesenleri ile reaksiyonlar bu aktiviteyi etkilerler.
Ornegin, pek ¢ok koruyucunun aktivitesi asidik gidalarda artmaktadir. Siv1 gidalarda
koruyucu maddeler mikroorganizmalarla daha iyi temas edebilmelerine karsin kati
gida parcalarimin icinde bulunan mikroorganizmalar kimyasal maddelerin
etkilerinden daha iyi korunabilmektedirler (167).

Bircok antimikrobiyal iiriiniin kombine kullanimi, gidada her bilesigin
dozunu azaltrken iyi bir mikrobiyal emniyet saglayabilir. Ayrica, aromatik
bilesiklerin suya gore yagda daha iyi ¢oziinebilirligi, patojenlere kars1 efektif firsata
sahip olmalarim1 saglamast acisindan gidanin sulu fazinda bu bilesiklerin

bulunabilirligini degerlendirmek ilging olacaktir (154).

1.5.12.1. Antimikrobiyal Etkili Bitki ve Baharatlar

Bitkiler gida, giyim, barinma ve ila¢ olarak kullanilabilmeleri ile insanlarin
biitiin ihtiyaclarin1 karsilayabilmektedirler (88). Tibbi bitkiler ve 6zellikle onlarin
aktif bilesenleri uzun zamandan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisi icin gilivenilir
kaynaklar olarak bilinirler. Bir¢cok infeksiyoz hastalik i¢in ¢are olarak popiiler tipta

siklikla kullanildigindan arastirmacilar tarafindan ilgi gormektedirler ve bunlarla
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ilgili oldukca sik arastirma yapilmaktadir (19, 35, 98, 207). Beslenmenin temel
kaynaklarindan olan bitkiler, bitkisel ekstraktlar ve bitki yaglar1 bir¢ok iilkede tibbi
amagla Ozellikle insan hastaliklarinin Onlenmesinde ve tedavisinde yiizyillardir
kullanilmaktadir. Yine bu bitkilerin, aromatik etkilerinden baska antioksidatif,
fungisidial ve antimikrobiyal gibi bircok etkileri ile gidalar1 bozulmalara karsi
koruma ve lezzet verme amaciyla da kullanildiklar1 bilinmektedir (14, 115, 167, 173,
236). Onceleri Misirhlar tarafindan kullanilan ugucu yaglar ve baharatlar Cin,
Hindistan gibi Asya iilkelerinde de yogun bir sekilde kullamilirlar. Hindistan’da
karanfil, tarcin, hardal, sarimsak, zencefil ve nane gibi bazi baharatlar alternatif tip
olarak da hala kullanilmaktadirlar. Baharatlarin koruyucu potansiyeline ait ilk
bilimsel calismalar 1880’lerde B. anthracis sporlarina kars1 tar¢imin antimikrobiyal
aktivitesinin tanimlanmasi ile rapor edilmistir. Karanfil et, surup, sos ve pastalarda
bozulmay1 gizlemek i¢in kullanilmigtir. 1910’larda tar¢in ve hardalin elma piiresini
korumada etkili oldugu goriilmiistir (45, 90, 211). Geleneksel tipta karanfil
(Syzygium aromaticum) gibi baz1 bitkilerin c¢icekleri olduk¢a yaygin ve popiiler
olarak kullanilmaktadir (88).

Antiinfektif ajanlarin fazla kullanimlar1 sonucu ilaca direngli bakteri, mantar
ve viriislerin ortaya ¢ikmalar1 ve patojenik mikroorganizmalarin artan direngliligiyle
bas etmek icin c¢esitli tibbi bitkilerin antimikrobiyal Ozellikleri izlenmektedir.
Aromatik tibbi bitkilerden derive edilen ucucu yaglarin bakteriler, mayalar, flamentli
mantarlar ve viriislere kars1 oldukga iyi antimikrobiyal etkiler sergiledikleri rapor
edilmektedir (180). Hayvan ve bitki dokularinda dogal olarak meydana gelen
antimikrobiyal ajanlar, muhtemelen, mikroorganizmalar tarafindan isgaline karsi
gelistirdikleri savunma mekanizmalarinin bir pargas1 olarak ortaya ¢ikmistir. Dogal
antimikrobiyaller bitkilerin kabuk, kok, meyve, yaprak ve ciceklerinden, cesitli
hayvan dokularindan veya mikroorganizmalardan elde edilebilmektedirler. Dogal
antimikrobiyallerin kaynaklar1 otlar, baharatlar, meyveler, siit, yumurta ve gida
fermentasyonunda kullanilan LAB’dir (202).

Yasal otoriteler zayif organik asitler, hidrojen peroksit, bazi selatorler ve
birka¢c antimikrobiyal bilesigin gidalarda bulunmasina izin vermektedir. Bu
bilesiklerden bazilar1 da baharatlarda dogal olarak bulunan kekik, dereotu, dag

kekigi, karanfil ve onlarin ugucu yaglaridir (43). Dogal iiriinler, uzman birligi
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tarafindan destek saglanmasi kaydiyla GRAS (Generally regarded as safe- genel
olarak kullanim1 giivenli kabul edilen) statiisiinde degerlendirilirler (88). 1958
yilinda Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’de kabul edilen Gida Katki Maddeleri
Yonetmeligi’'nde lezzet maddelerinin katki maddesi olarak kabuli goze
carpmaktadir. Bu yonetmelikle ilgili olarak hazirlanan liste GRAS oldugu kabul
edilen bircok maddeyi icermektedir. Bu liste dogal lezzet maddelerini, baharatlari,
dogala 6zdes lezzet maddelerini ve bazi cok bilinen yapay lezzet maddelerini de
kapsamaktadir (76). Avrupa iilkelerinde lezzet verici olarak ugucu yaglar giivenli
maddeler olarak bilinirler. Carvacrol, carvone, cinnamaldehyde, citral, p-cymene,
eugenol, limonene, menthol ve thymol bu grupta olmakla birlikte iki ugucu yag
bilesigi estagole ve methyl eugenol genotoksik olmalar1 nedeniyle 2001’de bu
giivenlik listesinden c¢ikarilmiglardir (45). 1992 yilinda yayinlanan Kodeks
Alimentarius- Genel Gereksinmeler- Cilt-1’de dogal lezzet maddelerine yer
verilmistir. Burada, dogal lezzet maddeleri insan tiiketimine uygun fiziksel,
mikrobiyolojik veya enzimatik proseslerle hayvansal veya bitkisel ham maddelerden
iretilen maddeler olarak tamimlanirken, dogal aromatik ham maddeler olarak
baharatlar ve yabani otlar belirtilmistir (76). Et tiriinleri tebliginde de lezzet vericiler
olarak insan tiiketimine uygun baharatlar, aromatik bitkiler veya bunlarin
oOziitlerinden bahsedilir (221). TGK Yonetmeligi’nde ise baharat, c¢esitli bitkilerin
tohum, cekirdek, meyve, cicek, kabuk, kok, yaprak gibi kistmlarimin biitiin halde
ve/veya parcalanmasi, kurutulmasi, ogiitiilmesi ile elde edilen, gidalara renk, tat,
koku ve lezzet verici olarak katilan dogal bilesikler veya bunlarin karigimi olarak
ifade edilir (219). Baharat ve yabani otlar toplanip kurutulduktan sonra belirli
partikiil biiylikliigiine 6giitiilerek kullanilirlar. Baharat ve yabani otlar1 birbirinden
kesin olarak ayirmak zor olsa da genel olarak aromatik sebze iiriinleri baharat, bitki
kokleri s6z konusu ise yabani ot ifadeleri kullamilmaktadir. Baharatlarin lezzet
ozelligini veren maddeler, aroma veren ucucu bilesikler (ucucu yaglar) ile ucucu
olmayan tat (alkoloidler gibi) ve renk (karotenoidler gibi) maddeleridir (14, 76). Baz1
bitkilerin ¢icek, meyve, tohum ve govde kisimlarindan elde edilen, kendine 6zgii
aroma ve cesni olusturan maddeler olan baharatlar, icerdikleri antimikrobiyal
maddeler, eterik yaglar, aromatik bilesikler ve diger maddelerle {iriiniin renk,

dayaniklilik, lezzet ve sindirilebilme yetenegi iizerinde etkili olmaktadirlar (60).
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Bitkilerin uzun siire depolamaya veya islemeye bagh olarak taze ve sezonunda hasat
edilen iiriinlere gére 6nemli Olclide fenolik ve askorbik asit iceriklerinin diismesi ve
antioksidan kapasitelerinin orantili olarak azalmasi s6z konusudur (158). Baharat ve
yabani otlarin lezzet verici Ozelliklerinin yigindan yigma ve mevsimsel olarak
degismesi, yeni liriinde yogun fakat sonrasinda azalan lezzete sahip olmalar1 ve
uygun kosullarda dezenfekte ve muhafaza edilmedikleri durumlarda gidada
mikroorganizma yiikiiniin artmasina neden olabilmeleri gibi dezavantajlar1 vardir
(76). Bu nedenle, bitki materyalinin seciminde bilimsel kriter kullanilmali; bolge,
mevsim, tarih ve giiniin zamanin igeren toplama spesifiklerini icermelidir (182).

Bircok iiriinde oldugu gibi baharatlar da ¢ok sayida farkli kimyasal bilesik
icermektedirler. Baharatlarin kendisinin kullanilmasi1 halinde bu bilesikler de viicuda
aliacagindan, baz1 durumlarda énem tasiyabilirler. Ge¢miste pek cok gidada biitiin
olarak kullanilmalarina ragmen giiniimiizde katki olarak kullanimlar1 ekonomik
sayllmadigi i¢in yerlerine ugucu yaglar1 ve oleoresinleri gidalara katilmaktadir (14).
Bunun icin aktif bilesiklerin izolasyonu bitkinin bilinen aktivitesinin 1s181inda
yapilmalidir. Boylece, fraksiyonlarin ve bilesiklerin aktivitesi toplam ekstrakt veya
fraksiyondan asagida oldugunda, bu, bitkinin bilinen infeksiyona etkili 6zelliklerini
teyit etmelidir (182).

Dogal saglik ajanlar1 olarak ucucu yaglarin teknolojik uygulamalarinda,
gidalarin hasat sonrasi islemlerinde gida patojenlerini azaltmak i¢in optimal sartlarin
kurulmas1 gereklidir. Bu sartlar patojenin hassasiyeti, uygun konsantrasyon, yag ve
patojen arasindaki temasin uygun zamani gibi sartlardir (146). Yenilebilir sifali bitki
ve baharatlar Gram negatif ve Gram pozitif bakterilerin bircoguna karsi
antimikrobiyal ajan olarak, gida maddeleri raf omriinii uzatmak icin direkt veya
indirekt etkiler sergilerler. Bununla birlikte, etkinlikleri pH, iiriiniin isleme sartlari,
depolama sicakligi, oksijen miktar1, ucucu yag konsantrasyonu ve aktif bilesiklerine
baghdir (90, 99). Genel olarak, baharat ve baharat ekstaraktlari mikrobiyal
gelismenin tiim asamalarinda etkili olmaktadirlar. Bunlarin kullanimu ile lag faz uzar,
logaritmik fazda iireme hiz1 azalir ve toplam hiicre sayis1 diiser (76). Doymamis yag
asitlerinin oksijenasyonunun neden oldugu yag asidi hidroperoksidaz olusumu,

bakteriyel genetik materyali tehlikeye atmak, enzim sistemlerini aksatmak ve hiicre
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membramnin fosfolipit ¢ift katmanina saldirmak seklinde cesitli antimikrobiyal
mekanizmalarla mikrobiyal hiicreleri etkilerler (20).

Uzun yillardir ugucu yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri bilinmektedir. Buna
karsin, yakin zamanda 500°den fazla caligmada onlarin ve bilesiklerinin baz1 bakteri
ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Baharatlarin cogunun Gram
pozitif bakterilere karsi daha etkili olduklar1 bildirilmektedir. Bununla birlikte,
saglikl sartlarda islenmis ve mikrobiyal yiikii az olan gidalarin kiif, Gram pozitif
bakteri ve bir dl¢iide de Gram negatif bakterilere kars1 korunmasinda onemli bir
antibakteriyel katki saglayabilecekleri gosterilmistir (74, 115). 38 cesit baharatin
karbondioksit ekstraksiyonu ile elde edilen ugucu yaglarimin Staphylococcus
epidermidis, E. coli, Lactobacillus plantarum, Penicillium crysogenum, Candida
kruse ve asitozmotolerant mikroorganizmalar olan Lactobacillus casei subsp.
rhamnosus, Aspergillus glaucus, Zygosaccharomyces rouxii, Candida haemulonii’ye
kars1 antimikrobiyal etkileri incelendiginde en ¢ok etki gosterenler serbetciotu, defne
yapragi, karanfil, adacayi, kekik, andizotu, tarhun, yaban kerevizi ve yabani
mercankdsk olarak belirlenmistir (74). Kekik, dag kekigi, nane, tarcin, adacayr ve
karanfil ucucu yaglarmin test edilen bircoklar1 arasinda giiclii antimikrobiyal
ozelliklere sahip olduklar1 bulunmustur (115). Baska bir caligmada bitkilerin su
ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisini arastirmak icin kusburnu, hibiskus, sumak,
kekik, karanfil, ogul otu, giinliik, yesil c¢ay, ithlamur, yasemin, siyah cay, papatya,
1sirgan, hazanbel, aspir, zencefil, meyan kokii, nane, biberiye, karabas otu, mayasil
otu, adacayi, sinameki, mercankosk, kisnis ve rezene ile caligilmistir. Bunlarin
arasinda, test edilen E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Y. enterocolitica ve S.
aureus’a karst en etkili ekstraktlarin swrasiyla kusburnu, hibiskus, sumak, kekik,
karanfil, ogul otu ve giinliik oldugu belirlenmistir (69). Kekik, karanfil, biberiye ve
defne hidrodistilatlarinin bircok bitki hidrodistilatlarindan daha etkili oldugu
bulunmustur. Patojen bakterilerin diger kokusma yapan bakterilerden daha direncli
olarak tespit edildigi ¢aligmada, kokusmada baglica rol alan bakteriler iizerinde
antimikrobiyal etkinin daha giiclii ortaya ¢ikmasi ile etlerin yiizeylerinin kokusmaya
kars1 dekontamine edilmesinin patojenik bakterilere kars1 dekontamine edilmesinden
daha kolay olabilecegi sonucuna varilmistir (11). Baska bir kaynakta da genellikle

ucucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri etkinlik sirasina gore dag kekigi > karanfil
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> kisnig > tar¢in > kekik > nane > biberiye > hardal > cilantro/ adagay1 seklinde
siralanmaktadir (45). Tablo 6’da antimikrobiyal aktiviteye sahip bazi baharat, sifali

bitki ve yaglarin temel aroma bilesikleri ve bakteriyel inhibisyon oranlar1 verilmistir.

Tablo 6: Baharatlar, Sifali Bitkiler ve Yaglarin Antimikrobiyal Aktiviteleri (211).

Bitki Temel Aroma Bakteriyel
Kategori Tiirler .
Boliimii Bileseni Inhibisyon %
Sifali Feslegen, Sweet (Ocimum Linalool/ metil
Otlar basilicum) Yapraklar chavicol <30
Dag Kekigi (Origanum Y.ap raklar/ Carvacrol/ Thymol 75- 100
vulgare) cicekler
Biberiye (Rosmarinus Camphor/1,8-cineole/
offinicalis) Yapraklar borneol/ camphor 75-100
. - Thujone/1,8-cineole/
Adagayi (Salvia officinalis) Yapraklar borneol/ camphor 50-75
Kekik (Thymus vulgares) Yapraklar Thymol/ carvacrol 75- 100
Baharat Yeni bahar, Tath kirmuzi biber  Meyve/ Eugenol/ 3- 75- 100
(Pimenta diocia) yapraklar caryophyllene
Targln.(Clnnamonum Kabuk Cinnamic aldehyde/ 75-100
zeylanicum) eugenol
Karanﬁl (Syzgium Cigek Eugenol 75-100
aromaticum) tomurcuk
Hardal (Brassica) Cekirdek Allyl isothiocyanate 50-75
Kuguk Hindistan Cevizi Cekirdek My.risticin/ a-piene/ 50-75
(Myristica fragrans) sabinene
Vanilya (Vanillia planifola, V. Meyve/ - )
pompona, V. tahitensis) cekirdek Vanilin
Yaglar Zeytin yag1 Meyve Oleuropein -

Cay agac1 yag1 (Melaleuca

alternifolia) Yapraklar Terpenoidler -

Et iirlinlerinde baharatlarin kullanilmasini ham madenin yapisi, et- yag- su
orani, ham maddeye uygulanan ©n islemin sekli, kiirleme ajan1 kullanilip
kullanilmadig1, parcalama asamasinin derecesi ve yapisi, karigtirma oncesi yapilan
uygulama, pisirme, tiitsiileme, uygulanan 1s1 ve siiresi, kullanilan koruyucunun
yapisi, paketleme sekli ve depolama kosullar1 gibi ¢esitli faktorler etkilemektedir. Et
iiriinlerine baharat karisgitmlarinin katilmasinin ana sebebi lezzeti artirmaktir. Genel
olarak, yabani ot ve baharatlarin cesitli boyutlarda dgiitiilerek karistirilmas ile elde

edilen karigimlarin yami sira baharat ekstraktlar1 da kullamlmaktadir. Lezzet
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karigimlarindaki ugucu madde kayiplarini Onlemek icin piiskiirtmeli kurutma ile
hazirlanan enkapsiile baharat ekstraktlar1 da uzun raf Omriine sahip olmalar1
nedeniyle tercih edilmektedirler (76).

Gidalarin kimyasal kompozisyonu, kullanilan antioksidanlar ve koruyucular,
muhafaza sartlar1 ve ambalaj 6zellikleri ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi
izerine etki etmektedir (45). Genelde, baharatlarin etkinlikleri kiiltiir ortamlarina
gore gida maddeleri icinde azalmakta ve pratikte kullanilan dozlarda kullanildiginda
gidalar1 korumada yetersiz kaldiklar1 goriilmektedir (45, 76, 160). Yine de, tek tek
kullanimlarina  gore etkili oldugu bilinen baharat karigimlarinin  diger
antimikrobiyallerle ve islemlerle kombine etkilerinin olabileceginin dikkate alinmasi
gerektigi  bildirilmektedir (76). Dogal antimikrobiyallerin daha kapsaml
kullanimlarini saglamak icin;

-Gida ve gida sistemlerinde etkinlik ve islevselligini,

-Gida formiilasyonlarinda toksikolojisini ve giivenligini,

-Mikroorganizmalara kars1 etki mekanizmalarini,

-Gida kalitesine etkilerini ( 0rnegin beslenme ve duyusal etkiler),

-Ticari formiilasyonlarda uygulama metodlarini,

-Ekstraksiyon, izolasyon ve ekonomik {iretim yOntemlerini arastirmak

gereklidir (202).

1.5.12.2. Ucgucu Yaglar

Son yillarda dogal maddelerin kullanimina yonelik ilgi artmaktadir. Sentetik
bilesiklerin giivenligi ile ilgili sorular bitki kaynaklarimin daha detayl calisilmasini
tesvik etmistir. Bitki sekonder metabolizma iiriinleri olan ugucu yaglar, gida aromasi,
koruma ve geleneksel tipta genis bir uygulama alami bulmaktadirlar (115).
Giiniimiizde bilinen yaklagik 3000 ugucu yagin yaklasik %10’u ozellikle eczacilik,
ziraat, gida, kozmetik ve parfiim endiistrileri i¢in ekonomik ac¢idan Onem
tagimaktadirlar (27). Ucucu yaglar, bitki materyalden yapraklar, kabuk veya
meyveleri gibi 6zellikle bir bolgede yogunlagmis olarak bulunan 6zel hiicreler veya

hiicre gruplarindan sekillenen aromatik ve ugucu karakterde yagl sivilardir (166).
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Bitkilerde olusan su buhariyla ugabilen ve oda 1sisinda genellikle sivi halde renksiz,
veya agik sar1 renkte, elde edildigi bitkiye 6zgii kuvvetli koku ve yakici lezzete ¢cok
sayidaki bilesenden olusan dogal iiriinlerdir. Yetisme sartlari, hasat, damitma sekli
gibi bir¢ok etkene bagl olarak degisen farkli bilesim gosterirler. Hidrokarbonlar ve
oksijen igceren hidrokarbon tiirevleri olarak basitce iki fraksiyondan meydana
gelmektedirler (14, 76). Bitkisel materyalin 6zelligine gore ekstraksiyon, distilasyon,
presleme, enzimoliz, enfloraj gibi degisik yollarla elde edilebilirler (14). Aromatik
tibbi bitkilerden daha cok distilasyonla ve ekstraksiyonla elde edilen bu yaglar,
bir¢ok ugucu molekiiller, terpenler, fenol derivatifi aromatik komponentler ve alifatik
komponentleri icerir (27). Tibbi bitkilerle ilgili olarak son zamanlarda yapilan ¢ok
sayidaki arastirma ile ucucu yaglar veya alkaloidler, flavonoidler, sesquiterpenler,
laktonlar, diterpenler, triterpenler veya naftokinonlar gibi izole edilmis bircok bilesik

bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini belirleyen noktalardir (182).

2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol
Cinnamaldehyde Cinnamv! aleohol Chavicol Eugenol
=~
o CH,
= [
= H WOH /—< :)— OH
= - OCH,
OH

Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole

— — o]
oo et <ODW

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascaridole Menthol

Q.

Sekil 1: Ucucu Yaglarin Bazi Bilesiklerinin Kimyasal Yapilar1 (27).
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Bir ucucu yagin kokusu ¢ok sayida bilesenin bir araya gelmesinden
olugsmaktadir. Bazen ise tipik ve ayirt edici koku ozelligini karanfilde eugenol,
tarcinda cinnemaldehit, kekikte thymol gibi tek bir bilesen vermektedir. Ugucu yaga
deterpenasyon (terpenleri giderme) uygulandiginda kalan kismin oksidasyona daha
dayanikli, alkol- su ¢oziiniirliigiiniin yliksek, berrak ve lezzet acisindan daha
konsantre oldugu saptanmistir. Terpen icermeleri dolayisiyla pek cogunun derisik
alkolde ¢oziiniirliikleri yiliksek, suda coziiniirliikleri diisiiktiir. Baharat ve yabani
otlarin ugucu yaglari, dolayisiyla karakteristik aromalar1 yogun olarak ucucu yag
fraksiyonuna gectiginden genellikle tercih sebebidirler. Cogu antioksidan madde
bulundururlar (14, 76). Ucucu yaglarin kuru baharatlara oranla lezzet potansiyelleri

asagidaki Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Baz1 Ugucu Yaglarin Baharatlara Gore Lezzet Esdegerleri (14).

Baharat Baharat Esdegeri kg'
Karanfil 15.0
Rezene tohumu 5.0
Kakule 5.0
Dereotu tohumu 4.0
Kimyon 3.0
Defne 2.0
Kekik 2.0
Adacay1 1.25
Karabiber 1.0
Seylan tar¢ini 0.5
Hardal tohumu 0.25
Reyhan 0.15

'100 kg kuru baharat veya yabani ota esdeger ucucu yagin kilogram cinsinden miktari.

Yakin zamandaki caligmalar, ucucu yaglarin, okaryotik hiicrelerin hiicre
membranlarinda ve mitokondri gibi organellerinde prooksidan gibi rol

oynayabilecegini gostermistir. Ugucu yaglar, tip ve konsantrasyona bagli olarak,
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yasayan hiicrelerde sitotoksik etki gosterirler. Bazi durumlarda, ucucu yaglarla
intraselluler redoks potansiyelinde degisiklik ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu
olabilir. Bu bulgular, ucucu yaglarin yararli etkilerinin hiicresel diizeydeki
prooksidan etkilerine baghi oldugunu gostermektedir. Prooksidan bir aktiviteye
dayanan ugucu yaglarin sitotoksik kapasitesi onlar1 hava arindirma, kisisel hijyen
veya oral tiikketim yoluyla kullanimlarda ve mahsiil veya gida stoklarinin korunmasi
icin insektisit olarak kullanimlarda miikemmel antiseptik ve antimikrobiyal ajanlar
yapar. Ayrica, ugucu yaglarin biiyiik bir avantaji genellikle uzun vadeli risklerinin
olmayisidir (27).

Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde bircok ydntem
kullanilabilmektedir. Disk difiizyon metodu, ugucu yaglarin antimikrobiyal
aktivitelerini izlemek i¢in en sik kullanilan tekniklerden biridir. Bu metotda, ucucu
yag emdirilmis bir kagit disk besiyerinin ylizeyinde yer alir ve mikrobiyal
inhibisyonun zonu olgiiliir (39). Antibakteriyel etkinligi belirlemek i¢in temel
yontemler olan diliisyon metod (agar ve sivi broth) ve agar difiizyon metod (kagit
disk ve kuyu) kadar test edilen ugucu yaglarin varliginda mikroorganizma
tiremesinin turbidimetrik ve impedimetrik izlenmesi de ucucu yaglarin antibakteriyel
ve antifungal aktivitelerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (115). Damla-
agar- diflizyon metodu, broth mikrodilusyun metodu, agarda direkt temas teknigi de
kullanilan diger tekniklerden bazilaridir (211). Yine, optik dansite (bulaniklik) ve
kolonilerin saymmi1 da wugucu yag calismalarinda olduk¢a fazla kullanilan
metotlardandir. Redoks indikator resazurin, son zamanlarda yeni bir mikrodiliisyon
metodu olarak kullanilmaktadir (45). Disk difiizyon metodunda E. coli’ye karsi
denenen 6 baharattan hardal, karanfile gore daha basarili olmusken, kuyucuk
metodunda yine bu baharatlar arasinda karanfil en etkili baharat olarak bulunmustur
(201). Farkli metodlara gore yaymlanmis verinin karsilastirmasi; kiiltiir ortamu,
inokulumun boyutu, emiilsifiyer ve temel test metodunun secimi, ekstraksiyon
metoduna gore cesitliligin artmasiyla karmagiklasir (201). Kagit diske emdirilen
ucucu yag miktari, agar tabaka ve solventin inceligi gibi parametreler sonucu
etkileyebilir. Farkli caligmalarda kullanilan etanol, metanol, tween 20, tween 80,
tween 80 + aseton kombinasyonu, polietilen glikol, propilen glikol, n- hekzan ve

dimetil siilfoksit gibi farkli solventler karsilastirmalarda zorluk c¢ikarabilir (39).
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Yag asitleri ve ucucu yaglarin kabul edilebilir konsantrasyonlarda segici
aktiviteleri ve/veya diisiikk aktiviteleri nedeniyle koruyucu olarak kullanimlari
stnirlidir. Bununla birlikte, gidalarda korumadan daha cok diger amaglar i¢in uygun
bulunurlar ve kullamlirlar (197). Ucgucu yaglarin gidalar ile birlikte
kullanimlarindaki, gidaya direkt olarak katilmalarindaki en 6nemli sorunlardan biri
de bakteri populasyonunu diisiirebilmelerine karsin kattiklar1 gii¢lii kokunun yan1 sira
kimi gida bilesenleri ile reaksiyona girmeleri nedeniyle gidadaki organoleptik
degisikliklerdir. Gidaya  arzu edilmeyen yeni  duyusal  Ozellikler
kazandirabilmektedirler (45, 191). Gida fiiriinlerinin duyusal kalitesinde Onemli
olduklar1 i¢in bir antimikrobiyal ajan olarak kullanimlar1 cogunlukla sinirlidir (198).
Organoleptik etkiyi azaltmak icin; kombine metotlar1 kullanmak, gida
formulasyonunu optimize ederek gidada baharat/ sifali ot/ ugucu yag varliginin
algisin1 minimize etmek ve ugucu yag ile bakteriyel hiicre membram arasinda
etkilesimi artirmak i¢in kalibre edilmis bir buhar basing¢ kapasitesi gelistirmek gibi
muhtemel yollar da bildirilmektedir (128). Bununla birlikte, gidalarin kimyasal
bilesimi, kullanilan antioksidanlar ve koruyucular, muhafaza sartlar1 ve ambalaj
ozellikleri ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi lizerine etkilidir. Ucucu yaglarin
aktivitesinin in vitro ¢aligmalarda daha yiiksek olmasimna karsin gidalarda
davraniglarin in vitro model tahminlerinden dramatik bir sekilde farkli olabilecegi

dikkate alinmahdir (43, 45, 160).

1.5.12.2.1. Karanfil

Karanfil’in (Syzygium aromaticum) kuru ¢icek tomurcuklarinin buhar
distilasyonu ile acik sar1 renkli % 7 oraninda yag elde edildigi ve eugenol ana bilesen
olmak iizere eugenol acetate, caryophyllene ve a- humelene’i icerdigi bildirilmistir
(25). Karanfil yaginin ana bilesenleri genel olarak, oranlarina gore eugenol, /-
karyofilen, o- humulen ve humulen epoksit olarak siralanmaktadir. Karanfil
yagindaki hos kokulu, kuvvetli antiseptik ve analjezik bir madde olan eugenol orani
bitkisel materyal ve ekstraksiyon metoduna bagli olarak % 68 ile % 94,4 arasinda

degisebilmektedir (83, 114). Oussalah ve ark. (165) karanfilin ana bilesenlerini %
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78,00 eugenol ve % 13,77 eugenol acetate olarak belirlemislerdir. Karanfil
tomurcuklariin GC- MS kullanarak n-hexane ekstraktindan 16 ugucu bilesik
tanimlanmigtir. Temel bilesenler eugenol (% 71,56) ve eugenol acetate (% 8,99)
olmakla birlikte caryophyllene oxide (% 1,67), p- cymene (% 0,9), nootkatin (%
1,05), guaiol (% 0,90) ve thymol (% 0,87) gibi bilesikler de belirlenmistir.
Tomurcuklarin diklorometan ekstrakti eugenolle birlikte bir tetrahentriterpen olan
limonin ve bir aromatik aldehit olan ferulic aldehit de rapor edilmistir (151). Karanfil
(Syzgium aromaticum) ve tar¢in (Cinnamomum zeylanicum) ugucu yaglart 23
bilesikle (yagin % 97,8- 99,9’u ile temsil edilen) benzer bir kompozisyon
gostermektedirler (114). Bir bagka ¢alismada ise GC ve GC- MS ile analiz edilerek
karanfil tomurcugu ekstraktindan 22 bilesik identifiye edilmistir (Tablo 8) (131).

Tablo 8: Karanfil Ekstraktindan Tanimlanan Aroma Kimyasallar1 (131).

Konsantrasyon Bilesik
(mg/g)

1- 0.004 2-Heptanone

2- 0.001 3-Pyrrolidinol

3- 0.002 2-Heptanol

4- 0.002 2-Butenal

5- 0.004 2-Methylpentanal

6- 0.003 3(2H)-Pyridazinone

7- 0.162 1-Acetyloxy-2-propanone

8- 0.004 1-Acetoxy-2-propanol

9- 0.003 Methylbenzoate

10- 0.002 Benzylaldehyde

11- 0.003 Ethylbenzoate

12- 0.016 Phenylmethyl acetate

13- 0.033 Salicylic acid

14- 0.003 Benzyl alcohol

15- 0.136 2-Methyl-5-(1-methylethenyl)-cyclohexyl acetate

16- 0.005 (E,E)-2,4-heptadienal

17- 24.371 Eugenol

18- 0.004 Trans-isoeugenol

19- 2.354 Eugenyl acetate

20- 0.019 2-(1,1-Dimethylethyl)-2,5-cyclohexadiene-1,4-dione

21- 0.043 2,5-Dimethylanisole

22- 0.126 Isophthalaldehyde

Eugenol, carvacrol ve thymol patojenik bakterilere karsi yiiksek aktiviteye

sahip olan fenolik bilesiklerdir. Bu yaglarin baslica kimyasal yapilar1 6zellikle
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monoterpen fenolikler ve monoterpen hidrokarbonlardir (166). Alkolik, aldehidik
veya karboksilik bir grup ile monosiklik aromatik bir halkaya sahip olan bu basit
fenolik bilesikler kisa hidrokarbon zincir yapisindadirlar (88). Ucucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitesi bitki ucucu yaglarimin ilgili kompozisyonu ve yapisal
konfigiirasyonu, onlarin fonksiyonel gruplar1 ve bilesenlerinin arasindaki muhtemel
sinerjik etkilesimlerle ilgilidir (68). Antimikrobiyal aktivitesi agirlikli olarak temel
bilesigi ile ilgilidir. Ozellikle carvacrol, thymol veya eugenol gibi fenolik
monoterpenler, p-cymene, y-terpinene, o-pinene veya limonene gibi monoterpenik
hidrokarbonlar, borneol, linalool, 1,8-cineole veya geraniol gibi alkol terpenoidler,
cinnamaldehyde, geranial veya citronnellal gibi aldehitler, piperitone veya carvone
gibi ketonlar, test edilen ucucu yaglardan identifiye edilen temel bilesikler olarak
goriiliirler (165). Ucucu yaglarin biiyiik bilesenleri % 85 tizerinde bir yapida olurlar
ve diger bilesenler de genellikle iz diizeyde bulunabilmektedirler (45).

Karanfil, tar¢in, hardal, zencefil vb. baharatlar patojenleri inhibe eden veya
oldiiren dogal inhibitér mekanizmalar1 yoluyla hareket ederler. Antimikrobiyal
ajanlar olarak ve potansiyel koruyuculuklar1 ile gida katkilar1 olarak
kullanilabilmektedirler (201). Antimikrobiyallar, konsantrasyona ve zamana bagl
olarak iki temel o©ldiirme aktivitesi sergilerler. Eugenol’iin etkisinin Oncelikli
mekanizmas1 bakteriyel membranin bozulmasi yoluyladir. Boylece, antibiyotiklerin
spesifik olmayan permeabilitesi yiikselir (98). Karanfil yaginin ana bileseni olan
eugenol’iin bakterilerde enzim sentezine engel oldugu, hiicre duvarinin yapisini
bozdugu ve hiicrenin lize olmasina neden oldugu bildirilmistir (214). Dis membrana
giicsiizce penetre olan kristal viyolenin membran bozuldugunda kolayca alimi ile
eugenol’iin membran permeabilitesini yiikselttigi gosterilmistir. SDS- PAGE,
elektron mikroskop tarama (SEM) ve atomik giic mikroskopi (AFM) ile stoplazmik
membranda eugenoliin yikici etkisi onaylanmistir. Eugenol ile muamele sonucu
membranda makromolekiillerin deformasyonu FT- IR spektroskopi ile
dogrulanmugtir. Intraselliiler bilesiklerin sizintisi, plazma membraninda porlarm
olusumuna neden olan eugenol’iin kritik etkisini goOsterir. Bu hiperpermeabilite
intraselliiler proteinleri kapsayan diger hiicresel igerigin kapsamlh kayb1 ve iyonlarin
kagis1 ile devam eder ve hiicre oliimii gerceklesir. Bu sonuca gore S. fyphi’ye karsi

eugenol’iin antibakteriyel etkisinin bakteriyel hiicre membraninda interaksiyon
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oldugu gosterilmistir (65). Eugenol’iin antibakteriyel aktivitesi ve etki sekli, Sekil

2’de gosterilmistir.

EUGENOL
| |
CANLI MEMBRAN
SAYISINDA BOZULMASI
AZALMA
< < . < Ve !
{ MIC { { {
MBC Membran Protein ve Yapisal ve
Siire Takibi Permeabilitesinin Niikleik asitlerin Morfolojik
Analizi Degismesi salimm degisiklikler
Kristal Viyole SDS- PAGE FT-IR- AFM
Analizi ve ve

260 nm Analizi SEM

Sekil 2: Eugenol’iin Antibakteriyel Aktivitesi ve Etki Sekli (65).

Karanfilin kurutulmus ¢i¢cek tomurcuklarinin ekstraktindan elde edilen ugucu
yagi, iyilesmeye katkida bulunmak ve topikal olarak agriy1 gidermek i¢in kullanildigi
gibi aroma ve parfim endiistrisinde de kullanim olanag bulur. Karanfil
antimikrobiyal, antioksidan, antifungal ve antiviral aktivitesine ilave olarak
antiinflamatuvar, sitotoksik, insekt kovucu ve anestezik 6zelliklere de sahiptir (51).
Son yillarda calisilan karanfilin tansiyon diisiiriicii, diliretik etkilerinin yaninda (228)
arteroskleroz ve trobozisi iceren kardiovaskuler hastaliklar, kanser gibi hastaliklarin

tedavisi ve Onlenmesinde rol alan hipolipidemik, antilitojenik, antidiabetik,
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antiinflamatuvar, antimutojenik, antikarsinojenik ve antioksidan potansiyelleri
nedeniyle baharatlarin 6nemi vurgulanmaktadir (31, 73, 207). Karanfil etanol
ekstraktinin antiinflamatuar ve antibakteriyel etkilerine ilave olarak agri1 hissini
azaltici ve yangi giderici, lokal anestezik kullanimimi destekleyici sonuglar1 da
mevcuttur (1, 98, 212). Karanfil yag1 ve eugenol antimikrobiyal etkisinin yani sira
farkl1 biyolojik aktiviteleri ile antiinflamatuvar ve lokal anestezik etkilerinden dolay1
dis hekimliginde, kozmetik ve aroma endiistrisinde yaygin olarak kullanim alani
bulmaktadir (30, 83, 88, 177). Yaygin bir mutfak baharati ve ev tarzi bir ila¢ olan
karanfil yagindan eugenol ve asetil eugenol, iki antiplak bilesik olarak identifiye
edilmistir (208). Insan kan hiicreleri ile yapilan deneyler, kombinasyon calismalari
icin kullanilan eugenol konsantrasyonunun sitotoksik degerlerin altinda oldugunu
gostermistir (98). Ucucu yaglarin uygun dozlarda tiiketildikleri taktirde zararl
etkilerinin ¢ok diisiik olabilecegi ve potansiyel olarak hasarli intestinal hiicrelerin
biiyiik ¢ogunlugunun apoptotik yolla kendi kendini elimine edebilecegi
diisiiniilmektedir (71). Karanfilin konstipasyon tedavisinde, anti iilser ve miishil etkili
bir ajan olarak kullanilabilecegi de gosterilmistir (5). Diyabetik hastalarda insiilin
taklit¢ci ajanlar olarak karanfilden derive edilen bilesiklerin potansiyel yararl
etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmistir (176).

