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OZET

Anahtar kelimeler: Zeytin yapragi ekstrakti, sous vide, antimikrobiyel aktivite,
Listeria monocytogenes, kiyma

Calisma {li¢c asamada gerceklestirilmis olup, ilk asamada dimetil siilfoksit ve saf su ile
farkl1 konsantrasyonlarda hazirlanmig zeytin yapragi ekstraktinin (ZYE) Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Salmonella
Enteritidis, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli Biyotip 1 ve Bacillus cereus
tizerine antimikrobiyel etkisi disk difiizyon yontemi ile test edilmistir. ZYE %40 ve
%50 konsantrasyonlarda test edilen tiim bakterilere karsi etkili olmakla birlikte, en
yiiksek antimikrobiyel etkinin daha genis capta inhibisyon zonu olusumunun
gbzlendigi L. monocytogenes e karst oldugu saptanmustir.

Calismanin ikinci asamasinda ZYE (%0,5 ve %1) ilave edilmis ve 7-8 log kob/ml
diizeyinde L. monocytogenes inokiile edilmis TSBYE besiyerine farkli sicakliklarda
(55, 60, 65°C) 1s1l islem uygulanmigtir. In vitro kosullarda gergeklestirilen bu
denemelerde ZYE ilave edilmis orneklerde L. monocytogenes sayist ZYE ilave
edilmemis kontrol drneklerinden genellikle diisiik olmakla birlikte, sz konusu fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir (P>0,05).

Ucgiincii asamada ise kiyma &rneklerine 7-8 log kob/g diizeyinde L. monocytogenes
asilandiktan sonra %1 oraninda ZYE ilave edilip vakum paketlenmis ve ayni
sicakliklarda sous vide yontemi ile pisirilmistir. L. monocytogenes sayisi 55°C’de 30
dakika siireyle pisirilen kontrol ve ZYE ilave edilmis kiyma orneklerinde sirasiyla
0,96 ve 1,27 log kob/g azalmistir. Diger yandan patojenin kontrol ve ZYE ilave
edilmis orneklerdeki sayisinda 60°C’de 20 dakikada sirasiyla 2,79 ve 3,83 log kob/g,
65°C’de 7,5 dakikada ise sirasiyla 1,69 ve 2,36 log kob/g azalma meydana gelmistir.

Gerek in vitro kosullarda gerekse kiyma ile yapilan denemelerde 1s1l islem sicakligi
yiikseldikge L. monocytogenes sayisinda daha fazla azalma meydana geldigi ve
zeytin yapragi ekstraktinin patojenin yikimina katkida bulundugu goézlenmistir. Elde
edilen bulgulara gore, zeytin yapragi ekstraktinin 1s1l islem goérmiis et tirtinlerinde L.
monocytogenes’in  kontrol altina alinmasinda dogal antimikrobiyel olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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THE EFFECT OF OLIVE LEAF EXTRACT ADDED IN SOUS
VIDE COOKED GROUND BEEF ON LISTERIA
MONOCYTOGENES

SUMMARY

Keywords: olive leaf extract, sous vide, antimicrobial activity, Listeria
monocytogenes, ground beef

The study was performed in three stages. At first stage, different concentrations olive
leaf extract (OLE) were prepared with dimethyl sulfoxide and distilled water and
then their antimicrobial activities on Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli O157:H7,
Escherichia coli Biotype I and Bacillus cereus was tested by disc diffusion assay.
Although OLE in 40% and 50% concentrations was effective on all tested pathogens,
the highest antimicrobial effect was on L. monocytogenes which yielded the largest
inhibitions zone.

At the second stage, OLE added (0,5% and 1%) TSBYE was inoculated with L.
monocytogenes (7-8 log cfu/ml) and heated at different temperatures (55, 60, 65°C).
In these experiments conducted in vitro conditions L. monocytogenes counts were lower in

OLE added samples than those without OLE, however these differences were not statistically
significant (P>0.05).

At the third stage, ground beef samples were inoculated with L. monocytogenes at the level
of 7-8 log cfu/g and added with 1% OLE. Then they were vacuum packaged and sous vide
cooked at the same temperatures. L. monocytogenes counts reduced by 0.96 and 1.27 log
cfu/g in control and OLE added samples, respectively. On the other hand, counts of pathogen
in control and OLE added samples sous vide cooked at 60°C for 20 minutes reduced by 2.79
and 3.83 log cfu/g, respectively, while reduced by 1.69 nd 2.36 log cfu/g, respectively, in
those of cooked at 65°C for 7.5 minutes.

It was observed that destruction of L. monocytogenes was increased by increasing
temperature and OLE caused more reduction in population of the pathogen. According to
these findings, it was concluded that OLE can be used as a natural antimicrobial in heat
processed meat products to control L. monocytogenes.
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BOLUM 1. GIRIS

Ulkemizde bolca bulunan zeytin ve zeytin iiriinleri antioksidan ve antimikrobiyel
ozelliklerinden dolay1 insan beslenmesinde Onemli bir yere sahiptir. Zeytinyagi
tiretiminde yan iiriin olan zeytin yaprag: gii¢lii antimikrobiyel etki gdstermektedir
(Markin ve ark., 2003; Pereira ve ark., 2007). Zeytin yapragi ekstrakti (ZYE) sentetik
antioksidanlara (Harp, 2011) ve c¢esitli endistrilerde kullanilan sentetik
antimikrobiyel maddelere karsi iyi birer alternatif olabilir (Korukluoglu ve ark.,

2006).

Geleneksel pisir-sogut yonteminin arzu edilmeyen besinsel, duyusal ve mikrobiyel
degisimlerinden dolayr gida ile c¢evresel kosullar arasinda set olusturacak
materyallerle zenginlestirilmis pisir-sogut yontemleri gelistirilmistir (Hui ve ark.,
2004). Bu yontemlerden biri olan sous vide yontemi, ¢ig veya pismis gidalarin
vakumlu poset icerisinde kontrollii sicaklik ve siire uygulanarak pisirilmesi teknigidir
(Schellekens ve Martens, 1993). Boylece sous vide paketleme ile {iriinii mikrobiyel,

fiziksel ve duyusal kalite kaybindan korumak miimkiindiir (Jang ve ark., 2006).

Sous vide yonteminin asamalar1 farklilik gostermekle birlikte genel olarak o6n
hazirlik, vakum posetleme, pisirme ve sogutmadir (Hui ve ark., 2004; Schellekens,
1996; Yilmaz ve Bilici, 2014). Bu asamalardan vakum paketleme araciligiyla
cevreden gelebilecek kontaminasyon riski azaldigindan raf Omrii artar, oksijenle
temasi kesildigi i¢in oksidasyondan dogabilecek problemler azalir ve 1sinin etkili bir
sekilde tiriine transferi saglanir (Baldwin, 2012). Bu yontemin raf émrii, besin degeri
ve antimikrobiyel aktivitesi lizerine yaptig1 katkilart gosteren c¢alismalar mevcuttur
(Simpson ve ark.,1995; Rinaldi ve ark., 2014; Jang ve Lee, 2005; Cosansu ve ark.,
2011; Cetinkaya, 2013)



Kirmiz1 et, kanath eti, siit triinleri vb. gidalardan Listeria tiirlerini izole etmek
miimkiindiir (Yavuz, 2015). Listeria monocytogenes sporsuz, fakiiltatif anaerob,
Gram pozitif patojen bir bakteridir. Bir¢ok farkli iiriinde genis gelisme sicaklik
araligindan dolayr bulunabilir (Farber ve ark., 1991; Mackiw ve ark., 2016).
Antibiyotiklere kars1 direng gosterebilen bu bakteri (Mackiw ve ark., 2016)
anaerobik kosullarinda gelisebilmesinden dolay1r sous vide yoOnteminin vakum
posetleme ve sogukta gelisebilmesinden dolayr sogutma asamasma dikkat
edilmelidir. Ayrica bu bakteri tiiriine kars1 antilisterik etki {izerine yapilan caligsmalar
da (Mytle ve ark., 2006; Friedman ve ark., 2002) Listeria gelisimini engelleyecek

veya sinirlayacak antimikrobiyel 6zellikte bitkisel iirtinler belirtilmistir.