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen son derece
toksik mikotoksinler olan aflatoksinler gida ve yemlerin dogal kirleticisidirler.
Aflatoksinlerin farkli hayvan tiirlerinde hepatotoksik, karsinojenik, mutajenik ve
teratojenik oldugu gosterilmistir. Aflatoksikozis sirasinda iiretilen serbest radikalleri
yakalama amaciyla ¢orek otu (Nigella sativa) ve karanfil yaginin etkileri arastirilmis
ve aflatoksinle kontamine bir diyetle beslenen sicanlarda ©nemli bir koruma
sagladiklar1 goriilmiistiir (1). Aspergillus niger, firsatci bir insan patojeni ve giiclii bir
hava kirleticidir. A. niger’in spor olusumu ve hif biiylimesinin inhibisyonu i¢in 75
farkli ugucu yag ile yapilan bir calismada tarcin (kabuk ve yaprak), Cin targini,
karanfil ve limon otu’nun en belirgin inhibisyon saglayan bes ugucu yag oldugu
ortaya konmustur (171). Misir tanesinde farkli ay, sartlarinda Aspergillus’a karsi
anason, boldus, dag kekigi, karanfil ve bir ¢esit nane ugucu yaglarinin etkinliginin

konsantrasyona, maddenin a,, degerine ve inkiibasyon periyoduna bagl oldugu
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goriilmiistiir. Bununla birlikte biitiin ugucu yaglar AFB1 birikiminde belirgin etki
gostermistir (37).

Orta nemlilikteki gidalarda dort kiif; A. flavus, Penicillium roqueforti, Mucor
plumbeus ve Eurotium spp., dort maya; Debaryomyces hansenii, Pichia
membranaefaciens, Zygosaccharomyces rouxii ve Candida lipolytica ve iki bakteri;
S. aureus ve Pediococcus halophilus’a karst N, ile dengelenmis modifiye atmosfer
altinda 1000 - 4000 pl tar¢in ve karanfil yaglariin inhibitor etkisi incelendiginde O,
konsantrasyonunun % 10’dan % 0,05’e azaltilmas1 ve CO, konsantrasyonunun %
20’den % 40’a yiikseltilmesi ile yaglarin inhibitor etkilerinin yiikseldigi goriilmiistiir.
Yaglarin diisik O, (% 0,05) ve yiiksek CO, (% 40) ile kombine kullanilmalari
sonucu S. aureus’un gelismesi 41 giin, P. halophilus’un gelismesi 38 giin
geciktirilmistir. Tarcin ve karanfilin yiiksek oranlar1 (4000 ul), toksin iirettigi bilinen
ve en direngli bulunan A. flavus da dahil, daha etkili bulunmustur (141). Yapay
olarak A. parasiticus inokule edilen % 9,3 nem igeren yerfistig1 i¢leri icin koruyucu
olarak % 3 Afrika feslegeni ve karanfil tozlar gesitli paketleme metotlar: ile
kombine olarak kullanilmis ve % 6,6 nem iceren ve dogal mikroflorali iclerle es
zamanl olarak izlendiginde karanfil tozu ile insekt infestasyonu dnlenebilmis ve 4 ay
9% 100 mantardan koruma saglanabilmistir (22). Penicillium citrinum iiremesinin ve
citrinin toksini iiretiminin inhibisyonunu iceren Ispanyol peynirleriyle yapilan bir
caligmada eugenol’iin kati1 kiiltiir ortaminda koloni biiylime oranini azalttifi ve
biliyiime lag zamanim 9 giine ¢ikardig1 goriilmiistiir. Stv1 ortamda fungal biiyiimenin
tamamen bir inhibisyonu gozlenmistir. 100 pl/ml eugenol, citrinin iiretimini 6. giine
kadar geciktirmistir. Arzua- Ulloa peynirinde (bir gesit Ispanyol peyniri) 150 ul/ml
eugenol konsantrasyonunda citrinin’e rastlanmamistir (233). Karanfil yag1 ve
eugenol, Candida, Aspergillus ve Dermatophyte’e kars1 etkili olmuslar, spesifik bir
mantar hiicre membran bileseni olan ergosterol miktarinda Onemli bir azalma
saglamiglardir. MIC diizeylerin altindaki miktarlarda Candida albicans’in
olusturdugu jerm tiipii olusumunu tamamen veya tamama yakin olarak inhibe
ettikleri, Fluconazole direncli suslar da dahil, klinik mantarlara kars1 oldukca etkili
antifungal aktiviteye sahip olduklar tespit edilmistir (173).

Patojenik organizmalar tarafindan antibiyotik direncinin gelisimini azaltmak

icin yeni metodlar bulmak gittikce 6nem kazanmaktadir. Bitkilerden fenolik ve
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fenolik olmayan bilesiklerin antibiyotiklerin MIC diizeyini azaltma yoluyla
konak¢ida veya kontamine gidada bakterilere karsi antibiyotige direncli bakterilerin
gelisimini kontrol etmek i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir (98, 170).

Bitki ve baharatlar gidalardaki antioksidanlar reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
tiretimini 6nlemede Onemli bir rol oynarlar. Gidalarda yaygin olarak kullanilan
karanfil, meyan kokii, Hindistan cevizi ve kakulenin konsantrasyona bagli olarak
lipit peroksidasyonunda etkili olduklar1 ve prooksidan ozellik gostermedikleri
bildirilmektedir. Bu baharatlar icinde karanfil, muhtemelen daha yiiksek polifenol
icerigi nedeniyle en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir (237). Karanfil ana
bilesikleri gibi bilesiklerin tiiketimi kanser, arterioskleroz, diabet ve immun
yetersizligi iceren bir¢ok hastalikla ilgili olan lipit peroksidasyonu gibi in vivo
oksidatif hasar1 6nlemeye yardimci olabilmektedir (131). Genel olarak, karvakrol,
eugenol ve timol gibi fenolik bilesikleri yiiksek oranlarda iceren ugucu yaglar gida
kaynakli patojenlere karsi giiclii antimikrobiyal Ozelliklerin yani sira yapilarindaki
flavanoidler ve fenolik asitler gibi fenolik bilesenlerle iligkili antioksidan etkilere de
sahiptir (194). Hekzan ekstraktinin dikkat ¢ekici antioksidan aktivitesinin eugenol,
eugenol acetate ve thymol gibi fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonunu
icermesi nedeniyle oldugu diisiiniilen karanfilin 50 mg/ml’den 400 mg/ml’ye kadar
biitiin konsantrasyonlarda ucucu ekstraktlarinin radikal yakalama aktivitesinin
oldukga gii¢lii oldugu gozlenmistir (% 42- 83) (151). Gida iiriinlerinde acilasmaya
neden olan temel proseslerden biri olan lipit oksidasyonunu azaltmanin teknik olarak
en basit yollarindan biri dogal antioksidanlarin uygulamasidir. Oda 1sisinda calisilan
biitiin yaglar (etkinlik sirasina gore karanfil > tar¢in > kiigiik Hindistan cevizi >
feslegen > dag kekigi > kekik) 2, 2-diphenyl- picrylhydrazyl (DPPH) analizde iyi
radikal yakalama Ozellikleriyle ortaya ¢ikmiglardir. 180 °C’de 10 dakika isitmayla
termik stres sonrasi a- tokoferol miktarinin ¢ok diismesi ile antioksidan kapasite
etkili bir sekilde azalmigtir. Termal oksidatif bozulmaya kars1 zeytinyagini korumak
icin 200 mg zeytinyagi i¢in 10 pl ucucu yagin ilavesinde 1siyla uyarilmis a- tokoferol
kaybinin onlenebildigi goriilmiistiir. Akdeniz tarzi gidanin hazirlanmasinda aromatik
ozellikleri i¢in geleneksel olarak kullanilan baharatlar, ugucu yagin kimyasal

kompozisyonuyla ilgili olarak karanfil > kekik > tar¢in > feslegen > dag kekigi >
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kii¢iik Hindistan cevizi seklinde siralanan serbest radikal yakalayici/ antioksidan
ozellikler sergilemiglerdir (215).

Yaklagik 1000 cesit sifali otun etanol ekstraktlarinin siiperoksit yakalama
aktiviteleri, Elektron Spin Resonans (ESR)- spin tuzaklama metodu ile kapsamli
olarak izlendiginde, Japon mevzuatlarina gore gida maddesi olarak kullanilan Punica
granatum (nar- kabuk), Syzgium aromaticum (karanfil- tomurcuk), Mangifera indica
(mango- ¢ekirdek) ve Phyllanthus emblica (amla- meyve) ekstraktlarinin gbze carpan
bir indirgeme yetenegi oldugu ortaya konmustur. Bu kapsamli arastirmanin bir gida
maddesi i¢in giiclii bir antioksidan se¢mede yararli bilgiler verebilecegi
goriilmektedir (187). Baska bir calismada kullanilan ekstraktlar ve izole edilen
flavonoidler DPPH’e kars1 giiclii antioksidan aktivite gostermislerdir. Test edilen
ekstraktlar arasinda karanfil’in etanol ekstrakti (% 93), BHT ile karsilastirildiginda
(% 95) dikkate deger yakalama aktivitesi gostermistir. Bu sonuclar S. aromaticum
ekstraktlarinin ve izole edilen flavonoidlerinin primer antioksidan ve hidrojen
vericiler olarak etkili aktiviteye sahip olduklarini ortaya ¢ikarmistir (151).

Hint baharatlarinin aktivitelerini degerlendiren bir baska calismada karanfilin
meyan kokii, Hindistan cevizi ve kakule tarafindan takip edilen en yiiksek DPPH
radikal yakalama aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Diger baharatlara gore giiclii
antioksidan olarak karanfilin Demir indirgeyici antioksidan giic (FRAP) degerleri de
en yliksek olarak bulunmustur (236). Ayoola ve arkadaslar1 (25)’da ¢aligmalarinda
DPPH ile karanfil yagimin antioksidan taramasinda, fenolik bir bilesik olan
eugenoliin varligina bagladiklar1 pozitif bir serbest radikal yakalama aktivitesi tespit
etmislerdir. 400 ug/ml diizeydeki karanfil ve okaliptus ekstraktlar1 kan plazma
oksidasyonuyla MDA olusumunda sirasiyla % 48 ve % 23 oraninda inhibisyon
saglamslardir. Giiglii antioksidanlar olarak bilinen a- tokoferol % 52, BHT % 70
inhibisyon saglamigsken ayni diizeydeki eugenol ise MDA olusumunu % 57
diizeyinde inhibe etmistir (132). Ihmli sartlarda (55 °C ve 95 mm Hg) karanfilin
aroma ekstrakt1 30 giin boyunca heksanal oksidasyonunda inhibisyon saglamis, 160
ul/ml diizeyde balik yaginda olusan MDA’ y1 % 93 oraninda inhibe etmistir. Karanfil
ekstraktinin ana bilesenleri eugenol, eugenyl acetate ve benzyl alcohol 160 pul/ml’de
sirastyla % 88, % 79 ve % 63 ile balik yaginda MDA olusumu inhibisyonu

saglamislardir. Yine eugenol, eugenyl acetate ve benzyl alcohol 500 pl/ml’de 30
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giinliik bir periyotda, sirasiyla % 99, % 99 ve % 82 ile heksanal’in oksidasyonunu
inhibe etmiglerdir. Karanfil ekstrakt1 ve temel bilesenleri a- tokoferol ve BHT kadar
giiclii olmasalar da kombine aktiviteleriyle antioksidan etkinlik ac¢isindan bu bilinen
antioksidanlarla karsilastirilabilirler (131). MAP’le paketlenmis iiziimlerde kontrol
orneklerle karsilastirildiginda eugenol ve thymol, toplam fenoliklerin, toplam
antosiyaninlerin (kabukta) ve askorbik asidin (6zde) kaybimi geciktirmistir (229).
Gida koruyucular1 olarak ugucu yaglar biiyiik bir potansiyel kullamma
sahiptirler. Bununla birlikte, gidalara aroma ajanlar1 olarak eklenen veya hazir
gidalarda ingredientler olarak kullanilan baharat ve sifali otlarin antibakteriyel
ozelliklerinin belirgin olmasi i¢in daha yaygin kullanilmalar1 gerekirse organoleptik
etkilerinin 6nemi artacaktir (165). Antimikrobiyal etkinligi kanitlamak icin gidanin
duyusal profiline ve gida kompozisyonuna uygun ugucu yagin dikkatlice secilmesi
ve incelenmesi gereklidir (89). Diger yandan, sifali ot ve baharatlarin baslica
aromatik ve lezzet bilesenlerini iceren ucucu yaglar, gida maddelerine kiiciik
miktarda ilave edilirlerse organoleptik Ozellikler etkilenmeden bakteriyal
kontaminasyonu geciktirir ve bozulma etkisini azaltirlar. U¢ucu yag ilavesinin pratik
olabilmesi icin duyusal kaliteyi etkilemeksizin verimli antimikrobiyal etkilere sahip
en diisiik konsantrasyonunu, giivenlik ve toksisite diizeylerini bilmek gereklidir
(165). Gidalarda organoleptik kaliteyi etkilemeden patojenik bakterilerin biiyiimesini
inhibe etmek i¢in gerekli olan ugucu yaglarin minimum konsantrasyonu belirlemek
onemlidir. Test edilen mikroorganizmanin gelismesini tamamen inhibe etmek igin
gereken ucucu yagin en diisiik konsantrasyonu; Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) olarak tasarlanmistir (89, 166). Maksimal Tolere Edilen
Konsantrasyon (MTC) ise, bakteriyel gelismeyi etkilemeyen ugucu yag en yiiksek
konsantrasyonu olarak degerlendirilmistir (166). MIC, test mikroorganizmasinin
tamamen inhibisyonu icin gerekli olan en diisiik konsantrasyon (39, 65), inokulumun
canliliginin azaltilmasi veya siirdiiriilmesiyle sonuclanan en diisiikk konsantrasyon,
test organizmasinin goriiniir biiylimesini inhibe eden en diisiik konsantrasyon (39,
85), inokulumun canliliginda belirgin bir azalmaya (> % 90) neden olan en diisiik
konsantrasyon (39), veya inhibisyonun acgik bir zonunu goOsteren en diisiik
konsantrasyon (87) olarak ifade edilebilmektedir. Minimum Bakterisidal

Konsantrasyon (MBC) ise, baglangic inokulumunun % 99,9 veya daha fazlasini
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oldiiren konsantrasyon (39) veya taze broth iginde sub-kiiltiir sonrast higbir
biiyiimenin gozlenmedigi en diisiik konsantrasyon olarak degerlendirilmistir (39, 65).

Karanfil ugucu yaginin antimikrobiyal duyarhlik aktivitesi baz1 Gram negatif
bakteriler (E. coli ATCC 35218, E. coli, K. pneumoniae, S. paratyphi, Citrobacter
spp. ve Enterobacter cloacae) bir Gram pozitif bakteri (S. aureus ATCC 25923) ve
bir kiif (C. albicans)’a karst genis bir spektrumda etkinlik gostermistir. MIC
diizeyleri S. aureus ATTC 25923, E. cloacae, S. paratyphi, K. pneumoniae, E. coli
ATTC 35218, E. coli, Citrobacter spp. ve C. albicans i¢in swrasiyla 2.4, 1.6, 0.27,
0.016, 0.23, 1.63, 0.73 ve 0.067 mg/ml olarak belirlenmistir (25). E. coli
O157:H7’nin suslari, okaliptus, ¢ay agaci, biberiye, nane, karanfil, limon, dag kekigi,
cam, tath feslegen, ve misk giilii (Rosa moschata) ugucu yaglarinin etkilerine karsi
benzer etkilenebilirlik sergilemislerdir. En diisiik MIC ve MBC diizeylerini (sirastyla
0,25 ml/100ml ve 0,3 ml/100ml ile) karanfil ugcucu yag: sergilemistir. Bu sonuglar,
karanfilin belirgin bir bakterisidal ve bakteriostatik etkiye sahip oldugunu
gostermigtir (146).

Karanfilin su infiizyonu, ¢ayr ve yagi kullamilarak, Gram negatif olan E.
coli’nin 36, Proteus mirabilis’in 6, P. aeruginosa’nin 10, Enterobacter aerogenes’in
5, Klebsiella ozaenae’nin 2, K. pneumoniae’nin 24, Serratia marcescens’in 4, S.
typhi’nin 3, S. dysentriae’nin 5 ve Vibrio cholerae’nin 5 izolatina kars1 standart disk
diftizyon metodu ile in vitro antibalteriyal etkileri incelenmistir. Karanfilin su
inflizyonu ve cay1r P. aeruginosa’ya karsi, yagi ise V. cholerae’ya kars1 maksimum
aktivite gostermislerdir. K. ozaenae, K. pneumoniae, S. marcescens, S. typhi, S.
dysentriae ve V. cholerae sulu infiizyon ve dekoksiyona karsi direngli bulunurken,
ucucu yag test edilen bakteri izolatlarinin hepsine kars1 giiclii antibakteriyel aktivite
sergilemistir (186). Bozulmus gida iiriinlerinden izole edilen S. aureus
Staphylococcus epidermidis, B. subtilis, B. cereus, Bacillus spp., L. monocytogenes,
Micrococcus luteus, E. coli, P. aeruginosa ve Klebsiella spp. lizerinde calisilan bir
aragtirmada yerel bir marketten temin edilen 10 ugucu yagin aktivitesi izlenmis ve
bunlardan sadece tar¢in ve karanfilin genis bir antibalteriyal aktivite sergiledigi
goriilmiistiir (87). Karanfilin su infuzyonunun E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Y.

enterocolitica ve S. aureus suslara karst giiclii bir antimikrobiyal etki sergiledigi
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belirtilmigtir. Karanfil hidrodistilati infuzyonuna gore daha giicli bir aktivite
sergilerken, test edilen bakterilerin tamamini inhibe edebilmistir (69).

Baharat ve bitkilerden derive edilen ugucu yaglarin 0,2 ve 10 ul/ml arasindaki
diizeylerde L. monocytogenes, S. Typhimurium, E. coli O157:H7, B. cereus, S.
aureus’a karst antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 belirtilmektedir (45). Broth
mikrodilusyon metodu ile S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis, E. coli, Proteus
vulgaris, P. Aeruginosa, C. Albicans ve A. niger tiirlerine kars1 karanfil ve
biberiyenin tek tek ve kombine olarak antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Calismada biberiye yagi i¢in % 0,125- 1,000 arasinda, karanfil yag1 icin % 0,062-
0,500 (v/v) arasinda MIC degerleri belirlenmistir. Test edilen bu iki yagin da
mikroorganizmalara kars1 belirgin antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir.
Kombinasyonlarinin antimikrobiyal aktivitesi sinerjistik veya antagonistik etkilerinin
gostergesi olarak ortaya cikmistir (83). Hammer ve ark. (94) broth mikrodilusyon
metodu ile karanfil ucucu yagimn S. aureus, E. coli ve C. albicans i¢in MIC
degerlerini % 0,12 olarak tespit etmislerdir. Bir bagka caligmada tar¢in, karanfil,
feslegen, biberiye, dereotu ve zencefil ugucu yaglarmin antimikrobial aktiviteleri kat1
ve buhar difiizyon testleri ile dort Gram pozitif bakteri (S. aureus, B. cereus, E.
faecalis, ve L. monocytogenes), dort Gram negatif bakteri (E. coli, Y. enterocolitica,
S. choleraesuis, ve P. aeruginosa), bir maya (C. Albicans) ve iki kiif (Penicillium
islandicum ve Aspergillus flavus)’e karst degerlendirilmistir. Organoleptik
degisiklikleri minimize ederken paketlenmis gida maddelerinin raf Omriini
uzatabilme potansiyeli degerlendirilen caligmada kat1 difiizyon testlerde feslegen ve
biberiye tarafindan takip edilen tar¢cin ve karanfil en giiclii (ve cok benzer)
inhibisyonu gostermiglerdir. Buhar fazda ucucu yaglarin higbiri tarafindan inhibe
edilemeyen P. aeruginosa hari¢ Gram negatif ve Gram pozitif suslar arasinda
belirgin farklilik olmamasiyla birlikte genel bir kural olarak MIC- maya- kiif <<
MIC- bakteri seklinde degerlendirilmistir. Ucucu yaglarin antimikrobiyal
etkilerindeki farkliliklarin uguculuklar1 arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilecegi
bildirilmistir (137). Sivi- Gaz kromatografi ile analiz edilen ucgucu yaglardan
karanfil, tarcin, biberiye ve tath kirmizi biber, iki Gram negatif; P. fluorescens ve
Serratia liquefaciens ve dort Gram pozitif; B. thermosphacta, Corin piscicola, Lb.

curvatus ve Lb. sake gibi ette bozulma nedeni olan bakterilere kars1 BHI veya MRS
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agarda calisildiginda en aktif bitkiler olarak bulunmustur. Karanfil ugucu yaginin
1/100 diliisyonunda test edilen biitiin bakterilere karsi etkin oldugu goriilmiistiir.
Eugenol ve cinnemaldehit varligiyla ugucu yaglarin inhibitor etkisi arasinda bir iligki
bulunmustur. Eugenol miktar1 yagin toplam kiitlesinde, karanfilde % 19,81, tar¢cinda
% 5,38 ve tatlh kirmizi biberde % 9,33 oraninda tespit edilmistir. Yaglarda iz
miktarda  bulunabilen  bilesiklerin  bile  giicli  antibakteriyel  aktivite
sergileyebilecekleri bildirilmistir (163). Karanfilin su infuzyonu B. thermosphacta ve
S. putrefaciens bakterilerini tamamen inaktif hale getirirken, Y. enterocolitica susunu
yaklasitk 3 logaritma, E. coli O157:H7’yi 1 logaritma, S. Enteritidis, L.
monocytogenes ve S. aureus suslarinda 4 logaritma, P. fluorescens’te ise 5 logaritma
degerinde bir indirgeme saglamistir. Karanfil hidrodistilati ise biitiin test
mikroorganizmalarina kars1 ©6nemli bir antimikrobiyal etki yaratarak L.
monocytogenes’te 6 logaritma degerinde indirgeme sagladigi, diger test
organizmalarin ise tamamen inaktive ettigi goriilmiistiir. Calisma sonucunda karanfil
bitkisinin, tiim bakteriler {izerinde etkili oldugu belirlenmistir (11).

Patojenik mikroorganizmalar1 elimine etmek, azaltmak ve gida {iriinlerinin
kapsamli kalitesini ve raf Omriinii artirmak i¢in dogal biyokoruyucular olarak
baharatlar ve onlarin ugucu yaglarinin daha fazla kullanimlariyla ilgili arastirmalar
gittikce artmaktadir (45). Nitekim, Baharatlar ve sifali otlar, hem aroma hem de
koruma amach kullanilabilirler. Lezzeti gelistirmek icin gidaya katilan baharat ve
sifali otlarin {iriiniin raf omriinii de gelistirdikleri ortaya komustur (99). Kimyasal
koruyucular, diisiik sicaklik, diisiitk O, yiiksek basing teknikleri gibi diger koruyucu
tekniklerle birlikte bitki ucucu yaglarinin kullanimi umut verici olabilmektedirler
(198). Karanfil ve tar¢in ugucu yaglar1 genelde fenolik yapida eugenol icermeleri ile
mikroorganizmalarina kars1 oldukca aktif olarak degerlendirilmislerdir. Bu yaglar
gida mikrokoruyuculart olarak potansiyel bir kullamima sahiptirler (87). E. coli
O157:H7’nin toksijenik olmayan bir susuna kars1 bir stabilizer ile bir emiilsifiyerin
varliginda ve yoklugunda ugucu yaglarin antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesine
dayanan bir calisma yapilmistir. 10 °C, 20 °C ve 37 °C de denenen c¢alismalarda
karanfilin dag kekigi ve kekigi takiben bakteriostatik ve bakterisit dzelliklere sahip
oldugu gosterilmistir (46). En yiiksek saglik ajan1 performansini elde etmek icin

patojen ve ucucu yag arasindaki temas zamanini optimize etmek ¢ok onemlidir. 20
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saatlik bir periyod swrasinda E. coli canliiginda ucgucu yag inhibitér etkileri
degerlendirildiginde karanfil i¢in yiiksek, cay agaci i¢in orta ve biberiye icin diisiik
etki gosterdikleri sonucuna varilmistir (146).

Uygun bir raf dmriine ulagsmak icin gida tirlinlerinin tiretim adimlar1 sirasinda
mikrobiyal kontrol veya inhibisyonu kadar azaltilmis bir baslangic mikrobiyal yiike
gereksinim vardir (146). 5- 20 pl/gr diizeyde eugenol, kisnis, karanfil, dag kekigi ve
kekik yaglar1 et iiriinlerinde dogal (otokton) bozulma florasinda A. hydrophila ve L.
monocytogenes’in biiylimesini inhibe etmektedirler (45).

Ette yaygin olarak bozulma yapan Lb. curvatus, Lb. sake, Lc. mesenteroides,
B. thermosphacta ve patojen olan bakteriler E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’e
kars1 monolaurin (bir emiilsifiyer), eugenol (dogal bir baharat ekstrakti) ve sodyum
sitrat (selatdr; aroma artirict ve asitlestirici) kullanimi ile mikroorganizmalarin
gelisimleri incelenmistir. Caligmada 100 ve 250 ppm monolaurin ile 500 ve 1000
ppm eugenol ve % 0,2- 0,4 sodyum sitrat her bilesenin ayr1 ayr1 olusuna gore daha
etkili bulunmustur. Secilen kombinasyonlarda LAB ve E coli O157:H7’nin daha
direncli ve B. thermosphacta ve L. monocytogenes’in daha hassas oldugu
bulunmustur. Sodyum sitratin varlig1 monolaurin ve eugenol kombinasyonlariyla Lb.
curvatus ve Lb. sake’nin gii¢lii inhibisyonunu saglayabilmek icin gerekli oldugu
goriilmiistiir. Laktobasillerin diger organizmalara gore eugenol’iin etkisine daha
direncli olduklar1 tespit edilmistir. Lc. mesenteroides’in laktobasillere gore
eugenol’iin etkisine daha hassas oldugu gozlenmistir. Eugenol tek basma E. coli
O157:H7 igin yiiksek inhibitor etki saglamis ve B. thermosphacta’ya karst belirgin
aktivite gostermistir. Yiiksek konsantrasyonlarda Lc. mesenteroides ve L.
monocytogenes’in gelismesini tamamen Onlemistir. Lipofilik monolaurin (hiicre
membran yapisim etkiler), eugenol (hiicre membranini etkiler veya hiicre enerji
diizeylerini diisiiriir) ve sodyum sitrat (duvarin lipopolisakkarit bariyerini destabilize
eder) sinerjistik etkileri ile Gram negatif ve LAB igeren et bozulma etkeni ve
patojenik organizmalarin biiylik bir cogunlugunu inhibe edebilmislerdir (36). Kofte
ve kebapta sarimsak, sogan, karanfil ve tarcin ekstraktlarinin kullanimiyla dogal
mikroflora gelisimine etkilerinin arastirildigi bir calismada sarimsak ve karanfilin
gida zehirlenmesine ve bozulmaya neden olan bakterilere karst maksimum

antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Karanfil ucucu yagimin 1/100
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oranindaki dilusyonunda etlerde bozulmadan sorumlu P. fluorescens, Serratia
liquefaciens, B. thermosphacta, Carnobacterium piscicola, Lb. curvatus, Lb. sake
tizerine etkili oldugu bildirilmistir (75). Yapilan bir ¢alismada karanfilin
hidrodistilat1 tavuk but yiizeyinde dekontaminasyon uygulamasi sonrasindaki
baslangic (0. giin) mikroorganizma sayisinda indirgeme saglamistir. Sumak ve
hibiskus infuzyonu ile kekik ve karanfil hidrodistilatlarinin tavuk etlerinde ve diger
gidalarda dekontaminant ve raf Omriinii uzatici dogal ajan olarak kullanilma
potansiyeline sahip oldugu ortaya konmustur (11).

Targin, karanfil ve kimyon disk difiizyon metodu ile S. aureus, K. pneumonia,
P. aeruginosa, E. coli, E. fecalis, Micobacterium smegmatis, M. luteus ve C.
albicans’a karst < 10 > 30 mm arasinda inhibisyon zonlari ile gii¢lii antimikrobiyal
etkiler sergilemislerdir (6). 20 bitki orneginden elde edilen hidrosollerin in vitro
antibakteriyel etkinliginin arastirildig1 bir calismada Aeromonas hydrophila, E. coli,
P. aeruginosa ve P. fluorescens lizerinde kekik ve karanfil hidrosollerinin en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi sagladiklar1 bulunmustur. Kekik ve karanfil bitki
hidrosollerinin gidalarin bozulmaya karsi korunmalarinda antimikrobiyal ajanlar
olarak kullanilabilecekleri onerilmistir (161). 14 baharatin antimikrobiyal aktivitesi
dort yaygin et bozulma etkeni ve patojenik bakteriye (L. monocytogenes, E. coli, P.
fluorescens ve L. sake) kars1 ikili (1:1 v/v), ticlii (1:1:1 v/v) ve dortli (1:1:1:1 v/v)
karigimlar (20 mg/ml) seklinde kombinasyonlar olusturarak kiiltiir ortaminda,
modifiye atmosfer paketlenmis taze domuz etinde ve vakum paketlenmis jambon
dilimlerinde, 4 C’de muhafaza ile 28 giinliik bir periyotda izlenmistir. Karanfil,
biberiye, meyan kokii ve sinameki kabugunun bireysel ekstraktlarinin giiclii
antimikrobiyal aktivite sergiledikleri gosterilmistir. Gida endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan ve GRAS olarak kabul edilen bu bitki ekstraktlari, et endiistrisi i¢in dogal
ve uygun koruyucular olarak degerlendirilmislerdir (242). Singh ve ark. (198)
calismalarinda maruz kalma zamaninin (5 ve 10 dakika) cesitli gida bilesenleri (yag,
protein vb.) ile ugucu yagin etkilesiminde bakteriyel populasyonun azalmasinda
belirgin bir etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Sosiste L. monocytogenes’in
hiicre duvarinda fazla yag varligi ile saglanan korumayr agsmak icin karanfil ucucu
yagi ile L. monocytogenes arasinda 10 dakikadan daha uzun bir temas siiresi

gerekebilmektedir. Fakat yagsiz ve az yagh sosilerde maksimum antibakteriyel etki
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10 dakika maruz kalma siiresinden once (5 dakika) saglanmig olabilmektedir.
Boylece maruz birakilma agisindan anlamli bir fark elde edilebilecegi bildirilmistir.
Buradan, wucucu yaglarin tek baslarina patojenlere karst tam koruma
saglayamayacaklar1 sonucuna varilmistir. Yemeye hazir kanatl sosislerinin yiizeyine
uygulanan % 1 ve % 2 karanfil yagimn inhibitor etkisi, diisiik (10%- 10° kob/gr) ve
yiiksek (10*- 10° kob/gr) inokule edilmis yedi L. monocytogenes susu iizerinde
calisilmig, ornekler 5 °C ve 15 °C’de 1 hafta depolanmistir. Kontrol 6rneklerinde
biitiin L. monocytogenes suslarinin canli kalmasina ragmen karanfil yag1 varliginda
gelisme inhibe edilebilmistir (148). Taze somon balig 10° kob/gr L. monocytogenes
ile kontamine edilmis ve % 1 ve % 2 karanfil yag: ile muamele edilerek 4 °C ve 25
°C’de iki hafta muhafaza siiresince inhibisyonu izlenmistir. Depolama boyunca farkl
araliklarda kontrolle karsilastirmali olarak takip edildiklerinde karanfil yagi
varliginda Listeria sayilarinda 1- 4 loglO kob/gr azalma gozlenmistir (144). Giiglii
antimikrobiyal aktiviteye sahip olan kekik ve karanfil ugucu yaglarinin yenilebilir ve
kaplanmis film soliisyonlarina ilavesi ile filmlerin antimikrobiyal etkisinin kayda
deger oranda arttig1 goriilmiistiir. Karanfil ugucu yag ilavesinin yenilebilir filmlerin
E. coli O157:H7 iizerine etkisini artirdigi belirlenmistir. Kekik ve karanfil yaglari
hem yenilebilir hem de kaplanmis filmlerin S. aureus’a etkisini onemli diizeyde
artirmisgtir (217). Tiiketicilerin sentetik {iriinlere duydugu endiseler nedeniyle et
tiriinlerinin raf omriinii uzatmada sentetik orjinlerine gore daha saglikli goriilen dogal

antioksidan katkilar olarak baharatlarin kullanimi 6nerilmektedir (189, 232).

1.5.12.3. Bakteriyosinler

Gida sanayinde kullanilan antimikrobiyal amacgli katki maddelerinin
seciminde en énemli kriterler patojenlere kars1 olan antimikrobiyal etki spektrumu ve
bu katkilarin insan sagligina olabilecek olumsuz etkileridir. Cesidi ve miktar1 giin
gectikce artan, gidanin raf Omriinii uzatan bu kimyasallarin insan sagligina kisa veya
uzun vadeli olumsuz etkileri hem gida teknolojisi uzmanlarinda hem de tiiketiciler
izerinde biiylik endigse yaratmaktadir. Bu endiseleri gidermek iizere gidalarin raf

Omriinii uzatacak, gida iiretim islemini kolaylastiracak, dogal ve etkili gida katki
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maddesi arastirmalarinda, son yillarda, dogal bir katki maddesi olarak nitelendirilen,
LAB’nin iirettikleri antimikrobiyal maddeler biiyiik ilgi uyandirmaktadir. Ozellikle,
biyokoruyucu olarak adlandirilan bakteriyosinler iizerinde bir¢ok arastirma
yapilmaktadir (66). Mikroorganizmalarin sahip oldugu savunma sistemleri arasinda,
pratik kullanimlara uygun olmalarindan dolayr en detayli c¢aligilan ajanlar
bakteriyosinlerdir. ~ Bakteriyosinlerin savunma sistemlerinin mekanizmalari,
evrimlesme siiregleri ve ekolojik rolleri ile ilgili bilgiler yeterli diizeyde olmasa da
dogada fazla miktarda ve ¢ok cesitte bulunmalari, bu bilesikler ilizerinde caligmay1
kolaylastirmaktadir. Bakteriyosin proteinleri, etki mekanizmalari, bunlar1 kodlayan
gen kiimeleri ve genlerin regiilasyon mekanizmalar1 tamamen aydinlatildiginda nasil
bu denli etkili olabildikleri sorusuna da yanit bulunacaktir (8).

Giiniimiizde izl niifus artigi, smirsiz seyahat edebilme olanagi, ayakiistii
yemek yeme (fast-food) gibi etkenler kolay hazirlanabilen, farkli damak tadinda
degisik yiyeceklere talebi artirmistir. Fakat son yillarda, hazir gidalarin raf dmriinii
uzatmak, fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinin daha iyi hale getirmek
amaciyla gidalara eklenen katki maddelerine karsi temkinli yaklasim daha dogal ve
daha saglikli yiyeceklere yonelimi getirmistir. Fermente gidalara giin gectik¢e artan
ilgi sonucunda gida iiretiminde yeni {riinlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar
artmustir (93).

Teropatik  antibiyotiklerin ~ gidalarda  kullaniminin  yasaklanmasiyla
antimikrobiyal veya koruyucu 0zelligi olan antagonistik katkilarin kullanimi gida
giivenligi ve korunmasinda basvurulan bir yol olmaya baslamistir. Gidalarda ve
iceceklerde islenmis gidalara antimikrobiyal bilesiklerin ilavesi gida korumada
geleneksel bir yontemdir. Ticari gida koruyucularindan biri de bakteriyosinlerdir.
Bakteriyosinler bakteriler tarafindan iiretilir ve antibiyotik 6zellige sahiptir. Fakat
insanda alerjiye sebep oldugundan dolay1 yasaklanan teropatik antibiyotiklerle
karistinlmamast icin antibiyotik olarak isimlendirilmezler (52, 54). Bakteriyosinler,
laktik aist bakterileri tarafindan ribozomal olarak sentezlenen peptit ya da protein
yapisindaki bilesiklerdir (8, 54, 55). Biyokimyasal ozellikleri, genetik orijinleri,
molekiil agirliklari, etki tarzlar1 ve inhibisyon spektrumlari farkli olan antibakteriyel
protein gruplaridir (2). Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan sentezlenerek ortama

salgilanan ve genelde yakin tiirlerin inhibisyonunda etkili, kisa veya uzun zincirli
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protein tabiatinda sekonder metabolit iiriinleri olan antimikrobiyal etkili proteinler ya
da peptitlerdir. Cogu kiiciik katyonik molekiiller olan bu yapilar genellikle
gastrointestinal sistemde proteazlarin etkisiyle inaktif olurlar. Genellikle 30- 60
amino asit rezidiisii icerirler (100, 120).

Hedef ve translokasyon sistemlerinin spesifite gostermesi nedeni ile
bakteriyosinler yalniz benzer hedefi tanimaktadirlar. Uzak akraba olan taksonlarin
tamamen farkl yapilarda reseptorlere ve translokasyon sistemlerine sahip olmasi ile
bakteriyosinler, genellikle iiretici susa yakin akraba tiirlere kars1 antimikrobiyal etki
gosterirler. Bakteriyosinlerin ¢ogunlukla Gram pozitif bakteriler tarafindan tiretildigi
bilinse de son arastirmalarda baz1 Arke iiyeleri tarafindan da bakteriyosin tiretildigi
gosterilmistir (181). Bu polipeptitler, gida bozulmas1 ve gida kokenli hastalik etmeni
bakterilerin gelisimini engellemekte ve bu 6zelliklerinden dolayr gida endiistrisinde
biiyiik 6nem tagimaktadirlar (8).

Bakteriyosinler genellikle 1s1ya dayaniklidirlar, hipoallerjeniktirler, insan
intestinal sisteminde proteolitik enzimler tarafindan kolayca inaktive edilirler (55,
167). Geleneksel fermente gidalardan bakteriyosin iireten laktik asit bakterilerininin
identifikasyonu calismalarinda Lb. casei ve Lb. acidophilus bakteriyosin lireten iki
izolat olarak belirlenmis, bakteriyosinlerin amilaz ve katalaz enzimlerinden
etkilenmedikleri fakat proteolitik enzim uygulamasinda aktivitelerini tamamen
kaybettikleri goriilmiistiir. Isiya stabil olan bu bakteriyosinlerin 121 °C’de 15 dak.,
80 °C’de 1 saat’lik 1s1 uygulamalarinda ve pH 3- 8 gibi genis bir pH araliginda
aktivitelerini siirdiirebildikleri belirlenmistir (110). Laktik asit bakterileri 6zellikle
diisiik pH degerlerinde aktiftirler ve irettikleri bakteriyosinlerin en iyi calisma pH
degerleri yine asidik karakterlidir. Yapilan denemelerde pH 2 gibi diisiik bir pH
degerinde hicbir Ornegin aktivitesini kaybetmedigi fakat bazik pH degerlerinde
ozellikle pH 12 gibi yiiksek degerlerde oOrneklerin bir kisminin aktivitelerini
yitirdikleri goriilmiistiir (195).

Bakteriyosinler genel olarak gidalarin korunmasinda kullanilirlar, fakat
lantibiyotiklerin Gram pozitif insan ve hayvan patojenlerine karsi aktiviteye sahip
olmalar1 ve toksik etkilerinin olmayisi ile klinik etkileri de arastirilmaktadir. Bakteri
gruplart icerisinde LAB’ni olusturan; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Pediococcus ve Streptococcus cinsleri tarafindan iiretilen bakteriyosinler
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antibiyotiklerin gelistirilmesi acisindan en umut verici gruptur. LAB’larin probiyotik
ve gida koruyucusu olarak kullanilmalar1 nedeniyle LAB kokenli bakteriyosinlerin
oral ve gastrointestinal antibiyotikler olarak kullanimlart muhtemeldir (63, 184, 199).
Bazi lantibiyotiklerin ¢oklu ila¢ direngliligine sahip patojenlere kars1 aktiviteye sahip
olmalar1, tedavi amaci ile kullanimlarina olanak saglamaktadir (199).

Bakteriyosinler duyarli hiicrelere bakteriyostatik veya bakteriyosidal sekilde
etki ederler. Bakteriyosinin saflik derecesi, bakteriyosinojenik susun fizyolojik
durumu ve deneysel sartlar (pH, 1s1, diger antimikrobiyal bilesikler vs.) gibi bir¢cok
faktor etki tarzlarin1 ve etki kapasitelerini degistirebilmektedir. Bakteriyosidal
aktiviteleri duyarli hiicrelerin lizisine dayanan bakteriyosinler, bakteriyolitik
bakteriyosinlerdir (53). Bakteriyosinler duyarli mikroorganizmalar iizerinde farkli
etki mekanizmalarina sahiptirler. Cogunlukla enzimatik aktiviteyle hedef bakterinin
hiicre zarina yonelirler. Hiicrenin stoplazmik zarina baglanarak, hiicre icerisine girer
ve zarda gozenekler olustururlar. Boylece diisiik molekiil agirligina sahip hiicre
bilesenlerinin hiicre disina sizmasina yol acarlar. Bununla birlikte, iyonlarin,
ozellikle de Adenozin trifosfat (ATP) kaybi ve hiicre ici pH dengesinin
korunmasinda etkili olan K* iyonunun hiicre disina sizmasi, hiicrede enerji
tilketimine neden olmaktadir. Tip A lantibiyotikler esas olarak duyarli hiicrelerin
sitoplazmik membranlarinda por sekillendirirken, Tip B lantibiyotikler duyarl hiicre
metabolizmasinin ugucu enzimatik bilesiklerini hedef alirlar. Sitoplazmik zarda
olusturulan porlardan glutamat, ATP gibi bir¢ok 6nemli fonksiyona sahip intraseliiler
molekiiller hiicre membrani digina ¢ikar ve membramn iyon dengesi bozulur. K*
iyonlar1 kayba ugrar ve amino asit inhibisyonu gerceklesir. Boylelikle bir¢ok
yasamsal fonksiyon bloke olur, pH degerindeki diistise bagh olarak glikolitik denge
bozulur. ATP’nin hidroliziyle tiim yagsamsal faaliyetler durur ve hiicre 6liir (227).

Bakteriyosin iiretimi yarismada oldugu diger tiirlerin oldiiriilmesi gibi
yasadig1 populasyonda iiretici tiire pek cok avantaj saglarken bazi zararlara da yol
acmaktadir. Bunlar, diger hiicresel fonksiyonlar i¢in ihtiya¢ duyulan enerjinin
kullanilmas1 veya E. coli’nin de dahil oldugu pek cok Gram negatif bakteride
bakteriyosinin salinmasi i¢in hiicre oliimii gibi sonuglar olabilmesidir. Bu gibi
zararlar bakteriyosin iireticisi ile bakteriyosine duyarli ve direncli tiirlerin bir arada

bulundugu populasyonlarda kritik ©6nem tasimaktadir (181). Bakteriyosinler
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koruyucu ajan olarak kullanimlarin1 sinirlayan proteolitik bozulma ve gida
ingredientlerinde adsorbsiyona duyarli amfifilik 6zellikteki yapilardir (55). Laktik
asit bakterilerince iiretilen bakteriyosinlerin gidalar1 patojenlere karsi korumada gida
katki maddesi olarak kullamimi biiyiik ilgi uyandirmakla birlikte, gidadaki etkileri
cesitli sebeplerden dolayr simirhidir. Gidalarda uygulamalarimi sinirlayan en biiyiik
engel, genellikle Gram negatif bakterilere karsi aktif olmamalar1 nedeniyle sinirl
aktivite spektrumlar1 ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Ayrica, gida katki
maddesi olarak ekonomik degerleri, kullanimi1 engelleyen diger bir problemdir. Bu
nedenle, yapilan caligmalar sadece yeni ve daha etkili bakteriyosinlerle sinirl
degildir. Bakteriyosinlerin optimum ekstraksiyonunun gergeklestirilmesiyle hem
biyolojik hem de ekonomik kolayliklarin belirlenmesi yoniinde de ilerlemektedir.
Arastirmacilar bu sorunlara ¢oziim bulmak iizere gida giivenligini ve raf omriinii
arttirmak i¢in engeller teknolojisi kavramimi da kullanmiglardir (52). Bunlarin
yaninda, gida uygulamalarinda bir miiddet sonra inhibisyonda azalma da
goriilebilmektedir. Bu durumun, muhtemelen bakteriyosinlerin aktivitesindeki
azalma ve/veya bakteriyel hiicrelerin diren¢ gelistirmesi nedeniyle oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin, deve kusu et salaminda pH 4 civarinda maksimum
aktivitelerinin oldugu bildirilen Curvacin ve Plantaricin’in baslangicta L.
monocytogenes bliylimesini inhibe ettigi, fakat fermentasyonun 15. saatinden sonra
L. monocytogenes’in canli sayisinda yiikselme oldugu goriilmiistiir (67). Holzapfel
ve ark. (100) bakteriyosin {iireten mikroorganizmalarin veya direk olarak bu
kiiltiirlerin Urettigi bakteriyosinlerin gida sanayinde kullanimlarim sinirlayan
faktorleri asagidaki gibi siralamiglardir;

* Adaptasyon

- Uriin grubuna ait faktorler,

- Dayaniklilik ve rekabet giicii,

- YoOntem parametrelerine duyarlilik,

* Metabolik aktivite

- Gida sistemindeki gereklilikler (Inaktivasyon riski),

- Duyusal 6zelliklere muhtemel olumsuz etkiler,

* Bakteriyosin gibi spesifik antibakteriyel faktorler

- Aktivite spektrumu,
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- Inaktivasyon (Yan iiriin, spesifik proteazlar vs.),

- Kat1 materyalde difiizyonun sinirlt olmasi,

- Gram negatif bakterileri etkilememe,

- Direnglilik gelisimi,

- Gida bilesenleriyle spesifik olmayan baglanma (Lipitlerin neden olabilecegi
inaktivasyon).

Gida korumasmda bakteriyosinlerin kullanimi gidanin raf 6mriinii uzatirken
endiistriyel ve tiiketici taleplerini de karsilayabilir olmalidir. Ancak gida
sistemlerinde bakteriyosinlerin etkinligini, bakteriyosin stabilitesi ve/veya iiretimi
icin cevre yeterliligini de g6z Oniinde bulundurmak gerekmektedir. Bu baglamda
gida korumak icin bakteriyosinler tek yontem olarak degil coklu engeller sistemine
entegre kullanilmak iizere tasarlanmalidir (79). Mikroorganizma iiremesini inhibe
etmek icin farkli koruyucu yontemlerin bir arada kullanilmasini igceren engeller
teknolojisinin temel prensibi, gida sistemlerindeki engellerin yani sira tiim islem
asamalarinda olusabilecek engelleri ortadan kaldirmaktir (54).

Bakteriyosinler =~ gidalarda  koruyucu  olarak  farkli  yontemlerle
kullanilabilmektedir. Bu yoOntemler; fermente gidalarda starter Kkiiltiir olarak
bakteriyosin iireten suslarin kullanilmasi, yiizeyde istenmeyen mikroorganizmalarin
tiremesini engellemek icin gida yilizeyine koruyucu kiiltiir olarak uygulanmalar1 veya
bakteriyosinlerin saf olarak ya da kismi saflagtirilmis konsantreleri halinde gidaya
uygulanmalar1 seklinde olabilmektedir (227). Et fermentasyonunun mikrobiyal
ekolojisi, LAB ve koagulaz negatif koklarin biiyiik bir rol oynadigr kompleks bir
stirectir. Laktobasiller et iiriinlerinde endiistriyel gida fermentasyonunda 6nemli bir
rol oynarlar. Aroma ve tekstiir gibi iiriin karakteristiklerine katkida bulunan
kapasiteleriyle, bakteriyosinler gibi antimikrobiyal bilesiklerin iiretimi ve asitlestirme
saglayarak ham maddenin korunmasina katkida bulunurlar (79).

Gida uygulamalarinda, izole edilen bakteriyosinin kullanima uygun
bulunmasi i¢in tiretici susun GRAS statiisiinde, bakteriyosinin patojen bakterileri de
kapsayan genis bir etkinlige ya da spesifik patojenlere karsi inhibisyon etkinligine
sahip, 1stya dayamkl, saghk agisinda risk tasimayan, kaliteyi ve aromay1 arttirici
ozellikte olmas1 gereklidir (100). Gidalarda kontrolii zor olan ve cevrede yaygin

olarak bulunan patojenik bakteriler, L. monocytogenes dahil gida kaynakli
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hastaliklarda onemli rol oynayan Gram pozitif patojenlere karsi etkili olan cogu
bakteriyosin “GRAS” olarak nitelendirilen bakterilerden elde edilir. Lc. lactis ssp.
lactis tarafindan tretilen Sinif I i¢inde yer alan nisin gida maddelerinde kullanilan

GRAS katki maddeleri statiisiinde yer alir (52).

1.5.12.3.1. Nisin

Lisansh olarak kullanimina izin verilen tek bakteriyosin nisin olmasindan
dolay1 pek cok ¢aligmada bakteriyosinlere diren¢ mekanizmasi da nisin iizerinde
yapilan denemeler ile arastirilmaktadir (209). Onemli birgok gida kaynakli bozulma
yapici ve patojen Gram pozitif bakteriye karsi etkinligi ve nispeten uzun bir giivenli
kullanim gecmisi ile en Onemli ticari bakteriyosin olan nisin (55), lantibiotikler
grubuna ait bir peptiddir (41). Nisin laktik asit bakterilerinden Lactococcus lactis
tarafindan iiretilen, lantibiotik olarak adlandirilan ve I. sinif bakteriyosinler grubunda
yer alan bir bakteriyosindir. Cok genis bir yelpazede Gram pozitif bakterilere ayrica
Clostridium ve Bacillus tiirlerinin sporlarina kars1 antimikrobiyal etkiye sahiptir (18,
95, 167). Asidik bir dogal yapiya sahip olan nisin, diisiik pH’larda yiiksek
coOziiniirlige sahip bir antimikrobiyal madde olarak bilinmektedir. Isiya karsi
direnclidir ve depolama stabilitesi yiiksektir (167). Ancak, nisin Z’nin farkli sicaklik
derecelerinde farkli aktivite gosterdigi belirtilmistir. Ornegin, L. monocytogenes
inhibisyonu i¢in Nisin Z’nin minimum inhibisyon degeri 7 °C’de 400 pg/1 iken
30°C’de 1200 pg/’dir. L. innocua igin ise 7 °C’de 800 pg/l iken 30 °C’de 400
pug/U'dir (2). Kullanildigr gidada olumsuz bir lezzete neden olmamaktadir. Nisin
viicuda alindiktan sonra sindirim enzimleri tarafindan hizli bir gekilde inaktive
edilmektedir (167). Bunun yani sira, yapilan aragtirmalar sonucunda nisinin insan ve
hayvanlar iizerinde toksik etkisinin olmadigi, yiiksek miktarda kullanimlarinin toksik
etki gostermedigi belirlenmis ve giivenli bir gida katki maddesi oldugu anlasilmistir
(95).

FAO- WHO’ya bagli Gida Katkilar1 Uzmanlar Komitesi tarafindan 1969
yilinda nisinin gidalarda bir antimikrobiyal olarak kullanilabilirligi onaylanmistir.

Nisin, E 234 no’lu gida katki maddesi koduyla ‘nisin koruyucu’ veya ‘dogal
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koruyucu’ etiketi ile 50°den fazla iilkede kullanilmaktadir (52, 54, 64, 79). Birlesmis
Milletler Gida ve Ilag Idaresi tarafindan “GRAS” statiisiinde kabul edilen ve yapilan
aragtirmalar sonucunda insanlar i¢in tamamen giivenli oldugu tespit edilen nisinin,
ozellikle ¢esitli maddelerle kombine edildiginde, antimikrobiyal spektrumunun daha
da genislemesi, gidalarda kullanimim yaygin hale getirmektedir (95). Gida katki
maddesi olarak kullaniminin resmi olarak onaylanmig olmasi, nisini iizerinde en ¢ok
calisilan bakteriyosin yapmaktadir. Genetigi en iyi bilinen laktik asit bakterisinin
Lactococcus lactis olmasi da bunda etkendir (195).

Nisin biyokoruyuculuguna ilave olarak eczacilik, veterinerlik ve saglik
iriinlerinde potansiyel bir ajan olarak kullanilmaktadir (18). Lisansh olarak
kullanimina izin verilen tek bakteriyosin nisin olmasindan dolayi, pek ¢ok ¢alismada
bakteriyosinlere diren¢ mekanizmast da nisin ilizerinde yapilan denemeler ile
aragtirilmaktadir. Bakteriyosinler antibiyotiklerden farkli bir yapiya sahiptirler.
Bircok antibiyotige kars1 yiiksek diren¢ kazanmis patojenler iizerinde
bakteriyosinlerin diren¢ mekanizmasi ilgi odagi olmasina karsin bu konuda yeterli
sayida calisma mevcut degildir. Bakteriyosinler icin mutlaka degerlendirilmesi
gereken konulardan biri de diren¢ konusudur. Tiim bakteriyosinler icin bu
mekanizmalarin nasil isledigi bilinmese de, diisiitk molekiil agirlikli bakteriyosinlerin
cogunun bakteriyel membran ile iligkili oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, direng
genellikle bakteriyosinin hedefledigi bakterinin membranindaki degisikliklere bagl
olarak sekillenmektedir (209). Antibiyotik direncliligi, genellikle genetik determinant
ile tiirler, suslar ve hiicreler arasi direngliligin transfer edilebilmesiyle alakalidir.
Fakat antibiyotik direngliliginin aksine bakteriyosin direncliligi hedef hiicre
membramnda fizyolojik degisiklikler sonucu gerceklesir. Nisin direncliligi i¢in hiicre
membran bilesiklerinde degisiklik gézlendigi, enzimlerin ve nisini parcalayan nisinaz
enziminin baz1 mutantlar tirettigi belirtilmistir (57). Bircok antibiyotige kars1 direng
kazanmis mikroorganizmalara 400 IU/ml nisin uygulandiginda organizmalarda
herhangi bir diren¢ gelismemesi ve nisine karst duyarhiliklarim1 korumalarina
dayanarak antibiyotiklerin ve bakteriyosinlerin etki mekanizmalar1 birbirinden farkl
olduklar1 sonucuna vartlmistir (193). Bununla birlikte, ¢ogunlukla gastroenteritiste
gida kaynakli hastaliklarda yaygin olarak kullanilan 20 farkli antibiyotige kars1 CL.

perfringens, S. aureus, Enterobacteriaceae, B. cereus, E. coli, Salmonella ve
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Shigella’nin  baz1 suglarinda antibiyotik direncinin gida koruyuculart ile
etkilenebilirliginin izlendigi bir ¢calismada, B. cereus ve Cl. Perfringens’in suslarimin
5000 IU/ml nisin’e (Nisaplin) diren¢li oldugu bulunmustur. S. aureus’un suslarina
karst ise MIC degerleri 3000- 5000 IU/ml arasinda olmustur. Spor olusturan
bakterilerin Nisaplin MIC’i S. aureus’a karst olanlardan daha yiiksek olarak
degerlendirilmistir (29).

Nisin, Gram pozitif bakterilere karsi nispeten yiiksek aktivitesini saglayan
bagh lipit I membranlar ile yiiksek bir affinite etkilesimi ile bakteriyel hiicreleri
oldiirmek icin por olusturma kombinasyonuna sahip olmasiyla 6zel bir yapiy1
barindirmaktadir (41). Bakteriyosinlerin hedefi sitoplazmik membrandir. Gram
negatif mikroorganizmalara kars1 etkisiz olmas1 veya sinirh bir etki gostermesi Gram
negatif bakterilerin dis membranindaki lipopolisakkaritin koruyucu bariyerine
baglanabilir. Etki mekanizmalar1 stoplazmik membran iizerinedir ve hiicrenin
catlamasina yol acarak ATP gibi hiicre i¢i maddelerin sizmasina neden olmaktadirlar
(2, 48, 53, 167). Bu nedenle bakteriyosinler ¢ogu gida iiretim ydntemlerinde
koruyucu olarak tek basina yetersiz kalmakta ve kombine bir sistemle
bakteriyosinlerin aktiviteleri arttirilmaktadir. Gram negatif bakterilerin hiicre
gecirgenligi, elektrostatik basing, yiiksek hidrostatik basing gibi koruma metotlari
kullanilarak arttirilabilir. Buna ilaveten, lipopolisakkarit tabakasinda Mg iyonu tutan
sitrat, EDTA gibi selat kullanarak Gram negatif bakterilerin membran biitiinliigii
bozularak bakteriyosinlerin etkisi arttirilabilmektedir (2, 48, 53). EDTA’nin diisiik
diizeylerinin L. monocytogenes’e kars1t nisin ve lizozimle, enterohemorajik F.
coli’nin iki susuna karsi nisin, monolaurin ve lizozimle birlikte sinerjik etkilerinin
oldugu Branen ve Davidson (40) tarafindan da gosterilmistir. Bununla birlikte, Gill
ve Holley (84), Gram negatif bakterilere karsi nisin ve EDTA arasinda ve Gram
pozitif bakterilere kars1 nisin ve lizozim arasinda antibakteriyel etkiyi yiikselten bir
etkilesim bulamamiglardir. Ancak, besin elementlerinin eksikligi sartlarinda boyle bir
aktivitenin varligm gozlemlemisglerdir. Ultra Yiiksek Basing (UHP) ve Nabiz
Elektrik Akim (PEF) ile bakteriyosinlerin kombinasyonu, bakteriyosinlerin veya bu
teknolojilerin yalniz kullanimindan daha biiyiik bir antibakteriyel etkinlige sahip
oldugunu gostermistir (2). Ayrica ozmatik sok, 1s1 uygulamasi, selatlama ajanlarina

maruz kalmalar1 ve dondurma gibi uygulamalarla Gram negatif bakterilerin hiicre
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etkilenebilir

hale getirilebilecegi de

bildirilmistir (64). Kombinasyon ¢aligmalarindan bazilar1 Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9: Gida Giivenligini Yiikseltmek I¢in Engeller (Hurdling) Teknolojisinde
Nisin Uygulamalari (52).

Bakteriyosin Inaktivasyon Etkisi Referans
Isiyla Kombinasyon
- Nisin (1000 IU/g) ve hafif 1s1 uygulamasi (60- 65 °C) ile 1stakozda Budu-
Nisin L. monocytogenes inaktivasyonu Amoako ve
' Yios Y ark.1999
Nisi Nisin (500-2500 IU/g) ve hafif 1s1 uygulamasi (55 °C) ile S. Boziaris ve
s enteritidis inaktivasyonu ark.1998
Nisin, Her iki bakteriyosinin ve sublethal baski uygulanmasi ile Gram Kalchayanand
pediocin AcH  negatif/Gram pozitif bakterilerde canli hiicre sayisinda azalma ve ark.1992
Selat Ajanlariyla Kombinasyon
EDTA, sitrat ya da laktat ile nisin (2000 IU/g) ve modifiye atmosfer ~Cutter ve
Nisin (MAP) ambalajlama, Gram negatif bakterilere (S. typhimurium ve Siragusa,
E. coliO157:H7) kars1 etkilidir. 1995
MAP, diisiik 151 ve Nisin (400 IU/g) L. monocytogenes lag fazinda
- .o > - .2 Szabo ve
Nisin azalma, 1250 IU/g seviyesinde nisin kullanildiginda ise iiremede .
. . Cahil, 1998
inaktivasyon
MAP (% 100 CO,, % 80 CO, + % 20 hava) ve nisin (1000 ya da Fane ve Lin
Nisin 10000 IU/g) L. monocytogenes ve Pseudomonas fragi tiremesini g ?
L 1994
inhibe eder.
Antimikrobiyallerle Kombinasyon
- % 0,3 potasyum sorbat ile nisin (400 IU/g) L. monocytogenes Buncic ve
Nisin . v
tiremesini inhibe eder. ark. 1995
Pediocin AcH % 0,3-0,5 sod}{um d%age.tat. ile pediocin nisin (5000 IU/g) L. Schlyter ve
monocytogenes iiremesini inhibe eder. ark. 1993
Nisin Sukroz, yag asitleri ve nisinin sinerjist etkisi Gram pozitif’leri Thomas ve
inhibe eder. ark. 1998
.. .. s .. C Nilsson ve
Nisin CO, ve nisin, L. monocytogenes’e kars1 sinerjist etki gosterir. ark. 2000
Carvacrol (0.3 mmol/l), nisin (6 IU/ml) kombinasyonu, nisin tek .
.. . .. . Periago ve
Nisin basina etkisine gore Bacillus cereus sayisini azaltmada daha ¢ok
o ark. 2001
etkilidir.
Nisin Monolaurin (0.25mg/1) ile nisin (100 IU/ml) kombinasyonu, siitte Mansour ve

Bacillus ssp.’nin vejetatif hiicrelerine kars1 sinerjist etkilidir.

Laktoperoksidaz Sistemle Kombinasyon

Nisin

Nisin

Laktoperoksidaz sistem ve nisin (100 ya da 200 IU/ml), L.
monocytogenes’e karsi bakteriasidal etki gosterir

Laktoperoksidaz sistem ve nisin (10 ya da 100 IU/ml), yagsiz siitte
L. monocytogenes’in inaktivasyonunda sinerjist etki gosterir

Diger Bakteriyosinlerle Kombinasyon

Pediocin AcH

Leucocin F10

Curvaticin

Lacticin 481, lacticin F, pediocin AcH nisinle birlikte
kullamldiginda sinerjist etki gosterir.

Nisin ve leucocin F10 kombinasyonu L. monocytogenes’e karst ¢ok
etkilidir.

Nisin (50 IU/ml), ve curvaticin 13 nisin (160 AU/ml), ayni anda
ilavesinde, tek basina yaptiklari etkiye gore L. monocytogenes’e

kars1 daha fazla etkililerdir.

Milliere, 2001

Boussouel ve
ark. 2000
Zapico ve ark.
1998

Mulet- powell
ve ark.1998
Parente ve
ark. 1998

Bouttefroy ve
Milliere, 2000
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Nisin ilk olarak peynirlerde koruyucu olarak kullanilmis, ancak son yillarda,
sadece peynirlerle sinirli kalmayip diger siit iiriinleri, et, kanath ve deniz iiriinleri gibi
cesitli gidalarda, ayrica sarap ve bira sanayinde koruyucu olarak kullanilmaya
baslanmistir (95). Bircok iilkeyle birlikte Tiirkiye’de de peynir ve baz1 gidalarda
prezervatif olarak kullanimi onaylanmistir (188). Siit iiriinlerinde etkili sonuclar
veren nisin et iiriinlerinde basarili bir koruyucu degildir. Ette nisinin ¢oziiniirliigtiniin
azalmas1 ve stabilitesini koruyamamasi basta gelen etkenlerden biridir. Ayni
zamanda, bazi laktik asit bakterileri iireme doneminin basinda bakteriyosin iiretirken
bazilar1 bu donemin sonunda bakteriyosin iliretmektedir. Ayrica, etkili olabilen
konsantrasyon icin kullanilan bakteriyosin miktarmin yiiksek olmasi ekonomik
bulunmamaktadir (102).

Fermente sucuk iiretiminde istenilen kirmizi rengin olusmasi i¢in ve 6zellikle
Clostridium botulinum inhibisyonu icin et iriinlerine katilan nitrit, sekonder
aminlerle reaksiyona girerek karsinojenik nitrozaminler olusturur. Yiiksek
miktarlarda nitrit kullanimi ile ilgili endiselerden dolayr arasgtirmacilar nitritin
tamamiyla olmasa da bir kismi yerine nisinin kullamlabilecegi iizerine c¢esitli
calismalar yapmislardir. Nisinin B. cereus ve L. monocytogenes’e kars1 oldukga etkili
oldugu, Clostridium spp.’nin toksin {iretimini ve sporlanmasini engelledigi
bildirilmektedir. 5,6- 6,0 pH, nem icerigi ve diisiik redoks potansiyeli (anaerobik
ortam) bulunduran peynir 85- 100 °C’de 6- 10 dakika is1 uygulamasinda canli
kalabilen Clostridium sporlarinin vejetatif hale gecmesi ve iiremesi i¢in uygun bir
ortamdir. Clostridium sporu (yaklasik 200 spor/gr) ile kontamine edilerek iiretilen
peynirlerde 6,5 mg/kg nisin uygulamasiyla 37 °C’de depolama siiresince bozulma
onlenmistir. Yine de yiiksek miktarlarda nisinin C. botulinum tizerinde oldukg¢a etkili
olmasina ragmen fazla miktarlarda nisin kullanim1 ekonomik degildir (64). Rayman
ve ark. (179), ¢calismalarinda 3000 IU/g nisin ve 40 ppm nitrit kombinasyonunun ette
Clostridium sporogenes sporlarimi 37 °C’de 56 giin inhibe ettigini ortaya
koymuslardir. Davies ve ark. (62) peynir Orneklerine 10°- 10° kob/g L.
monocytogenes inokiile ederek 70 giin olgunlasmaya birakmislardir. Calismanin
sonucunda 2,5 mg/l nisinin 8 hafta ve daha fazla siirede peynir tiirline bagl olarak

orneklerde L. monocytogenes tiremesini inhibe etmistir.
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Nisin ~ konservecilikte  sterilizasyonun  daha  1limli  kosullarda
gerceklestirilmesini saglar. Konserve meyve ve sebze iiriinlerin islenmelerinden
sonra ortaya ¢ikabilen C. botulinum’un 1s1ya dayanikli sporlarinin inaktif edilememe
sorununa kars1 sterilizasyon sicakliginda etkinligini koruyabilen antimikrobiyallerin
kullanimi gerekmektedir. Ayrica, bu etkinligin depolama kosullarinda da korunmasi
istenmektedir. Nisinin termofiliklerin tiremelerini onledigi, 1s1 islemi gérmiis kutu
konserve meyve ve sebze iirlinlerinde kullanilabilecegi belirlenmistir (167).

Bakteriyosinlerle ambalaj materyalinin kombine edilmesiyle patojen ve
bozulma yapan bakterilerin kontrolii iizerine ¢ok etkin caligmalar yapilmaktadir. Et
ve peynir gibi gidalarla direk temas eden antimikrobiyal ambalajlama materyalinden
ylizeye difuze olan bakteriyosin, gidanin yiizeyinde mikrobiyal gelismeyi Onler.
Bakteriyosinin ambalaj materyalinden gida ylizeyine kademeli salinimi, gidaya
bakteriyosinin spreyle uygulanmasma veya gidamin bakteriyosin ¢ozeltisine
daldirilmasina gore daha avantajlidir. Spreylemede antimikrobiyal aktivite gida
bilesenleriyle etkilesime ya da gidaya niifuz eden miktarina bagh olarak azalabilir
veya tamamen kaybolabilir (52). Fang ve Lin (80), domuz etinde nisinin MAP (%
100 COy; % 80 CO; + % 20 hava) ile kombine kullaniminin L. monocytogenes ile
Pseudomonas fragi tizerinde ¢ok etkili oldugunu gostermislerdir. Modifiye atmosfer
ve nisin (10°, 10* TU/ml) her iki organizmayi 4 °C’de, 20 °C’ye gore daha belirgin
olan bir inhibisyonla inhibe etmistir.

Degisik B. cereus suslariin vejetatif formlar1 {izerinde nisin ve carvacrol’iin
etkisi incelendiginde farkli pH ve sicaklik derecelerinde duyarlilikta belirgin
farkliliklar tespit edilmistir. 0,3 mmol/l konsantrasyondaki carvacrol B. cereus
izerinde etkili olmazken nisinle birlikte kombine kullanildiginda, tek basina nisin
uygulanmasina (0,15 pg/ml) gore yasayan hiicre sayisinda daha fazla azalma
saglamistir. Bu sonuca gore, carvacrol’lin nisinin bakterisidal etkisi iizerinde dnemli
bir rol oynadigi ve bu bilesiklerin kombinasyonunun sinerjik etki yarattig
goriilmiistiir. Bunun yaninda 6,30 ve 5,75 gibi diisiik pH seviyelerinde nisin B.
cereus suslart iizerinde 7,0 gibi daha yiiksek bir pH seyiyesine gore daha etkin
olmustur. Nisin ve carvacrol kombinasyonu pH 7,0 ve 5,75 seviyelerinde oldukca
farkli sonuclar ortaya koymuslardir. Nisin pH 7,0 ve 6,30’da B. cereus’a kars1 8
°C’de, 30 °C’de oldugundan daha az aktif bulunmus, diisikk pH degerlerinde nisinin
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etkisi belirgin olarak yiikselmistir. Yine diisiik sicaklik degerlerinde test edilen pH
degerlerinde nisin ve cavracrol’iin sinerjik etkisi de gdzlenmistir. 8 °C’de kiigiik bir
etkiye sahip olan nisinin maksimum bakterisidal etkisi i¢in diisiik pH, cavracrol veya
her ikisiyle kombine edilmesi gerekmektedir. Nisin, cavracrol ve pH gibi
kombinasyonlarin en biiyiik avantaji, baz1 gidalarin aroma ve tekstiiriine ¢cok az zarar
vererek, yiiksek sicakliga ihtiya¢ olmadan bu gidalardaki mikroorganizmalar1 inaktif
hale getirmektir. Bu, 6zellikle Nisin’in tek basina B. cereus’a karsi az etkili oldugu
diisik sicakliklarda yararli olabilir (172). Yine, diisiik sicakliklarda tam bir
inaktivasyonun saglanamamasi nedeniyle, s1ivi yumurtada 1limli 1s1 prosesiyle birlikte
nisin ve lizozimin ayr1 ayr1 ve kombine etkileri, optik dansimetre Sl¢iimleri yoluyla
tahminsel modeller olarak B. cereus inaktivasyonu i¢in kullanilmig ve B. cereus’un
gida giivenligi sinirlarimt belirlemek icin kullanigli, kolay bir yontem olarak
sunulmustur (16).

2 mg/ml nisin, 10 mg/ml lizozim ve bunlarin karigimi soliisyonlar ile
muamele edilen tiiketime hazir Bologna hindi Orneklerinin 65 °C’de 32 saniye
pastorize edilerek L. monocytogenes sayilarinin incelendigi bir caligmada nisin veya
nisin- lizozim kombinasyonlarinin 2- 3 haftalik depolama periyodunda tespit
edilebilir diizeylerin altinda indirgeme ile etkili olduklar1 goriilmiistiir. Paket
pastorizasyonunun bu antimikrobiyal uygulamalarla desteklenmesi, bakteriyal
populasyonun 12 haftalik periyodun 9 haftasinda tespit edilebilir diizeylerin altina
inmesini saglamis ve L. monocytogenes’in soguk depolama boyunca gelismesi
engellenmistir (140).

Son yillarda 6zellikle gidalardan identifiye edilen laktik asit bakterilerinin
bakteriyosin iiretebilme yetenekleri ve onlarin iirettigi bakteriyosinlerin tanimlanmasi
yoniinde yapilan arastirmalar sonucu bakteriyosinlerin basta Gram pozitif
mikroorganizmalar olmak iizere bircok patojene karsi bakteriyosidal ve bakterisit
etki gosterdigi  bildirilmektedir. Fakat gida ortaminda bakteriyosinlerin
antimikrobiyal etkilerini arastiran c¢alismalar bakteriyosinlerin laboratuvar
ortamindaki etkileri ile gida sistemlerdeki etkilerinin ¢ok farklilik gosterdigini ortaya
koymaktadir. Direk olarak gida uygulamalarinda aym basar1 s6z konusu
olmamaktadir (102). Nisinin aktivitesi gidanin fiziksel 6zelliklerine ve kimyasal

kompozisyonuna bagli olmakla birlikte gidalarda uygulanmasin sinirlayan en biiyiik
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engel, Gram pozitif mikroorganizmalara kars1 oldukg¢a etkili olmasina karsin, hiicre
duvar1 zayif gecirgenlik 6zelligine sahip olan Gram negatif bakterilere, maya ve
kiiflere kars1 etkisiz kalmasidir (2, 48, 53, 64, 167). Nisinin dar bir antimikrobiyal
spektrumunun olmasi, viicut sivilarinda ¢6ziiniirliigiiniin az olmasi, proteazlar
tarafindan parcalanmast ve 7- 7,5 pH araliginda stabil olmamasi, dezavantajlari
olarak karsimiza c¢ikmakta ve bazi amaclar icin kullanimini olumsuz kilmaktadir

(167).

1.5.13. Antioksidan Etkili Maddelerle Koruma

Antioksidanlar, yiyeceklerin hazirlanmasi ve tiiketimi esnasinda ortaya ¢ikan
yagin acilagsmasi ve renk degisimleri gibi major degisikliklerden biri olan oksidasyon
reaksiyonlar1 sonucunda olusan bozulmalar1 onleyerek raf omriinii uzatan ve gida
kalitesini koruyan maddeler olarak ifade edilmektedir (44). Gida sanayi acisindan
antioksidanlar, bitkisel ve hayvansal yaglar ve yag iceren gidalarin iiretimi,
depolanmasi, taginmasi ve pazarlanmasi sirasinda normal sicakliklarda atmosfer
oksijeninin etkisini geciktirerek, gidanin bozulmast ve acilagsmasi belli bir siire
engelleyen en etkili maddeler olarak belirtilmektedir (58). Ham maddenin
antioksidan ozelliklerinin degerlendirilmesi insan saghigi i¢cin faydali, yiiksek kaliteli
gida i¢in uygunlugunun belirlenmesine izin verdigi i¢in olduk¢a Onemlidir.
Antioksidanlarin, genellikle fenolik bir hidroksil gruptan bir H atomu vererek lipit
zincirinde serbest radikalleri nétralize etti§ine inanilmaktadir (151). Antioksidanlar
zincir tepkimesinin ilerleme asamasinda olusan ROO' serbest radikaline hidrojen
atomu vererek bu reaksiyonu durdururlar. Bitis asamasinda serbest antioksidan
radikalleri kendi aralarinda reaksiyona girerek antioksidan molekiiliinii yeniden
olusturarak veya ilerleme asamasinda olusmus ROO" serbest radikali ile reaksiyona
girerek etki gosterirler (42, 113).

Lipitler fermente et tiriinlerinin kalitesi {izerinde anahtar rol oynamaktadir. Et
iriinlerinin duyusal niteliklerinin cogu, igerdikleri lipitlerinin ozellikleri ile bu
lipitlerde isleme sirasinda meydana gelen lipolitik ve oksidatif parcalanma olaylarina

baglhdir. Fermente et iiriinlerinde lipit reaksiyonlar1 etin kaynagina, 6zellikle irka ve
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besleme programina, tiiretim siirecinde kullamilan diger hammaddeler, katki
maddeleri, starter kiiltiirler ve isleme kosullarina baghdir. Isleme sirasinda lipitler,
isleme boyunca aktif kalan et lipazlar1 tarafindan gerceklestirilen siddetli bir
hidrolize maruz kalmaktadir. Lipit hidrolizi sonucu agiga ¢ikan serbest yag asitleri
okside olarak iiriiniin 6zellikle duyusal niteliklerini etkilemektedir (77).

Yag ve yaglh gidalardaki oksidasyon, hem beslenme fizyolojisi hem de
teknolojik ve ekonomik ag¢ilardan oldukca 6nemlidir. Bu yiizden, otooksidasyonun
fiziksel ve teknolojik olarak 6nlenemedigi durumlarda, gidalarda, antioksidanlar ve
sinerjistler kullanmilmaktadir. Antioksidanlar E sisteminde 300- 326 aralifinda
bulunmaktadirlar (117). Yaglarda ve yag iceren gidalarda kullanilan antioksidanlarin
tasimasi gereken 6zellikler asagida 6zetlenmistir:

- Gidalarda kullamldiklar1 dozlarda toksik etkileri olmamali,

- Diisiik konsantrasyonlarda etkili olabilmeli,

- Kolayca temin edilebilmeli,

- Kizartma gibi 1s1l islemlerde etkisini kaybetmemeli,

- Gidada istenmeyen renk ve lezzet degisimlerine neden olmamali,

- Maliyeti diisiik olmalidir (92).

Antioksidanlarin biiyilk bir kismi yapisinda flavonoidler, fenolik asitler,
alkoller, stilbenler, tokoferoller ve tokotrienoller iceren fenolik bilesikler, askorbik
asit ve karoten bulunan bitkilerden elde edilir (126). Cesitli sebzeler ve meyveler,
biberiye, adagayi, soya, turunggiller, susam, zeytin, ke¢iboynuzu zarfi ve tizim gibi
bircok gida dogal antioksidan olarak lipit oksidasyonunda yiiksek aktiviteye
sahiptirler (149). Ornegin askorbik asit, meyve ve sebzelerde kesilen yiizeylerin
havanin oksijenine bagli olarak enzimatik esmerlesmesini, hidrojen atomlarini
fenolik bilesiklerin enzimatik oksidasyonu ile olusan “quinon”lara geri géndererek
onleyen indirgeyici fonksiyona sahip bir antioksidandir (117).