Bu ¢alismada, ilk asamada piyasadan temin edilen ticari zeytin yapragi ekstraktinin
gida kaynakli patojen bakterilere (Listeria monocytogenes, Escherichia coli
O157:H7, Escherichia coli Biyotip 1; Staphylococcus aureus, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Typhimurium, Bacillus cereus) antimikrobiyel etkisi in vitro kosullarda
disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. ikinci asamada ise ZYE’nin in vitro
kosullarda TSBYE besiyerine ve kiymaya 10’-10° kob/ml-g diizeyinde asilanan L.
monocytogenes lizerine farkli sicaklik (55, 60, 65°C) ve siirelerde uygulanan 1sil

islem sirasindaki etkisi arastirilmistir.



BOLUM 2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Zeytin Yapraginin Bilesimi ve Ozellikleri

Akdeniz uygarliginin sembolii olan zeytin agaci, sofralik zeytin ve zeytinyagi
tiretmek i¢in eski zamanlardan beri yetistirilmektedir. Zeytin {liretimi tilkemizde Ege,
Marmara, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu’da yapilmaktadir (Giilcii ve Demirci,
2008). Ispanya, italya ve Yunanistan’dan sonra diinya zeytin iiretiminde dordiincii
sirada yer alan {ilkemiz 2015 yilinda 172 milyona yakin aga¢ sayisiyla 1,7 milyon
ton toplam {liretim miktarina ulagsmistir. Bu fliretilen zeytinlerin 1,3 milyon tonu

yaglik olarak kullanilmaktadir (Tuik, 2015; FAO, 2015).

Zeytin antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip polifenoller bakimindan giiclii bir
kaynaktir (Faiza ve ark., 2011). Zeytin posasindan elde edilebilen fenolik bilesenler
patojenlere kars1 dogal fungusit (Wilkenhausen ve ark., 2005) ve zeytin ¢ekirdegi
dogal antioksidan olarak kullanilabilir (Silva ve ark., 2006).

Zeytinyagl yan isleme iriinlerinden zeytin yapragi ve zeytin karasuyu fenolik
bilesenlerce zengindir (Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas, 2011). Zeytin yapraginda
14 farkli fenolik bilesen (Sekil 2.1) belirlenmis olup, bunlardan en fazla bulunanlar
oleuropein,  hydroxytyrosol, luteolin-7-glucoside, epigenin-7-glucoside ve
verbascido’dur (Benaventa-Garcia ve ark., 2000). Bu bilesiklerden oleuropein (Sekil

2.2) zeytinde aci1 karakteristikten sorumludur (Yildiz ve Uylaser, 2011).



oleuropeoside | flavone | flavonol | flavan-3-ol | ;ubstltue olmus
enoller
* oleuropein * luteolin-7- * rutin * catechin * tyrosol
* verbascoside glucoside * hydroxytyrosol
* apigenin-7- * vanilin
glucoside « vanillic acid
* diosmetin-7- « caffeic acid
glucoside
* luteolin
* diosmetin

Sekil 2.1. ZYE’de bulunan fenolik bilesenler (Benaventa-Garcia ve ark., 2000)

Oleuropein bilesigi zeytinin olgunluk derecesi ve nem igerigi ile iligkilidir. Bu
bilesigin konsantrasyonu, zeytinde olgunluk ve nem arttikga azalirken zeytin

yapraginda olgunluk arttik¢a artmaktadir (Menduh, 2015).

Sekil 2.2. Oleuropein bilesiginin yapist (Wilkenhausen ve ark., 2005)

Oleuropeinin hidrolizi ile elde edilen 3,4-dhydroxyphenylethanol-elenolic acid (3,4
DHPEA-EA) metabolitinin Gram pozitif bakterilerin farklt suslar1 {izerine
antimikrobiyel etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis’e kars1 etkili oldugu belirlenmis ve bu metabolitin deri
enfeksiyonlarmin  tedavisinde dogal antimikrobiyel =~ kaynak  olarak
kullanilabileceginden bahsedilmistir (Bisignano ve ark., 2014). Baska bir ¢caligmada
ise zeytinlerin kullaniminin mikrobiyel enfeksiyonlarin kontroliinde yararli etkiye

sahip oldugu belirtilmistir (Faiza ve ark., 2011).



Mevsimsel degisimler zeytin yapraklarindaki fenolik bilesikleri ve antioksidan
aktivitelerini 6nemli derecede etkilemektedir. Eyliil ayinda toplam antioksidan
aktivite ve fenolik madde miktar1 daha diisiik bulunurken, en yiiksek antioksidan
aktivite Haziran, en yliksek fenolik bilesen miktar1 ise Aralik ayinda bulunmustur.
Bu nedenle yiiksek konsantrasyonda oleuropein bilesigini elde edebilmek i¢in zeytin
yapraklarinin Aralik ayinda zeytin siyah doneme gecis yaptifinda toplanmasi ve

kurutularak saklanmasi gerektigi belirtilmektedir (Saygin, 2009; Menduh, 2015).

Zeytin yapragi ekstraktinin toplam fenolik igerigi 1,60 mg gallik asit esdegeri
(GAE)/g kuru agirhik (Hayes ve ark., 2011), bagil antioksidan kapasitesi 966 ug
askorbik asit esdegeri (AAE)/g ve toplam fenolik icerigi 197,42 mg GAE/g’dir
(Aytul, 2010). Bu fenolik bilesenlerden ekstraktta en c¢ok bulunan oleuropein
(1151,5£57,2 pg/ml), verbacoside (68,8+0,8 upg/ml), luteolin-7-O-glucoside
(25,6+£0,6 pg/ml), apigenin-7-O-glucoside (15,9+0,7 pg/ml), hydroxytyrosol
(10,2+0,1 pg/ml) ve tyrosol (15,6+0,1 ng/ml) *diir (Hayes ve ark., 2011).

Zeytin yapraklarimin kurutulmasinda C vitamini ve fenolik bilesenlerin 6nemli
miktarda kaybina sebep olmayacak 40°C’da uygulanan sicak hava kurutma yontemi
en iyi secenektir (Sakalli ve Aktas, 2011). Mevsimsel degisimlerin ve kurutma
islemlerinin zeytin yapraklarinin bilesimine etkisinin yani sira zeytin yapraklarina
uygulanan farkli ¢oziiciilerle muamele edilen ekstraktlarin da antifungal aktiviteleri

farklilik gosterebilir.

Korukluoglu ve ark. (2006) tarafindan yapilan; etanol, etil asetat, aseton ve su ile
elde edilen zeytin yapragi ekstraktlarinin se¢ilen bazi mayalar iizerine disk difiizyon
yontemi ile antifungal aktiviteleri degerlendirilmistir. Cesitli ¢oziiciiler kullanilarak
elde edilen ekstraktlar mayalar iizerinde cesitli derecelerde antifungal etki
gostermistir. Ayrica zeytin yapragi ekstraktlarinin mayalara karst MIC, MFC ve
inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla 10-28 pg/ml, 20-48 pg/ml ve 1,5-9,3 mm’dir. Ayrica
calismada antifungal direncin yaprak ekstraktlarinin aktif bilesenlerinin yani sira
mikroorganizmanin cins, tiir, sus ve izolasyon kaynagina da bagli olabilecegini

belirtilmistir.



Zeytin yaprag: ve keklik otu ile beslenen hindilerin gogiis filetolar: 12 giin boyunca
soguk depolanmistir. Bu silire zarfinda her iki triinde de lipit oksidasyonu
ertelenmistir. Bu etkiyi gerceklestiren zeytin yapraklar: keklik otuna gére daha etkili
bulunmugtur. Depolama boyunca ise toplam canli sayisi, laktik asit bakterileri,
enterobakteriler ve psikrotrofik bakterilerinin gelisimi tiizerinde inhibitor etki

gostermistir (Botsoglou ve ark., 2010).

Tavuk yemlerine zeytin yapragi ilavesinin yumurtanin oleuropein igerigini ve
yumurta sar1 rengini arttirdigi, yumurta sarisi kolestrol diizeyini ise diislirdiigii tespit
edilmistir. Boylece karmada zeytin yapragi kullannmimin fonksiyonel yumurta

tiretiminde kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir (Cayan, 2013).