Biitiin dogal s1v1 ve kat1 yaglar, genellikle diisiik sinirlar i¢inde ve degisik
miktarlarda dogal antioksidan maddeleri icerirler. Ozellikle yaglarin oksidatif
tepkimelere kars1 diren¢g goOsterdigi indiiksiyon periyodu olarak bilinen siirecte,
yaglarin ana bilesenleri yerine kendileri okside olarak bu bilesenleri korurlar (117).

Antioksidanlardan en etkili sonucun alinabilmesi icin, gidaya erken safthalarda,
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oksidasyonun baslangicindan ©nce, Ornegin rafinasyondan oOnce ilave edilmesi
gerekmektedir. Bu durumda reaksiyonu dnleyebilir veya azaltabilirler (92).

Bitkisel yaglarin ¢ogu dogal antioksidanlart1 onemli oOlgiide icermelerine
ragmen hayvansal yaglar dogal yapilarinda oksidatif etkiye kars1 korunmaya sahip
degillerdir. Bu bakimdan si8ir i¢ yagi, tavuk yagi, domuz yagi gibi hayvansal
yaglarda stabilizasyon olduk¢a 6nemlidir (117).

Iki veya daha fazla antioksidanin bir arada kullanilmasiyla elde edilen daha
kuvvetli etki sinerjizm olarak ifade edilir (92). Antioksidanlarin istenen etkiyi
olusturmalar1 belirli dozlarda kullanimlar1 ile miimkiindiir. Konsantrasyonlarina bagl
olarak hem antioksidatif hem de prooksidatif olarak etki gosterirler. Yiiksek dozlarda
kullanilmalar1 halinde prooksidan gibi davrandiklar1 da gozlenmistir (27, 47, 136,
234). Bu iki karsit etki in vivo ve in vitro verilerin karsilastirilmasinda zorluk c¢ikarir
(234). Ekstraktlar1 daha ¢ok distilasyonla elde edilen, aromatik bitkiler, terpenler ve
terpenoidler, aromatik ve alifatik bilesikler ihtiva ederler. Bunlarin ¢ogu in vitro
fizikokimyasal c¢aligmalarda antioksidan olarak karakterize edilmistir. Bununla
birlikte, son ¢aligmalar ucucu yaglarin okaryotik hiicrelerde, hiicre membranlar1 ve
mitokondri gibi organellerde prooksidan etkili olarak da rol oynadigini
gostermektedir. Quercetin, gossipol ve myricetin gibi bitki kokenli fenolik
bilesiklerde, antioksidan (diisiik mikromolar konsantrasyonlarda) ve prooksidan (100
uM’de) etkiler gozlemlenmistir. Ugucu yaglar tip ve konsantrasyona bagh olarak,
yasayan hiicrelerde genotoksik degildir, fakat sitotoksik etki gosterirler. Bazi
durumlarda, ugucu yaglarla intraselluler redoks potansiyelinde degisiklik ve
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olabilir. Bu bulgular, ugucu yaglarin yararl

etkilerinin, hiicresel diizeydeki prooksidan etkilerine baglh oldugunu gosterir (136).

1.5.13.1. Dogal Antioksidanlar

Fenolik bilesikler veya polifenoller, 8000’ den fazla fenolik yapi ile bitkilerin
ikincil metabolitlerinin genis bir boliimiinii olustururlar. Cografi bolgeler arasindaki
farkliligin sonucunda, diyetteki alimlar1 degisiklik gosterebilir. Bununla birlikte,

diyetin biitiiniinde ayrilmaz bir parcadirlar ve sebzeler, meyveler ve iceceklerde
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onemli miktarda bulunurlar. Polifenoller antibakteriyel, antiinflamatuar, antialerjik,
hepatoprotektif, antitrombolik, antiviral, antikarsinojenik ve vazodilatasyon etkiler
iceren genis biyolojik yararlilik sergilerler. Bunun yaninda, bitkisel gidalarda
bulunmalari, elde edilebilmelerindeki kolaylik ve kimyasal yapi karakterleri baz
almarak yapilan ¢alismalarda, 30’dan fazla fenolik bilesikte antioksidan aktivite
Olciilmiistiir (206). Bitkisel dokularin antioksidan kapasiteleri, superoksit dismutaz,
katalaz ve peroksidaz gibi serbest radikal toplayici enzimlerin aktivitesi ve baglica
fenolik bilesikler, karotenoidler, tokoferol ve askorbik asit gibi antioksidan
maddelerin igerikleri ile yakindan iligkilidir (32).

Antioksidan olarak degerlendirilen ucucu yaglar antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antiparaziter, insektisidal, iyilestirici olarak kullanimlarinin yaninda son
zamanlarda farmasotikal, sanitasyonda, kozmetik, plastik sanayide, tarim ve gida
endiistrilerinde de yaygin olarak kullanilmaktadirlar (27, 147). Meyveler, sebzeler,
sifal1 bitkiler veya onlarin fitokimyasal bilesikleri, kanser olusumunu baglatan DNA
hasarina kars1 koruyucu olarak, antioksidan igeren gidalarin diyette bulunmasi
Onerilmistir. DNA hasarina aracilik eden ROS’un etkileri, endojen enzimler ve
diyetle hiicre i¢inde biriken antioksidanlarla sinirlandirilir (136).

Biberiye, adagayi, kekik, dag kekigi, tarcin, karanfil, zencefil, kimyon, kisnis,
feslegen, zahter, nane, maydanoz, mercankosk, karabiber, kirmizibiber ve sarimsak
gibi bircok bitki potansiyel antioksidan aktiviteleri ile dikkat ¢cekmektedirler (238).
Karanfil yaginin bitkisel yaglar icinde en aktif antioksidan oldugu belirlenmistir.
Fakat biberiye ve adacayi, az kokulariyla, baharatlar i¢inde en etkili antioksidanlar
olarak tercih edilirler. Zerdecal ise gidalarda, genelde renk verici olarak kullanilir ve
kokusuz, 1s1ya dayanikli antioksidan bir bilesik olan tetrahydrocurcumin igerir (81).
BHA gibi sentetik antioksidanlar hayvansal yaglarda yiiksek ¢Oziiniirliige sahip
olduklar i¢in bir¢ok islem gormiis ve pismis gidalarda stabilite saglamaktadirlar
(12). Bununla birlikte, bu gibi sentetik antioksidanlarin kullamilmasimin saglik
acisindan kanserli hiicre olusumunu uyararak insan sagligini olumsuz etkileme
potansiyeli tasimasi ve toksisiteleri nedeniyle giivenin azalmasi, dogal 6zellikli diger
antioksidanlarin aragtirilmasi ve gelistirilmesine ilgiyi artirmaktadir (28).

Tiirk Gida Kodeksi’nde gecen “Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki
Gida Katki Maddeleri Tebligi’nin ekler bolimiinde, gida katki maddesi olarak
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kullanilan antioksidanlardan bahsedilmektedir. “E” kodu ile verilen bu antioksidan

maddeler Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10: Gida Sanayiinde Kullanilan Antioksidan Katki Maddeleri ve Kodlar1
(223).

E Kodu Ad1
E 300 Askorbik asit
E 301 Sodyum askorbat
E 302 Kalsiyum askorbat

E 304 Askorbik asidin yag asidi esterleri
(i) Askorbil palmitat
(i1) Askorbil stearat

E 306 Tokoferolce zengin ekstrakt

E 307 Alfatokoferol

E 308 Gamatokoferol

E 309 Deltatokoferol

Yine ayn1 tebligde kullanimina izin verilen sentetik antioksidanlar agsagidaki

Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11: Gida Katki Maddesi Olarak Kullanilan Sentetik Antioksidanlar (223).

E kodu Ad1

E 310 Propil gallat

E 311 Oktil gallat

E 312 Dodesil gallat

E 320 Biitillendirilmis hidroksianisol (BHA)
E 321 Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT)
E 315 Eritorbik asit

E 316 Sodyum eritorbat
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Kiymanin raf Omriinii azaltan 3 Onemli faktér vardir. Mikrobiyal
kontaminasyon, sadece renk icin degil ayn1 zamanda giivenlik icin de Onemlidir.
Diger 2 faktor ise acilasmaya neden olan lipit oksidasyonu ve renk bozulmasina
neden olan myoglobinde oksidatif etkilerdir. Biitiin bu faktorlerin ikincil defekti ise
aromada ve kokuda bozulmalardir (70). Buzdolab1 sicaklifinda, atmosferik sartlarda,
sigir kiymalarimin maksimum 48 saat tiiketici tarafindan kabul edilebilir parlak
kirmiz1 rengini korudugu bilinmektedir. Oksitlenmenin rengi olan kahverengi renge
kars1 parlak kirmizi renk, tazelik ve giivenlik acisindan tiiketiciler i¢in 6nemli bir
kriterdir. Kiyma, kastan alinan et kesitine kiyasla, daha ¢ok ylizeyi hava ile temas
eder ve daha fazla mikrobiyolojik kontaminasyona maruz kalmak suretiyle daha hizli
kahverengilesmeye ve eksimeye meyillidir. Ayrica, metmyoglobin olusumunu
azalttig1 bilinen indirgeyicilerin de kaybmi hizlandirir (190). Etin ezilmesi,
parcalanmasi oksidasyona karsi egilimi artirdigindan antioksidan madde kesilmis,
kiyma haline getirilmis veya ezilmis iiriinlerde daha etkin sonuglar vermektedir (92).

Protein oksidasyonu ile ilgili medikal arastirmalar yapilmissa da gida ile
ilgili arastirmalar oldukca sinirhdir. Etlerdeki protein oksidasyonu gerek lipit
oksidasyonu ile farkli yollar izlemesi, gerek antioksidanlarin etkilerinin farkli
olmasindan dolayr ilgi kazanmistir. Bitki ekstrakti ve baharatlarin igerdikleri
polifenollerin antioksidatif etki gosterdikleri bilinmektedir, fakat gidadaki protein
oksidasyonuyla iliskileri a¢iklanmamistir. Protein oksidasyonu gidada yumusakligi
ve sululugu azaltarak tadin bozulmasina neden olur ve yenilebilme kalitesini diisiiriir.
Proteinlerdeki oksidasyon kaynakli degisiklikler, hidroperoksit ve karbonil
olusumuna, molekiil i¢ci ve molekiiller aras1 ¢apraz disiilfit baglarin olusumuna, peptit
iskeletin pargalanmasina ve protein ¢Oziinebilirliginin azalmasina neden olur. Kas
dokusundaki karbonil igerigi, oksidasyon baslatic1 seviyeye, kas tipine ve protein
coziiniirligline bagh olarak okside olmus dokuda 2- 14 Nmol/g iken, okside olmamisg
kas dokusunda 1 Nmol/g proteindir. Son caligmalarda, 6 giinlik muhafaza
sonrasinda, sigir eti drneklerinde paketleme atmosferi ve antioksidan kullanimina
bagl olarak, karbonil icerigi 2 Nmol/g’dan az olarak bulunmustur. Protein karbonil
icerigi Dinitrophenylhydrazine (DNPH) derivatizasyonu yoluyla 6lctilmektedir
(138).
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Antioksidanli paketlemede iiriiniin raf omriine katkida bulunan antioksidan
belli bir miktarda eklenir. Oksidasyon yaygin olarak gidamin yiizeyinde
goriildiigiinden, antioksidanli paketleme, iiriiniin ylizeyini acilagsma ve bozulmalardan
(kiiflenme) koruyan bir aractir. Yavas olan bu mekanizma, aym1 zamanda gidaya
kesintisiz antioksidan saglar (42).

Kaliteli iirtin gelisimi i¢in bu degisikliklerin kontrol edilmesi ve gidanin
giivenli olarak tiiketiciye ulastirilabilmesi i¢in raf Omriinii uzatacak kimyasal
koruyucular kullanilsa da muhtemel karsinojenik etkileri oldugu sonucunu ortaya
cikaran caligmalarla bu maddelere giiven azalarak kullanimlart sinirlanmistir.
Tiiketicilerin kimyasal koruyucular1 icermeyen ve az islem gormiis gidalar1 tercih
etmeleri ve son yillarda antibiyotiklere direncli mikroorganizmalardan kaynaklanan
infeksiyon riski artisiyla bagisiklik sisteminin baskilanmasinin getirdigi endiseler
sonucu olusan dogal iiriinlere yonelimlerle bu alandaki caligsmalar h1z kazanmistir.

Ozellikle gidalarda kullanilan kimyasal koruyucularm yerini alabilecek
alternatif dogal koruyucular olan bitki, baharat ve ugucu yaglarin gidalarda dogal
kaynakli koruyucular olarak kullaniom imkanin1 arastiran bircok caligma
yapilmaktadir. Yine, nisin gibi tiiketimleri giivenli olan, bakteriler tarafindan iiretilen
ve az iglem gormiis gidalarda dahi patojen ve bozulma etmeni organizmalara karsi
etkili olan bakteriyosinler iizerindeki calismalar da giderek artmaktadir. Bununla
birlikte, nisinin bazi koruyucu madde ve proseslerle birlikte kullanimiyla gidalarin
mikrobiyolojik kalitesi iizerinde daha etkili olabileceginin bildirilmesi, bu konuda
daha fazla arastirmaya gereksinim oldugunu gostermektedir. Ayrica, sifali bitki ve
baharattan elde edilen ucucu yaglarin, in vitro denemeler ile antimikrobiyal
etkinlikleri ortaya konulsa da gida ortamindaki etkinliklerinin arastirildig1 ¢cok sayida
aragtirmaya ihtiyag vardir. Bu konuda bilimsel aragtirmalar ¢ogaldik¢a dogal
antimikrobiyal maddelerin gida muhafazasinda kullanilma olanaklar1 da netlik
kazanacaktir.

Bu c¢alismada, sigir etinin raf oriinii uzatmak amact ile karanfil ugucu yagi ve
nisinin kombine edilerek emici pedlere uygulanmasi yontemiyle, gida giivenligi
acisindan sorun yaratan ve ekonomik kayiplara neden olan mikroorganizmalar ve
ozellikle gida zehirlenmesine neden olan patojen bakteriler iizerine olasi

antimikrobiyal ve antioksidan etkisinin arastirilmas1 amaglanmaktadir.
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2. MATERYAL ve METOD

2.1. MATERYAL

2.1.1. Karanfil

Karanfil (Syzygium aromaticum) Isparta il merkezindeki bir aktardan temin

edilmistir.

2.1.2. Nisin

Arastirmada 1000 IU/mg kuvvetinde nisin (Maysa E 234 ™) ticari olarak

temin edilmistir.

2.1.3. Kirmuz Et

Sigir eti Kars’ta bulunan ticari bir kasaptan temin edilmistir. Bir giin once
kesilen ve dinlendirilen sigir karkasinin M. longissimus dorsi kasindan elde edilen
yaklasitk 1 cm kalinliginda ve ortalama 100 g agirhiginda bifteklik dilimler
kullanilmigtir. Etler soguk zincir altinda aseptik kosullarda en kisa siirede
laboratuvara getirilmistir.

Kirmizi et 6rneklerini paketlemede kullanilan polystren tabaklar (130 x 200 x
35 mm.) ve stre¢ film Kars’ta ticari bir marketten temin edilmistir. Karanfil yagi’ nin

emdirildigi kuru ped’ler (90 x 135 mm.) MNM Hijyen Ped firmasindan saglanmistir.
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2.1.4. Referans Suslar

Antibakteriyel etki denemelerinde kullanilan referans suslar, ozellikle gida
kaynakli patojen bakteriler ile kirmizi ette bozulmaya neden olan bakteri tiirleri

arasindan secilmistir. Denemelerde kullanilan suslar ve temin edildigi kaynaklar

Tablo 12’de verilmistir.

Tablo 12: Antibakteriyel Etki Denemelerinde Kullanilan Suglar.

Mikroorganizma Kodu Temin Edildigi Kaynak
; . ) Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Bacillus subtilis RSKK NO:389 Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK)
Brochotrix thermosphacta ATCC 11509 R?ﬁlf Saydam.H1f2131hha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Escherichia coli ATCC 25922 R?ﬁlf Saydam.H1f2181hha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Lactobacillus casei i Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
clobac ¢ Dal1 Mikrobiyoloji Laboratuvari
Lact s lactis i Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
clococe ¢ Dal1 Mikrobiyoloji Laboratuvari
Leuconosioc mesenteroides i Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim
Dal1 Mikrobiyoloji Laboratuvari
L . Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Listeria monocytogenes RSKK NO:475 Kiiltiir Koleksi yonu
Micrococcus luteus RSKK NO:1123 R?ﬁlf Saydam.Hlleslhha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 R?ﬁlf Saydam.Hlleslhha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Salmonella Enteritidis RSKK NO;s3g  Refik Saydam Hufzisihha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Salmonella Typhimurium RSKK NO:95091  Refik Saydam Hifzisihha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
. . . Refik Saydam Hifzisthha Merkezi
Shigella dysanteriae RSKK NO:1124 Kiiltiir Koleksi yonu
. Refik Saydam Hifzisthha Merkezi
Staphylococcus aureus RSKK NO:25923 Kiiltiir Koleksiyonu
Yersinia enterocolitica 03 RSKK NO:920 R?ﬁlf Saydam.H1f2131hha Merkezi
Kiiltiir Koleksiyonu
Yersinia enterocolitica 09 RSKK NO:920 Refik Saydam Hifzisihha Merkezi

Kiiltiir Koleksiyonu
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2.1.5. Alet ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan temel mikrobiyolojik ve kimyasal malzemeler Kafkas
Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii, Gida Hijyeni
ve Teknolojisi Anabilim Dali ve Kafkas Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Laboratuvarlarindan temin edilmistir. Karanfil yaginin bilesimi
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Laboratuvarinda

analiz edilmistir.

2.2. METOD

2.2.1. Karanfil Yagimin Hazirlanmasi

Karanfil yagi, mikserde ogiitiiliip toz haline getirilen karanfilden Clevenger
cihazinda (Wisd- Wise Therm) su buhar1 distilasyonu yontemiyle elde edilmistir. Bu
amacla 40 g bitki mikserde (SM, SMP- 104 ) ince toz haline getirilmistir. Ogiitiilen
ornek 500 ml’lik cam balon igerisine konularak iizerine 400 ml distile su ilave
edildikten sonra Clevenger cihazina yerlestirilmistir. Ug saatlik distilasyonda elde
edilen ugucu yag, denemelerde kullanilincaya kadar koyu renkli siselerde, agz1 kapali
olarak 4 °C’de muhafaza edilmistir. Elde edilen karanfil yag en ge¢ 72 saat i¢inde
analizlerde kullanilmustir.

Calismada kullanilan karanfil yagi, kimyasal bilesiminin belirlenmesi i¢in
Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Laboratuvarina
gonderilmis ve burada, Adams (4) tarafindan belirtilen yonteme gore identifiye

edilmistir.
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2.2.2. Nisinin Hazirlanmasi

Denemelerde kullanilan nisin istenilen konsantrasyonlarda olacak sekilde
Govaris ve ark. (86)’nin belirttigi sekilde 0,02 N HCI’de ¢ozdiiriilmiis, 0,22 um por
capl mikrofiltre (MILLEX-GV- PVDF, 33 mm) ile sterilize edilmis ve

bekletilmeden taze olarak kullanilmuistir.

2.2.3. Karanfil Ucucu Yagmm Referans Suslar Uzerindeki Minimum

Inhibisyon Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Referans suslarin (Tablo 12) her biri Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid
CM 0225)’a inokule edilip, uygun 1s1 ve atmosferde inkiibe edilmistir. Her bir sus
icin saflik kontrolii Tablo 13’de bildirilen besi yerlerine ekilerek yapilmistir.
Denemelerde 18 saatlik aktif kiiltiirler kullanilmis ve bakteri yogunlugu en az 10’
kob/ml olacak sekilde ayarlanmistir.

Karanfil yaginin test mikroorganizmalarina karst antimikrobiyal etkilerini
belirlemek icin, Nostro ve ark. (159) tarafindan bildirilen broth diliisyon metodu
kullanmlarak karanfil yaginin bakteri hiicrelerine karst minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) belirlenmistir. Bunun icin % 0,1 oraninda Tween 80 (Merck-
822187) iceren Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid CM 0225) icerisine farkli
konsantrasyonlarda karanfil yag: ilave edilmistir. Ayn1 zamanda % 1 oraminda test
mikroorganizmalar1 da broth’un icine inokiile edilerek V2., 2., 4. ve 24. saatlerde
yayma plak ve dokme plak metodlar1 ile her bir referans sus icin belirtilen
besiyerlerine ekimleri yapilmis ve uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir.
Ekimlerin 24. saatleri sonunda besi yerlerinde koloni sayimi yapilmistir. MIC, 24.
saat sonunda bakteri liremesinin tespit edilemedigi en diisiik yag konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Denemeler ii¢ tekrar halinde yapilmistir.

Arastirmada karanfil yaginin broth igerisinde homojen dagilmasini saglamak
adina kullanilan %0,1 konsantrasyonundaki tween 80 cozeltisinin de tek basina soz

konusu referans suslar iizerine yukarida belirtilen yontem ile antimikrobiyel etkisi
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denenmistir. Boylece Antimikrobiyel etkinin karanfil yagindan m1 yoksa tween 80

¢oOzeltisinden mi kaynaklandigi belirlenmeye calisilmigtir.

Tablo 13: Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar, Besiyerleri ve Inkiibasyon

Kosullari.

Mikroorganizma

Kullanilan Besiyeri

Inkiibasyon
Kosullar

Escherichia coli

Salmonella Enteritidis

Salmonella Typhimurium

Shigella dysanteriae

Listeria monocytogenes

Staphylococcus aureus

Micrococcus luteus

Bacillus subtilis

Brochotrix thermosphacta

Lactobacillus casei

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Pseudomonas aeruginosa

Yersinia enterocolitica 03

Yersinia enterocolitica 09

Violed Red Bile Agar
(Oxo0id CMO0107)

Brillant Green Agar (Modified)
(Oxo0id CM0329)

Brillant Green Agar (Modified)
(Oxo0id CM0329)

Salmonella -Shigella Agar
(Merck 1.07667)

Listeria Selective Agar Base
(Oxoid CMO0856)

Baird Parker Agar Base*
(Oxoid CMO0275)

Baird Parker Agar Base™
(Oxoid CMO0275)

Bacillus Cereus Selective Agar
(Oxo0id CMO0617)

STAA Agar Base™
(Oxoid CMO0881)

MRS Agar (de Man-Rogosa, Sharpe)
(Oxoid CMO0361)

MRS Agar (de Man-Rogosa, Sharpe)
(Oxoid CM0361),

MRS Agar (de Man-Rogosa, Sharpe)
(Oxoid CMO0361)

Pseudom()nas Agar Base***
(Oxoid CM0559)

Yersinia Selective Agar Base
(Oxoid CM0653)

Yersinia Selective Agar Base
(Oxoid CM0653)

Aerob 44,5 °C 24 sa.

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Anaerob 25 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

* + Egg yolk K-Tellurite: (200 ml egg yolk, 4,25 g NaCl, 2,1 g K. Tellurite, 1000 ml distile su -50
ml emulsiyon + 950 ml besiyeri), ** + STAA Supplement (Oxoid SR 151E), *** + CFC
Supplement (Oxoid SR 103) **%* 4 Yersinia Selective Supplement (Oxoid SR 0109E).
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2.2.4. Nisinin Referans Suslar Uzerindeki Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid CM 0225)’a inokule edilen referans
suglarin (Tablo 12) her biri uygun 1s1 ve atmosferde inkiibe edilerek saflik kontrolleri
Tablo 13’de bildirilen besi yerlerine ekilerek yapilmistir.

Nisin, 0,02 N HCI’de ¢ozdiiriilerek 0,22 um por ¢aph mikrofiltre (MILLEX-
GV- PVDF, 33 mm) ile sterilize edilmis ve 25.000 IU/ml oraniyla stok solusyon
olarak hazirlanmistir. Antimikrobiyal etkinligini belirlemek icin, Nostro ve ark. (159)
tarafindan bildirilen broth diliisyon metodu kullanilarak minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MIC) belirlenmistir. Bunun i¢in, Brain Heart Infusion Broth (BHI,
Oxoid CM 0225) iceren tiipler icerisine stok solusyondan alinan farkli
konsantrasyonlarda nisin ilave edilmistir. Aym1 zamanda % 1 oraninda test
mikroorganizmalar1 da broth’un i¢ine inokiile edilerek ilk 2., 6. ve 24. saatlerde
yayma plak ve dokme plak metodlar1 ile her bir referans sus icin belirtilen besi
yerlerine ekimleri yapilmis ve uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir.
Ekimlerin 24. saatleri sonunda besi yerlerinde koloni sayimi yapilmistir. MIC, 24.
saat sonunda bakteri iiremesinin tespit edilemedigi en diisiik nisin konsantrasyonu
olarak belirlenmistir. Denemeler ii¢ tekrar halinde yapilmistir.

Arastirmada nisinin ¢dziinmesi i¢in kullanilan 0,02 N HCI ¢ozeltisinin de tek
basina s6z konusu referans suslar {izerine yukarida belirtilen yontem ile
antimikrobiyel etkisi denenmistir. Boylece antimikrobiyel etkinin nisinden mi yoksa

HCI ¢ozeltisinden mi kaynaklandig: belirlenmeye ¢alisiimistir.

2.2.5. Karanfil Yag1 ve Nisinin Soguk Muhafazada Kirnuzi Et Raf Omrii

Uzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi

Satig yerinden soguk zincir sartlarina uygun olarak laboratuvara getirilen sigir
eti ornekleri (M. longissimus dorsi kasindan elde edilen bifteklik dilimler) aseptik
olarak yag ve fasialarindan temizlenerek esit miktarlarda olacak sekilde

ayarlanmistir. Resim 1’de O6rneklerin yerlestirildigi deney diizenegi verilmistir.
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Resim 1: Calismada Et Orneklerinin Yerlestirildigi ve Muhafaza Periyodu Icin
Hazirlanan Deney Diizenegi.

Oral ve ark. (162) tarafindan antibakteriyel maddenin pedlere emdirilmesi
seklinde uygulanan yontem temel alinarak deneysel diizenegin olusturulmasi
asamasinda dokuz grup belirlenmistir. Birinci grup et 6rnekleri (Kontrol grubu- K)
pedlere 5 ml fizyolojik tuzlu su (FTS) emdirilerek her bir pakette yaklasik 100°er g
olacak sekilde et dilimlerinin yerlestirilmesiyle hazirlanmis ve tizerileri stre¢ film ile
kaplanmistir. Deneme gruplart i¢in de ayni diizenekler olusturulmus fakat deneme
gruplarinda pedlere FTS yerine 5 ml karanfil yagmin 2 farkli konsantrasyonu,
karanfil yag1 ile nisinin 4 farkli kombinasyonu ve nisinin 2 farkli konsantrasyonu
emdirilmistir. Boylece 8 adet deneme diizene§i olusturulmustur. Hazirlanan bu
gruplar % 7 (1. Grup) ve % 10 (2. Grup) karanfil yag1 iceren gruplar, 3.000 IU (3.
Grup) ve 6.000 IU (4. Grup) nisin iceren gruplar ile % 7 karanfil yagr + 3.000 [U
nisin (5. Grup), % 7 karanfil yagi + 6.000 IU nisin (6. Grup), % 10 karanfil yag: +
3.000 IU nisin (7. Grup), % 10 karanfil yagt + 6.000 IU nisin (8. Grup)
kombinasyonlarini igeren gruplar olarak adlandirilmistir. MIC calismalar1 sirasinda
yapilan 6n denemelerde gidaya uygulanacak konsantrasyonlarin daha yiiksek olmasi
gerektigi ortaya cikmistir. Bu nedenle uygulanacak konsantrasyonlarla ilgili olarak
karanfil yagi i¢in belirlenen MIC diizeylerinin iizerindeki konsantrasyonlar

denenmistir. Pedlere emdirilecek karanfil yagi % 0,1 tween 80 iceren steril distile
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suda hazirlanmistir. Tween 80 karanfil yaginin distile su igerisinde dagilimini
kolaylastirmak ve pedler iizerine esit miktarda birakilabilmesini saglamak iizere

kullanilmigtir. Deneme gruplarinin bilesimi Tablo 14°de verilmistir.

Tablo 14: Caligmada Kullanilan Deneme Gruplari.

Gruplar Deneme Gruplarimin Bilesimi

Grup K (Kontrol) % 0,85 Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

1. Grup % 7 Karanfil Yag1

2. Grup % 10 Karanfil Yagi

3. Grup 3.000 IU Nisin

4. Grup 6.000 IU Nisin

5. Grup % 7 Karanfil Yag1 + 3.000 IU Nisin
6. Grup % 7 Karanfil Yag1 + 6.000 IU Nisin
7. Grup % 10 Karanfil Yag: + 3.000 IU Nisin
8. Grup % 10 Karanfil Yag: + 6.000 IU Nisin

Biitiin deneme gruplarn (9 grup) 4 °C #1 °C’de muhafaza edilmistir.
Muhafaza periyodunun 0., 1., 3., 5., 7., 9., 11., 13. ve 14. giinlerinde et ornekleri
almarak organoleptik, fiziksel, mikrobiyolojik ve kimyasal analizleri yapilmis ve

denemeler 3 defa tekrarlanmistir.

2.2.5.1. Mikrobiyolojik Analizler

Kontrol (K) ve deneme gruplarinin (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) toplam mezofil aerob
bakteri (TMAB), toplam psikrotrof aerob bakteri (TPAB), Pseudomonas spp.,
Enterobacteriaceae, koliform ve fekal koliform grubu bakteri, laktik asit bakterileri,
anaerob siilfit indirgeyen bakteriler, Brochotrix spp. ve S. aureus sayilar1 muhafaza

siiresi boyunca takip edilmistir.
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10 g et 6rnegi 90 ml FTS ile sulandirilarak stomacher’de (IUL Instrument-
MASTICATOR) 2 dakika siireyle homojenize edilmis ve elde edilen homojenizat,

steril bos tiiplere aktarilmigtir. Homojenizatin FTS icerisinde desimal dilusyonlar1

hazirlanarak mikroorganizmaya spesifik olan ve Tablo 15°de bildirilen besi yerlerine

dokme ve yayma yontemleri ile paralel ekimleri yapilmistir.

Tablo 15: Mikrobiyolojik Analizler ve Bakteri Kiiltiirlerinin inkiibasyon Kosullari.

Mikroorganizma Kullanilan Besi Yeri Inkubasyon Kosullari
Muhtemel Fekal Koliform Violed Red Bile Agar
Aerob 44,5 °C 24 sa.
Grubu Bakteri (Oxoid CM0107)
Muhtemel Koliform Grubu Violed Red Bile Agar
Aerob 37 °C 24 sa.

Bakteri (Oxo0id CMO0107)

Violed Red Bile Glucose Agar
Enterobacteriaceae Aerob 37 °C 24 sa.

(Oxoid CMO0485)

Pseudomonas spp.

Toplam Mezofil Aerob
Bakteri (TMAB)
Toplam Psikrotrof Aerob
Bakteri (TPAB)

Staphylococcus aureus

Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Brochotrix spp.

Siilfit Indirgeyen Bakteriler

Pseudomonas Agar Base**
(Oxo0id CMO0559)

Plate Count Agar (PCA)
(Oxoid CMO0325)

Plate Count Agar (PCA)
(Oxoid CMO0325)

Baird Parker Agar Base*
(Oxoid CMO0275)

M.R.S. Agar (de man-Ragosa,
Sharpe ) (Oxoid CM0361)
STAA Agar Base***
(Oxoid CMO0881)

SPS ( Sulfite Polymyxin

Aerob 30 °C 48 sa.

Aerob 30 °C 24 sa.

Aerob 7 °C 10 giin

Aerob 37 °C 24 sa.

Aerob 30 °C 72 sa.

Anaerob 22 °C 48 sa.

Sulfadiazine) Agar Anaerob 30 °C 24 sa.

(Merck 1.10235)

+Egg yolk K-Tellurite: (200 ml egg yolk, 4,25 g NaCl, 2,1 g K. Tellurite, 1000 ml distile su
-50 ml emulsiyon + 950 ml besiyeri ), **+CFC Supplement (Oxoid SR 103), ***+STAA

Supplement (Oxoid SR 151E).
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2.2.5.1.1. Toplam Mezofil Aerob Bakteri (TMAB) Sayim

Plate Count Agar (PCA, Oxoid CM 325) besi yeri kullanilmistir. Yayma plak
yontemi ile uygun diliisyonlardan ekimi yapilan petriler 30 °C’de 48 saat siireyle

inkiibe edildikten sonra iireyen koloniler sayilarak degerlendirilmistir (7).

2.2.5.1.2. Toplam Psikrotrof Aerob Bakteri (TPAB) Sayimm

Plate Count Agar (PCA, Oxoid CM 325) besi yeri kullanilmistir. Yayma plak
yontemi ile uygun dilisyonlardan ekimi yapilan PCA plaklar1 7 °C’de 10 giin inkiibe

edildikten sonra iireyen koloniler sayilarak degerlendirilmesi yapilmistir (7).

2.2.5.1.3. Pseudomonas spp. Sayimi

Pseudomonas Agar Base (Oxoid CM 559) ile C-F-C Supplement (Oxoid SR
103) kullanilmistir. Ekimi yapilan petriler 30 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra

tireyen koloniler sayilarak degerlendirilmesi yapilmstir (97).

2.2.5.1.4. Laktik Asit Bakterisi (LAB) Sayimm

De Man- Rogosa, Sharpe Agar (MRS, Oxoid CM 361) besi yeri
kullanilmigtir. MRS Agar’a ekimi yapilan petriler 30 °C’de 3 giin inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun sonunda iireyen koloniler sayilarak degerlendirme yapilmistir (97).
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2.2.5.1.5. Enterobacteriaceae Sayim

Violet Red Bile Glucose Agar (VRBG, Oxoid CM 485) besi yeri
kullanilmigtir. Ekimi yapilan petriler 37 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra olusan

pembe renkli koloniler degerlendirilmeye alinmistir (97).

2.2.5.1.6. Koliform Grubu Bakteri Sayimm

Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL, Oxoid CM 107) besi yeri
kullanilmigtir. Ekimi yapilan petrilerin 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda

olusan pembe- kirmizi renkli koloniler degerlendirilmistir (7).

2.2.5.1.7. Fekal Koliform Grubu Bakteri Sayimi

Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL, Oxoid CM 107) besi yeri
kullanilmigtir. Ekimi yapilan petriler 44,5 °C’de 24- 48 saat inkiibe edildikten sonra

olusan pembe- kirmizi renkli koloniler degerlendirilmeye alinmistir (7).

2.2.5.1.8. Siilfit Indirgeyen Bakteri Saymm

SPS (Sulfite Polymyxin Sulfadiazine) Agar (Merck 1.10235) besi yeri
kullanilmigtir. Ekimi yapilan petriler anaerob ortamda 30 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun sonunda iireyen siyah renkli koloniler sayilarak

degerlendirme yapilmstir (97).
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2.2.5.1.9. Brochotrix spp. Sayimi

STAA Agar Base (Oxoid CMO0881) besi yeri ile STAA Supplement (Oxoid SR
151E) kullanilmistir. Ekimi yapilan petriler 22 °C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra

tireyen koloniler sayilarak degerlendirilmesi yapilmistir (101).

2.2.5.1.10. Staphylococcus aureus Saymm

Baird Parker Agar Base (Oxoid CM0275) besi yeri kullanilmistir. 950 ml besi
yerine 50 ml Egg yolk K-Tellurite Supplement (200 ml egg yolk, 4,25 g NaCl, 2,1 g
K. Tellurite, 1000 ml distile su) aseptik olarak ilave edilerek hazirlanmistir. Ekim
sonrast 37 °C’de 24 saat inkiibasyonu sonucunda olusan berrak zon olusturan siyah

veya gri renkli, parlak, diizgiin koloniler degerlendirilmistir (7).

2.2.5.2. Kimyasal Analizler

2.2.5.2.1. pH Degeri

Orneklerin homojenizatlarinin ve denemeler i¢in hazirlanan karanfil, nisin ve
bunlarin kombinasyonlarini iceren sivilarin pH’lar1 pH metre (Hanna H1221) ile

oOlciiliip kaydedilmistir (134).

2.2.5.2.2. Kokusma Testi

Soguk muhafaza siiresince kokusmanin tespiti amaciyla drneklere Eber testi
yapilmistir. Eber deneyinde prensip kokusma sirasinda olusan amonyagin tespitine

dayanir. Bunun icin bir deney tiipii icerisine 2- 3 ml taze hazirlanmig Eber Reaktifi
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konmustur. Nohut biiyiikliigiindeki et ©Orne§i bir pens yardimi ile reaktife
degdirilmeksizin tiip i¢ine sokularak bir siire tutulmustur. Duman cikisi, pozitif
olarak kabul edilmistir. Dumanin yogunlugu kokusma derecesine gore degismektedir

(235).

2.2.5.3. Duyusal Analizler

Orneklerin duyusal analizleri Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Gida
Hijyeni ve Teknolojisi Boliimii, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalinda
gbrev yapan 5 akademik personel tarafindan degerlendirilmistir. Ornekler goriintii,
renk ve koku acgisindan degerlendirmeye alinmistir. Panelistlerin verdigi rakamlar
puan olarak alinmig ve ortalamalar1 hesaplanmigtir. Muhafaza periyodunun
belirlenen giinlerinde incelenen Orneklerin duyusal analizleri Tablo 16’da verilen

ozellikler gdz oniine alinarak degerlendirilmistir (185).

Tablo 16: Duyusal Analiz Veri Tablosu, (Modifiye Edilmistir) (185).

Ozellik Ozelligin Tanim Yapilacak islem

ETIN RENGI  Etin renginde goriilen degisim Et yiizeyinde agik renk olusumu “‘5’’, ve etin
kendine has parlak kirmizi rengi i¢in “0” puan
verip her iki renk arasindaki tonlamalar i¢in 2,
3, 4 puanlarindan birini kullanarak
degerlendirme yapiniz.

ETIN Kaslarda gozlenen agiklik- Kirmiz1 renk igin “0” etin parlak kirmizi

GORUNUMU  koyuluk durumu renginin kaybi, kuruma — kararma-
kahverengilesme icin “5” puan verip her iki
renk arasindaki tonlamalar i¢in 2, 3, 4
puanlarindan birini kullanarak degerlendirme

yapiniz.

KOKU Paket acildiginda gida Kokunun siddetinin artisina gore
maddesinden alinan kokudur. -Bozulma kokusu i¢in ‘5’ en fazla- ‘0’ en az,

BOZULMA Bozulma belirtilerine ait koku -Karanfil yagi’'na ait tipik koku i¢in ‘5’ en

KOKUSU fazla- ‘0’ en az olacak sekilde O- 5 arasinda

BITKi YAGI Karanfil yagina ait tipik koku puanlama yapiniz.