Zeytin lretiminde zeytin yapragi ilavesi ile yaglarin antioksidan aktiviteleri
arttirllabilir ve duyusal olarak daha kaliteli yaglar elde edilebilir. Yaglardaki acilik ve
yakicilik siddetleri yaglara yaprak ilave edildik¢e artmistir. Depolama siiresince ise

acilik ve yakicilik siddeti azalmistir (Sevim, 2011).

Rafine zeytinyaginin oksidatif direncinde, zeytin yapraginin ticari zeytin yapragi
ekstrakti kadar yada daha etkili oldugu belirlenmistir. Ancak sentetik
antioksidanlardan biitillendirilmis hidroksi toluen (BHT) ve biitillendirilmis hidroksi
anisol (BHA)’dan daha az antioksidan aktivite gosterdigi belirtilmistir (Harp, 2011).

Sudjana ve ark. (2009) ticari ZY E’nin antimikrobiyel aktivitesi lizerine yaptiklar1 bir
calismada L. monocytogenes, E. coli, S. aureus [metisiline hassas], S. aureus
[metisiline  direngli],  Salmonella  enterica  igin minimum  inhibisyon
konsantrasyonlarint sirasiyla %25, %25-50, 9%0,8-6,2, 9%0,8-12,5 ve %25 (v/v)
olarak belirlemislerdir. Bu degerlere gére bu 5 bakteri tliriinden ZYE’ye karsi en
hassas olan S. aureus’tur. Baska bir caligmada ise zeytin yapragi ekstraktina karsi en
hassas bakterilerin E. coli, L. innocua ve S. carnosus oldugu belirlenmistir (Aytul,

2010).



Pereira ve ark. (2007) ise ZYE’ye kars1 hassasliklarina gore mikroorganizmalari
B.cereus ~ C. albicans >E. coli > S. aureus >C. neoformans ~ K. pneumoniae ~
P.aeruginosa > B. subtilus olarak siralamistir. Ayn1 calismada 7 fenolik bilesen
tanimlanmis ve bunlardan oleuropeinin en etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica
ZYE’deki fenoliklerin iyi radikal temizleyici aktivitelerinin yani sira stiperoksit
dismiitaz (SOD)’a benzer aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Bu tip aktivite
gosteren fenolikler oleuropein, kafeik asit, rutin ve bunlarin kombinasyonlaridir (Lee

ve ark., 2010).

Markin ve ark. (2003) tarafindan %0,6 (w/v) konsantrasyonda su ile hazirlanan
zeytin yapragl ekstraktinin tim test edilen bakterileri 3 saat igerisinde oldiirdiigii
belirlenmistir. Bu konsantrasyon 24 saat igerisinde E. coli’nin tamamen yikimi i¢in
etkili olmustur. Baska bir calismada ise S. aureus’un gelisimi ve enterotoksin B
iretimi %0,2’den daha diisiik konsantrasyondaki oleuropein ile engellenebilmistir

(Tranter ve ark., 1993).

Zeytin ve zeytin iriinleri antioksidan ve antimikrobiyel 6zelliklerinden dolay1 insan
beslenmesinde onemli bir yere sahiptir. Zeytinyagi liretiminde yan {iriin olan zeytin
yaprag giliclii antimikrobiyel etki gostermektedir (Markin ve ark., 2003; Pereira ve
ark., 2007). Zeytin yapragi ekstrakti sentetik antioksidanlara (Harp, 2011) ve c¢esitli
endiistrilerde kullanilan sentetik antimikrobiyel maddelere karsi iyi birer alternatif

olabilir (Korukluoglu ve ark., 2006).

2.2. Zeytin Yapragi Ekstraktimn Gidalarda Kullamm ile Tlgili Yapilan

Cahsmalar
2.2.1. Et ve et uriinleri
Sentetik antioksidanlara karst olumsuz bir tutum sergilenmesi ve zararli etkilerinden

dolay1 dogal antioksidanlara olan yonelim et ve kanath et endiistrisinde de kendisini

gostermistir (Karre ve ark., 2013).



Meyve ve bitki materyalleri yiiksek fenolik igeriklerinden dolayi iyi birer alternatif
olabilir. Nar, kizilgam ve karanfil gibi irilinler endiistride kullanilan sentetik
antioksidanlarin bazilarindan daha iyi antioksidan 6zellik gostermektedir (Karre ve
ark., 2013). Antioksidan aktivite acisindan, zeytin yapraklarinin radikal yakalama
kapasitesinin BHT den daha ytliksek, BHA ile benzer veya daha etkili bulundugu i¢in
ZYE’de bu tiir tirinlere 1y1 birer alternatif olabilir (Harp, 2011).

Paketlenen ¢ig sigir koftesinin raf Omriinii arttirma ve kalitesi iizerine ellajik asit
(300 ve 600 ng/g), sesamol (250 ve 500 pg/g), lutein (100 ve 200 pg/g) ve ZYE (100
ve 200 pg/g)’nin etkisinin incelendigi c¢alismada; bu drlinlerin sigir {irtinlerinin
rengini, lipit stabilitesini ve mikrobiyel kalitesini arttirmada potansiyel etki sahibi
oldugundan ve fonksiyonel ve dogal igrediyentler olarak kullanilabileceginden
bahsedilmistir. Ayrica bu dogal igrediyentler et iirlinlerine zararli etkiye sahip
olmaksizin eklenebilir. Bu bilesenlerin antioksidan potansiyelleri sirasiyla ellajik asit

> sesamol > ZYE > lutein’dir (Hayes ve ark., 2010; 2011).

Zeytin yapragi Oziitiiniin kirmizi ete %1, %2 ve %3 konsantrasyonlarda uygulandigi
calismada (Aytul, 2010); %2 ve %3’lik konsantrasyonlar 4°C’de 9 giin depolanan
orneklerdeki mikrobiyel yiikii kontrol altinda tutmustur. Oksidatif bozulmay1 ise
digerlerine nazaran %2’lik konsantrasyon geciktirmistir. Ancak LAB {iizerinde

ZYE’nin inhibitor etkisi bulunmamuistir.

2.2.2. Su triinleri

Ahmed ve ark. (2014) ¢ig soyulmus temizlenmemis (pud) karideslerin mikrobiyel
yiikii lizerinde ZYE’nin etkisini arastirdiklar1 ¢alismada; %0,5, %1 ve %2 ZYE
iceren suya (4°C) Kkaridesler 3 saat siireyle daldirilmistir. ZYE’nin %1°lik
konsantrasyonu kontrole kiyasla aerobik ve koliform bakteri sayisini en az 1 log
kob/g azaltmigtir. %2’lik konsantrasyonun ise 4°C’de mikrobiyel yiikii kontrol
etmede en iyi etkiyi gosterdigi belirtilmis ve su liriinleri endiistrisinde ZYE’nin dogal

koruyucu olarak kullanilabilir oldugu vurgulanmastir.



ZYE, 300 ppm’lik konsantrasyonda sardalyalara uygulanmis ve marinasyon sirasinda
mikrobiyel yiikii kontrol altinda tutarak oksidatif bozulmay1 ve TVB-N olusumunu
geciktirmistir. Ayrica ekstrakt sardalya ornekleri iizerinde maya ve kiif olusumuna

kars1 daha hizl bir etki gostermistir (Aytul, 2010).

Acar (2012) 4°C’de depolanan sardalya, istavrit ve levrek baligi kiymalari iizerinde
ZYE’nin kimyasal kalite parametrelerini ve renk ol¢timlerini belirli araliklarla 10
giin boyunca izlemistir. ZYE balik kiymalarinda toplam ucucu bazik azot,
trimetilamin ve pH seviyeleri iizerinde etkili bulunmustur. Ayrica istavrit ve levrek

kiymalarinda ZYE lipit oksidasyonunu geciktirmistir.

2.2.3. Diger iiriinler

ZYE’nin kullanim alanlarini ¢esitlendirmek miimkiindiir. Giiniimiizde siklikla
tikkettigimiz trlnlere ekstraktin uygulanmasinin yani sira farkli 6zellikte ve
fonksiyonel olarak tiiketime sunulabilecek {iriinler iiretilebilmesi icin yapilan

caligmalar da mevcuttur.