KOKUSU

TAT Karanfil yaginin agizda biraktifi ~ Aromanin agizda biraktig: rahatsiz edici etkiye
aroma gore ‘5’ en fazla, ‘0’ en az olacak sekilde 0- 5

arasinda puanlama yapiniz.
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2.2.5.4. Biyokimyasal Analizler

Orneklerde muhafaza siiresi boyunca oksidasyonu takip edebilmek amaciyla

Malondialdehit (MDA) degerleri olciilmiistiir.

2.2.5.4.1. Malondialdehit (MDA) Analizi

0,25 g et Ornegi almarak 5 ml fosfat tamponu ile doku homojenizatorii
(Biospec, 985370) yardimiyla parcalanmistir. Daha sonra 4000 rpm’de 4 °C’de 15
dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen siipernatant, MDA Ol¢iimiinde kullanilmak
izere -18 °C’de stoklanmustir (241).

Orneklerdeki MDA miktar1 tayininde sonuglar, olusturulan standart egri
yardimiyla MDA/ml doku homojenizat1 olarak degerlendirilmistir. Bu amacla, 0,494
ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (D:0,02; % 97; MA: 220,3) ile 20 pmol/I'lik standart
cozelti elde edilmistir. Bu c¢ozeltiden 2,5- 5- 10- 20 umol/T’'lik diliisyonlar
hazirlanmigtir. 535 nm’de kore karst optik dansiteleri okunmus ve kalibrasyon egrisi
cizilmigtir (241).

Aerobik sartlarda 2-thiobarbitiirik asit (TBA- (% 98)- Sigma-aldrich- T5500)
ile 90 °C’de inkiibasyonu sonucu pembe renkli kompleks olusturan MDA’nin
absorbans1 spektrofotometrede 535 nm dalga boyunda okunmustur. Analiz ve analize
ait degerlendirmeler Yoshioka ve ark. (241)’a gore yapilmistir.

Deney tiiplerinin her birine 0,5 ml plazma konmus ve iizerlerine 2,5 ml %
20’lik Triklorasetik asit (TCA- Carlo erba- 411527) ile 1 ml % 0,675’lik TBA
eklenmistir. Tiiplerin agz1 sikica kapatilip vorteksle karigtirdmistir. 90 °C’de su
banyosunda 30 dakika inkiibasyonu saglanmis ve ardindan buzlu suda 15 dakika
bekletilmistir. Oda sicakligina gelmeleri saglandiktan sonra 4 ml n- Biitanol (Merck-
1.00988) eklenerek tekrar vortekslenmistir. 3000 rpm’de 4 °C’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonucu olusan {ist tabakalar ayrilarak 535 nm’de kore kars1 optik
dansiteleri okunmustur. Kor tiipii ise deneyin baglangicinda alinan 0,5 ml plazma
yerine n- Biitanol konulmasi ile saglanmistir ve diger tiiplere uygulanan islemlerin

aynisi bu tiipe de uygulanmuistir.
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2.2.6. Istatistiksel Analizler

Bagimsiz ii¢ tekrar olarak yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler, tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile incelenmistir. Gruplar arasindaki fark
degerlendirilirken Tukey testi kullanilmustir. Istatistiksel analizler Minitab 12 paket

programi ile yapilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Karanfil Yagimin Kompozisyonu

Karadeniz Teknik Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji  Boliimii
Laboratuvarinda GC- MS ile analizi yapilan karanfil yaginin ana bileseni olarak %
87,5 oraninda bulunan eugenol tespit edilmistir. Adams (4)’a gore yapilan analizde
elde edilen karanfil yaginin bilesimini olusturan maddelere ait konsantrasyon

bilgileri Tablo 17’de verilmistir.

Tablo 17: Karanfil Yaginda Tammlanan Bilesikler.

Sira Bilesikler % orani
1 Eugenol 87.5
2 o- Humulene 8.0
3 (E,E)- o- FARNESENE 2.1
4 A-Amorphene 1.4
5 Caryophyllene oxide 0.2
Toplam 99.2

3.2. Karanfil Yagmm Referans Suslar Uzerindeki Minimum inhibisyon

Konsantrasyonu

MIC caligmalarinda 24 saatlik inkubasyonun sonunda tam bir inhibisyon
saglayarak referans suslar {izerinde etkili olan karanfil yag konsantrasyonlari
degerlendirilmistir. Arastirmada karanfil yaginin broth icerisinde homojen

dagilmasim saglamak icin kullanilan % 0,1 oranindaki tween 80 ¢ozeltisinin tek
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basina ekimleri yapilmis ve referans suslar lizerinde indirgeyici bir etkisinin olmadig1
goriilmiistiir.

% 30 oranindaki karanfil yaginin bile etki edemedigi P. aeruginosa harig,
kullanilan diger tiim mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etki saglandigi
goriilmiistiir.

Karanfil yaginin L. monocytogenes iizerinde % 0,8 oraminda kullanildiginda
ilk yarim saatte tam bir inhibisyon yapabildigi belirlenmistir. Bu orandaki karanfil
yagi 2., 4. ve 24. saatlerde de tamamen bir inhibisyon saglamistir. Karanfil yag1 %
0,7 oraninda kullamldiginda ise ilk yarim saatte (4,9 x 107 log10 kob/ml) ve 2. saatte
(2 x 10" kob/ml) olduk¢a biiyiik bir indirgeme saglayarak 24. saatlik inkiibasyon
sonunda da etkili oldugu goriilmistiir. L. monocytogenes’e kars1 MIC olarak
belirlenen % 0,7 oranindaki karanfil yag1 1,2 x 10" kob/ml diizeyinde bir indirgeme
saglamistir.

Karanfil yaginin % 0,8 oraninda kullanimzi ile 2,9 x 10® kob/ml diizeyindeki S.
aureus yogunlugununun ilk yarim saatte inhibisyonu saglanmistir. Karanfil yag S.
aureus lizerinde % 0,5 oraninda kullanildiginda ilk yarim saatte iireme goriilmesine
ragmen 2., 4. ve 24. saatin sonunda iireme olmadig1 goriilmiistiir. S. aureus icin %
0,5 karanfil yagi1 MIC diizeyi olarak belirlenmistir.

[Ik yarmm saatte % 0,2 karanfil yaginin S. Typhimurium ve S. Enteritidis’e
kars1 sirasiyla 10 log10 kob/ml ve 10° log10 kob/ml oraninda oldukga yiiksek bir
indirgeme diizeyine sahip oldugu goriilmiistiir. 4,3 x 10° log10 kob/ml diizeyindeki
S. Typhimurium ve 1,6 x 107 log10 kob/ml diizeyindeki S. Enteritidis icin kullanilan
% 0,2 oranindaki karanfil yaginin 24. saatte tamamen bir inhibisyon sagladig tespit
edilmistir ve bu oran S. Typhimurium ile S. Enteritidis icin MIC oran1 olarak
belirlenmistir.

E. coli’nin 24. saatte 1,3 x 10° kob/ml diizeyinden indirgenmesini saglayan
MIC oram1 % 0,2 olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyon E. coli lizerinde ilk yarim
saatte oldukca biiyiik bir indirgeme saglasa da tamamen temizleme saglayamamis
fakat diger deneme saatlerinde basar1 gostermistir. % 0,26 oramndaki karanfil yagi
ilk yarim saatte, 2., 4. ve 24. saatte de E. coli’nin yikimlanmasini saglamistir.

S. dysanteriae i¢in karanfil yaginin % 0,2 oraninda kullanilmasi ile bakteri

iizerinde 7,8 x 10’ logl0 kob/ml indirgeme saglanabildigi goriilmiistiir. S.
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dysanteriae i¢in % 0,2 oraniyla yarim saatte oldukca biiyiik bir inhibisyon diizeyine
sahip karanfil yag1 % 0,1 oraninda kullanildiginda 24. saat sonunda bakteriyi 1,2 x
10% 1o g10 kob/ml bakteri diizeyine indirgemistir.

% 0,8 oraminda kullanilan karanfil yagimn ilk yarim saatte 10° log10 kob/ml
diizeyinde bir indirgeme yaptig1 M. luteus icin denemenin 2., 4., 6. ve 24. saatlerinde
tamamen inhibisyon saglanabilmistir. Karanfil yagi % 0,5 oranminda kullanildiginda
24. saatte tamamen inhibisyon saglamis ve bu konsantrasyon M. luteus i¢in MIC
diizeyi olarak alinmistir.

B. subtilis’e kars1 % 0,3 karanfil yag ile ilk yarim saatte 1,5 x 10’ log10
kob/ml diizeyinde bir indirgenme saglanarak mikroorganizmanin tamamen
yikimlandigi goriilmiistiir. Inkiibasyonun 2., 4. ve 24. saatlerinde de aymi basariy1
gosterdigi tespit edilen karanfil yaginin % 0,2 diizeyindeki konsantrasyonu 24. saat
sonunda etkili bir sekilde inhibisyon saglayarak B. subtilis’e kars1t MIC diizeyi olarak
belirlenmistir.

B. thermosphacta’nin 2,6 x 10 logl0 kob/ml diizeyindeki iiremesini 24.
saatte indirgeyen MIC diizeyi % 0,1 olarak belirlenmistir. % 0,2’lik karanfil yag ise
ilk yarim saatte ve analizin diger saatlerinde basarili bir sekilde inhibisyon
saglamstir. B. thermosphacta % 0,1 diizeyindeki karanfil yagi MIC degeri ile duyarh
bakterilerden biri olarak belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinden olan Lb. casei’nin 1,8 x 10° log10 kob/ml bakteri
yogunlugunu inhibe etmede kullanilan % 0,5 karanfil yaginin ilk yarim saatte daha
az etkili olsa da 2. saatte oldukca yogun bir indirgeme gosterdigi tespit edilmistir. %
0,8 oraminda Lb. casei’nin ilk yarim saatte inhibisyonunu saglayarak etkili olan
karanfil yagt % 0,5 konsantrasyonda kullanildiginda 4., ve 24. saatte tam bir
inhibisyon saglamistir.

Lc. lactis’i ilk yarmm saatte ve diger analiz saatlerinde 1 x 10" log10 kob/ml
diizeyinde indirgeyen karanfil yagi konsantrasyonu % 0,6, 24. saatte inhibe eden
konsantrasyon ise % 0,4 olarak bulunmustur. % 0,4 konsantrasyonundaki karanfil
yagi ile Lc. lactis yogunlugu ilk yarim saatte 1 x 10° logl0 kob/ml diizeyine
indirgenmis ve 2. saatten itibaren diger analiz saatlerinde de iiremenin olmadigi

goriilmiistiir.
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Karanfil yaginin % 0,8 konsantrasyonu Leu. Mesenteroides igin ilk yarim
saatte, 2., 4., ve 24. saatlerde etkili olarak bulunmustur. 3,9 x 10° log10 kob/ml
diizeyindeki Leu. mesenteroides’in % 0,5 oraninda karanfil yag: ile inhibisyonunda
ilk deneme saatlerinde tam bir inhibisyon saglanmadig1 fakat 24. saatte tamamen
temizlendigi goriilmiistiir. Karanfil yaginin Leu. mesenteroides’e kars1t MIC degeri %
0,5 olarak tespit edilmistir.

Y. enterocolitica O3 ve Y. enterocolitica O9’un karanfil yagina kars1 oldukca
hassas bakteriler olduklar1 tespit edilmistir. 6,4 x 108 log10 kob/ml diizeyindeki Y.
enterocolitica 03 % 0,14 oramndaki, 7,5 x 10® logl0 kob/ml diizeyindeki Y.
enterocolitica 09 ise % 0,16 oranindaki karanfil yag: ile ilk yarim saatte 2., 4. ve 24.
saatte inhibe edilebilmislerdir. Y. enterocolitica O3 ve Y. enterocolitica 09’a karsi
karanfil yaginin MIC degeri % 0,14 olarak belirlenmistir.

P. aeruginosa karanfil yagina karsi test edilen bakteriler arasinda en direncli
bakteri olarak bulunmustur. Testte, 1,4 x 10" log10 kob/ml diizeyinde bulunan P.
aeruginosa’ya kars1 % 5 karanfil yagi ilk yarim saatte 3 x 10 log10 kob/ml diizeyine
kadar bir indirgeme saglasa da 2. saatte bu oranm 3,7 x 10° log10 kob/ml e ¢iktig1
goriilmiigtiir. Karanfil yagi konsantrasyonu artirildiginda da benzer sonuglar
almmistir. % 30 diizeyinde kullanilan karanfil yagi 24. saat sonunda etkili bir
inhibisyon saglayamamistir. % 30 iizerindeki konsantrasyonlar organoleptik olarak
olumsuz degerlendirildigi ve ekonomik bulunmadigi icin denenmemistir. P.
aeruginosa’ya karst MIC belirlenememistir.

Tablo 18’de karanfil yaginin referans suslar iizerindeki minimum inhibisyon

konsantrasyonunun belirlenmesi ¢aligmasinda elde edilen bulgular verilmektedir.
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Tablo 18: Karanfil Yagmin Referans Suslar Uzerindeki MIC Degerleri.

Denemede Kullanilan

Bakteri Bakteri Yogunlugu E‘i‘ég;giﬁigsf;}ozigl
(log10 kob/ml)

Brochotrix thermosphacta 2,6)(107 % 0,1
Yersinia enterocolitica O3 6,4x10* % 0,14
Yersinia enterocolitica O9 7,5x10® % 0,14
Shigella dysanteriae 7,8x10’ % 0,2
Salmonella Enteritidis 1,6x107 % 0,2
Salmonella Typhimurium 4,3x10" % 0,2
Bacillus subtilis 1,5x10 % 0,2
Escherichia coli 1,3x10° % 0,2
Lactococcus lactis 1x10" % 0,4
Micrococcus luteus 1,4x10" % 0,5
Leuconostoc mesenteroides 3,9x10° % 0,5
Lactobacillus casei 1,8x10° % 0,5
Staphylococcus aureus 2,9x10° % 0,5
Listeria monocytogenes 1,2x10" % 0,7
Pseudomonas aeruginosa 1,4x10" % 30 etkisiz

3.3. Nisinin Referans Suslar Uzerindeki Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonu

Nisinin denemede kullanilan Gram negatif referans suslar (E. coli, S.
Enteritidis, S. Typhimurium, S. dysanteriae, Y. enterocolitica O3 ve 09, P.
aeruginosa) lizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bu suslar {izerinde etkili olabilen
nisinin minimum inhibisyon konsantrasyonu 500.000- 800.000 IU gibi ekonomik
olmayan, oldukca yiiksek oranlarda kullanilmasini gerektirmistir. Calismada denenen
Gram pozitif suslar {izerinde nisinin MIC’i M. luteus ig¢in 5.000 IU, L.
monocytogenes igin 7.500 IU, B. subtilis i¢in 50.000 IU, S. aureus i¢cin 75.000 IU ve

B. thermosphacta i¢in 50.000 IU olarak belirlenmistir. Kirmizi et tizerinde kullanilan
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diisiik konsantrasyon olan 3.000 IU nisin Lb. casei, Lc. lactis ve Leu. mesenteroides
izerinde ilk yarim saatte, 6. saatte ve 24. saatte tam bir inhibisyon saglamistir.
Bununla birlikte, diger Gram pozitif bakteriler tizerinde MIC olarak belirlenen
diizeylerde ilk yarim saatte biiyiik bir indirgeme goriilse de tamamen yikimlanma 6.
saatte gerceklesmistir. MIC diizeylerinin altindaki konsantrasyonlarda ise 6. saatte
goriilen indirgeme diizeylerinin 24. saatte azaldigi, nisinin etkisini kaybettigi ortaya
cikmigtir.

Aragtirmada nisinin ¢Oziinmesi i¢cin kullanmilan 0,02 N HCI c¢ozeltisi de
kontrol amaci ile tek basina ekimlerde kullanilmig ve referans suslar {izerine herhangi

bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

3.4. Karanfil Yag ve Nisinin Soguk Muhafazada Kirmizi Et Raf Omrii
Uzerindeki Etkilerine Ait Mikrobiyolojik Analiz Bulgulari

Calismanin  bu asamasinda, karanfil yag1 ve nisin ile bunlarin
kombinasyonlar1 kullanilarak soguk muhafaza sirasinda kirmizi et iizerinde
antimikrobiyal etkinlikleri arastirilmigtir. Bu amagla hazirlanan deneme gruplarinin
toplam mezofil bakteri, toplam psikrotrof bakteri, muhtemel koliform ve muhtemel
fekal koliform, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Brochotrix spp., LAB, siilfit
indirgeyen bakteri grubu ve S. aureus sayilari iizerine etkileri belirlenmistir.

Toplam mezofil aerob bakteri (TMAB) sayilarimin degerlendirildigi
caligmada, emici pedlere hazirlanan maddelerin emdirildigi ve et Orneklerinin
paketlendigi ilk giin olan 0. giinde 1., 2., 5. ve 6. deneme gruplarinin diger gruplara
ve kontrol grubuna gore baslangic sayilar1 acisindan daha diisiik degerlere sahip
olduklar1 goriilmiistiir. Ancak 1. ve 3. analiz giinlerinde sadece 2. grup diger gruplara
gore daha diisiik diizeyde kalabilmistir. Analizin 5. giiniinde yine 1., 2., 5. ve 6.
deneme gruplar1 kontrole gore yaklagik 1 logaritmalik indirgeme saglayabilmislerdir.
Analizin 7. giiniinde kontrole gore 8. grup haric diger deneme gruplar1 1’er
logaritmalik, 2. grup 3,87 loglO kob/g iireme sayisi ile 2 logaritmalik bir fark
yaratmistir. 8. grup (6,05 log10 kob/g) kontrole yakin (5,96 log10 kob/g) bir deger ile

tiremenin en fazla oldugu deneme grubu olmustur. Benzer bir tablonun 9. giinde de
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goriilmesine karsin 11. giinden itibaren kontrol ile deneme gruplar1 arasinda en az 1
logaritmalik fark devam etmistir. 2. grup, kontrol ile arasinda 11. giinde yaklagik 4
logaritmalik, 13. giinde 3 logaritmalik ve 14. giinde de yaklagik 2 logaritmalik bir
fark yaratmistir.

Her analiz giiniinde birbirinden bagimsiz 6rneklerin incelendigi ¢aligmada
genel olarak karanfil yaginin yiiksek konsantrasyonunu iceren grubun (2. Grup)
kendisine ait diisiik konsantrasyon grubuna (1. Grup) gore daha fazla indirgeme
sagladigi goriilmiistir. Bu gruplar ve karanfil yagimin diisiik konsantrasyonuyla
nisinin kombine edildigi gruplarin (5. ve 6. Grup) kontrol ile karsilastirildiginda
diger deneme gruplarina gore daha yiiksek bir indirgeme gosterdikleri bulunmustur.
Diger kombinasyon gruplart (7. ve 8. Grup) ve nisinin iki farkli konsantrasyonunu
iceren deneme gruplarinin (3 ve 4. Grup) kontrol grubuna yakin sonuclar ile etkisiz
kaldiklar1 goriilmiistiir. Ancak, yapilan istatistiksel analizler sonucunda tiim deneme
gruplart arasinda istatistiksel ag¢idan bir fark olmadig1 ortaya ¢ikmustir (p > 0,05).
TMAB, Tablo 19 ve Grafik 1’de verilmistir.
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Grafik 1: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Toplam Mezofilik Aerob Bakteri (TMAB) Sayilari (log10 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 19: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Toplam Mezofil Aerob Bakteri (TMAB) Sayilar1 (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 2,2740,52  3,05+0,43 3,18+0,81 3,5440,54  4,89+1,66  5,50+1,60  5,24+1,28  7,2440,83  7,1941,16
2 2,17+0,68  2,58+0,66  2,74+0,67 3,73£0,42  3,87%1,05 5,26+1,71 4,70+1,37 5,53+1,96  7,46+0,62
3 2,73+£0,32  2,86+0,54  4,34+1,03 4,1740,93  4,98+1,35 5,34+1,77  6,57+1,27  7,5740,64  8,45+1,28
4 2,47+0,48 3,09+0,23 2,86+0,81 4,16£047  5,07£1,34  6,03+0,94  7,53+0,32 8,07+0,20  8,38+0,76
5 2,08+0,64  2,90+0,50  3,31+0,93 3,431,090  5227#1,00  5,11+1,30 5,011,144  7,32+40,68  7,70+0,30
6 2,11£0,70  2,86+0,38 327+¢0,66  3,5740,92  4,87+1,94 523146  6,74+091 7,35+0,34  8,25+0,76
7 2,9740,32  3,1840,66  3,38+1,01 3,86+0,75 5,21£1,58 5,6840,89  7,11+0,19  7,4940,24  7,85+0,74
8 2,6240,42  3,31+0,65 3,31+0,36  4,00+1,16  6,05+0,88 6,29+40,38  7,2840,59  7,55+0,29  8,36+0,46
K 2,5440,40  2,88+0,38 3,28+0,86  4,53+0,64  5,96+£0,94  6,42+1,01 8,04+0,47 8,33+0,48  9,03+0,76

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Toplam psikrotrof aerob bakteri (TPAB) sayilar1 degerlendirilmeye
alindiginda analizin 0. giiniinde 2. ve 6. gruplar sirayla 1,61 loglO kob/g ve 1,56
logl0 kob/g iireme sayilar1 ile kontrole gore (2,11 loglO kob/g) yaklasik 0,5
logaritmalik bir farkla etkili bulunmuslardir. 5. ve 1. grup da swrasiyla 1,85 logl0O
kob/g ve 1,91 logl0O kob/g’lik iireme sayilart ile bu gruplan takip etmislerdir.
Analizin 1. giiniinde ise 2. grup 2,05 logl0 kob/g ve 3. grup 1,98 logl0 kob/g ile
diger gruplara gore daha diisiik iireme sayisina sahip olmuslardir. Analizin 3.
giiniinde 7., 6. ve 1. gruplar, 5. giiniinde ise 5., 6. ve 1. gruplar daha fazla indirgeme
yapabilmiglerdir. Kontrolle karsilastirildiginda 2. grup, analizin 7. ve 9. giinlerinde 2
logaritma, 11. ve 13. giinlerinde 3 logaritma ve 14. giinde 2 logaritma farkli
bulunmustur. 5. ve 6. grup ise 2. gruptan sonra en yiiksek indirgemeyi saglayan
gruplar olmuslardir. Karanfil yaginin diisiik konsantrasyon igeren grubu 1. grup ise
analizin son giinlerindeki daha yiiksek indirgeme diizeyleri ile nisin gruplar1 ve
yiiksek karanfil konsantrasyonu igeren kombinasyon gruplarina gore daha basarili
olmustur. Kontrol grubu, 8. grup kendisine en yakin iireme degerleri olan grup
olmakla birlikte, diger deneme gruplarindan daha yiiksek lireme diizeylerine sahip
olmustur.

Genel olarak %10 karanfil yag1 iceren 2. grup en basarili grup olmusken % 7
karanfil yag ile 3.000 IU ve 6.000 IU nisinin kombine edildigi gruplar (5. ve 6.
grup), % 10 karanfil yag1 iceren kombinasyon gruplarina gére daha fazla indirgeme
saglamistir. Nisin igeren gruplar genel olarak basarili olamazken, yine karanfil yagi
ve nisinin yiiksek konsantrasyonunu iceren 8. grup da kontrole yakin sonuglarla
etkisiz bulunmustur. Caligmanin sonucunda bu veriler elde edilse de toplam
psikrotrof aerob bakteri sayilarimi iceren istatistik analiz sonuclarina gore gruplar
arasinda anlaml bir fark bulunamamistir (p > 0,05). TPAB sayilar1 Tablo 20 ve

Grafik 2’de verilmistir.
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Grafik 2: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Toplam Psikrotrof Aerob Bakteri (TPAB) Sayilar1 (log10 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 20: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Toplam Psikrotrof Aerob Bakteri (TPAB) Sayilar1 (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,91£0,40  3,07+0,40  2,69+0,88 3,6540,43  4,64+124  594+080  5,21+1,07  7,35+0,89  7,80+1,75
2 1,61+£0,66  2,05+0,68  2,78+0,34  3,91+0,33 3,73£0,76  5,58+1,24  5,74%1,21 6,29+1,32  8,28+0,74
3 2,13+0,25 1,98+1,03 3,12+0,56  4,0941,10  5,25+1,08 5,14£1,54  6,81%1,19  7,88+0,35  9,03+1,04
4 1,98+0,29  2,89+0,17  2,83+0,37  4,17#0,29  4,57#0,32  6,18+0,53 8,06+0,55 8,26+0,35  9,38+0,55
5 1,85+0,73 2434048  2,92+044  327+1,17  4,43+043 5,1241,25 5,79¢1,32  7,60+0,80  8,06+0,43
6 1,56+0,60  24740,56  2,54+0,80  3,32+1,01 495139  551+1,35  7,25+1,13 7,83+0,60  8,60+0,82
7 2,51+0,33 2,7240,68  2,46+0,39  3,77+0,43 5,05£0,40  5,62+0,79  7,63+x0,36  7,96+0,17 8,93+0,63
8 2,2740,52  2,45+0,85 2,80+£0,26  3,95+1,07  5,65+0,74 = 5,95+0,68  7,70+0,53 8,11+0,17  9,35+0,64
K 2,11£0,74  2,66+0,63 3,13+0,33 4,65+0,65 5,57£0,44  7,00+0,61 8,53+0,80  9,10+0,28  9,97+0,36

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Analizin 0. giin bulgularina gore 2. grup disinda hicbir grupta muhtemel fekal
koliforma rastlanmamistir. Sonraki analizlerde 1. giinde 4. ve 6. grupta, 3. giinde 3.,
4. ve kontrol grubunda, 5. giinde ise 4. ve kontrol grubu haricindeki diger gruplarda
hicbir {ireme goriilmemistir. Bununla birlikte, 7. grupta biitiin deneme gruplarinda
tireme olmasina karsin 9. giinde ise hicbir grupta fekal koliforma rastlanmamaistir.
Yine 13. giinde kontrol hari¢ diger gruplarda iireme olmamasina kargin 11. ve 14.
giinlerde bazi gruplarda tireme olmasi sonucu bir kontaminasyonun olabilecegi
diisiiniilmiistir. Muhtemel fekal koliform sayilarimn izlendigi bu calismada
muhafaza periyodu boyunca giinlere gore ve deneme gruplarina gore dalgalanma
olsa da 6nemli bir farklilik bulunamamustir. Istatistik analiz sonuglarinda da nemli
bir farklilik olmadig ortaya cikmistir (p > 0,05). Muhtemel fekal koliform grubu
bakteri sayilar1 Tablo 21 ve Grafik 3’de verilmistir.

Muhtemel koliform grubu bakteri agisindan degerlendirildiginde 0. giinde
baslangic sayilar1 olarak en diisiik degere sahip grup 1,04 log10 kob/g ile nisin iceren
4. grup olmustur. 1,20 logl0 kob/g ile yine nisin igeren 3. grup ve diisiik karanfil
yagi iceren 1. grup bu grubu takip etmislerdir. Ancak, 1. giinde ise sirasiyla 5. grup
0,95 logl0 kob/g, 6. grup 1,15 loglO kob/g ve 1. grup 1,19 logl0 kob/g ile diger
gruplara gore daha fazla indirgeme yapmislardir. Analizin 3. giiniinde 3. grupla
birlikte 7. giinde ise 1. grupla birlikte diger deneme gruplarindan daha yiiksek tireme
degerlerine sahip olan kontrol grubu 9. giinde yaklasik 1 logaritma, 11. ve 13. giinde
2 logaritma farkla daha yiiksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte,
analizin son giinlerinde nisin iceren deneme gruplari, karanfil yagi ve kombinasyon
gruplarmdan daha az diizeyde indirgeme saglamiglardir. Genel olarak 3. giinden
itibaren diger gruplara gore daha yiiksek indirgeme diizeyine sahip olan % 10
karanfil yag iceren 2. grup, en iyi indirgemeyi saglayan grup olmustur. % 7 karanfil
iceren kombinasyon gruplar1 5 ve 6 ise baslangictaki diisiikk tireme degerleri ile
kombinasyonlar arasinda daha iyi indirgeme diizeyine sahip olan gruplar olmuslardir.
Bu sonuglar elde edilmesine ragmen muhtemel koliform grubu bakteriler iizerinde
kontrol ve diger gruplar arasinda giinlere gore farklilik yaratan istatistiksel olarak
anlaml1 bir sonug¢ ortaya ¢ikmamustir (p > 0,05). Muhtemel koliform grubu bakteri

sayilarini iceren veriler Tablo 22 ve Grafik 4’de verilmistir.
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Grafik 3: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Fekal Koliform Grubu Bakteri Sayilart (log10 kob/g).

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 21: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Fekal Koliform Grubu Bakteri Sayilar1 (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 <0,10£0,00  0,38+0,38  0,30+0,30  <0,10+0,00  0,53+0,53 <0,10+0,00  0,20+0,20  <0,10+0,00 <0,10+0,00
2 0,26+£0,26  0,46+0,46  0,55+0,55 <0,10+0,00  0,65+0,65 <0,10+0,00 <0,10+0,00 <0,10+£0,00 <0,10+0,00
3 <0,10£0,00  0,45+045 <0,10+0,00 <0,10+0,00 0,67+0,67 <0,10+0,00 <0,10+0,00 <0,10+£0,00 0,52+0,52
4 <0,10+£0,00 <0,10+0,00 <0,10+0,00 0,42+0,42  0,66+£0,66 <0,10+0,00 <0,10+0,00 <0,10+£0,00 0,66+0,66
] <0,10£0,00  0,26+0,26  0,63+0,63  <0,10+0,00  0,30+0,30  <0,10+0,00 <0,10+0,00 <0,10+£0,00 <0,10+0,00
6 <0,10£0,00 <0,10£0,00 0,36+0,36  <0,10+0,00 0,43+0,43  <0,10+0,00 0,36+0,36  <0,10+0,00 <0,10+0,00
7 <0,10£0,00  0,53+0,53 0,49+0,49  <0,10+0,00 0,61+0,61 <0,10+0,00 <0,10+£0,00 <0,10+0,00  0,30+0,30
8 <0,10£0,00  0,76+0,76  0,42+0,42 <0,10+0,00  0,59+0,59 <0,10+0,00  0,20+0,20  <0,10+0,00 <0,10+0,00
K <0,10£0,00  0,62+0,62 <0,10+0,00 0,43+0,43  0,65+0,65 <0,10+0,00 0,58+0,58  0,23+0,23  0,61+0,61

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Grafik 4: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Koliform Grubu Bakteri Sayilar1 (log10 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 22: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Koliform Grubu Bakteri Sayilar1 (logl 0 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,20+0,72 1,25+0,78 1,15+0,68 1,15+0,68 1,93+0,85 1,81+1,33 1,55+1,07  2,00+1,01 1,49+1,01
2 1,34+0,87 1,19+0,71 1,13+0,66 1,15+0,68 1,26+0,78 1,47+0,99 1,19+0,71 1,42+0,94 1,82+0,85
3 1,20+0,72 1,27+0,79 1,96+0,88 1,2540,78 1,61+0,88 1,80+1,32  2,27¢1,80  2,91+1,70  3,12+1,81
4 1,04+0,57 1,39+0,55 1,21+0,74 1,29+0,81 1,51+1,03 1,61+1,13  2,54+0,63 2,79+0,61 3,20+1,42
5 1,2840,80  0,95+0,48 1,46+0,98 1,3840,90 1,2340,75 1,37+0,89 1,50+1,02  2,18+1,18 1,34+0,87
6 1,36+0,88 1,15+0,68 1,19+0,71 1,34+0,87 1,72+0,75 1,16+0,69 1,55+1,07 3,00+0,28 1,9240,79
7 1,37+0,89 1,40+0,93 1,27+0,79 1,45+0,97 1,43+0,96 1,63+1,15 1,72+0,75 2,38+1,01 1,47+0,99
8 1,62+0,77 1,39+0,91 1,17+0,69 1,55+1,07 1,24+0,77 1,76+0,65 1,68+0,71 2,13+0,83  2,00+0,77
K 1,37+0,89 1,46+0,99 1,57£1,09 1,71+0,98 1,83+1,10  2,26+1,26  3,05+0,60  4,24+0,62  3,41+1,48

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Calismanin Enterobacteriaceae sayillari ortaya koyan sonuglarma gore 0.
giinde 4. grup 1,06 logl10 kob/g ve 3. grubun 1,19 logl10 kob/g ile en diisiik tireme
sayisma sahip olduklar1 goriilmiistiir. 1. giinde ise 1,05 log10 kob/g’a sahip 5. ve 6.
gruplar 1,17 logl0 kob/g’a sahip 1. grup ve 1,19 loglO kob/g’a sahip 2. grup
tarafindan takip edilmistir. Analizin 3. giiniinde ise 7. ve 8 gruplar en fazla
indirgemeyi yapan gruplar olarak goriilmektedir. Deneme gruplarindan yiiksek
karanfil yagi igeren 2. grup, diisiik karanfil yag iceren 1. gruba gore genel olarak O.
ve 14. giinler diginda daha yiiksek bir indirgeme diizeyine sahiptir. Yine yiiksek nisin
iceren 4. grup da diisiik nisin iceren 3. gruba gore 1. ve 5. giinler disinda daha yiiksek
bir indirgeme diizeyine sahip olarak goriilmiistiir. Kombinasyon gruplarindan 5.
grubun diger kombinasyon gruplarina gore kismen daha fazla indirgeme yaptigi
sOylenebilmektedir. Kontrol grubunun ise 0. giin hari¢ diger analiz giinlerinde biitiin
deneme gruplarmndan daha yiiksek iireme sayilarma sahip oldugu bulunmustur.
Ancak, bu indirgeme diizeyleri ile, deneme gruplart ¢alismanin analiz giinlerindeki
degerlendirme sonuglara gore kontrolle aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark yaratamamigslardir (p > 0,05). Muhtemel Enterobacteriaceae sayilarim iceren

veriler Tablo 23 ve Grafik 5’de ¢ikarilmistir.
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Grafik 5: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Enterobacteriaceae Sayilari (logl0 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 23: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Muhtemel Enterobacteriaceae Sayilart (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,22+0,74 1,17+0,69 1,47+0,99 1,09+0,61 1,40+0,93 1,38+0,90 1,09+0,61 1,49+1,01 1,52+1,04
2 1,41+0,93 1,19+0,71 1,27+0,79 1,07+0,59 1,09+0,61 1,40+0,93 1,2140,74 1,4040,93  2,05+0,90
3 1,1940,71 1,25+0,78  2,25+0,95 1,22+0,75 1,61+0,88 1,77¢1,29  2,17¢1,69  3,08+1,62  2,94+1,53
4 1,06+0,58 1,47+0,63 1,1940,71 1,25+0,77 1,52+1,04 1,62+1,14 1,99+0,90  2,7240,33  2,38+1,15
5 1,22+0,74 1,05+0,58 1,73+0,88 1,31+0,84 1,24+0,77 1,32+0,84 1,45+0,97 1,86+1,38 1,65+1,17
6 1,32+0,84 1,0540,58 1,21+0,74 1,24+0,76 1,37+£0,89  0,91+0,43 1,9340,84  2,20+0,88  2,35+1,00
7 1,26+0,78 1,34+0,87 1,17+0,69 1,44+0,96 1,36+0,64 1,59+1,11 1,29+0,81 2,41+1,06 1,65+1,17
8 1,38+0,90 1,37+0,89 1,05+0,58 1,48+1,00 1,19+0,71 1,29+0,81 1,79+0,73 1,9840,75  2,76+0,68

K 1,34+0,87 1,50+1,03 1,47+0,99 1,75+0,90 1,65+1,17 1,89+0,91 3,19+0.43 4,06+0,74 3,35+1,57

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Deneme gruplarmin kirmizi etteki laktik asit bakterilerinin mikrobiyal yiikii
tizerindeki etkilerine ait bulgular degerlendirildiginde 0. giinde en diisiik baslangic
degerinin 1,30 log10 kob/g ile 1. gruba ait oldugu goriilmektedir. 1. giin sonuglarinda
3. ve 4. gruplar, 1,44 logl0 kob/g ve 1,31 logl0 kob/g ile en fazla indirgeme yapan
gruplar olarak ortaya ¢cikmaktadirlar. Yine 4. grup 11. giin disinda 3. gruba gore daha
fazla indirgeme saglamistir. Tek basina karanfil yagi iceren gruplarda da 2. grubun O.
ve 11. giin digindaki analiz giinlerinde 1. gruba gore daha fazla indirgeme sagladigi
goriilmiistiir. Karanfil yagimin her iki konsantrasyonu ile diisiik nisin iceren kombine
gruplarm (5. ve 7. gruplar) analizin son giinlerinde yiiksek nisin iceren kombinasyon
gruplarma gore daha fazla indirgeme oranma sahip olduklar1 goriilmiistiir. Genel
olarak karanfil yag gruplar1 kontrole gore 7. ve 9. giinde 1 logaritma, 11. ve 13.
giinde 2,5 logaritma 14. giinde de 2 logaritma indirgeme saglamislardir. 9. giinden
itibaren nisin gruplar ile her iki maddenin de yiiksek oranlarinin kullamldig: 8. grup,
kontrole yakin degerlerle en az indirgeme seviyesine sahip olmuslardir. Bununla
birlikte, 6zellikle son 3 analiz giiniinde indirgeme diizeylerine gore biitiin deneme
gruplart ile arasinda en az 1 logaritmalik fark olan kontrol grubu ile diger gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamigtir (p > 0,05). Tablo 24 ve

Grafik 6’da laktik asit bakterisi sayilarina ait veriler gosterilmistir.
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Grafik 6: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Laktik Asit Bakterisi (LAB) Sayilar1 (log10 kob/g).