Kayis1 piiresi ile hazirlanan meyveli yogurtlarda ZYE etkisinin incelendigi
caligmada; depolama sonunda ZYE igeren 6rneklerin toplam fenolik madde degerleri
(1,14-1,17 mg GAE/g kuru madde) kontrol 6rnegine gore yiiksek bulunmustur ve
yogurt bakterilerinden Streptococcus thermophilus’un ¢alismasinda aktivator 6zelligi
tespit edilmistir. Yogurtlara eklenen ZYE arttik¢a {iriiniin kurumadde miktar1 ve
antioksidan aktivitesi artmistir. Ekstraktin meyveli yogurda eklenmesiyle kimyasal
ve fiziksel parametreleri iizerinde 6nemli degisiklik olmamistir. Boylece fonksiyonel
iirlin olarak kayis1 plireli meyveli yogurtlarin tiilketime sunulabilecegi ve duyusal

acidan %0.,4’liikk ZYE ilavesinin kabul edilebilir oldugu belirtilmistir (Peker, 2012).

Ayana (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, fiziksel 6zellikleri ve antimikrobiyel
etkinligi yiiksek olan %1,5 (a/h) ZYE iceren metilseliiloz (MS) filmler yaklasik 10’
kob/ml S. aureus ile asilanmis kasar peyniri dilimlerine uygulanmistir. Bu yenilebilir

film S. aureus iizerinde etkili olmustur. Depolamanin 7.ve 14. giinlerinde sirastyla S.
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aureus 0,68 ve 1,22 log azalmistir. Eklenen 0ziit miktar1 arttikga bakterinin
inhibisyon zon capinda da artis gozlenmistir. Boylece depolama siiresince kasar
peynirinde bu tiir bir uygulama mikrobiyolojik bozulmalar1 6nleyebilir ve raf dmriinii
arttirabilir. Ayrica biyobozunur bu tiir ambalajlar atik miktarin1 azaltarak cevre

kirliligini onleyebilir.

2.3. Listeria monocytogenes’in ozellikleri

L. monocytogenes Gram pozitif, spor olusturmayan, kisa cubuk seklinde, fakiiltatif
anaerob bir bakteridir. Bu bakteri 20-37°C sicaklikta, pH 7 oldugunda ve su
aktivitesinin 0,97 oldugu ortamlarda optimum gelisme gdsterir (Anonim, 2011).
Yaklagik %30 Oliim oranina sahip Listeorisis olarak bilinen hastaliga neden olan,
cevrede bolca bulunan, tipik buzdolabi sicakligi gibi diisiik sicakliklarda dahi canhi
kalabilen ve gelisebilen bir bakteri oldugu i¢in tiiketicilerde endise yaratmaktadir
(Anonim, 2011; Jae-Rim ve H. Marth, 1989). Ozellikle yaslilar, immun sistemi
baskinlanmig bireyler, yeni doganlar ve fetuslar yiiksek 6liim oranina sahip olmakla
beraber yiiksek risk grubunu olusturmaktadir (Hof ve ark., 1997; Lomonaco ve ark.,
2015). Bu patojenin minimum, optimum ve maksimum gelisim sicakliklar1 veya
sicaklik araliklari sirasiyla 0°C, 33°C ve 42,6-47°C’dir (Fang ve Huang, 2014;
Huang, 2017). Bu bakteri 1s1ya kars1 direngli olup yapilan bir ¢alismada pastorize
edilen sosislerde E. coli O157 ve Salmonella Typhimurium’e gore daha direngli

bulunmustur (Ducic ve ark., 2016).

Listeorisis 6zellikle tiiketime hazir (Ready to Eat) gida tirtinleri ile iliskilidir (Gram,
2004). RTE gidalar genel olarak raf dmrii uzun tirlinler olup vakum veya modifiye
atmosferde paketlenerek depolanir ve ek pisirilmeye ihtiyag duyulmadan
tiikketilebilir. Bu nedenle Listeria enfeksiyonlar1 i¢in uygun bir ortam elde edilir.
Ozellikle L. monocytogenes aerobik ve anaerobik kosullar altinda, diisiik sicaklikta
ve genis pH araliginda geligebildigi icin bu tiir tirlinlerde risk yaratir (Valimaa ve
ark., 2015). Bu ozelliklerinden dolay1 et iriinlerinde dikkat edilmesi gereken bir
bakteridir (Espitia ve ark., 2013). Diisiik pH ve su aktivitesine sahip baz1 gidalarda

ve servis edilmeden once 1sitilan dondurulmus tirtinlerde tiiketiciler i¢in risk nispeten
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azalmaktadir (Tompkin, 2002). Bunun yaninda et {riinlerinin raf omriinii uzatmak
icin engel teknolojisi yararli olabilir (Espitia ve ark., 2013; Stekelenburg, 2003).
Hem raf Omriinii uzatmak hem de giivenilir dirlinler elde edebilmek ve
antimikrobiyel 6zelliklerinden yararlanmak i¢in bu tiir iiriinlerde ekstraktlarin tek tek
kullanimindansa uygun konsantrasyonda kombinasyonlarinin kullanimi daha etkin
antilisterik etki gosterebilmektedir (Jang ve ark., 2006; Rohani ve ark., 2011;
Stekelenburg, 2003;). Sous vide yoOnteminin islem basamaklarindan vakum
paketleme ve soguk depolamay: diigiindiigimiizde bu patojen i¢in uygun ortama

sahip oldugunu sdyleyebiliriz.

Saraiva ve ark. (2016) yaptiklari bir calismada vakum paketlemede aerobik kosullara
nazaran bu patojen daha iyi canliligini korumustur. Caligmada bu durum, patojenin
fakiiltatif anaerob bir bakteri oldugundan ve hava iceren paketli liriinlerde bozulma
bakterilerinin gelisiminin daha 1yi olmasindan kaynakli olabilecegi seklinde

aciklanmustir.

Aerobik ve anaerobik kosullar islem gormemis peynir {riinlerinde L.
monocytogenes’in canli kalmasi ve gelisimine izin verir . Ayrica depolama sicaklifi
ve paketleme kosullar1 L. monocytogenes’in canli kalmasimi etkileyebilir. Vakum
paketleme bakteriyel gelisimi engelleyebilir. Ancak depolama boyunca patojen canli

kalabilir (Bellio ve ark., 2016).

Yapilan baska bir ¢alismada L. monocytogenes ile kontamine edilen sigir eti
orneklerine FTS, nisin, lizozim, sitrik asit ve laktik asit kullaniminin etkisi
aragtirllmis ve 10 gilinliikk depolama sonunda sirastyla azalma miktarlart 0,1 log, 1,1
log, 1,5 log, 2,2 log ve 4.9 log olarak belirlenmistir. Bu antimikrobiyel maddelerden
en etkilisi laktik asit ve sitrik asit olmustur (Akkus, 2012).

Farkli kombinasyonlar denenerek antilisterik etki gosterebilecek uygulamalar
yaratilabilir. Bunlardan Rohani ve ark. (2011) 30°C’de pH 5,6 ve 0 g/100 ml NaCl
varliginda sarimsak ve nisin kombinasyonunun 6nemli antilisterik aktiviteye sahip

oldugunu belirtmistir.
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Tavuk iirlinleri i¢in L. monocytogenes tehlike olusturdugundan dolay1r Mytle ve ark.
(2006) tarafindan tiiketime hazir tavuk sosisi iizerinde bu bakteriyi engellemede
karanfil yaginin antimikrobiyel aktivitesi ilizerine yapilan c¢aligmada; L.
monocytogenes’in biitiin suslar1 5°C ve 15°C'de canli kalmis, fakat hem %1 hem de
%?2’lik karanfil yagir varhiginda gelisimi her iki depolama kosullar1 altinda da
engellenmistir. L. monocytogenes populasyonu diisiik inokiilum (10%-10° kob/g)
diizeyinde 5°C’de 2 haftalik depolama sonucunda kontrol 6rneklerinde 0,8-2,1 log;o
kob/g, 15°C’de 1 haftalik depolama sonunda ise 2,5-4,7 logjy kob/g artis
gerceklesmistir. Yiiksek inokiilum (10*-10° kob/g) diizeyinde ise L. monocytogenes
sayist sirasiyla 0,4-1,4 log;o kob/g, 2,3-3,5 log; kob/g artis gdstermistir. Buna kargin

%1 ve %2’lik karanfil yag1 ilave edilen 6rneklerde patojenin gelisimini engellemistir.

Karanfil yagimin antilisterik etkisinin degerlendirildigi Menon ve Garg (2001)
tarafindan gergeklestirilen diger bir ¢alismada ise; 7°C ve 30°C’de depolanan et ve
peynir Orneklerinde %0,5 ve %1 konsantrasyonda karanfil yagi ilavesi L.
monocytogenes gelisimini kisitlamistir. Karanfil yaginin %1°lik konsantrasyonu daha
iyi antilisterik aktivite gdstermis ve uygulanan her iki konsantrasyonda kontrole
kiyasla L. monocytogenes sayisi 1-3 log;o kob/g daha diisiik bulunmustur. Buna gore,
et ve peynir iiriinlerinde karanfil yaginin kisa siireli depolamalarda dogal koruyucu
olarak kullanilmasi miimkiin olabilirken uzun siireli depolamada L. monocytogenes
gelisimi devam edeceginden gida gilivenligi bakimindan risk olusturabilecegi

sonucuna varilmistir.

L. monocytogenes lizerine en etkili esansiyel yaglarin; gardenya, sedir, defne yapragi,
karanfil tomurcugu, keklik otu, tar¢in, yenibahar, kekik ve silhat yaglart oldugu, en
etkili yag bilesenlerinin ise sinemaldehit, 6jenol, timol, karvakrol, sitral, geraniyol,
perilla aldehit, karvon, estragol ve salisilaldehit oldugu bildirilmistir (Friedman ve

ark., 2002).
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2.4. Sous Vide Yontemi

Geleneksel pisir-sogut yonteminin arzu edilmeyen besinsel, duyusal ve mikrobiyel
degisimlerinden dolay1 gida ile ¢evresel kosullar arasinda bir set olusturacak plastik
poset veya tepsi 1s1l islemden Once isleme dahil edilerek zenginlestirilmis pisir-sogut
yontemi gelistirilmistir. Son yillarda bu yontemin 6zel bir formu olan sous vide

yontemi de catering ve perakende sektdriinde ilgi gérmistiir (Hui ve ark., 2004).

2.4.1. Sous vide yonteminin uygulanisi

Sous vide ¢ig veya pismis gidalarin vakumlu poset icerisinde kontrollii sicaklik ve
siire uygulanarak pisirilmesi teknigidir (Schellekens ve Martens, 1993). Yemek
sektoriinde ilk uygulamalar1 1960°lara dayanan vakumda pisirme; 1970’lerden sonra
Fransa’da gelistirilerek sous vide metodu ortaya ¢ikmistir ve bu metot 1984’den bu
yana ticari ve endiistri kuruluslarindan okul ve perakende sektdriine kadar genis bir

uygulama alani bulmustur (Schellekens ve Martens, 1993; Creed, 1995).

Sous vide yOnteminin asamalar1 Uriine gore farklilik gostermekle birlikte genel
olarak 6n hazirlik, 1s1ya dayanikli posetler igerisinde vakumlama, kontrollii kosullar
altinda pisirme ve hemen tiikketilmeyecekse hizli sogutma ve kontrollii depolamadir
(Hui ve ark., 2004; Schellekens, 1996; Yilmaz ve Bilici, 2014). Bu metot

uygulanirken dikkat edilmesi gereken 6nemli hususlar sunlardir:

- Hassas triinler ve sicak soslar tam olarak vakumlanmaz (Schellekens, 1996).

- Balik ve etler i¢in yiiksek sicaklik istenmeyen kimyasal bilesenleri
olusturabileceginden (Cigcek ve Bulgan, 2013) diisiik sicaklik (6rn. 70°C’den
diisiik) ve sebzelerde kabul edilebilir tekstiir (Creed, 1998) i¢in yiiksek
sicaklik (6rn. 95°C) tercih edilmelidir (Schellekens, 1996).

- Bazi sebzeler icin 6n haglama gerekebilir (Vlok, 1998; Rinaldi ve ark., 2013)
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- Daha sonradan tiiketilecekse pisirme isleminden hemen sonra hizli bir
sogutma  gergeklestirilip,  depolama  boyunca  sicaklik  kontrolii
gerceklestirilmelidir. Aksi halde depolama boyunca mikrobiyel gelisim
gerceklesebilir (Jang ve Lee, 2005).

Sous vide yonteminde klasik pisirme metotlarindan farkli olarak daha diisiik pisirme
sicakligi (<100°C) ve daha uzun pisirme siiresi uygulanir (Oz ve Zikirov, 2015).
Vakum paketleme araciligiyla ¢evreden gelebilecek kontaminasyon riski
azaldigindan raf Omrii artar, oksijenle temas: kesildigi i¢in oksidasyondan
dogabilecek problemler azalir ve 1sinin etkili sekilde {riine transferi saglanir
(Baldwin, 2012). Sous vide paketleme ile iiriinii mikrobiyel, fiziksel ve duyusal
kalite kaybindan korumak miimkiindiir (Jang ve ark., 2006). Boylece geleneksel
yontemle sinirli olan raf 6mrii sous vide pigsirme ile artmaktadir. Raf 6mrii liriine ve
uygulanan sicaklik ve siireye bagli olmakla birlikte, SV {iriinlerinin raf émrii 5 ile 42
giin arasinda degisebilir (Hui ve ark., 2004). Bu yontemle tavuk iiriinlerinde
mikrobiyel gelisim 7 haftaya kadar ertelenebilir (Wang ve ark., 2004). Farklh
katkilar, dogal antioksidanlar, 6n pisirme, baharat ve antioksidan 6zellikteki filmler

gibi uygulamalarla bu raf 6mrii daha da uzatilabilir.

Sous vide pisirmede uygulanan 65-95°C gibi diisiik sicakliklar tiiketiciler igin
mikrobiyel giivenlik konusunda endigseye neden olmaktadir (Schallekens ve Martens,
1993). Ozellikle vakum paketlenen fiiriinlerde olusturulan anaerobik kosullardan
dolay1r Clostridium botulinum, Bacillus cereus ve laktik asit bakterileri gibi
mikroorganizmalar 6nem arz etmektedir (Gonzalez-Fandos ve ark., 2004). Ayrica
sicaklik-siire  kombinasyonu, iiriiniin baslangic mikrobiyel yiikii, sanitasyon,
depolama sicakligi ve siireye dikkat edilmezse 6zellikle sporlu bakteriler ve diisiik
sicaklikta gelisebilen L. monocytogenes acisindan risk olusturabilir (Mytle ve ark.,
2006; Nyati, 2000; Juneja ve Marner, 1996). Bu pisirme yonteminin avantajlar1 ve
dezavantajlart Tablo 2.1.’de belirtilmistir.
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Tablo 2.1. Sous vide ydonteminin avantajlar1 ve dezavantajlar1 (Hui ve ark., 2004)

AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI
- Duyusal kaliteyi arttirir - Ekipman maliyeti
- Besin degerini muhafaza eder - Egitimli personel yetersizligi
- Raf dmriinii uzatir - Sogutma asamasinin takibinin maliyeti
- Katki ilavesine ihtiyag azalir - Bagisikligr disiik kisiler i¢in risklerinin
- Uriin cesitliligi artar bulunmasi
- Merkezi iiretim olanag saglar - Yaygin olmayist

- Et maliyeti/ agirlik kayb1 azalir

- Islem sonrasi kontaminasyon riski
azalir

- Uretilen iiriinlerde cesitlilik saglar

- Porsiyon kontroliinii arttirir

Pisirilen {iriinlerin kabul edilebilirligini siirlayan faktorler uygulanan sicaklik-siire,
depolama kosullarina bagli olarak duyusal 6zelliklerinin azalmasi ve mikrobiyel
gelismedir (El-Ansari ve Bekhit, 2014). Ancak hijyen, isleme kosullar1 ve depolama
kosullaria dikkat edilirse SV pisirme giivenilir bir yontemdir. Ayrica mikrobiyel
risklerden uzak durmak ve kimyasal degisimleri geciktirmek i¢in bu yontemde
baharat ve esansiyel yaglarla farkli kombinasyonlar olusturulmaya c¢alisilmistir.
Ozellikle sentetik antioksidanlarm toksikolojik etkilerinden dolayi, son yillarda
fenolikler bakimindan zengin olan dogal antioksidanlara yonelim vardir (Friedman
ve ark., 2002; Karre ve ark., 2013; Krishnan ve ark., 2014; Shah ve ark., 2014). Bu
dogal antioksidanlar bitkilerin yaprak, kok, govde, meyve, tohum ve kabuk gibi
farkli kisimlarindan solvent ve ekstraksiyon yontemleriyle hazirlanabilir (Shah ve

ark., 2014).