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 24: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Laktik Asit Bakterisi (LAB) Sayilar1 (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,30+0,83 2,3740,97 1,9940,82  2,33+0,96  2,75+1,23 3,21+0,97 1,89+0,71 2,44+1,00  2,92+1,23
2 1,83+0,86 1,53+1,06 1,97£0,92  2,13+0,91 2,62+1,25 2,87+0,55  2,49+1,14  243+0,99  2,83+1,18
3 1,97+0,83 1,44+0,96  2,53+£1,10  2,44+0,99  2,73+1,21 3,26£0,87  3,55+#0,76  3,98+0,66  4,50+0,71
4 1,62+0,77 1,31+0,84 1,65+1,17 2214092  2,65+1,18 3,2440,66  3,73+0,59  3,5740,27  4,2240,94
5 1,79+0,82 1,57+1,09  2,38+1,15 242+1,07 2,42+1,01 2,7780,45  2,51x1,10  3,10+0,82  2,46+1,04
6 1,46+0,98 1,5540,83 1,56+1,08  2,32+1,00  2,54+1,10  2,62+1,11 2,73+0,61 3,5340,85 3,16£1,37
7 2,52+0,53 1,97+1,11 1,70£1,22  2,55+£1,25  2,70£1,21 3,3240,75  2,94+045 2,93+0,64  2,89+1,21
8 1,86+£0,88  2,53+1,23 2,14+40,86  2,64+1,22  3,06+1,39  3,37+0,56  3,75+0,81 3,5940,35  4,14+0,34
K 2,66+0,53 2,63+1,04 1,89+1,41 2,9940,61 3,71+£0,89  3,78+0,71 4,70+0,30  5,2740,17  5,1240,54

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Pseudomonas spp. sayllarinda indirgenme diizeylerini belirlemek i¢in yapilan
calismada, istatistiksel olarak deneme gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik
bulunamamistir (p > 0,05). Bununla birlikte, karanfil yagimn yiiksek
konsantrasyonunu iceren 2. grup kontrole gore analizin 0. giiniinde 0,5 logaritmalik,
1. giiniinde de 1. logaritmalik bir fark yaratabilmistir. Son 3 giin analiz sonuclarina
bakildiginda, 1. grubun da kontrole gore indirgemede 2- 2,5 logaritma arasinda bir
fark yarattig1 goriilmiistiir. Nisin iceren 3 ve 4. gruplar, analiz giinleri sonu¢larinda
farkliliklar olsa da daha az indirgeme diizeyleri ile kontrole gore en fazla 1
logaritmalik indirgeme saglayabilmislerdir. Diisiik konsantrasyonlar1 iceren 5. grup,
kontrole gore 5., 9., ve 13. giinlerde 1,5 logaritma 7. giinde yaklasik 1 logaritma, 11.
giinde 3 logaritma ve 14. giinde 2 logaritma degerinde indirgeme saglamistir.
Analizin 0. giiniinde kontrolden daha yiiksek bir lireme sayisina sahip olan 8. grup
biitiin analiz giinlerinde kontrole en yakin degerleri vererek en az indirgeme diizeyine
sahip kombinasyon grubu olmustur. Karanfil yaginmin yiiksek konsantrasyonunu
iceren 2. grup 1. gruba gore daha etkili iken, % 7 karanfil yagimin nisinle
kombinasyonlarina ait deneme gruplarinin (5. ve 6. grup) % 10 karanfil iceren
kombinasyon gruplarma (7. ve 8. grup) gore daha iyi bir indirgeme diizeyine sahip
olduklar1 goriilmektedir. Pseudomonas spp. sayilar1 Tablo 25 ve Grafik 7’de

verilmistir.



Pseudomonas spp.
—— 1
12 - =2
10 - 3
> 8- 4
0
g 6 i +5
o
o ——
o 4-
-7
2 i
—j=38
0 I I I I I I I I |
0.gdn 1.gin 3.gin 5gin 7.gin 9.gin 11.gin 13.gin 14.gin | ==K

Gunler

Grafik 7: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Pseudomonas spp. Sayilari (log10 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 25: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Pseudomonas spp. Sayilar1 (logl10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 2,04+0,59  2,2140,91 2,76£1,16  3,51£0,70  5,24+1,43 5,40£1,60  5,04+1,20  7,06£0,74  7,83%1,35
2 1,45+0,97  2,01+0,87 3,00+0,77 3,61£1,15 3,32¢1,56  5,27+1,42  5,38+1,28 6,50+1,45 8,08+0,60
3 2,23+0,57  2,6140,71 395+¢1,37 4,2040,86  5,17+1,63 5,5241,97  7,06x1,40  7,51£0,84  8,64+1,42
4 2,29+0,53 2,61+0,52  2,63+1,20  3,70+0,72  5,16%1,17 6,40+£0,90  8,22+0,48 8,63+0,13 8,79+0,67
5 2,04+£0,74  2,68+0,50  2,99+0,62  3,65£1,59  5,01£1,06  5,61+1,43 5,35+1,10  7,66+0,72  7,82+0,32
6 1,53£1,06  2,80+0,40  2,93+1,27 3,64+1,58  5,14+1,78 5,89+1,54  6,84+1,33 7,89+0,47 8,57+0,82
7 1,94+0,89  2,55+1,12  2,69+1,18 3,68€1,04  5,60£1,32  6,06+1,04  7,54+0,30 8,08+0,19  8,21+0,80
8 2,3440,66  3,37+0,81 3,24+0,33 4,63+1,21 6,12+0,78 6,42+0,41 7,73+0,45 8,43+0,30  9,2440,57

K 2,03+0,88 3,27+0,78 3254094  4,79+1,16  5,76+0,79 6,99+0,96 8,54+0,55 9,12+0,16  9,68+0,79

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Brochotrix spp.’nin degerlendirildigi calismada 2. grup ve 6. grup 0. giinde
1,34 log10 kob/g ve 1,31 logl0 kob/g diizeyi ile, 1. giinde 1,72 log10 kob/g ve 1,69
log10 kob/g diizeyi ile en diisiik iireme sayilarina sahip gruplar olmuslardir. Analizin
3. giliniinde 1,67 logl0 kob/g ile 6. grup, 2,10 logl0 kob/g ile 1. grup ve 2,13 logl0
kob/g ile 7. grup en fazla indirgeme gosteren gruplar olarak goriilmiistiir. Analizin 5.
giiniinde ise 5. grup ve 8. grup, kontrole gore 2 logaritmalik bir indirgeme ile en fazla
indirgemenin oldugu gruplar olmuslardir. Ancak, 8. grup analizin sonraki giinlerinde
bu indirgeme diizeyini gdsterememis ve kontrole yakin degerlerde kalmistir. 5. grup
ise karanfil yagi gruplarinin ardindan diger kombinasyon gruplarina gore nispeten
daha bagarili bir indirgeme diizeyine sahip olmustur. Ik analiz giiniinde bagaril1 bir
indirgeme gosteren nisin gruplar1 daha sonraki giinlerde ayn1 basarty1 koruyamamis
ve 8. gruba benzer kontrole yakin sonuglar vermislerdir. Karanfil yag1 gruplar ise
analiz giinlerine gore farkliliklar gosterseler de en fazla indirgeme yapan gruplar
olmuslardir. Nitekim 2. grup, 13. giinde, 4. grup ve kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml bir indirgeme diizeyine ulagmistir (p < 0,05). Bununla birlikte, diger
analiz giinlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya
cikmamistir (p > 0,05). Tablo 26 ve Grafik 8’de Brochotrix spp.’ye ait sonuglar

verilmistir.
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Grafik 8: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Brochotrix spp. Sayilar1 (log10 kob/g).
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 26: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Brochotrix spp. Sayilart (log10 kob/g+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.giin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,45+0,61 2,92+40,52  2,10+0,56  3,34+0,51 4,40+1,36  4,62+125 4404080 5/79+0,67™  591+1,16
2 1,34+0,87 1,7240,75  2,60+0,49  3,74+040  3,36:0,83  4,52+0,66  4,49+0,78  4,94+0,93"  6,24+0,29
3 1,82+0,38 1,94+0,81 3,67+0,88  4,12+1,01 4864095  4.81+1,28  596+1,02 6,70+0,36™  7,79+0,36
4 1,7840,45  2,83+0,33  238+1,17  4,00#020  4,33+0,89  52040,70 6,770,222  7,75+0,51®  7,15+0,79
5 1,48+0,76  2,29+0,60  2,67+1,11 2,75+1,15  3,81+£0,28  3,88+0,66 4,86+1,52  6,49+0,32""  6,47+0,42
6 1,31+0,83 1,69+0,67 1,67+£0,75  3,45+0,84  4,43+0,91 321137 5194137  6,25+0,65°  7,05+0,67
7 225+0,50  241+0,66  2,13+1,10  3,.8240,59 5034062 4224133  6,4040,16 6,67+0,39"  7,09+0,03
8 2,13+0,44  2,574#0,59  2,45+0,21 297£127 4954042 5224047  6,73+031  7,35+0,33"  7,35+0,32
K 2,30+0,58  2,98+0,75  2,60+1,10  4,72+0,52  541+0,52  6,46£034 7404021  7,91+0,15" 8244025

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
* Aym siitunda farkli iissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (P < 0,05).
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Deneme gruplarinin Siilfit indirgeyen bakteri sayilarina ait indirgenme
diizeyleri degerlendirildiginde 0. giinde en fazla indirgemeyi 5. grubun (1,13 logl0
kob/g) yaptig1 goriilmektedir. Analizin 1. giiniinde ise yine 5. grup (2,09 loglO
kob/g), 3. grup (2,03 logl0 kob/g), 2. ve 7. gruplar (2,21 logl0 kob/g) daha diisiik
lireme seviyesine sahip olarak ortaya c¢ikmislardir. 3. giin verilerinde kontrol
grubundan daha fazla iireme sayis1 ile 3. grup en yiiksek degere sahip olmustur.
Deneme gruplarindan 1., 5. ve 7. grup, 5. giinde kontrol ile aralarinda yaklasik 1,5
logaritmalik fark yaratan gruplar olmuslardir. 7. giinden itibaren sonraki analiz
giinlerinde 2. grup kontrolle arasinda 1,5 ile 2,5 logaritma arasinda fark yaratmistir.
Ayni indirgeme diizeyi 2. gruba gore biraz daha az olmakla birlikte 1. grupta da
goriilmektedir. Nisin iceren gruplarda kontrole gore 0,5 ile 1 logaritma arasinda bir
indirgeme farki goriilmektedir. Kombinasyon gruplarinda da genel olarak en iyi
indirgeme seviyesine sahip olarak 5. grup, en az indirgeme diizeyine sahip olarak da
8. grup goriilmektedir. Ancak, biitiin deneme gruplar1 analiz giinlerinde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratamamislardir (p > 0,05). Siilfit indirgeyen

bakteri grubu sayilarina ait veriler Tablo 27 ve Grafik 9’da verilmistir.
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Grafik 9: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Siilfit Indirgeyen Bakteri Sayilar1 (log10 kob/g).

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 27: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki Siilfit Indirgeyen Bakteri Sayilar1 (log10 kob/g+ standart hata), (n=3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 1,63+0,78  2,4940,77  2,71+0,56  2,78+0,74  3,60£1,67  4,28+1,46  3,71£1,63 4,23+1,65 5,02+2,15
2 1,59+0,74  221£1,10  2,37+0,71 3,30£0,79  3,36+0,90  3,91+1,81 3,18¢1,42  4,07+1,66  5,09+1,09
3 1,97+40,45 2,03+0,81 3,37£1,03 3,62+1,05 3,84+1,22  4,12+1,85 5,15£1,49  5,67£1,14  6,89+1,61
4 2,19+0,35 2,36+0,41 2,18+0,98 3,21+0,73 341+147  4,57£0,43 5,64+0,88 5,81£1,10  6,51+0,81
5 1,13£0,66  2,09+40,90  2,60+1,17  2,72+¢1,14  3,73+0,97  4,14£1,30  4,17£1,63 5,00£1,60  4,56+1,42
6 1,58+0,59  2,25+0,51 2,32+0,95 2,99+1,27  3,76%x1,86  4,46x1,57  4,35%2,26  5,09+1,57  5,79+1,66
7 1,59+0,64  2,2140,51 1,95+0,97  2,774+0,72  3,98+1,21 3,66£1,60  5,33+1,22  547+1,16  5,38+1,60
8 1,95¢0,50  2,45+0,71 2,99+0,31 3244144  428+1,60  4,48+145 546149  5,65£1,20  6,40+1,56
K 2,18+¢0,88  2,93+0,92  2,69+1,00  4,20£1,05 4,03x1,86  5,37+0,99  6,09+1,03 6,62+1,07  7,12+1,49

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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S. aureus sayilarina ait bulgularda 0,59 loglO kob/g ve 0,69 loglO kob/g
baslangi¢ degerleri ile sirasiyla 1. ve 5. gruplar en diisiik degerleri gostermislerdir. 1.
giin sonug¢larinda ise 0,9 logl0 kob/g ile 4. grup ve 1,09 logl0 kob/g ile 5. grup en
diisiik tireme seviyesine sahip olmuslardir. % 7 Karanfil yag1 ile 6.000 IU nisinin
kombine edildigi grup (6. grup) ile % 10 karanfil yagir 3.000 IU nisinin kombine
edildigi grup (7. grup) 3. analiz giiniinde en diisiik seviyede kalmislardir. 6. grup yine
5. giinde kontrolle 1 logaritmalik bir fark yaratmistir. Analizin 7., 9. ve 11.
giinlerinde 2. ve 7. grup yaklasik aym lireme sayilarim gosterseler bile 13. giinde 2.
grup, 14. giinde ise 7. grup daha diisiik seviyede kalmiglardir. Analizin ilk giinlerinde
1., 2. ve 7. grup nispeten yiiksek iireme sayilarina sahip olsalar da 6zellikle 9., 11. ve
13. giinlerde kontrole gore 1- 2 logaritma arasinda daha yiiksek indirgeme diizeyleri
ile S. aureus saylarinda bir azalma saglayabilmislerdir. 5. grup ise 13. ve 14.
giinlerde kontrol ile arasinda 1,5 logaritmalik bir fark yaratabilmistir. Baslangigtan
beri kontrolden yiiksek degerlere sahip olan 8. grup, 9. giinde kontrolden daha diisiik
seyiyeye ulasabilmistir. Nisin gruplarn baslangigtaki diisiik {lireme seviyesini
koruyamamiglar ve sonraki giinlerde belirgin bir fark yaratamamislardir.
Mikroorganizma yiikiinde azalma saglamalarina ragmen, deneme gruplarinin kontrol
grubu ile istatistiksel olarak anlaml bir fark yaratamadiklar1 goriilmiistiir (p > 0,05).

S. aureus sayilarina ait veriler Tablo 28 ve Grafik 10’da gosterilmistir.
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Grafik 10: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki S. aureus Sayilari (logl10 kob/g).

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 28: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki S. aureus Sayilar1 (logl 0 kob/g+ standart hata), (n=3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.giin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 0,59+0,30 1,8740,16  1,43+0,73 1,46+0,74 1,44+0,79  0,84+0,84  0,46+0,46  0,94+0,48 1,48+0,82
2 0,79+0,52 1,81+0,12  1,63+0,82 1,4540,72  0,7940,79  0,51+0,51 0,43+0,43  0,43+0,43 1,4940,83
3 0,79+0,52 1,20+0,63  2,08+0,19  2,18+0,30  2,01+0,41 1,45+0,74 1,27+0,66 1,88+0,97  2,68+0,40
4 0,99+0,72  0,92+0,92  1,68+0,84 1,64+0,84 1,34+0,71 1,47+0,74 1,55+0,78 1,84+1,00  2,31+1,16
5 0,69+0,38 1,0940,58 1,9240,96 1,20+0,61 1,60+0,00 1,07+0,53 1,84+0,23 1,30+0,68 1,47+0,76
6 0,89+0,62 1,87+0,27 1,2540,64  0,63+0,63 1,8240,22  0,63+0,63 1,27+0,75 1,23+0,63 1,01+1,01
7 1,29+0,74 1,15+0,61 1,28+0,73 1,62+0,81 0,7840,78  0,53+0,53  0,43+0,43 1,86+£0,32  0,98+0,98
8 1,41+0,79 1,7040,85 1,4940,74 1,9540,27  2,1340,39  0,59+0,59 1,96+0,20  2,51+0,51  2,07+1,04
K 1,23+0,62 1,56+0,78 1,4740,77 1,89+0,95 1,63+0,83 1,43£0,78  2,60+0,35  2,97+0,33  3,00+0,60

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.

6Cl
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3.5. Kimyasal Analizlere Ait Bulgular

3.5.1. pH Degeri

Oncelikle, calismada kullanilan deneme gruplarimna ait kuru petlere emdirilen
pliskiirtme stvilar1 ve bunlarin kombinasyonlarinin pH’lar1 dl¢iilmiistiir. Bu gruplara
ait pH sonuclar1 Tablo 29°da verilmistir. Kuru pedlere emdirilmek iizere hazirlanan
karanfil yagi iceren piiskiirtme sivisinin pH’s1 nisinle hazirlanan piiskiirtme sivilarina
ait pH degerlerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Karanfil + nisin
kombinasyonlarinin kullanildigi deneme gruplari i¢in hazirlanan konsantrasyonlara
ait stvilar degerlendirildiginde, nisinin yiiksek oranlarda kullanildig: sivilarda, diisiik
nisin oramyla hazirlanan sivilara goére pH’nin daha diisiik degerde oldugu

goriilmiistiir.

Tablo 29: Deneme Gruplarinda Kuru Pedlere Emdirilen Soliisyonlarin pH Degerleri.

Denemelerde Kullanilan soliisyonlar pH degerleri
(1-2) Karanfil Yagi 3,00
(3) 3.000 IU Nisin solusyonu 2,62
(4) 6.000 IU Nisin solusyonu 2,50
(5) % 7 Karanfil Yag + 3.000 IU Nisin 2,88
(6) % 7 Karanfil Yag + 6.000 IU Nisin 2,72
(7) % 10 Karanfil Yag + 3.000 IU Nisin 2,81
(8) % 10 Karanfil Yag + 6.000 IU Nisin 2,64

Deneme gruplarinin her analiz giiniinde olciilen pH sonuclarina gore
orneklerin 0. giin pH degerlerinin, kontrol grubu disinda, 1. giin ve 3. giin pH
degerlerinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Caligmada elde edilen sonuclara
gore, karanfil yag1 iceren deneme gruplarina ait pH degerleri yiiksek
konsantrasyonlarda (2. grup) diisiik konsantrasyonlara (1. grup) gore daha diisiik

degerlere sahip olmuslardir. Bununla birlikte nisin iceren deneme gruplarinda 6.000
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IU nisin igeren grup 3.000 IU nisin igeren gruptan genel olarak daha yiiksek bir pH
degerine sahip olarak goriilmektedir. Karanfil yag1 ve nisinin diisiik oranlarin iceren
deneme grubu (5. grup) diger kombinasyon gruplarindan daha diisitk pH sonucuna
ulasmigken bu maddelerin yiiksek oranlarini iceren deneme grubu (8. grup), kontrol
grubuna yakin bir pH degeri ile diger deneme gruplarindan ayrilmistir. Genel olarak
% 7 karanfil iceren nisinle kombine deneme gruplarinin pH diizeyi % 10 karanfil
iceren nisin kombinasyon gruplarindan daha diisiik degerlerde kalmislardir. Yine bu
kombinasyon gruplarinin kendi aralarinda 5. grubun 6. gruptan ve 7. grubun 8.
gruptan daha diisiik bir pH seviyesine sahip oldugu goriilmektedir. 5. grubun tek
basina karanfil iceren gruplardan da (2. grupta 13. giin hari¢) daha diisiik pH
degerlerinde kaldig1 goriilmektedir. Muhafaza periyodu boyunca her analiz giiniinde
birbirinden bagimsiz drneklerden 6l¢iilen sonuclara goére kontrol grubu ile deneme
gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p > 0,05).

Deneme gruplarinin pH diizeylerine ait veriler Tablo 30 ve Grafik 11°de verilmistir.
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Grafik 11: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki pH Degerleri.
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 30: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki pH Diizeylerine Ait Karsilagtirma Tablosu (+ standart hata), (n= 3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 6,00+0,23 5,90+£0,06  5,93+0,16  5,93+0,08  5,92+0,06  6,08+0,12  6,09+0,13 6,25+0,29  6,42+0,38
2 5,88+0,13 5,86+0,07 5,89+0,14  5,9640,12  5,96+0,12  6,07+0,14  6,05+0,16  5,80+0,14  6,32+0,32
3 5,85+0,10  5,8440,09  5,83+0,10  5,96+0,03 5,974¢0,09  6,02+0,15 6,21£0,34  6,2940,32  6,53+0,41
4 5,88+0,11 5,87#0,10  5,87+0,14  5,9040,10  6,02+0,15 6,01£0,18  6,01+0,11 6,30+£0,26  6,40+0,45
] 5,87+0,10  5,84+#0,10  5,80+0,12  5,86+0,06  593+0,12  6,02+0,14  6,05+0,17 6,21+0,27  6,21+0,39
6 5,88+0,06  5,85+0,09  5,78+0,15 5,8840,08  5,94+0,13 6,02+0,09  6,09+0,10  6,25+0,20  6,56+0,39
7 5,96+0,01 5,85#0,09  5,81+0,16  5,88+0,08  6,05+0,16  6,06+0,23 6,04+0,17 6,26+£0,26  6,37+0,33
8 5,98+0,03 5,91+0,06  5,97+0,03 5,96+£0,08  6,01£0,09  6,07+0,05 6,31+0,11 6,59+0,14  6,62+0,28
K 5,97+0,05 6,03+0,05 6,11+0,18 6,02+0,04  6,11+0,05 6,34+0,25 6,21£0,22  6,85+0,23 6,80+0,39

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.

eel
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3.5.2. Kokusma Testi

Soguk muhafaza siirecinde 6rneklerin her birinde kokusma olup olmadigini
belirlemek amaciyla Eber deneyi ile kokusma testleri yapilmistir. Kokusma olan

[

orneklerin ‘+’, olmayan 6rneklerin ‘-’ ile ifade edildigi analizin ilk {i¢ giinde hicbir
deneme grubunda kokugma belirtisi tespit edilmemistir. 5. giinden itibaren kontrol, 6.
ve 8. deneme grubunda, sadece 1 tekrar 6rneklerinde, kokusma belirtileri baglamis ve
devam eden analiz giinlerinde diger orneklerde de kokusma belirtileri gdzlenmistir.
% 7 karanfil yagr kullanilan 1. deneme grubu ve karanfil yagi + nisin
kombinasyonunun diisiik diizeylerini iceren 5. deneme grubu 9. giinde negatif sonug

ile kokusmanin en ge¢ basladigi gruplar olmuslardir. Caligma 3 tekrar halinde

yapilmis ve Orneklerin ortalama kokusma bulgular1 Tablo 31°de gosterilmistir.

Tablo 31: Kokusma Test Sonuglarina Ait Bulgular (n=3). (Eber Yontemi ile).

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Gin  --- --- --- - --- - o - -
1. Giin  --- --- --- - --- - S . R
3.Giin  --- --- --- - --- - S . R
5.Giin  +--  --- --- oo —oo oo 4o oo 4
7.Giin  ++-  --- —-- - 4oo —oo 4 4o -
9.Giin  ++-  ---  +--  +--  +-- ---  +--  4+-  ++-
11.Giin +++ +-- +-- ++- ++- +--  ++  ++- +++

13.Giin +++ ++- ++4+- +4++ +++ +4+- +++ +++ +++

14.Giin +++ +4++ +4++ +4++ +++ +++ +++ +++ +++

+: Kokusma var, -: Kokusma yok.
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3.6. Duyusal Analiz Bulgulan

Muhafaza siiresi boyunca belirtilen analiz giinlerinde Orneklerin duyusal
analizleri Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Boliimii, Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dalinda gorev yapan 5 akademik
personel tarafindan degerlendirilmistir.

Denemelerde kullanilan karanfil yag1 ve karanfil yagi ile nisinin kombinasyon
gruplarina ait orneklerde 1. giinden itibaren kuru pedle temas eden et yiizeyinde et
renginde acilma ve beyazlasma seklinde renk degisimi goriilmiistiir. Renk degisimi
karanfil yag:1 konsantrasyonuna gore belirgin bir farklilik yaratmamustir. Sadece nisin
kullanilan deneme gruplarinda baslangicta bir renk degisimi goriilmemekle birlikte
karanfil yagi ve nisinin kombine kullanildigi deneme gruplarinda da 1. analiz
giiniinden itibaren temas eden ylizeyde renk agilmasi gdzlenmistir. Panelistler % 7 ve
% 10 karanfil yag: iceren gruplarda ve nisinle kombine kullanilan gruplarda renkteki
acilmanin ayni diizeyde oldugunu belirtmislerdir. Muhafaza periyodunun sonraki
giinlerinde de et rengindeki acilma ayn1 kalmakla birlikte bozulmaya bagli olarak son
giinlerde belirginlesmistir. Renkte goriilen bu degisime FTS kullanilan kontrol grubu
ile sadece nisin kullanilan 3. ve 4. gruplarda rastlanmamistir. Bu bulgular Tablo

32°de gosterilmistir.

Tablo 32: Pedle Temas Eden Alt Yiizeyde Et Rengindeki Degisim Bulgularr®.

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
3. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
5. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
7. Giin 0 1 2 1 0 1 1 1 1
9. Giin 0 2 2 1 1 2 2 2 2
11. Giin 0 2 2 1 1 1 2 2 2
13. Giin 1 2 2 1 1 2 2 2 2
14. Giin 1 2 2 1 1 2 2 2 2

*5: Et yiizeyinde renk agilmasi, beyazlama en ¢ok, 0: Et yiizeyinde renk agilmasi, beyazlama
en az.
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Calismada kullanilan karanfil yagi, nisin ve bunlarin kombinasyonlarini
iceren karisimlar sadece kuru pede piiskiirtiildiikleri i¢in biitiin deneme gruplarinda
pedle temas etmeyen etin {ist yiizeyinde renkte ve goriiniiste herhangi bir degisiklik
gbzlenmemistir. Ancak muhafaza periyodunun 5. giiniinden itibaren karanfil yaginin
her iki grubu (1. ve 2. Grup) ve 5. grup hari¢ diger kombinasyon gruplarinda (6., 7.
ve 8. gruplar), nisin gruplarinda (3. ve 4 grup) ve kontrol grubunda paketin iist
yiizeyinde renk degisimleri baslamistir. Daha sonraki giinlerde yine ayni gruplarda
daha belirgin olmak {izere biitiin gruplarda etin bozulma belirtilerinin de
baglamasiyla birlikte renklerde matlagsma, koyulagsma g6zlenmistir. Et 6rneklerinin

tist ylizeyindeki degisimlere ait bulgular Tablo 33’de verilmistir.

Tablo 33: Pedle Temas Etmeyen Ust Yiizeyde Et Rengindeki Degisim Bulgulari®.

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5. Giin 1 0 0 1 1 0 1 1 1
7. Giin 2 1 1 1 2 1 1 2 1
9. Giin 2 1 1 2 2 1 1 1 1
11. Giin 3 1 1 3 3 1 2 2 2
13. Giin 4 3 3 4 3 3 3 3 3
14. Giin 5 3 3 4 4 3 4 3 5

*5: Etin iist ylizeyinde renk degisimi en ¢ok, O: Etin {ist yiizeyinde renk degisimi en az.

Paketlenen et orneklerinde muhafaza periyodunun ilk 3 giiniinde deneme
gruplarmin higbirinde et bozulma belirtileri goriilmemistir. Ancak, 5. giin
orneklerinden kontrol ve nisine ait gruplarda etin genel goriiniimiinde degisimlerin
basladig1 gdzlenmistir. Sonraki giinlerde yine kontrol ve nisin gruplarindaki bozulma
daha belirgin olmakla birlikte biitiin deneme gruplarinda kokusma, yapiskanlik,

renkte koyulagsma ve yiizeyde kuruma gibi bozulma belirtileri tespit edilmistir. 13. ve
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14. giin 6rnekleri, gruplar arasinda belirgin bir fark olusturmayan, en fazla bozulma
belirtileri ile goriiniiy agisindan en koti Ornekler olmuglardir. Genel et

goriinlimiindeki degisimlere ait bulgular Tablo 34’de verilmistir.

Tablo 34: Etin Genel Goriiniimiindeki Degisim Bulgular*

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5. Giin 1 0 0 1 1 0 0 0 0
7. Giin 2 1 0 1 1 1 1 1 1
9. Giin 3 3 2 2 2 1 2 2 2
11. Giin 3 2 2 3 3 2 3 3 3
13. Giin 4 3 2 3 3 3 3 3 3
14. Giin 5 4 4 4 4 3 4 4 4

*5:Etin genel goriiniimiinde bozulma en ¢ok, 0: Etin genel goriiniimiinde bozulma en az,

Calismanin 11. giiniinde orneklerin paket acilmadan Onceki goriiniislerine ait

resimler Resim 2’de verilmistir.
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K

Resim 2: Caligmanm 11. Giiniine Ait Gruplarinin Paket Acilmadan Onceki
Goriiniislerinden Ornekler.

(G 1; 1. grup, G 2; 2. grup, G 3; 3. grup, G 4; 4. grup, G 5; 5. grup, G 6; 6. grup, G 7;
7. grup, G 8; 8. grup, K; Kontrol grubu).

Muhafaza periyodunun ilk giinlerinde rastlanmayan bozulma kokusu et
orneklerindeki bozulma belirtileriyle paralel olarak sonraki giinlerde algilanmistir.
Kontrol, nisin ve karanfil yagi ile nisinin yiiksek konsantrasyonlarini iceren deneme
gruplarinda bozulma kokusu diger gruplara gore daha erken baslamis ve periyodun
sonuna kadar artarak devam etmistir. Tablo 35°de 6rneklerdeki bozulma kokularina

ait bulgular verilmistir.
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Tablo 35: Bozulma Kokusuna Ait Bulgular*.

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1. Giin 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. Giin 1 0 0 0 0 0 0 0 0
5. Giin 1 0 0 1 1 0 1 0 1
7. Giin 2 1 0 1 2 0 1 1 1
9. Giin 3 1 1 3 3 1 2 2 2
11. Giin 3 1 1 4 3 2 2 2 2
13. Giin 5 2 3 5 4 3 3 3 3
14. Giin 5 3 5 5 5 4 5 5 5

*5: Bozulma kokusu en ¢ok, 0: Bozulma kokusu en az.

Karanfil kuvvetli koku ve aromasi olan bir baharat olarak bilinmektedir.
Paketlerin ilk acildigi anda keskin olmayan fakat hissedilebilir bir karanfil yagi
kokusu alinmistir. Karanfil kokusunun genel olarak hosa giden bir koku olmasindan
dolayr panelistler tarafindan bu kokunun rahatsiz edecek diizeyde olmadigi
bildirilmistir. Tek basina ve nisinle kombine olarak % 7 karanfil yagi iceren deneme
gruplar (1, 5 ve 6) ile tek basina ve nisinle kombine olarak % 10 karanfil yag: iceren
deneme gruplar1 (2, 7 ve 8) arasinda karanfil kokusunun yogunlugu agisindan bariz
bir fark belirlenememistir. Paketler acildiktan 1 saat sonra da karanfil yagi iceren
biitiin deneme gruplarinda koku degisimi agisindan onemli bir fark goézlenmemistir.
Genel olarak orneklerin et yagindaki karanfil kokusunun, etin karanfil kokusundan
daha belirgin oldugu bildirilmistir. Muhtemelen bu durum karanfilin et yagina daha
fazla sinmesinden kaynaklanmaktadir. Tablo 36’da paket ilk acildiginda deneme

gruplarinin kokularina ait bulgular verilmistir.
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Tablo 36: Paket Ik Acildiginda Karanfil Yaginin Tipik Kokusuna Ait Bulgular*.

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
1. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
3. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
5. Giin 0 2 2 0 0 2 2 2 2
7. Giin 0 1 1 0 0 2 2 2 2
9. Giin 0 3 2 0 0 2 3 2 2
11. Giin 0 2 2 0 0 3 3 3 3
13. Giin 0 3 2 0 0 3 3 3 3
14. Giin 0 4 4k 0 0 Gk 4k Qe L

*5: Karanfil yagina ait tipik koku en fazla, 0: Karanfil yagina ait tipik koku en az.
**Karanfil yag ile birlikte acilasmadan kaynaklanan kotii bozulma kokusu.

Panelistler tarafindan genel olarak karanfil kokusu hog ve aromatik bulunarak
cok itici ve kabul edilemez olarak degerlendirilmemistir. Bununla birlikte, karanfil
iceren deneme gruplari, uygulamanin ilk giinii ve Orneklerin aym giin
degerlendirildigi 0. giin deneme gruplarinda da gecerli olmak iizere, kontrol ve nisin
deneme gruplarina gore daha diisiik bir kabul edilebilirlik puani almiglardir.
Calismanin son giinlerindeki karanfil yagina ait kabul edilebilme diizeyi bozulmadan
kaynaklanan koétii koku ve acilasma kokusu ile birlikte oldukca diigmiistiir. Karanfil
yagi, caligmadaki biitiin gruplarda depolama periyodunun sonuna dogru acilagsma ve
bozulmayla birlikte artan istenmeyen kotii kokular1 baskilamamigtir. Karanfil yagina
ait tipik kokunun kabul edilebilirlik diizeyine ait degerlendirmeler Tablo 37’°de

verilmistir.
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Tablo 37: Karanfil Yagma Ait Tipik Kokunun Kabul Edilebilirlik Diizeyi*.

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 1 1 0 0 1 1 1 1
1. Giin 0 2 2 0 0 2 2 2 2
3. Giin 0 2 2 0 0 2 2 2 2
5. Giin 0 2 2 0 0 2 2 2 2
7. Giin 0 2 2 0 0 2 2 2 2
9. Giin 0 2 3 0 0 2 3 2 2
11. Giin 0 2 2 0 0 3 3 3 3
13. Giin 0 2 2 0 0 3 3 3 3
14. Giin 0 4 4 0 0 4 4 4 4

* 5. Koku kabul edilemez, 0: Koku kabul edilebilir.

Deneme gruplarinda kaynatma- kizartma deneylerinde % 7 karanfil yagi
iceren deneme gruplarinda (1, 5 ve 6) tencere kapagi acildiginda karanfil kokusu ¢ig
kirmiz1 ette hissedilen kokudan daha belirgin oldugu bildirilmistir. Tadildiginda,
yutakta karanfil aromasi ve kokusu belirginlesmistir. % 10 karanfil yagi iceren
deneme gruplarinda (2, 7 ve 8) kaynatma- kizartma durumunda tencere kapagi
acildiginda karanfil yagina ait kokunun daha keskin oldugu bildirilmistir. Agizdaki
karanfil aromasinin daha belirginlestigi ve kabul edilebilirliginin diisiik oldugu
degerlendirilmistir. Karanfile karsi hassas ve kokusunu tercih etmeyen tiiketiciler
tarafindan kabul gormeyebilecegi konusunda fikir bildirilmistir.

Kontrol grubu ile 3.000 IU ve 6.000 IU nisin kullanilan deneme gruplarinda
kaynatma ve kizartma durumlarinda etin tadim1 ve kokusunu degistiren herhangi bir
farklilik tespit edilmemistir. Bu gruplardaki et orneklerinin tadmin hos, rahatlikla
tilkketilebildigi ve agizda farkli aroma olusturmadigi bildirilmistir. Nisinin, etin tadini
ve kokusunu degistirmedigi, orneklerin tipik et kokusu ve lezzetini muhafaza ettigi
goriilmiistiir. Ayrica panelistlerden biri tarafindan, nisinle kombine kullanilan
karanfil gruplarina ait 6rneklerin sadece karanfil kullanilan 6rneklerden daha kolay
yutulabildigi bildirilmistir. Bu durum, nisinin karanfil yaginin baskin aromasini

hafiflettigi seklinde yorumlanabilse de bu konuda daha fazla aragtirmaya ihtiyag
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vardir. Ette bozulma belirtilerinin bariz olarak goriilmesi ve kokusma bulgularina
dayanarak analizin 9. giiniinden itibaren kaynatma ve kizartma deneyleri
uygulanmamis ve etlerin tadindaki degisim bulgulariyla ilgili degerlendirme
yapilmamistir. Kaynatma- kizartma ve tat deneylerine ait bulgular Tablo 38’de

verilmistir.

Tablo 38: Kaynatma- Kizartma ve Tat Deneylerine Ait Bulgular*

K 1 2 3 4 5 6 7 8
0. Giin 0 2 3 0 0 2 2 2 3
1. Giin 0 2 3 0 0 2 2 2 3
3. Giin 0 2 3 0 0 2 2 2 3
5. Giin 0 2 3 0 0 2 2 3 3
7. Giin 0 2 3 0 0 2 2 3 3
9. Giin k% _Ek k% _E% k% _Ek k% _Ek k%
11. Giin ok sk ok sk o sk ok sk ko
13. Giin ok sk ok sk o sk ko sk ko
14. Giin ok s o e o s o s o

* 5. Aromanin agizda biraktigi rahatsiz edici etki en fazla, 0: Aromamn agizda biraktigi
istenen etki en fazla.

-#% : Degerlendirme yapilmamuistir.

Kuru pedlere karanfil yagi, nisin ve bunlarin kombinasyonlarinin emdirilerek
kirmiz1 etin raf Omriine etkisinin incelendigi denemelerde antimikrobiyal etkinlik
acisindan karanfil yaginin, nisin ve karanfil yagi + nisin kombinasyonlarina gore
daha basarili oldugu gozlenmistir. Calismalarda karanfil yaginin kirmizi etin
mikroflorasi iizerinde etki sagladigi goriilmiistiir. Nisinin tek basina kullanildigi
deneme gruplarinda tiim Orneklerde muhafaza siirecinin baslangic donemlerinde 1
logaritmaya yakin indirgeme saglansa da siirecin sonlarina dogru bu fark kapanmis
ve kontrol grubuna yakin degerler alinmistir. Genel olarak nisin ve karanfil yaginin
kombine olarak kullanildigi deneme gruplarinda karanfil ve nisinin diisiik oranda
kullanildig1 grubun (5. grup) diger kombinasyonlara gore daha basarili oldugu fakat

karanfil yaginin tek basina kullanildig1 6rneklere gére daha az indirgeme sagladigi
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goriilmiistiir. En yliksek karanfil yagi ve nisin oraninin kullanildigi deneme
gruplarmin (7. ve 8. grup) antibakteriyel etkinliginin diisiik oldugu ve kontrol
grubuna yakin sonuglar alinarak genelde etkisiz kaldiklar1 goriilmiistiir. Bu duruma
gore, kirmizi ette uygulanan karanfil yagi ile nisin arasinda konsantrasyonlarina bagl
olarak antibakteriyel etkinlik gostermelerini engelleyen, birbirlerinin etkilerini

azaltan veya ortadan kaldiran bir etkilesim olabilecegi diisiiniilmektedir.