Depolama sicakligr arttikca geleneksel ve sous vide pisirilen iirlinlerin arasinda
goreceli olarak duyusal kalite degisimleri arasindaki fark artar (Jang ve Lee, 2005).
Ayrica mikrobiyel ve fiziksel kalitesindeki degisim hizlanir (Paik ve ark., 2006).
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Sous vide paketli triinler geleneksel yontemle pisirilen iirlinlere gore duyusal

kalitede tstiinliik saglar (Jang ve Lee, 2005).

2.4.2. Sous vide iiriinlerin raf 6mrii ve raf 6mriinii arttirma iizerine yapilan

calismalar

Sous vide {irlinlerinin raf dmrii sicaklik-siire ve lirline bagli olarak 5 ile 42 giin
arasinda degismektedir (Hui ve ark., 2004). Duyusal kalite bakimindan raf omri
mikrobiyel kalite bakimindan olan raf omriine gore daha kisadir ve depolamanin
daha erken safhalarinda mezofilik, psikrotrofik aerobik bakteri ve trimetilamin
nitrojen (TMA-N) degerleri sinirlarini agsmamis olmasina karsin duyusal testlerden

diisiik puan alabilir (Jang ve Lee, 2005; Cosansu ve ark., 2011).

Mol ve ark. (2012) 70°C’de 10 dakika sous vide pisirdikleri mezgit baliginda farkli
sicakliklarda (4°C ve 12°C) depolamanin raf dmriine etkisini arastirdiklar1 ¢alismada;
baligin lipit, protein ve nem iceriginin sous vide pisirmeden sonra istatistiksel olarak
farklilik gosterdigini belirtmis, kiil ve karbonhidrat igeriginde ise ayni egilim
gozlenmemistir. Ayrica ¢ig balikta 11,64 mg/100 g olan TVB-N degeri sous vide
pisirmeden sonra 9,62 mg/100 degerine diismiistiir. Ancak 30 mg/100 g olan smir
degerini 12°C ve 4°C’de sirasiyla 18 ve 42. giinde astign gorilmiistiir. Kisa raf
omriine sahip olan mezgit baliginin raf 6mrii 70°C’de 10 dakika sous vide pisirme ile
her iki depolama sicakliginda da artis gostermistir. 12°C’de psikrotrofik bakteri tiirii
sinir degeri 15.giinden sonra ve mezofilik aerobik bakteri ve TMA-N degeri sinir
degeri 21. giinden sonra agmistir. 4°C’de ise duyusal degerlendirme, mezofilik ve
psikrotrofik bakteri yiikii dikkate alindiginda baligin raf 6mrii 35 giin olarak
belirtilmistir.

Geleneksel ve sous vide pisirilen ve farkli siirelerde depolanan sigir etinin raf
Oomriinlin izlendigi bir calismada (Jang ve Lee, 2005); geleneksel pisirilen et
tirtinlinde raf émrii 20, 10 ve 3°C’de depolamada sirasiyla 7, 11 ve 26 giin olarak
bulunmustur. Sous vide triinlerinde mikrobiyel gelisim bakimindan 3 ve 10°C’de

depolanan iiriinlerde raf omrii 40 giinden daha fazla iken 20°C’de depolanan
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iirtinlerde mikrobiyel gelisim 9. giinde baslamistir. Geleneksel pisirilen 6rneklerde
duyusal kalite bakimindan 3 ve 10°C’de sirasiyla raf omrii 7 ve 3 giin iken sous vide
yontemiyle pisirilen orneklerde 12 gilinden fazladir. Buna gore, degerlendirilen
depolama sicakliklarinda sous vide paketlemenin mikrobiyel, fiziksel ve duyusal
degradasyon bakimindan iirlinii korumada etkili bir yontem oldugu bildirilmistir

(Jang ve Lee, 2005).

Ayni aragtirmacilar tarafindan gergeklestirilen baska bir calismada (Jang ve ark.,
2006) ise sigir etinde sirke ve sakenin birlikte kullanimiin tek tek eklenmesine
nazaran raf Omrini arttirmada daha 1yi alternatif olabilecegi belirtilmistir.
Depolamadan 6nce higbir sey eklenmemis olan sigir etlerinde duyusal kalite daha
yiiksek bulunmustur ve iirlinlerde tek olarak sirke ve sake kullanip kullanilmamasina
bakilmaksizin duyusal kalite 8°C’da 10 giinliik siire zarfinda azalmistir (Jang ve ark.,

2006).

Simpson ve ark. (1995) spagetti ve et soslu iirlinlere Clostridium botulinum A ve B
inokiile ettikten sonra sous vide yontemi ile pisirmislerdir. Pisirme islemi 75°C 36
dakika uygulandiktan sonra Ornekler 15°C’de depolanmistir. Toksin 5,5’ten daha
yiiksek pH degerine sahip oOrneklerde 14-21 giinden sonra, pH degeri 5,25 olan
orneklerde 35 giinden sonra tespit edilmigtir. 15°C’de 42 giin depolama boyunca pH
degeri 5,25’ten kiigiik olan 6rneklerde ise toksin belirlenmemistir. Ardindan pH 5,5
olan orneklerde %1-3(w/w) tuz konsantrasyonunun giivenlik iizerindeki etkileri
sonraki c¢alismalar da degerlendirilmistir. Calismada pH azaldik¢a ve tuz

konsantrasyonu %1,5 ve iizeri oldugunda toksin iiretimi engellenmistir.

2.4.3. Sous vide pisirmenin gidalarin besin degerine etkisi

Insan saglig1 ve gelisiminde nemli rol oynayan et ve et iiriinleri; dengeli beslenmede
yiiksek biyolojik degere sahip onemli bilesenlerdir (Pereira ve Vicente, 2013). Uzun
siire yiiksek 1siya maruz birakilan etlerde polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH),
heterosiklik amin (HA) ve akrilamid gibi bilesiklerin olusmasi ile et kalitesi olumsuz

etkilenmektedir (Babiir ve Kayaalp, 2015).
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Kirmizi et, kanatl eti ve balik etlerinin yiiksek sicakliklarda pisirilmesi sonucu ng/g
diizeyinde heterosiklik aminler (HA) olusur. Bunlar pisirilmis etlerde
mutajenik/kanserojenik etki gdsterir. Bu yiizden HA’lerin olusumunu 6nlemek igin
1zgara, kizartma gibi islemlerden ziyade bugulama, haslama gibi pisirme
uygulamalar1 6nerilir (Cicek ve Bulgan, 2013). Bu nedenle insan beslenmesinde
onemli yere sahip et tirlinlerinin besinsel igeriginden maksimum yararlanabilmek icin
daha uygun pisirmek ve depolamak gerekir. Etlerin pisirilmesinde bu bakimdan SV

pisirmede iyi birer alternatif olabilir.

Sigir eti lizerine yapilan bir ¢alismada (Oz ve Zikirov, 2015) SV pisirme, kaynatma
ve kizartmanin farkli sicakliklarda ve siirelerde farkli 10 yontem ile heterosiklik
aromatik amin (HCA) olusumu gozlemlenmistir. Kizartmada HCA miktar1 daha
yiksek bulunur iken en diisik HCA degerini 75-85°C’de 120 dk SV pisirme ve
haglama (<100°C-42 dk) yontemi gostermistir. Sicaklik degismeden pisirme
stiresinin artmasi ise SV yonteminde HCA miktarini yiikseltmistir (Oz ve Zikirov,

2015).

Diger bir calismada (Zikirov, 2014) ise SV yonteminin HCA olusumu bakimindan
giivenilir bir pisirme yontemi oldugundan bahsedilmis ve bu yontem ile uzun siire
pisirilen etlerde dahi HCA’larin ¢ok diisiik seviyelerde oldugu belirtilmistir. Toplam
HCA igerigi 0,036-0,123 ng/g bulunmus ve ayni sicaklikta siirenin uzamasiyla

miktar yiikselmistir.

Rinaldi ve ark. (2014) tarafindan yiiriitilen ¢alismada sigir eti 75°C ve 100°C SV
yontemi ile pisirilmistir. Kaynatmaya kiyasla daha yiiksek B; vitamin muhafazasi
gosteren SV pisirmede 2 sicaklik degerinde de B; vitamini muhafaza degerleri
benzer bulunurken By, vitamini muhafazasinda 75°C’de uygulanan SV yontemi daha
iyi deger gdstermistir. Calismada bunun nedeni pisirme scakliginin diisiik olmasina
ve su igeriginin yiiksek olmasina baglanmistir. Bu sonuca gore; kisa siirede yiiksek
sicaklikta SV pisirmenin ette uygulanabilirligini B, muhafazasi sinirlamustir.

Baz1 sebzelerde 1 dakikalik 1s1 uygulamasi bile énemli derecede toplam fenolik

bilesenlerin degerini azaltabilir (Ismail ve ark., 2004). Sebzeler farkli antioksidan
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bilesenleri (a-tokoferol, B-tokoferol, vitamin C, selenyum yada fenolik bilesenler
gibi) ile farkli antioksidan aktivitesi gosterebilir ve pisirme boyunca besinsel

kayiplar1 da tirline gore degisebilir (Ismail ve ark, 2004; Baardseth ve ark, 2010).

Iborra-Bernad ve ark. (2014) calismalarinda; geleneksel ve SV yontemleriyle
pisirilen kirmizi lahananin antosiyanin igeriklerini karsilastirmis ve geleneksel
yontemde antosiyanin kaybi SV yonteminde meydana gelen kaybin iki kati

bulunmustur.

Werlein (1998) geleneksel ve sous vide pisirilen havuglarin kalitelerini kiyasladigi
calismada; geleneksel yontemle pisirilen havuglarda sukroz, fruktoz ve glikozda
onemli azalma meydana gelmistir. Sukroz igerigi %67 azalirken sous vide
iirinlerinde aksine hem isleme ve depolama boyunca hemde tekrar 1sitmadan sonra
seker icerigi onemli azalis gostermemistir. Ayrica havugta bu yontem geleneksel
yonteme gore daha yiiksek serbest radikal yakalama etkisi gostermistir (Patras ve

ark, 2010).

2.4.4. Sous vide pisirmenin kimyasal ve mikrobiyolojik ozellikleri

Sous vide pisirilmis ve 3 farkli sicaklikta depolanmis (3°C, 10°C ve 20°C) sigir
etindeki pH degeri sabit kalmistir. Buna karsin geleneksel yontemle pisirilen sigir
etinde pH degeri azalmistir. Geleneksel yontemle pisirilen ve 3°C’de depolanan sigir
etinde 8. giinden sonra anaerobik ve 10. giinden sonra aerobik mikrobiyel gelisim

baslamistir (Jang ve Lee, 2005).

Pisirme sicakligi, paketleme metodu, depolama sicakligi ve depolama periyodu
mikroorganizmalarin gelisimini etkiler. Ayrica sous vide pisirmede depolama
sicakligr yiikseldikge mikrobiyel say1 artacak ve daha hizli gelisim gosterecektir
(Wang ve ark., 2004).

Sous vide pisirme mikrobiyel gelisimini azaltmasina ragmen maya gelisimini

anaerobik kosullarindan dolay: arttirabilir. Bunun yani sira pisirme suyunun ve
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depolama sicaklig1r sous vide iiriinleri i¢in anaerobik bakteri gelisiminde kritik

degerlerdir (Wang ve ark, 2004).

Nyati ve ark. (2000) SV pisirilen et tiriinlerinin 3°C ve 8°C’de 5 haftalik depolama
boyunca mikrobiyolojik ve orgonoleptik kalitelerini incelemistir. Baslangicta <107
kob/g olan B. cereus sayis1 4 hafta sonunda 3x10* kob/g diizeyine ulagmistir. SV
(70°C) pisirilen tavuk gogiis etinde ise toplam aerobik bakteri baslangi¢ yiikii 2x10*
kob/g, 3°C depolamada 5.haftada 6x10' kob/g iken 8°C depolamada 4. haftada 9x10°
kob/g olmustur.

Sous vide yontemi gidanin hava ile temasimi kestigi i¢in anerobik ve fakiiltatif
anaerob bakteriler i¢in ve 1s1l islemden sonra soguk depolama gergeklestirildiginden

psiktotrofik bakteriler i¢in uygun bir ortam saglayabilir.

Sous vide Triinleri vakum paketlendikten sonra genellikle %]1-5 arasinda oksijen
paketin icerisinde mevcuttur. Bu fakiiltatif anaerob bakterilerin gelismesine sebep
olabilir. Fakiiltatif anaerob bakteriler mevcut oksijeni kullanirlar ve oksijen
tilkkendikten sonra ortam anaerob bakteriler i¢in uygun hale gelir. Bu nedenle
gelisebilen ¢ofu patojen bakteri anaerob ve fakiiltatif anaerob karakterdedir. L.
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Lactobacillus spp., Clostridium spp. ve

Salmonella spp., Bacillus spp. 6rnek verilebilir (Schellekens ve Martens, 1993).

2.5. Sous Vide Uriinlerinde Dogal Antimikrobiyel Maddelerin Kullanim

Et ve et iriinlerinde bitkisel ve ekstraktlarin antioksidan ve/veya antimikrobiyel
potansiyeli lizerine ¢alismalar yapilmistir (Jang ve ark., 2006; Shah ve ark., 2014).
Ozellikle sentetik antioksidanlarm toksikolojik etkilerinden dolayi, son yillarda
fenolikler bakimindan zengin olan dogal antioksidanlara yonelim vardir (Friedman

ve ark., 2002; Karre ve ark., 2013; Krishnan ve ark., 2014; Shah ve ark., 2014).

Et ve et iriinlerinde bitki ekstraktlarinin kullanimi duyusal ve besinsel kaliteyi

gelistirir (Shah ve ark., 2014). Ancak bazi bitkisel ekstraktlar duyusal 6zellikleri
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olumsuz etkileyeceginden etkin konsantrasyonda kullanimlar1 miimkiin olmayabilir
(Jang ve ark., 2006). Bu durumda antimikrobiyel 6zellige sahip bitkisel ekstraktlarin
sous vide pisirme yontemi ile birlikte uygulanmasi daha etkin ve nitelikli {irtinler

elde edilmesine olanak saglayabilir.

Jang ve ark. (2006) Kore’de populer bir yemek olan soya sosu ile hazirlanan sigir
etini On islemlerden gecirdikten sonra sirke ve sake ekleyerek sous vide yontemiyle
pisirmigler ve iki farkli sicaklikta depolanmislardir. Sirke ve sakenin her iki
depolama sicakliginda da (8°C ve 20°C) mikrobiyel gelisimi kontrol altina almada
etkili oldugunu belirtmislerdir. Sirke ve sakenin birlikte kullanimi ise daha etkili

bulunmustur.

Ayni {iriin lizerine yapilan diger bir calismada ise Paik ve ark. (2006) depolama
siiresince nisinin etkisini incelemistir. Beklenildigi tizere nisin mikrobiyel gelisimi ve
bozulmay1 ertelemistir. Mezofilik bakteri sayis1 depolama sicakligina ve {irliniin
baslangic mikrobiyel yiikiine bagli olarak artmistir. Nisinin etkisi nispeten yiiksek
sicaklikta (25°C) depolanan iiriinde bile acgik bir sekilde gozlenmistir. Nisin
eklenmeyen Orneklerde ise anaerobik mikroorganizmalarin sayisi artmistir. Ayrica
4°C’de depolanan Orneklere gore mikrobiyel ve fiziksel karakteristikler daha hizli
degismistir. Sous vide pisirilen iirlinde nisinin etkisi mikrobiyel gelisimi, bozulmay1

ve Orneklerdeki renk ve tekstiir degisimlerini etkilemistir.