3.7. Antioksidan Etkinlik

3.7.1. MDA Analizi

Lipit oksidasyonu potansiyeli TBARS belirleme ile degerlendirilmektedir ve
MDA konsantrasyonu 1,1,3,3-tetraecthoxypropane (TEP)’in solusyonu kullanilarak
elde edilen bir standart egriden hesaplanmistir. 2-thiobarbitiirik asit (TBA) degeri
etin mg’inda MDA/ kg olarak ifade edilmistir (164). Antioksidan etkinligi belirlemek
icin kullanilan standart c¢ozeltisinin diliisyonlar1 535 nm’de kore karsi optik
dansiteleri okunarak (Grafik 12) kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Calismada elde edilen
sonuclar standart egri yardimiyla mgMDA/ kg olarak degerlendirilmistir.

25

20

15 7

10 -

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Grafik 12: MDA Analizi I¢in Standart Cozeltiye Ait Kalibrasyon Egrisi.
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Yiiriitillen bu ¢alismada karanfil yagi ve karanfil yag1 nisin kombinasyonlari
direkt olarak ete uygulanmamis, polystren tabaklarin {izerine serilen kuru pedlere
emdirilerek etkisi arastirilmistir. Karanfil yagi, nisin ve bunlarin kombinasyonlarinin
antioksidan etkilerinin degerlendirildigi bu caligmada, deneme gruplar1 arasinda
etkinlik agisindan ayirict bir 6zellik tespit edilememistir. Bununla birlikte, bir
bakteriyosin olan nisinin antioksidan etkinlige sahip olduguna dair bir veriye
ulagilamamistir. Analizin 0. gilinlinde 1. ve 3. gruplarin oksidatif stabilitesinin
(swrasiyla 4,08 mgMDA/ kg ve 3,68 mgMDA/ kg) yiiksek oldugu goriilmektedir.
Analizin 1. giiniinde 3., 4. ve 6. grubun, 3. giiniinde 7. grubun, 7. giinde 1., 7. ve
kontrol grubunun, 9. giinde ise 2. ve 4. grubun oksidatif stabilitesinin 3 mgMDA/
kg’1n iizerinde oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, analizin 11. giiniiden itibaren
biitiin deneme gruplarinin antioksidan etkinligine ait sonuglar1, oksidatif stabilitenin
beklenen sinirlar arasinda oldugunu gostermektedir. Ancak, calismanin sonucunda
deneme gruplar1 arasinda karanfil yagi iceren tek ve kombine gruplarin antioksidan
etkinligine dair diger gruplardan ayrildigim1 gosteren bir sonuca ulagilamamistir.
Yapilan istatistik analizlerde de gruplar1 birbirinden ayiran anlamli bir sonug elde
edilememistir (p > 0,05). Tablo 39 ve Grafik 13’de deneme gruplarinmin antioksidan

etkinliklerine ait sonuglar verilmistir.
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Grafik 13: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki MDA Degerleri. (mgMDA/ kg)
1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU
Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.
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Tablo 39: Muhafaza Siiresi Boyunca Gruplardaki MDA Sonuglari, (mgMDA/ kg+ standart hata), (n=3).

Grup 0.giin 1.giin 3.giin 5.giin 7.glin 9.giin 11.giin 13.giin 14.giin
1 4,08+2,34 1,57+£0,74  0,01x0,47  2,75+1,01 3,21£1,82  0,52+0,54  0,50+0,67  0,58+0,30  0,18+0,22
2 1,88+1,23 2,46+1,84  0,39+0,07  2,63+0,97 1,61+0,88  4,38+4,09  0,40+0,32  0,1440,53  0,76+0,25
3 3,61+2,19  3,13#1,99  0,89+0,53 0,5240,56  0,28+0,07  0,80+0,27  0,21+0,10  0,49+0,23  0,01+0,30
4 0,96+£0,69  3,17+#3,39  0,63+0,35 2,11£1,37  2,46+0,83 3,12+2,95 1,86+0,69  0,92+0,61 0,89+0,46
] 1,08+1,18  2,06+1,39  0,94+0,32  0,36+0,20 1,01+0,93 0,1740,21 0,50+£0,27  0,33+0,17 1,18+0,36
6 1,49+1,28 3,8043,68  2,62+1,27 1,6940,98  0,83+0,32  0,29+0,40  0,46+0,50  0,38+0,49 1,30+0,36
7 1,64+0,69 1,0240,60  4,00+1,89  0,87+0,57  3,66+2,75 0,72+0,29  0,34+0,21 1,77+£1,64  0,98+0,37
8 243+0,46  0,48+0,66  2,40+0,82 1,21+0,45  0,75+0,13 0,83+0,27 1,11+0,33 0,67+0,55 1,88+1,22
K 1,54+0,67 1,43+0,50  2,09+1,31 0,81+0,19  3,31+241 0,40+0,19  0,83+0,60  0,94+0,58  0,98+0,58

1: % 7 Karanfil, 2: % 10 Karanfil, 3: 3.000 IU Nisin, 4: 6.000 IU Nisin, 5: % 7 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 6: % 7 Karanfil + 6.000 IU

Nisin, 7: % 10 Karanfil + 3.000 IU Nisin, 8: % 10 Karanfil + 6.000 IU Nisin, K: Kontrol.

Lyl
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4. TARTISMA ve SONUC

Tiiketici ve halk sagligimi ciddi sekilde tehdit eden B. cereus, E. coli,
Salmonella spp., L. monocytogenes ve C. perfringens gibi onemli gida patojenlerini
elimine etmek icin, giiniimiizde cesitli antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir
(95). Bazi dogal ucucu yaglar patojen E. coli gibi bakteriler i¢in yiiksek
inhibitordiirler ve gidalarda geleneksel antimikrobiyal katkilar icin alternatif
teknolojiler saglayabilirler (146). Yenilebilir sifali bitki ve baharatlar Gram negatif
ve Gram pozitif bakterilerin birgoguna kars1 antimikrobiyal ajan olarak veya gida
maddeleri raf omriinii uzatmak icin direkt veya indirekt etkiler sergilerler (90, 99).
Antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklerini degerlendirmek ve gidanin raf omriinii
uzatmak i¢in iizerinde calisilan bircok bitki ve baharattan biri de bu arastirmada
kullanilan karanfildir.

Karanfil tomurcuklariin distilasyonu sonucu elde edilen ana bilesenin
eugenol oldugu bir¢cok kaynakta ortaya konmustur (25, 83, 114, 151). Bitkisel
materyal ve ekstraksiyon metoduna bagl olarak eugenol oram % 68 ve % 944
arasinda degisebilmektedir (83). Karanfil’in kuru cicek tomurcuklarinin buhar
distilasyonu ile % 7 oraninda acik sar1 renkli yag elde edildigi ve eugenol, eugenol
acetate, caryophyllene ve o- humulene’i igerdigi bildirilmistir (25). Karanfil
tomurcuklarinin GC- MS kullanarak n- hexane ekstraktindan 16 ucucu bilesik
tanimlanmigtir. Temel bilesenler eugenol (% 71,56) ve eugenol acetate (% 8,99)
olmakla birlikte caryophyllene oxide (% 1,67), p- cymene (% 0,9), nootkatin (%
1,05), guaiol (% 0,90) ve thymol (% 0,87) gibi bilesikler de belirlenmistir (151).
Bahsedilen bu arastirma ve benzer ¢alismalarda ortaya kondugu gibi bu ¢alismada da
GC- MS ile analizi sonucu kullanilan karanfilin yaginda ana bilesen olarak % 87
oraninda eugenol icerdigi goriilmiistir. Karanfil yaginin yapisinda bulunan diger
bilesikler ise % 8 a- Humulene, % 2,1 (E,E)- a- farnesene, % 1,4 A- Amorphene, %
0,2 Caryophyllene oxide olarak tespit edilmistir.

Gidalarda biyokoruyucu olarak kullanilabilecek antimikrobiyal etkili

maddelerin belirlenmesinde farkli bircok yontem mevcuttur. Bu yontemlerin hi¢ biri
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standart olmadig1 gibi sonuclar da ¢ok sayida faktore bagh olarak degisebilmektedir.
Hem yontemlerin farklilign hem de antimikrobiyal maddelerin farkliligi yapilan
aragtirma  sonuclarinin  karsilagtirilmasinda  sorunlar  cikarabilmektedir. Her
antimikrobiyal maddenin aktivite spektrumunun farkli olmasi, etki tarzinin
degiskenligi, kullanilan patojenlerin veya hedef mikroorganizmalarin farkli olmasi
gibi bircok etken bu standart yontemin bulunmasinda biiyiik engel olusturmaktadir
(61). Ornegin, bir calismada bakterilerin, ucucu yaglarin buhar fazlarma maruz
kalmalar ile olusan inhibitor etkilerin direkt temasla bulunanlardan belirgin olarak
farkl1 olduklar1 sonucu ¢ikarilmistir. Bu farkliliklar antimikrobiyal ajanlarin ve kiiltiir
ortaminin fiziko kimyasal 6zellikleri ile mikroorganizma ve ajan arasinda temasin
bulunmasiyla aciklanabilmektedir. Dogrudan temas deneylerinde antimikrobiyal etki
cogunlukla daha fazla hidrofilik aktivite ve daha az ucucu maddeler nedeniyle
olmaktadir (85). Bu yiizden, metodolojinin derinlemesine diisiinmeyi gerektiren bir
konu oldugu belirtilmektedir. Arastirma i¢in standart bir metodun kullanimi
onemlidir. Ayn1 sekilde, kullanilan konsantrasyonlar ve diliisyonlarin uygun olmas,
bu alandaki arastirma, aktiviteden sorumlu ajan belirlenene kadar veya en aktif
fraksiyon veya ekstrakt kesfedilene kadar devam edilmesi gerektigi bildirilmektedir.
Bitki ekstraktlart veya polar olmayan bilesikleri calisma icin kat1 difiizyon
tekniklerinin kullanimi Onerilmektedir. Kiiciik miktarda 6rnek oldugunda difiizyon
tekniklerinin kullaniminin daha uygun olacag bildirilmektedir (182).

Bu calisma antibakteriyel etkili karanfil ve nisini emici pedlere uygulamayla
yiiriitiilen ve izlenen bir arastirmadir. Etkisi arastirilan maddeler direkt olarak ete
uygulanmayip emici pedlerin {lizerine piiskiirtiilmiistiir. Yiiriitilen bu calismada
antimikrobiyal maddelerin etin kimyasal yapis1 ile etkilesimini engellemek ve bu
maddelerin ette neden olabilecegi kimyasal ve organoleptik degisikliklerin Oniine
gecmek ve ayni zamanda emici pedden depolama periyodu boyunca etkinliginin
devamliligit  saglanmak amacglanmistir. Appendini ve Hotchkiss (17)’de,
antimikrobiyal paketlemenin; paketlerin i¢ine ugucu antimikrobiyal ajanlar iceren
posetler veya pedlerin ilavesi, ugucu veya ucucu olmayan antimikrobiyal ajanlarin
bilesiminin dogrudan polimerin icine konmasi, polimer yiizeylerin {stiine
antimikrobiyallarin kaplanmasi veya emdirilmesi, iyon veya kovalent baglarla

polimerler i¢in antimikrobiyallarin immobilizasyonu ya da dogal antimikrobiyallarin
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kullanimini i¢eren formlarda olabilecegini soylemektedir. Ucucu antimikrobiyallerle
paketleme teorik olarak, gidanin yiizeyine niifuz edebilme ve direkt {iriin temasi
gerektirmemesi gibi avantajlara sahiptir.

Antimikrobiyal etki testlerinde sonuglar1 etkileyen bircok faktdr olmasi
nedeniyle gida ortaminda yapilan c¢alismalar ile laboratuvar sartlarinda yapilan
aragtirmalar arasinda biiylik farkliliklar gbze carpmaktadir (61). Aym sekilde, ucucu
yaglarin aktivitelerinin in vitro ¢caligmalarda daha yiiksek olmasina karsin gidalardaki
uygulamalarinda daha diisiik diizeyde oldugu ortaya konmustur (43, 45). Canli
sistemlerde antimikrobiyal maddenin etkisini sinirlayan bir¢ok etken mevcuttur ve bu
faktorleri ayn1 anda kontrol etmek olduk¢a zordur. Laboratuvar ortaminda ise
kullanilan besiyerlerinin bilesimi ve pH degerleri, inkiibasyon 1silari, inokiile edilen
miktar, secilecek patojen gibi ortam sartlar1 ¢ok daha kolay kontrol edilebilmektedir.
Daha dogru sonuglar elde etmek icin yapilacak denemelerde mutlaka tiim etkenlerin
belirlenip kontrol altima alinmas1 gerekmektedir (61). Bitkisel orjinli
antimikrobiyallarin etkinligi ise bitki materyalinden ugucu yaglarin ekstraksiyon
metodu, inokulum miktari, biiylime fazi, kullanilan kiiltiir ortam1 ve pH, yag, protein,
su icerigi, antioksidanlar, koruyucular, inkiibasyon zamani/ sicakhigi, paketleme
prosediirii, gidanin fiziksel yapist gibi gidanin igsel ve digsal Ozelliklerini iceren
bir¢ok faktore baghdir (39).

Bunun yaninda, antimikrobiyal aktivite, test edilecek mikroorganizmanin
cinsi, tiirli ve susu; test yonteminde kullanilacak olan besiyeri veya gida ortamina;
antimikrobiyal maddeye uygulanabilecek sterilizasyon, membran filtrasyon, 1s1 vb.,
kullanilacak c¢oziici maddelere ve antimikrobiyal maddenin saflik derecesine,
atmosfer sartlarina (anaerobik- aerobik), ortamin pH degerlerine bagli olarak
degismektedir (61). Nitekim, c¢oziicii ve ekstraksiyon sistemi baharatin kendisiyle
ekstraktlar1 arasindaki sonuglar1 degistirebilmektedir (182). Fenolik maddeler iceren
bir¢ok bilesigin sulu ortamlarda ¢oziiniirliigii ve dagiliminin zayif olmasindan dolay1
(99) ucucu yagin ¢oziinmesi veya su bazl kiiltiir ortaminda stabilize edilmesinde
ethanol, methanol, tween-20, tween- 80, aseton, polietilen glikol, propilen glikol, n-
heksan, dimetil siilfoksit veya agar gibi bazi maddelerin kullanilabildigi bildirilmistir
(45). Buna ragmen, Gutierrez ve ark. (89), bunlardan bazilarinin kullanildiginda

ucucu yag etkinliginde higbir diizelme bulunamadigim savunmuslardir. Ancak,
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laboratuvarda metanol veya etanol ekstraktlarin kullanimi c¢ok yaygin olarak
uygulanmaktadir (182). Kuru pedlere belirlenen maddelerin emdirilmesi ile
ylriitilen bu calismada her piiskiirtmede ayn1 oranda etkili maddenin pede
birakilabilmesini saglamak {izere karanfil yagi iceren deneme gruplarinin ornek
stvilarina tween- 80 eklenmistir. Sadece BHI broth ve tween- 80 igceren kontrol tiipii
ile antibakteriyel aktiviteye bir etkisinin olmadig: teyit edilen tween- 80, karanfil
yaginin pedlere nispeten esit dagiliminm saglayabilmistir.

Gidalarda dogal koruyucularin teknolojik olarak uygulamalarda basarili
olabilmelerini saglamak i¢in organoleptik kaliteyi etkilemeden patojenik bakterilerin
tiremesini inhibe etmek iizere gerekli olan u¢ucu yaglarin minimum konsantrasyonu
belirlemek onemlidir. Test edilen mikroorganizmanin gelismesini tamamen inhibe
etmek i¢in gereken ugucu yagin en diisiik konsantrasyonu MIC olarak tasarlanmistir
(89, 146, 166). Zayif diliisyonlar veya oldukcga yiiksek konsantrasyonlar i¢in pozitif
aktivite iddia etmek gercekci olmayacagindan, 6rnegin ekstrakt icin 1 mg/ml’den
veya izole bilesikler i¢cin 0,1 mg/ml’den yiiksek miktarlar icin deneylerden
kaginilmast gerektigi vurgulanmaktadir. Aktivitenin varligindan bahsedebilmek i¢in
ekstraktta 100 pl/ml ve izole bilesikte 10 pl/ml’den daha asagi konsantrasyon
kullanilabildigi durumlarinda ilging olarak degerlendirilmistir (182). Ugucu yaglarin
diisiik konsantrasyonlar1 dogal yiikii ile kontamine {iriinler i¢in yeterli olabilir, fakat
yetersiz konsantrasyonlar kullanildiginda bakteriyel iyilesme ile yeniden eski
seviyesine ulasmasina izin verilebilir. Yapilan bir ¢alismada az yagli peynir
orneginde, siire 14 giinden fazla uzadiginda bakteriyel iyilesmenin goriilebildigi
bildirilmigtir. Bu durumun letal doz altinda hasarli hiicrelerin yeniden harekete
gecebilmesiyle ilgili olabilecegi bildirilmistir (200). Bu nedenle, karanfilin kirmizi et
raf Omrine etkisini belirlemeden Once ilk adim olarak, belirlenen bakteriler
tizerindeki MIC diizeyleri tespit edilmistir.

Gida sanayinde ve halk saghiginda biiyiik sorunlar c¢ikaran patojenik ve
bozulma yapicit bakterilere karsi, bircok bitki ve baharat ile minimum etkili
olabilecek inhibisyon konsantrasyonunu belirlemek iizere bircok calisma yapilmistir.
E. coli O157:H7, L. monocytogenes 2812 1/2a, S. Typhimurium SL 1344 ve S.
aureus’a karst 28 ucucu yagmm MIC ve MTC aktiviteleri degerlendirilmistir.
Karanfilin E. coli O157:H7’ye kars1 % 0,1 MIC ve % 0,013 MTC, S. Typhimurium’a



152

karst % 0,1 MIC ve % 0,025 MTC, S. aureus’a karst % 0,05 MIC ve % 0,025 MTC,
L. monocytogenes’e kars1 % 0,2 MIC ve % 0,006 MTC aktivitesi sergiledigi
gozlenmistir. Bu yaga karsi L. monocytogenes’in en direngli, S aureus’un ise en
hassas bakteri oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar Gram negatif olan E. coli O157:H7
ve S. Typhimurium’un Gram pozitif olan S. aureus’a gore daha az hassas olmasina
kars1 yine Gram pozitif olan L. monocytogenes’in diger bakterilere gore daha direngli
oldugunu ortaya koymustur (166). Dort Gram negatif bakteri, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris ile iki Gram pozitif bakteri B. subtilis ve S.
aureus’a karst 1:1, 1:5, 1:10 ve 1:20 konsantrasyonlarda disk difiizyon metodu ile 21
bitki ugucu yagmin aktivitelerinin degerlendirildigi bir caligmada en diisiik
konsantrasyonda bile aktivite sergileyen tar¢inla birlikte karanfil, sardunya, limon,
misket limonu, portakal ve biberiye yaglarinin hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakterilere kars1 belirgin inhibitdr etkiye sahip olduklar1 ortaya konmustur.
Karanfil yagimin MIC degerleri S. aureus icin > 6,4 mg/ml, K. pneumoniae > 6,4
mg/ml, B. subtilis icin > 3,2 mg/ml, P. vulgaris i¢in > 3,2 mg/ml, P. aeruginosa igin
> 1,6 mg/ml, E. coli icin > 1,6 mg/ml olarak belirlenmistir. Calismada genel olarak
kullanilan ucucu yaglara kars1i B. subtilis’in en hassas, K. pneumoniae’mn ise en
direncli bakteri oldugu bildirilmistir (175).

Bozulmus gida iiriinlerinden izole edilen S. aureus,  Staphylococcus
epidermidis, B. subtilis, B. cereus, Bacillus sp., L. monocytogenes, M. luteus, E. coli,
P. aeruginosa ve Klebsiella spp.’ye kars1 yerel bir marketten temin edilen 10 ugucu
yagin aktivitesi izlenmis, Gram negatif test bakterileri, tar¢m ve karanfil hari¢ ugucu
yaglarin ¢ogunluguna karsi direngli bulunmustur. Karanfil MIC degeri % 2,5 ile % 5
arasinda gozlenmistir. Karanfil i¢in en duyarli bakterinin B. cereus (24 mm
inhibisyon zonu ile), en direngli bakterinin ise P. aeruginosa (0,0 mm inhibisyon
zonu ile) oldugu goriilmiistiir (87).

Devi ve ark. (65) calismalarinda eugenol’iin Salmonella typhi icin MIC
degerini % 0,0125 ve MBC degerini ise % 0,25 olarak belirlemisler ve 60 dakika
maruz kalma ile inaktive oldugunu bildirmislerdir. MIC ve MBC diizeyleri ile S.
typhi’ye kars1 eugenol’iin sirasiyla bakteriostatik ve bakterisit ajan olarak rol aldigi
aciklanmigtir. Karanfil ve tarcinin gii¢lii antibakteriyel etkisi eugenol ve

cinnamaldehyde’in baskin 6zelliginden kaynaklanabilecegi bildirilen bir calismada,
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karanfil ve tar¢in % 0,5 ve % 1 konsantrasyonlarda S. aureus’a kars1 goreceli olarak
daha az etkili olsa da, E. coli ve B. cereus’a kars1 giiclii aktivite gostermislerdir
(201). Bagka bir caligmada MIC degerlerine gore test edilen mikroorganizmalar
arasinda B. cereus ve S. aureus tarafindan takip edilen Y. enterocolitica en hassas
mikroorganizma olarak belirlenmistir. P. aeruginosa en az etkilenen sus olarak
ayrilmistir (85).

S0z konusu arastirmalara paralel olarak, bu ¢alisgmada denenen bakteriler
izerinde elde ettigimiz sonuglara gore P. aeruginosa karanfil yagina kars1 en direngli
bakteri olarak ortaya ¢ikmistir. Oussalah ve ark. (166) mn bulduklar1 sonug¢la uyumlu
olarak, % 0,7 ile en yiiksek MIC degerini gostererek Gram pozitif bakteriler arasinda
en direncli bakteri L. monocytogenes olarak belirlenmistir. Laktik asit bakterileri %
0,4- 0,5 MIC diizeyleri ile orta diizeyde etkilenme gostermislerdir. Gram pozitif
bakteriler arasinda en hassas bakteri ise B. thermosphacta olarak ortaya ¢ikmuistir.
Bircok literatiirde Gram pozitif bakteriler arasinda en hassas olarak S. aureus verilse
de Sofia ve ark. (201)’nin elde ettigi sonuca benzer olarak bu bakteri, bu arastirmada
da % 0,5 MIC diizeyi ile birgok Gram negatif bakteriden daha yiiksek bir direng
gostermistir. S. aureus % 0,5 MIC diizeyi ile B. cereus’dan daha (% 0,2) direncli
olarak bulunmustur. Goni ve ark. (85)’nin verilerine benzer olarak Y. enterocolitica
bu calismada da % 0,14 MIC diizeyi ile hassas bakterilerden birisi olarak
belirlenmistir. Gram negatif bakteriler arasinda S. dysanteriae, Y. enterocolitica’ y1
yakindan takip eden bir MIC diizeyine sahiptir. S. Enteritidis ve S. Typhimurium %
0,2 MIC diizeyi ile Oussalah ve ark. (166) belirledigi duruma benzer yine L.
monocytogenes’den daha diisik MIC diizeyine ulasmislardir. Bagka bir arastirmada
da, bu c¢alismada elde edilen sonugla (E. coli icin MIC % 0,2) paralel olarak,
karanfilin etkisine karsi E. coli’nin Listeria’dan daha hassas oldugu sonucuna
varilmistir (146).

Yapilan calismalar genellikle Gram pozitif bakterilerin Gram negatif
bakterilere nazaran ucucu yaglara daha hassas oldugunu bildirmektedir. Bu durum,
Gram negatif bakterilerin hidrofobik bilesiklerin hiicre i¢ine girisini engelleyen,
diftizyonunu kisitlayan lipopolisakkarit dis membrana sahip olmalar1 dolayisiyla
antimikrobiyallara daha az hassas olmalariyla agiklanabilmektedir (155, 200). Yine,

antibiyotiklerle dogal antimikrobiyal kombinasyonlarinin aktivitesine karsi da Gram
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pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere gore daha hassas olduklar1 belirlenmistir
(170).

Gram pozitif bakteriler hiicre duvarina sahip olmadiklar1 i¢in antibakteriyel
maddelerce bakteriyel hiicre duvari ve stoplazmik membran kolayca yikimlanir,
koagulasyon ve stoplazmanin akisiyla sonuglanir (115). Gida kaynakli bes bakteri;
B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, ve Salmonella anatum’a kars1 46
baharat ve sifali bitkinin agar- kuyu difiizyon yontemi ile in vitro antibakteriyel
etkinliginin degerlendirilmesi sonucu genel olarak Gram pozitif bakterilerin Gram
negatif bakterilere oranla daha hassas olduklar1 onaylanmistir. Kullanilan bitki ve
baharatlarin antibakteriyel aktiviteleri ile yiiksek fenolik icerikleri arasinda paralel
bir iligki oldugu bildirilmistir. Bu calismada E. coli’nin en direngli S. aureus’un en
duyarli bakteri olduklar1 goriilmiistiir. S. anatum’a karsi Eugenia caryophylata
(karanfil) Prunella vulgaris, Terminalia bellirica gibi baz1 ekstraktlarin inhibitor
aktivitesinin B. cereus ve L. monocytogenes’den daha biiyiik olmas1 bu ekstraktlarda
baz1 6zel anti- Gram negatif maddeler olabilecegini diisiindiirmiistiir (196).

Bununla birlikte, kesin olarak Gram pozitif bakterilerin daima daha
etkilenebilir olduklar1 anlami ¢ikarilamaz (45). Ucucu yaglarin biofilm iizerindeki
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada Gram pozitif suslarin etkilenebilirliginde
farkliliklar ~ gozlenmistir. Ornegin  Staphylococcus — succinuc  yikimlanmazken
Staphylococcus equorum’un yilkimlanmasi hassasiyetin tiirlere bagli oldugunu
gostermistir  (129). Bozulmus gida {iriinlerinden izole edilen S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, B. subtilis, B. cereus, Bacillus spp., L. monocytogenes,
M. luteus, E. coli, P. aeruginosa ve Klebsiella spp. lizerinde ¢aligilan bir aragtirmada
da yine tarcin ve karanfilin genis bir antibakteriyel aktivite sergiledigi goriilmiistiir
(87). Buhar fazda tar¢in ve karanfil yaglarinin inhibisyon zonunun biiyiikliigii genel
olarak tar¢in yaginda S. choleraesuis < E. faecalis < L. monocytogenes = E. coli = §.
aureus = B. cereus < Y. enterocolitica; karanfil yaginda: S. choleraesuis ~ L.
monocytogenes = E. faecalis < S. aureus = B. cereus < E. coli < Y. enterocolitica
seklindeki bir etkinlik sirasiyla gozlenmistir (85). Karanfil yagimin Gram negatif
bakteriler (E. coli ATCC 35218, E. coli, K. pneumoniae, S. paratyphi, Citrobacter
spp. ve Enterobacter cloacae) bir Gram pozitif bakteri (S. aureus ATCC 25923) ve
bir maya (C. albicans)’a kars1 genis bir spektrumda etkinlik gosterdigi, MIC
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diizeylerinin S. aureus ATTC 25923, E. cloacae, S. paratyphi, K. pneumoniae, E.
coli ATTC 35218, E. coli, Citrobacter spp. ve C. albicans i¢in swrasiyla 2.4, 1.6,
0.27, 0.016, 0.23, 1.63, 0.73 ve 0.067 mg/ml oldugu belirlenmistir (25). Dort Gram
pozitif ve dort Gram negatif bakterinin buhar fazda calisildig1 bir calismada da, P.
aeruginosa diginda ucucu yagin aktivitesi ile Gram pozitif veya Gram negatif yap1
arasinda bir iliski gozlenmemistir (85). Lopez ve ark. (137), calismalarinda P.
aeruginosa haric Gram negatif ve Gram pozitif suglar arasinda belirgin farklilik
olmadigint belirtmiglerdir. Bu c¢alismada genel olarak MIC (mantar) << MIC
(bakteri) sonucunu cikarmiglardir. Karanfilin in vitro olarak degerlendirildigi ve
bildirilen bakterilere kars1t MIC diizeylerinin belirlendigi calismada P. aeruginosa
hari¢ diisiik oranlardaki yag konsantrasyonlarinin basarili olmasi ile Gram pozitif ve
Gram negatif bakteriler iizerinde etkili olarak, genis bir antibakteriyel etkinlik
sergiledigi goriilmiistiir. Goni ve ark. (85) ile Lopez ve ark. (137) tarafindan ortaya
konan sonuglar gibi P. aeruginosa i¢in bir MIC diizeyinin belirlenememesiyle
benzerlik gosteren bir sekilde bu calismada elde edilen sonuglar, P. aeruginosa
disinda, karanfilin Gram pozitif bakteriler kadar Gram negatif bakteriler {izerinde de
oldukga etkili oldugunu gostermistir.

Calismada karanfil ile kombine edilerek gida ortaminda antibakteriyel
etkinligi calisilan diger madde, bir bakteriyosin olan nisindir. Bakteriyosinlerin
biiyiik bir cogunlugunun basta Gram pozitif mikroorganizmalar olmak iizere bircok
patojene kars1 bakteriyosidal ve bakterisit etki gosterdigi bildirilmektedir (2, 102).
Ancak, Gram negatif bakteriler {izerinde etkisiz olduklar1 goriilmektedir (2).
Bakteriyosinlerin gidalarda uygulamalarini sinirlayan en biiyiilk engel, genellikle
Gram negatif bakterilere karsi aktif olmamalarindan dolayr sinirlt aktivite
spektrumlar1 ve antibakteriyel etkilerinin az olmasidir. Bakteriyosinlerin hedefi
sitoplazmik membrandir. Gram negatif bakterilerin dis membranlarindaki
lipopolisakkaritin koruyucu bariyerinden dolayr bakteriyosinler genellikle Gram
pozitif hiicrelere kars1 etkilidirler (48). Yukaridaki literatiir bilgilerine paralel olarak,
aym1 sonucglar elde edilmis ve in vitro aktivitesini test ettigimiz nisin, ¢alismada
kullanilan Gram negatif bakteriler iizerinde bir aktivite gostermemistir. Bunun
yaninda test edilen Gram pozitif bakteriler iizerinde M. [uteus icin 5.000 IU, L.
monocytogenes igin 7.500 IU, B. subtilis i¢in 50.000 IU, S. aureus i¢cin 75.000 IU ve
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B. thermosphacta icin 50.000 IU olarak belirlenen MIC diizeyleri ile etkili
olabilmistir.

Laboratuvar ortaminda yapilan caligmalarda bakteriyosinler hedef
mikroorganizmalara karsi etkili olsalar da gida ortaminda etkilerinin ¢ok farklilik
gosterdigi, etkisiz kalabildikleri bildirilmektedir. Gidalardaki bir¢ok faktor
bakteriyosinlerin aktivitelerini azaltmakta veya tamamen yikimlamaktadir. Bu
ylizden gida uygulamalarinda ayni basari soz konusu olmamaktadir (102, 209).
Duyarli hiicrelere bakteriyostatik veya bakteriyosidal sekilde etki eden
bakteriyosinlerin saflik derecesi, bakteriyosinojenik susun fizyolojik durumu ve
deneysel sartlar (pH, 1s1, diger antimikrobiyal bilesikler vs) gibi bircok faktor etki
tarzlarinm1 ve etki kapasitelerini degistirebilmektedir (53). Smf I ve smf II
bakteriyosinler genellikle 1siya dayamiklidir, fakat gidalarda bulunan proteolitik
enzimlerle inaktive olmaktadirlar. Cogu bakteriyosin hidrofobik karakterli olup
gidadaki yaglar ve fosfolipitler tarafindan tutulmaktadir (209).

Siit iirtinlerinde etkili sonuglar veren nisin et iiriinlerinde basarili bir koruyucu
degildir (102). Etlerde yiiksek dozda nisin kullanimi ile C. botulinum’un kontrol
edilebilecegi bildirilse de et sistemlerindeki c¢oziiniirliigiiniin az olmasi, et
partikiillerine baglanmasi, fosfolipitler ile interferens etki olusturmasina bagh olarak,
nisinin et liriinlerindeki etkisi zayiftir (167). Ette nisinin ¢dziiniirliigiiniin azalmasi ve
stabilitesini koruyamamas1 basta gelen etkenlerden biridir. Basarili bir koruyucu
olarak degerlendirilmemesinin bir diger nedeni ise, baz1 laktik asit bakterileri tireme
doneminin basinda bakteriyosin iiretirken bazilar1 bu donemin sonunda bakteriyosin
tiretmektedir. Ayrica etkili olabilen konsantrasyon i¢in kullanilan bakteriyosin
miktarinin yiiksek olmasi ekonomik bulunmamaktadir (102). Bununla birlikte, yapay
olarak kontamine edilmis geleneksel Tiirk sucugunda 0, 5, 10, 25, 50 ve 100 pg/gr
konsantrasyonlarda nisin ile L. monocytogenes’in inhibisyonu denenmis, sirasiyla
100 pg/gr ve 50 pg/gr nisinin 20. ve 25. giinlerde tamamen ihhibisyon sagladigi
goriilmiigtiir. Nisinin artan konsantrasyonlar1 ile sucukta L. monocytogenes’in
inhibisyonu da artmistir (96). Bu gibi sonuglara ragmen, Hugas (102) ve Ova (167)
tarafindan verilen bilgileri dogrular nitelikte kirmizi etin nisin emdirilmis pedlerle
paketlenmesi seklinde yapilan bu calismada nisinin basarili bir sonuc¢ ortaya

koymadig goriilmiistiir.
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Antibakteriyel etkinliklerini degerlendirmek iizere baz1 calismalarda ucucu
yaglarin, kimyasal maddelerin ve antibakteriyel ozellikteki dogal maddelerin
kombinasyonlar1 yapilmaktadir (85, 129, 154, 191, 211). Ayrica, tekniklerin
kombinasyonlar1 bazi gidalarda ve in vitro deneylerde basariyla uygulanmaktadir.
Bununla birlikte, gidalarda etkileri ile ilgili sinirh veri, giiclii koku ve yiiksek maliyet
gibi ii¢ onemli faktor nedeniyle sentetik katkilarla karsilastirildiginda sifali otlar,
baharatlar ve onlarin ugucu yag uygulamalar1 ¢cok azdir (211). Bircok antimikrobiyal
iriinlin  kombine kullanimi, gidada bu bilesiklerin dozunu azaltirken iyi bir
mikrobiyal emniyet saglayabilir. Ayrica, aromatik bilesiklerin suya gore yagda daha
iyi ¢Oziinebilirligi, patojenlere karsi efektif firsata sahip olmalarin1 saglamasi ile
gidanin sulu fazinda bu bilesiklerin bulunabilirliini degerlendirmek ag¢isindan da
onemli sonuclar verebilecektir (154). Tibbi bitki ekstraktlar veya dogal iiriinlerin tek
basina, kombine veya antibiyotiklerle birlikte kullanimi durumunda, aktiviteyi
yiikseltmek icin bagka bilesik ile birlikte zayif bir antimikrobiyal dogal iiriiniin
potansiyel kullammini daha fazla destekleyebilecegi diistiniilmektedir (182).
Antimikrobiyal maddenin kimyasal aktivitesi anlamina gelen gidanin bilesenleri ve
gida katkilari ile reaksiyona girmesi antimikrobiyal aktivitesinde azalmaya neden
olabildigi gibi kimyasal reaksiyonlar sonucu gidada istenmeyen bazi degisimler de
olusabilmektedir. Ayrica, gidanin yapisinda dogal olarak olusan bazi bilesikler
antimikrobiyal etkiye sahip olabildikleri gibi, gidada kullanilan antimikrobiyal
madde iizerinde sinerjistik veya antagonistik etki gosterebilmektedirler (45, 61, 167).

Bitki ve baharatlarin ve bunlarin aktif bilesenlerinin  cesitli
kombinasyonlarina ait sinerjik veya antagonistik etkilerini ortaya koyan bircok
aragtirma mevcuttur. Targin ve karanfil ucucu yaglarinin kombinasyonunun
antimikrobiyal etkisi buhar fazda, sivi fazla karsilastirildiginda daha az aktif
konsantrasyon ile daha iyi antimikrobiyal etki gosterdikleri bulunmustur. Tar¢in ve
karanfil kombinasyonu bakteriler lizerinde E. faecalis < S. choleraesuis < S. aureus
=~ L. monocytogenes = E. coli << B. cereus < Y. enterocolitica seklinde bir sira takip
etmistir (85). Karanfil, biberiye, meyan kokii ve sinameki kabugunun bireysel
ekstraktlarinin giiclii antimikrobiyal aktivite sergiledikleri, 14 baharatin incelendigi
calismada L. monocytogenes, E. coli, P. fluorescens ve Lb. sake’ye karsi en iyi

inhibitdr aktiviteyi sadece biberiye ve meyankokili karisgimi gostermistir (242).
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Thymol ve carvacrol Staphylococcus spp., Micrococcus spp., ve B. cereus’a karsi
cilantro, kisnis, dere otu ve okaliptus ucucu yaglarinin farkli kombinasyonlari ile
cinnamaldehyde ve eugenol’iin karisimlarinda sinerjik ve antagonistik etki
gostermislerdir (45). Anotla elektrolize edilmis NaCl solusyonu ile muamele
edildikten sonra % 0,5 eugenol ve % 0,5 linalool ile kaplanan yar1 kizartilmis Tuna
baligimin raf Omriinii uzatmada sinerjik bir etkisinin oldugu bildirilmistir (3).
Maksimum inhibisyon konsantrasyonlar1 kullanildiginda karanfil ve tarcin ucucu
yaglar1 L. monocytogenes, B. cereus ve Y. enterocolitica’nin inhibisyonunda sinerjik
bir etki gostermiglerdir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) yaklagimini
takiben ucucu yaglarin kombinasyonunda hi¢bir sinerjik etki elde edilememistir.
MIC uygulandiginda ise E. coli’nin iiremesinde antagonistik bir etki sergilemislerdir.
Bu durum, konsantrasyona bagh etkilesimin agik bir gostergesi olarak belirmistir
(85). Broth kiiltirde % 1 karanfil ve dag kekigi kombinasyonu L. monocytogenes’e
kars1 inhibitor etki gostermekle birlikte bazi konsantrasyonlarin et sulu bulamacta
etkili olmadiklar1 goriilmiistiir (135). Bes aromatik bilesik (thymol, carvacrol, citral,
eugenol ve geraniol) ve dort asidik bilesik (asetik asit, sitrik asit, malik asit ve
piropolifosforik asit) S. Typhimurium iiremesini inhibe etmek {iizere kombine
edilmistir. Thymol veya sitrik asit gibi bazi antimikrobialler daha iyi inhibisyon
saglasalar da denenen bilesikler arasinda gercek bir sinerjistik etki bulunamamistir
(154). Iki ugucu yag bileseni thymol ve eugenol, Satureja thymbra (tas kekigi) ugucu
yag ve iki endiistriyel biosit PE 270- 30 ve Brillo kullanarak patojenik bakterilerin
biofilmlerine etkilerinin arastirildig bir calismada thymol ve eugenol solusyonlarimin
biofilmde hi¢bir bakteriyi 6ldiirmedigi, bilesiklerin kombininin etkilerini artirmadigi
goriilmiistiir (129). Davramslardaki bu farkliliklarin ucucu yag iceriginde bulunan
kiiciik miktardaki bilesiklere atfedilebilecegi bildirilmistir (85). Karanfil ve kisnis
ucucu yaglar1 vakum paketli domuz etinde Aeromonas hydrophila’ya karsi
kullanmldiginda sinerjistik etki gostermislerdir. O, diizeyinin azalmast ile
mikroorganizmalarin ugucu yaglara hassasiyeti yiikseldigi icin ucucu yag
aktivitelerinde oksijenin kullanilabilirligi antagonistik bir etki olarak karsimiza
cikmaktadir (45).

Antimikrobiyal etkiyi artirmak i¢in nisin ve diger antibakteriyel maddelerin

kombinasyonlar1 da cesitli calismalarda denenmistir. Zataria multiflora’ nin (bir gesit
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kekik) farkli konsantrasyonlar1t ile nisin’in 0,0, 0,25, 0,5, 1,5 ve 2,5 pg/ml
konsantrasyonlarda kullanildig, farkli pH ve sicaklik degerlerinde 43 giin muhafaza
edilerek vejetatif B. cereus saylarimin incelendigi calismada, 10 °C depolama
sicakligi ile nisinin inhibitor etkisinin yiikseldigi bildirilmistir (145). Koyun kiymasi
% 06 ve % 09 kekik yag ile 500 IU/gr, 1000 IU/gr nisin ve bunlarin
kombinasyonlarinin ilavesiyle 4 °C veya 10 °C’de 12 giin boyunca izlenmis ve S.
Enteritidis’e kars1 % 0,6 kekik yagi ile 500 IU/gr veya 1000 IU/gr nisinin
kombinasyonu tek basmma % 0,6 kekik yagindan daha basarili bulunmustur. S.
Enteritidis’e kars1 bakterisidal bir etkiyle % 0,9 kekik yag: ile 500 IU/gr veya 1000
IU/gr nisin kombinasyonlar1 en etkili uygulamalar1 saglamiglardir. % 0,9 kekik yag1
ile muamele edilen 6rneklerde 4 °C’de depolama boyunca S. Enteritidis sayis1 1 log
kob/gr altinda tutulabilmistir. 500 IU/gr veya 1000 IU/gr nisinin tek basina koyun
kiymasina ilavesi S. Enteritidis’e kars1 hicbir antibakteriyel etki gdstermemistir (86).
Si1gir kiymasina uygulanan 500 IU/gr veya 1000 IU/gr nisin ile kombine edilen % 0,6
kekik ucucu yaginin L. monocytogenes’e karsi sinerjik bir etki ile gii¢lii bir inhibitor
aktivite sergiledikleri bildirilmistir. Uygulamalar arasinda en etkili olan, % 0,6 kekik
yagi ile 1000 IU/gr nisin kombinasyonu 4 °C depolama boyunca L. monocytogenes
populasyonunu (2 log kob/gr) AB’nin Resmi Limiti altinda tutabilmistir (205).
Solomakos ve ark. (204) % 0,3, % 0,6 ve % 0,9 kekik yag ile 500 IU/gr veya 1000
[U/gr nisin kombine ederek E. coli O157:H7’ ye kars1 aktivitesini sigir kiymasinda ve
Tryptic soy broth’da (TSB) incelemislerdir. % 0,3 kekik yag TSB’de zayif
antibakteryel etki sergilemisken % 0,9 ise kiymada kabul edilemez organoleptik
ozellikler gostermistir. Nisin hi¢bir konsantrasyonda tek basina basarili olamazken %
0,6 kekik yag ile 500 IU/gr veya 1000 IU/gr nisin kombinasyonlari, TSB ve sigir
kiymasinda 10 °C depolamada 4 °C’de depolamaya gore daha yiiksek katkisal etki
sergilemiglerdir. Bagka bir calismada, kekik ve sarimsak yagi (% 2 w/v) iceren
peyniralt1 suyu proteini izolat: (PPI) filmlerine natamisin veya nisin ilave edilmis ve
bu filmler S. Enteritidis, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus ve Peni-
cillium spp. inokiile edilmis dilim kasar peynirleri iizerine uygulanmistir. 15 giin
buzdolab1 sicakliginda depolanan Orneklerde L. monocytogenes sayisinda en fazla
azalma nisin ve E. coli O157:H7 ile kontamine drneklerde en fazla azalma da kekik

yagi igeren film ile ambalajlanmis Orneklerde goriilmiistir (191). 3:1 oramnda
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lizozim ve nisin karisiminin 6 hafta boyunca dogal mikroflorasi ile 2 °C’de vakum
paketli domuz filetolarimin LAB ve Brochothrix thermosphacta’mn g¢ogalmasini
kontrol etmede etkili oldugu goriilmiistiir. Enterobacteriaceae sayilarinin iglenmis
orneklerde islenmemis orneklere gore daha yiiksek bir orana sahip oldugu ortaya
cikmistir. Laktik asit bakterilerinin gelisimi antibakteriyel uygulama ile inhibe
edildiginde, bu durumun LAB’nin antimikrobiyal aktivitesi sonucu azalan
Enterobacteriaceae sayisinda bir artiga yol actig1 sonucuna varilmistir. Bu sekilde,
populasyondaki artis ve kotii koku Ozellikleri ile etin erken bozulmasina sebep
olabilecegi degerlendirmesi yapilmistir (152). Soguk-fiime somon baliginin yiizeyine
diisiik ve yiliksek diizeylerde L. monocytogenes’in nisine direngli 3 susu karma
sekilde inokule edilmis ve 2000 IU nisin iceren plastik filmle vakum paketlenmistir.
Indirgeme diizeyleri 4 °C’de ve 10 °C’de takip edildiginde, nisinin buzdolabi
sicakliginda bakteriostatik etkisi daha belirgin olmasina ragmen, her iki depolama
sicakliginda konsantrasyona bagli durumda fiime somonun mikrobiyolojik yiikiiniin
cogalmasim engellemistir (156). Vakum paketlenmis sosislerin yiizeyinde toplam
aerobik bakterileri ve L. monocytogenes’i kontrol etmek {lizere etkili bir
antimikrobiyal seliiloz filmin tiretimi icin gerekli olan en diisiik nisin miktar1 625 TU
ml/l ve en kisa siire de 6 saat olarak belirlenmistir. Fakat bu sartlar altinda iiretilen
aktif seliilloz filmler kontrolle karsilastirildiginda sosislerdeki L. monocytogenes
sayisinda belirgin bir azalma saglayamamistir. 2500 IU ml/l konsantrasyondaki
nisinin kullanildig1 filmlerde 6 saat maruz birakma sonucu 14 giin sonra L.
monocytogenes sayisinda belirgin bir azalma goriilmiistiir (157). Tavuk etinde, 500-
1500 IU/gr nisin ve 10- 50 mM EDTA’nin tek baglarma ve kombine
kullanmildiklarinda, 1500 IU/gr nisin ve nisin- EDTA kombinasyonlarindan mezofil
bakteriler, Pseudomonas spp., B. thermosphacta, LAB ve Enterobacteriaceae
popiilasyonlariin  etkilendigi  bildirilmistir. Bu uygulamalarin MAP ile
kombinasyonu, tavuk etinin raf omriinii 1- 2 ile 13- 14 giin arasinda uzatmglardir.
1500 IU/gr nisinin 10 mM ve 50 mM EDTA kombinasyonlar1 kabuledilebilir koku
ozelliklerini siirdiirmeleri sonucu tavuk etinde en iyi koruyucu olarak ortaya
cikmiglardir (72).

Bu calismada karanfil yag1 ve nisin kombine edilerek etkileri aragtirilmistir.

Calismada kullanilan karanfil yag: ile nisin kombinasyonu, yapilan arastirmalardan
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elde edilen sonuca gore ilk kez denenmektedir. Denemelerde kullanilan 6.000 U
nisinin LAB sayilarin indirgemede kontrole gore belirli bir fark yarattigi ¢calismada
nisin ve karanfilin yiiksek konsantrasyonlarimin bulundugu deneme gruplarinda bu
etkiyi kaybettikleri goriilmiistiir. Brochotrix spp.’ye ait elde edilen verilerde ise nisin
basarili olamamistir. Karanfile ait gruplarda Brochotrix spp. sayilarinda bir
indirgenme goriilse de kombinasyon gruplari, karanfil ile nisinin tek basina
kullanildig1 deneme gruplarinin arasinda bir etki gostermislerdir. Enterobacteriaceae
sayilarin1 indirgemede 6.000 IU nisinin kontrole gore ¢ok az bir fark yaratmasina
ragmen genelde etkili olamadigr bulunmustur. Karanfille kombinasyonda nisinin
etkisi yiikseltilmis ve Enterobacteriaceae sayilarini indirgeyebilmislerdir. S. aureus
sayilarinda karanfil yagina ait gruplar ile diisiik oranlarda karanfil yagi ve nisin
iceren kombinasyon gruplari nispeten kontrole gére daha yiiksek indirgeme diizeyine
ulagsalar da konsantrasyon orammin yiiksek oldugu deneme grubunda bu etkinin
azaldign goriilmiistiir. Pseudomonas’in inhibisyonu {izerinde yapilan bir¢ok
caligmaya paralel bir gekilde, in vitro yiiriitilen caligmalarda ve kirmizi et
uygulamalarinda karanfil yagi, nisin ve bunlarin kombinasyonlarina ait sonuglarda
antibakteriyel aktivite olarak degerlendirilebilecek herhangi bir bulgu tespit
edilememistir. Yine karanfil yagi ve nisinin kombinasyon gruplarindaki sonuglara
bakarak toplam psikrotrof bakteri ve toplam mezofil bakteri sayilar1 iizerinde de
etkili bir sonuca ulagsamadiklarina karar verilebilmektedir.

Karanfil yagmin ve nisinin yukarida goriildiigii gibi bazi caligmalarda
kombine edildikleri maddelerle sinerjik etkilerinin oldugu bildirilse de bu ¢alismada
bu iki maddenin kombinasyonunun antibakteriyel aktiviteye bir katkis1 olmamistir.
Bunun 6tesinde, karanfil yagi ve nisinin yiiksek konsantrasyonlarda kullanildigi
deneme gruplarinda kontrol grubuna yakin sonuclar ile birbirlerinin etkisini azalttig1
seklinde bir sonu¢ cikarilabilmektedir. Ancak, antagonistik bir etki olarak
degerlendirilebilecek bu sonuca giden mekanizma tam olarak bilinememektedir.
Goni ve ark. (85), antagonizmden sorumlu mekanizmalar hakkinda daha az bilgi
oldugunu ve daha fazla arastirmaya gereksinim duyuldugunu teyit etmektedirler.

Mikrobiyal kontrol i¢in kullanildiklarinda wucgucu yaglar gidanin
kompozisyonundan etkilenmektedirler. Bu agidan, kompleks gida sistemlerinde ana

gida bilesenlerinin konsantrasyonlar1 degerlendirilerek ucucu yaglarin pratik
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uygulamalar1 i¢in yol cizilebilecegi bildirilmektedir (90). Protein, yag, nisasta, pH
gibi gidamin kimyasal ve fiziksel Ozellikleri dogal bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesini degistirebilmektedirler (66, 90).

Gidalarin yiiksek yag igerigi ucucu yaglarin uygulamalarinda etkilidir.
Bunun gidanin sulu boliimleriyle karsilastirildiginda ucucu yaglarn  yagda
coziinebilirligi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir (135). Gidalarin kompozisyonu
ucucu yagin etkinligini belirlemede onemli bir faktor olarak ortaya cikmaktadir. Az
yaglh peynirde % 1 oranminda defne, karanfil, tar¢in ve kekik ucgucu yaglar1 L.
monocytogenes’i < 1,0 log10 kob/ml indirgemisken tam yaglh peynirde bu diizeydeki
indirgemeye sadece karanfil yag ile ulagilabilmistir. % 0,1 oramnda az yagl peynir
kadar tam yagl peynirde de inhbisyonu belirgin olarak saglayabilen tek yag, karanfil
yagi olarak bulunmustur. Karanfil yaginin S. Enteritidis’e kars1 az yagh peynire gore
tam yaglhda daha etkin oldugu goriilmiistiir (200). Ramos-Nino ve ark. (178) anti-
Listerial etkinin yiiksek bir protein ve yag icerigi olan gidalara uygulandiginda ¢ok
zayif olarak ortaya ¢iktigin1 gostermislerdir. Yagsiz, az yagli ve tam yagh sosislerde
L. monocytogenes’e karst farkli ucucu yaglarin antibakteriyel etkinliklerinin
incelendigi baska bir calismada yagsiz sosiste 5 ve 10 dakika uygulama zamanlarinda
1 ml/l karanfil yagi, kekik yagindan daha biiyiik bir inhibitor etki sergilemistir.
Konsantrasyon 5 ml/l yiikseldiginde bakteriyel populasyonda azalma daha fazla
saglansa da 10 ml/l konsantrasyonda inhibitor etkide bir artma godzlenmemistir.
Benzer sonuclar az yagh sosislerde de ortaya ¢ikmistir, fakat tam yaglh sosislerde
bakteriyel azalma daha az diizeyde olarak not edilmistir. Bu durum, yag ve proteinin
koruyucu etkilerinin ve ucucu yaglarin ¢esitli gida bilesenleri ile etkilesiminin bu
sonucu vermesiyle gida sisteminde etkinlikleri azaldig1 seklinde aciklanmustir (198).

Gida ile laboratuvar ortami karsilastirildiginda azalmis su igerigi, mikrobiyal
hiicrede  antimikrobiyal ajanlarin  transferini  giiclestirebilmektedir.  Yag
kompozisyonu ve az yagli peynirde oldugu gibi gidanin yogun protein icerigi ugucu
yagin etkinliginde onemlidir (200). Ucucu yaglar pH 5 ve % 2,32 sekerde daha
biiyiik etkinlik gostermislerdir, fakat % 5’in iizerinde seker konsantrasyonu ugucu
yag etkinligini olumsuz etkilememistir (89). Basit sekerlerin ortalama diizeyleri
kadar asidik pH’da yiiksek protein iceren gidalara uygulandiklarinda gida kaynakli

patojenler ve bozulma yapici bakterilere karsi daha etkili olduklar1 sonucuna
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vartlmistir (89, 90). Ek olarak, ugucu yaglarin polar ortamlarda ¢oziiniirliiklerinin
diisiik oldugu, antioksidan aktivitelerinin de et gibi nispeten yiiksek polar ortamlarda
daha diisiik diizeylerde olabilecegi de diisiiniilmektedir (122).

Ekstraktta fenolik veya karboksilik bilesikler bulundugunda bazen
dilusyonlarda bilesiklerin pH’sinin sonuglar1 degistirebilecegi belirtilmistir. Sadece
iyonize bilesikler aktivite degisikligi yapmaz, pH’ya baglh olarak notral ucucu
yaglarin farkl etkileri de bildirilmistir (182). Diisiik pH diizeyi pH nin direkt etkisi
olarak da bakteriyel membranin lipit fazinda ugucu yaglarin etkileri olarak da
calisabilecegi bildirilmistir (3).

Kirmiz1 et iizerinde karanfil yagi ve nisinin hem tek baslarina hem de
kombine kullanimlarinda ilk ii¢ giliniin pH degerleri, kontrol grubunun 0. giin
degerlerine gore diisiik olmustur. Bu sonug, etin pH degerine gore karanfil yag1 ve
nisinin daha diisik pH degerlerine sahip olmasindan kaynaklanabilmektedir.
Nitekim, kontrol ornekleri baslangic giiniinden itibaren diizenli olarak bir artig
gostermislerdir. Calismada 6rneklerin mikrobiyal yiiklerinin artmaya basladig1 5. ve
7. giinlerden itibaren de pH diizeylerinde biitiin Orneklerde artig goriilmeye
baslanmistir. Bununla birlikte, karanfil yagimin yiiksek konsantrasyonlarini iceren
deneme gruplar1 (2. grup ) ile karanfil yagi ve nisinin diisiik oranlarini iceren
kombinasyon gruplari (5. grup) diger deneme 6rneklerine gére daha diisiik pH degeri
gostermisledir. Bir bagka caligmada da pH’s1 10’a ayarlanan soya proteini bazli film
cozeltisinin uygulandig1 tim kiyma Orneklerinde pH’da belirgin bir yiikselmeye
neden oldugu bildirilmektedir. Vakum ambalajli etlerde, soguk depolamanin
ilerleyen periyotlarinda laktik asit bakterilerinin gelismesi, iirlinde asiditenin
artmasina, dolayisiyla pH degerinin diismesine neden olmustur (122). Bagka bir
calismada da depolamanin 2 ve 6. haftasindan sonra antimikrobiyal uygulanmis (3:1
lizozim/ nisin (w/w)) Orneklerin uygulanmayan Orneklerden daha yiiksek pH
degerlerine sahip olduklari, fakat antimikrobiyal uygulamanin hemen sonrasinda
boyle bir fark olmadig belirtilmistir (152). Diistik pH degerlerinde Zataria multiflora
yagi (bir ¢esit kekik) ve nisin kombinasyonunun sinerjik etkisinin arttig1 goriilmiistiir
(145). Devi ve ark. (65) % 10 eugenolle yiiklenmis disklerde pH 9’da en yiiksek
inhibisyon zonunun gézlenmesi sonucu ortam pH’sinin yiikselmesi ile eugenol’iin

antibakteriyel aktivitesinin yiikseldigini bildirmislerdir. % 1 eugenol’de de pH 8,5
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iken inhibisyon zonu en yliksek olarak bulunmustur. Buradan elde edilen veriye gore,
nisinin daha diisiik pH’da daha aktif olarak bildirilmesi (145, 167, 195) ile karanfilin
daha yiiksek pH’ya sahip ortamlarda aktivitesinin yiikselmesi (65), kirmizi et
lizerinde yiiriitiilen bu calismada, bu iki maddenin kombinasyonunu igeren deneme
gruplarmdaki antimikrobiyal aktivitenin azalmasimna neden olan etkenlerden biri
olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Bu calismada etin renginde goriilen acilma, muhtemelen karanfil yaginin
asidik yapisindan ve/veya yagin bilesimindeki aktif maddelerden kaynaklanmaktadir.
Bu durum, calismanin tekrar deneme gruplarindan birinde, pH degeri daha diisiik
olarak olciilen karanfil yagi ile muamele edilen Orneklerde bariz olarak ortaya
cikmistir (veriler gosterilmemistir). Bununla birlikte karanfil konsantrasyonunun
artmasiyla renk degisimi oraninda bir artis gozlenmemistir. Karanfil yaginin kirmizi
et lizerinde yaptig1 bu etki, muhtemelen temasin ilk aninda oldugu i¢in ve etkilesim
bu asamada tamamlandigindan, daha sonraki siirecte renk agilmasinda bir degisiklik
goriilmemistir. Ova (167)’da siirenin, antibakteriyel etki lizerinde onemli bir faktor
oldugunu belirtmektedir. Kimyasal maddeler mikroorganizmalarla oldukca hizli
tepkime verebilirler ya da etkilerini bir miiddet sonra gosterebilirler. Bununla
birlikte, temas siiresi uzadik¢a koruyucunun mikroorganizmalar {izerinde daha etkili
olabildigi belirtilmektedir. Karanfil uygulamas1 0. dakikada kontrol grubu ornekle
karsilastirildiginda 1 log azalma saglamistir. 15. dakikada kontrole gore 3,5 log
azalma saglanmistir. Bu sonuca gore karanfil yagi ve patojen arasindaki optimum
temas siiresi 15 dakika olarak belirlenmistir. Karanfil, ilk temas ile mikrobiyal sayida
(P< 0,05) belirgin bir azalma saglayarak ve inkiibasyonun 20. saatinde de aktif olarak
gida endiistrisinde biiyiik bir teknolojik uygulama potansiyeli sergilemektedir (146).
Benzer olarak, bu calismada da karanfil yaginin gida iizerinde antibakteriyel acidan
diger deneme gruplarindan daha fazla indirgeme yapmasi, uygulamanin 0. giiniinde
degerlendirilen Orneklerde goriillen hafif renk acilmasi1 ve MIC deneme
calismalarinda in vitro olarak ilk yarim saatte oldukca etkili sonuglar vermesi ani
etkili olarak aktivite sergiledigini ortaya koymustur. Antimikrobiyal aktivitenin
basarisi i¢in bunun bir avantaj oldugu sdylenebilmektedir.

Ucucu yaglarin gidalar ile birlikte kullanimlarindaki en énemli sorunlardan

biri kattiklart giiclii kokunun yani sira kimi gida bilesenleri ile reaksiyona girmeleri
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nedeniyle gidadaki organoleptik degisikliklerdir. Bunun yaninda, gidalarin kimyasal
bilesimi, kullanilan antioksidanlar ve koruyucular, muhafaza sartlar1 ve ambalaj
ozellikleri ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi tizerine etkilidir (45). Sifali ot ve
baharatlarin bagslica aromatik ve lezzet bilesenlerini iceren ucucu yaglar, gida
maddelerine kiiciik miktarda ilave edilseler de organoleptik zellikler etkilenmeden
bakteriyel kontaminasyonu geciktirebilir ve bozulma etkisini azaltabilirler. Ucucu
yag ilavesinin pratik olabilmesi i¢in duyusal kaliteyi etkilemeksizin verimli
antimikrobiyal etkilere sahip en diisiik konsantrasyonunu, giivenlik ve toksisite
diizeylerini bilmek gereklidir (165). Etkili olacak gerekli konsantrasyonlarda ugucu
yaglarin kullanim1 gidanin organoleptik 6zelliklerinde degisikliklere karsi endiseleri
artirabilir. Bu nedenle, bitki ucucu yaglariin varh@ini maskelemek icin giiglii bir
aromaya sahip {iriinlerin i¢ine katilabilmektedirler. Bagka bir alternatif olarak da
biitiin bir yagdan daha ¢ok, en etkili aktif bilesenlerinin kullanimidir. Bu durumda
antimikrobiyal aktivite devam ettirilirken organoleptik o6zellik degisiklikleri
azaltilabilecektir. Bununla birlikte, herhangi bir ugucu yagin antimikrobiyal aktivitesi
farkli bilesenler arasindaki etkilesimin bir sonucu da olabilir. Ayrica, biitiin yaga
gore tek bir ajan icin direng gelismesi daha fazla muhtemeldir (200). Biitiin bunlarin
yaninda, ucucu yaglarin sadece koruyucu olmadig1 ayni zamanda peynirler ve diger
gida iiriinleri i¢in aroma bilesikleri olarak da degerlendirildikleri bildirilmistir (200).
Ornegin, baslangi¢ giiniinde belli belirsiz karanfil kokusu hissedilmesine ragmen
periyodun devaminda kokunun yogunlugunun azaldig bildirilen bir caligmada, Hint
mutfaginda et ve et iiriinlerinde yaygin olarak kullanilan karanfilin kokusu panelistler
tarafindan begenilmistir. Calismada karanfil ile sadece laktik asit (LA) kullanimi
karanfilin giiclii kokusunu maskeleyebilmistir (153).

Yapilan bu caligmada da paketler ilk acildiginda keskin olmayan fakat
hissedilebilir bir karanfil yagi kokusu alimmistir. Karanfilin farkli konsantrasyonlarini
iceren deneme gruplar arasinda koku acisindan ayirici bir farklilik bulunamamastir.
Bu calismada nisinin karanfilin kokusunda artiric1 veya azaltici bir etkisi de
goriilmemistir. Karanfil kokusunun genel olarak hosa giden bir koku oldugu ve
rahats1z edecek diizeyde olmadigi bildirilmistir. Yine de, karanfil yag1 iceren deneme
gruplart kontrol ve nisin gruplarina gore daha diisiik bir kabul edilebilirlik puani

almiglardir. Bir bagka calismada da lizozim/ nisin kombinasyonu kullanilan
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orneklerle bunlarin  kullanilmadigr Ornekler arasinda duyusal degerlendirme
acisindan bir farklilik bulunmamustir, fakat islenmis 6rneklerdeki kabul edilebilirlik
diizeyi islenmemis Orneklere gore daha diisiik olarak ifade edilmistir (152). Yine,
ucucu yag ile yiiriitilen bagka bir cahismada, kekik yag1 ve nisinin kombinasyonlar1
denenmis, calismada kullanilan kekik yag1 oranlar1 organoleptik olarak
kabuledilebilir bulunmuslar, fakat % 0,6 kekik yag1i % 0,9 kekik yagina gore daha
yiiksek skor almistir (86).

Genel olarak, karvakrol, eugenol ve timol gibi fenolik bilesikleri yiliksek
oranlarda iceren ucucu yaglarin gida kaynakli patojenlere kars: giiclii antimikrobiyal
ozelliklerin yam1 sira yapilarindaki flavanoidler ve fenolik asitler gibi fenolik
bilesenlerle iligkili antioksidan etkilere de sahip olduklar1 bildirilmektedir (25, 51,
194). 50 mg/ml’den 400 mg/ml’ye kadar biitiin konsantrasyonlarda karanfil ugucu
ekstraktlarinin radikal yakalama aktivitesinin oldukca giiclii oldugu gozlenmistir (%
42- 83). Hekzan ekstraktinin dikkat ¢ekici bu antioksidan aktivitesinin eugenol,
eugenol acetate ve thymol gibi fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonunu
icermesi nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir (151). Kombinasyon c¢alismalarindan
birinde, bufalo eti dilimleri LA, LA + karanfil yagi, LA + karanfil yagi + vitamin C
kombinasyonlarina daldirilarak standart floresans lambada 4 °C de izlendiginde,
kontrol ve sadece LA uygulanan 6rneklere gore LA + karanfil yagi ve LA + karanfil
yagl + vit. C kombinasyonlariin belirgin olarak aerobik canli, psikrotrof canli ve
koliform sayiminda belirgin azalma sagladig1 gézlenmistir. LA + karanfil yaginin en
diisik TBARS degerleri sergiledigi, LA + karanfil yagi + vit. C’nin ise diger
gruplara gore belirgin olarak renk ve kokuda gelisme ile kirmizilik ve sarilik
durumlarint devam ettirdikleri belirlenmistir. LA + karanfil yag ve LA + karanfil
yag1 + vit. C’nin raf dmriinii uzatmada bir avantaja sahip oldugu goriilmiistiir (153).

Karanfil yagimin antioksidan etkisi ¢esitli calismalarda ortaya konmustur (25,
51, 81, 91, 132, 151, 194, 215). DHPP radikal yakalama aktivitesi yontemiyle
antioksidan etkinligi arastirilan bitkiler arasinda en giiclii aktiviteye karanfilin sahip
oldugu bildirilse de (215) karanfil yagi ve nisinin antioksidan etkinliginin
degerlendirildigi bu calismada, ne karanfil yagi, ne nisin ne de bunlarin
kombinasyonlar1 arasinda antioksidan etkinlik olarak degerlendirilebilecek bir sonug

elde edilememistir. Kirmiz1 et 6rneklerinin paketlenmesinde kullanilan caligtigimiz
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bu yontemde aktif maddelerin direkt ete temas etmeyip pedlere emdirilmesi seklinde
uygulanmasi, bu maddelerin veya bunlarin antioksidan etkili temel bilesiklerinin ette
antioksidan olarak etki sergileyebilmesinin Oniine ge¢mis olabilir. Ancak, Kodal
(122)’da model sistemde onemli 6l¢iide antioksidan etki sergileyen ugucu yaglarin
gida sistemlerinde oksidatif stabilite iizerinde aym Olgiide yiiksek aktivite
gostermeyebildiklerini bildirmektedir.

Giintimiizde teknolojik gelismelerle hizlanan hayat tarzi, hazir gidalarin
giderek yayginlasmasi, toplu tiikketim yerlerinin ¢ogalmasi ve daha kalabaliklasmas1
sonucunu getirmistir. Gidalarin patojen mikroorganizmalarla kontaminasyonu
ihtimalini de yiikselten bu cagmuz tiiketim aligkanliklari, antimikrobiyal koruma
sistemlerinde bircok teknigin calisilmasini gerektirmektedir. Gidanin kimyasal
yapist, bilesimi, pH’s1 su aktivitesi gibi hem mikroorganizmalarin hem de
kullanilacak antibakteriyel etkili bilesiklerin aktivitesini etkileyen bir¢ok faktoriin
aydinlatilmaya ihtiyac1 vardwr. Gida sanayinde antibakteriyel etkili bitki ve
baharatlarin kimyasal katkilarin yerine teknolojik olarak kullamilabilmesi icin daha
bir¢ok arastirmanin yapilmasi gerekmektedir. Moreira ve ark. (146) ile Tajkarimi ve
ark. (211)’da caligmalardan ¢ikan sonuclara gore biitiin gida sistemlerinde aroma,
kimyasal degisiklikler ve antimikrobiyal etkileri degerlendirmek ve ucgucu yaglar1
uygun gida formulasyonlar1 i¢ine dahil etmek iizere, Ozellikle ucgucu yaglarin
kendilerinin ve bitki ekstraktlarinin diger boliimleriyle, diger ucucu yaglar ve diger
gida isleme teknikleri ile kombinasyonlarinin gida uygulamalarimi arastirmak igin
daha fazla calismaya ihtiyac oldugunu Ongormektedirler. Gida uygulamalari
konusunda hala bircok aciklanamayan ve calisilmayan etkilesimlerin ve
kombinasyonlarin olmasi gelecekte bu konuda daha yogun g¢abalarin harcanmasi
gerektigini diisiindiirmektedir. Hayvan veya insan hiicrelerine karsi toksisite, etki
mekanizmalari, in vivo etkiler, yaygin antibiyotikler vb. ile pozitif ve negatif
etkilesimler iceren potansiyel bir¢ok veriyi ortaya c¢ikarmak i¢in c¢alismalarin
siirdiiriilmesinin 6nemi vurgulanmaktadir (182). Gerek gidada ucucu yaglarin
antimikrobiyal etkinlik diizeyini ve onlarin organoleptik etkisini teyit etmek iizere
(166), gerekse farmasotik alanda da yenilik¢i arastirmalarin  gelismesi icin
gelecekteki uygulamalar: etkileyebilecek dezavantajlar1 belirlemek iizere daha fazla

arastirma yapmak gerektigi belirtilmektedir (18).
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In vitro olarak basarili sonuglar ortaya koysa da karanfilin yaginm kirmizi
etin raf Omriinii uzatmadaki etkinligi sinirli olmustur. Karanfil ile bircok madde veya
ucucu yagin kombine olarak caligilmasina ragmen, nisinle kombinasyonunu iceren
bir caligmaya rastlanmamustir. Ancak, bu calismada kombinasyon gruplarinda
konsantrasyonlarin yiikselmesi ile etkinligin azalmas1 seklinde ortaya c¢ikan sonuclar
ilging goriinmektedir. Yiizeye uygulandig: takdirde daha etkili sonuclar verebilecegi
diisiiniilen karanfilin farkli yontemlerle de calisilmasi, yine farkli konsantrasyonlarin
denenmesi bu konudaki bilinmeyenleri acikhiga kavusturabilecektir. In vitro
ortamlarda basarili olan bilesiklerin gida sistemlerinde aymi oranda basari
gosterememelerine neden olan etkilesimlerin aciklanabilmesiyle organoleptik
ozellikleri degistirmeden ve toksikolojik etkiler gostermeden en uygun oranda
kullanilmas1 saglanabilecektir. Aym sekilde, laboratuvar ortaminda patojenlere karsi
etkili olabilen bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu olarak kullanimi iizerine farkli
sonuclar elde edilmesi neticesinde, gida ortaminda etkinligini azaltan faktorlerin
aydinlatilmasi i¢in farkli gida sistemleri ve farkli metodlarla giivenilirliginin ortaya

konmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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5. OZET

Bu ¢alismada, antimikrobiyal ve antioksidan etkinligini degerlendirmek iizere
karanfil yag1 ve nisinin kirmiz1 etin raf dmriine etkisi arastirilmistir.

Karanfil yaginin Gram pozitif ve negatif bakteriler iizerinde genis bir etki
spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir. Gram pozitif bakteriler arasinda % 0,7 MIC
diizeyi ile L. monocytogenes en direngli bakteri iken % 0,1 MIC diizeyi ile B.
thermosphacta en hassas bakteri olarak ortaya ¢ikmistir. Gram negatif bakteriler
arasinda Y. enterocolitica 03-09 % 0,14 MIC diizeyi ile en hassas, P. aeruginosa en
direncli bakteri olmustur. Nisin, Gram negatif bakterilerin hi¢birinde antibakteriyel
etki sergilememistir. Nisinin etkisine kars1 Gram pozitif M. [uteus hassas, S. aureus
direncli olarak bulunmustur.

Kirmiz et tizerinde karanfil yagi ve nisinin tek baslarina ve kombine edilerek
emici pedlere piiskiirtiilmesi yoluyla antimikrobiyal etkinlikleri denenmistir. In vitro
olarak basarili sonuclar ortaya koysa da karanfil yaginin kirmizi etin raf omriinii
uzatmadaki etkinligi sinirli olmustur. Genel olarak, karanfil yagi tek basina
istatistiksel bir fark yaratmasa da kombine kullamimlardan ve nisinden daha etkili
olmustur. Karanfil yagimin Muhtemel koliform ve Enterobacteriaceae sayilarmi
indirgemede bir potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. LAB sayilarinda biitiin
deneme gruplar kontrole gore daha yiiksek indirgeme diizeyine sahip olmuslardir.
Konsantrasyonlarin yiikselmesi ile etkinligin azalmasi seklinde ortaya ¢ikan sonuclar
antagonistik bir etkilesime igaret etmektedir.

Calismada tek ve kombine karanfil yagi igeren gruplarin antioksidan
etkinliginin diger gruplarindan daha yiiksek oldugunu gosteren bir sonuca
ulagilamamistir. Buna gore, aktif maddeler veya bunlarin antioksidan etkili temel
bilesiklerinin direkt ete temas etmedigi i¢in antioksidan etki sergileyemedikleri
diisiiniilmistiir. Karanfil yagi ile bircok maddenin kombinasyonu calisilmasina
ragmen nisinle kombinasyonunu iceren bir ¢caligmaya rastlanmamistir. Karanfil yagi
ve nisin kombinasyonunun farkli yontemler ve farkli konsantrasyonlarda denenmesi
bu konudaki bilinmeyenleri a¢ikliga kavusturabilecektir.

Anahtar sozciikler: Karanfil Yagi, Nisin, Kirmiz1 Et, Antimikrobiyal Etki,
Antioksidan Aktivite.
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6. SUMMARY

In this study, in order to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of
clove and nisin, have been used to determine their effect on the shelf life of red meat.

It has been determined that clove oil can be active on a broad spectrum of
Gram positive and negative bacteria. Among the tested Gram positive bacteria, while
with a MIC level of 0.7 %, L. monocytogenes was the most resistant bacteria, with
the MIC level of 0.1 %, B. thermosphacta has emerged as the sensitive bacteria.
Among the Gram negative bacteria, Y. enterocolitica 03-09 with the MIC level of
0.14 % was the most sensitive, P. aeruginosa was the most resistant bacteria. Nisin
hasn’t shown any antibacterial effect on the Gram negatif bacteria. It was found to be
that Gram positive M. luteus was sensitive, S. aureus was resistant against the effect
nisin.

Antimicrobial effects of clove oil and nisin, alone and in combination were
tested by use of spraying them on absorbent pads on the red meat. While in vitro,
clove oil has shown success in prolonging the shelf life of red meat, it has only
displayed limited efficacy. In general, even though the use of clove oil alone does not
make a statistical difference, it was more effective than their combinations or nisin. It
has been observed that clove oil has a potential in reducing the number of Possible
Coliform and Enterobacteriaceae. All test groups have a higher level of reduction
concerning the number of LAB, than the control group. With the rise of
concentrations that has resulted reduction of the activity results indicate an
antagonistic interaction.

In the study, no conclusion has been reached, that indicates the antioxidant
activity of single and combined groups containing clove oil to be any higher than in
other experimental groups. According to this result, it has been considered that the
active substances or their antioxidant basic compounds might have not been
displayed an antioxidant effect, because they did not directly contact the meat. Even
if there have been many studies about clove oil and its combinations with many

substances, there hasn’t been one with nisin yet. Testing of different methods and
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different concentrations of clove oil and nisin combinations have will be explained
the mysteries of this issue.

Key Words: Clove Oil, Nisin, Red Meat, Antimicrobial Effect, Antioxidant
Activity.
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8.1. Ayraclar ve Cozeltiler

0,02 N HCI:

Eber Reaktifi:

Fizyolojik Tuzlu Su:

Fosfat Tamponu:

MDA icin Standart
Cozelti:

Tiyobarbiitirik Asit
(% 0,67):
Triklorasetik Asit
(% 20):

1,1885 g/ml yogunlugundaki hidroklorik asitten
(HC) 1,66 ml alindt ve 1000 mlye
tamamlanarak hazirlandi.

1 kisim hidroklorik asit (HCl ozgil agirhig
1,125), 1 kisim eter ve 3 kistm % 96’lik etil
alkolden taze olarak hazirland1 ve agzi kapali
koyu renkli cam sisede muhafaza edildi.

85 mg Sodyum Kloriir (NaCl) 1000 ml distile
suda ¢ozdiiriildii ve 121 °C’de 15 dak. sterilize
edildi.

17,418 g K,HPO, ve 13,609 g KH,POy, tartilarak
0,15 M KCI'de ¢ozdiiriildii ve 1000 ml’ye
tamamlandi. NaOH ile pH’s1 7,4 e ayarlandi.
0,494 ml 1,1,3,3-tetraetoksipropan (D.0,02; %97;
MA: 220,3) 100 ml alkolde c¢o6zdiiriilerek 20
mmol/I'lik stok standart ¢ozelti hazirlandi.

1,675 g 2-thiobarbitiirik asit (TBA) distile suda
¢oziildii ve hacmi 250 ml’ye tamamlandi.

200 g Triklorasetik asit (TCA) distile suda

¢oziildii ve hacmi 1000 ml’ye tamamlanda.
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