Sous vide paketlenmis palamutlarin duyusal, biyokimyasal ve mikrobiyel kalitesi
tizerinde limon suyunun etkilerinin aragtirildigi bir calismada ise Cosansu ve ark.
(2011); yiizeyine limon suyu uygulanan palamutlarda (LSV) kabul edilebilirligin
uygulanmayanlara gore 2 hafta arttirdigini belirtmistir. Bu uygulamayla birlikte
psikrotrofik aerobik bakterilerin gelisimi ertelenmis ve daha az mikrobiyel yiik
gostermistir. Limon suyu uygulanan SV Orneklerinde pH degerleri 63 giinliik
depolama boyunca 4,71-5,14 arasinda degismis ve gidalar1 korumada etkili olan 5,7 -
degerinin altinda seyretmistir. Toplam ucucu bazik azot (TVB-N) degerleri ise 42
giinlik depolamada kontrol O6rneklerinde 9,83-47,72 arasinda deger gosterir iken
LSV’de 11,00-59,29 arasinda 63 giinliik depolamada gostermistir. TVB-N’de kabul
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edilebilir 30 mg/100g degerini kontrol ve LSV ornekleri sirasiyla 35 giin ve 49.
glinde agsmistir. Bu uygulamanin raf dmriinti arttirmada ucuz ve karmasik olmayan

bir uygulama oldugu belirtilmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilan ticari zeytin yapragi sivi ekstresi Taris Zeytin A.S.’den temin

edilmistir. Kullanilan dana kiyma ise yerel bir kasaptan alinmistir.

ZYE’nin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesi amaciyla disk diflizyon
yonteminde kullanilan Bacillus cereus, Esherichia coli O157:H7, Esherichia coli
Biyotip 1, Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella Typhimurium,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (ATCC 7644) kiiltiirleri Sakarya
Universitesi  Miihendislik  Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii ~ kiiltiir

koleksiyonundan temin edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan ara¢-gerecler

Calismada kullanilan baslica ekipmanlar, Polyscience Sous Vide Pro.CREATIVE
Series, KIT (Included Tank & Lid Serial No: R11253547), Elektrola Sous Vide
Vakum Torbasi (15 cm x 20 cm), Hettich Universal 320R sogutmali santrifiij, JSR
JSSB-30T su banyosu, IKA MS3 Basic vortex, IKA C-MAG-HS7 1siticil1 manyetik
karistirici, Eppendorf Research plus mikropipet, AND GR-200 hassas terazi ve
AQUALAB su aktivitesi 6l¢iim cihazi (Model Series 3, Decagon Devices, Pullman,
WA) dir.
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3.2.2. Antimikrobiyel aktivite tayini

Antimikrobiyel aktivite tayini i¢in disk difiizyon yontemi uygulanmistir (Bauer ve
ark, 1966). Arastirmada kiiltiir koleksiyonundan temin edilen bakterilerin (Bacillus
cereus, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli Biyotip 1, Salmonella Enteritidis
ATCC 13076, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ATCC 7644) analiz gerceklestirilmeden once saflik kontrolleri
yapilmig ve biyokimyasal testlerle dogrulanmistir. Calismada kullanilan bakteri

kiiltiirlerine %15 (v/v) gliserol ilave edilerek -20°C’de muhafaza edilmistir.

Bakteri kiiltiirleri %0,6 oraninda maya ekstrakti ilave edimis Tryptic Soy Broth
(TSBYE, Merck) besiyerine %1 oraninda asilanmis, ardindan L. monocytogenes
30°C’de, diger bakteriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Ayni islem bir kez daha
tekrarlandiktan sonra elde edilen aktif kiiltiirden %0,6 oraninda maya ekstrakt1 ilave
edilmis Tryptic Soy Agar (TSAYE, Merck) besiyerine 50 pl aktarilip drigalski
spatiilii ile yayilmistir. Antimikrobiyel aktivite testinde kullanilacak ZYE ¢ozeltisi
dimetil stilfoksit (DMSO) ve saf su kullanilarak iki sekilde ve 6 farkh
konsantrasyonda (%5, 10, 20, 30, 40, 50) hazirlanmistir. Altt mm capindaki steril
kagit diskler aktif bakteri kiiltiirii yayillmis TSAYE besiyeri {lizerinde belirli
araliklarla yerlestirilmis ve disklere 50’ser ul yukarida anlatildigr sekilde hazirlanan
ZYE c¢ozeltisi aktarilmigtir. Kontrol diskine saf su ile seyreltilenler i¢in yine ayni
miktarda su ve DMS-O ile seyreltilenler i¢in ise DMSO aktarilmistir. L.
monocytogenes inokiile edilmis petri kutular1 30°C’de 24-48 saat, digerleri 37°C’de
18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 7 mm veya daha genis
olan zon caplar cetvelle dlciilerek kaydedilmistir. Antimikrobiyel aktivite testleri iki

paralelli yapilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmistir.

3.2.3. Listeria monocytogenes inokiilumunun hazirlanmasi

L. monocytogenes kiiltiirii 5 mI’lik TSBYE’e 100 pl aktarilarak 30°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ayni islem bu sefer aktiflestirilmis kiltiirden 5 ml’lik
TSBYE’e 100 pl aktarilarak tekrarlanmustir. iki kez aktiflestirilen kiiltiirden
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inokiilasyonda kullanilacak TSBYE’e %] oraninda agilanarak 30°C’de 18-24 saat

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyonun ardindan L. monocytogenes kiiltiirii 4°C’de 4000 devir/dakika hizda
10 dakika santrifiijlendikten sonra supernatant uzaklastirilmistir. Peletin {izerine steril
peptonlu su ilave edilerek karistirilmis ve tekrar santrifiijlenmistir. Ayn1 islem bir kez
daha tekrar edilerek besiyeri kalintilar1 tamamen uzaklagtirilmistir. Son olarak peletin
tizerine steril peptonlu su ilave edilerek orjinal hacme tamamlanmis ve inokiilum

kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.4. In vitro kosullarda zeytin yapragi ekstraktinin L. monocytogenes iizerine

etkisinin belirlenmesi

In vitro kosullarda ZYE’nin L. monocytogenes tizerine etkisinin belirlenmesi i¢in
gerceklestirilen denemeler Skandamis ve ark. (2008)’e gore yapilmistir. Bu amagla
yaklagik 107-10* kob/ml olacak sekilde i¢inde 9 ml TSBYE bulunan tiiplere 3.2.3’te
anlatildig1 sekilde hazirlanan L. monocytogenes inokiiliimiindan 1 ml ilave edilmistir.
ZYE’den besiyerinde son konsantrasyon %0,5 ve %1 olacak sekilde ilave edilmis,
kontrol tiiplerine ise ayni miktarda steril saf su ilave edilip karistirilmistir. Tiipler
sicakligt 55°C ayarlanmis sous vide cihazina sicaklik 55°C’ye ulastiktan sonra
yerlestirilmistir. Cihazdaki su seviyesinin tiiplerdeki besiyeri seviyesinden 4 cm daha
yiiksek olmasina dikkat edilmistir. Isil islem siiresince 3-5 dakikada bir tiipler
calkalanmistir. 55°C’de 1s1] islem siiresince 15. ve 30. dakikalarda alinan tiipler hizla
sogutulmus ve ekim yapilmak {izere seri diliisyonlar hazirlanmistir. Ayni iglemler
60°C icin 10 ve 20 dakikalik siirelerde ve 65°C i¢in ise 2,5; 5 ve 7,5 dakikalik siireler
sonunda Ornekleme yapilmistir. Her bir 6rnekleme zamaninda 3 paralel tiip sayim

i¢cin kullanilmis ve denemeler iki tekerriir olacak sekilde gergeklestirilmistir.



26

3.2.5. Kiyma orneklerinin hazirlanmasi ve inokiilasyonu

Denemede kullanilan kiyma soguk kosullarda laboratuvara getirilmis, kullanilana
kadar derin dondurucuda muhafaza edilmis ve kullanimdan Once bir gece

buzdolabinda bekletilerek ¢oziindiirilmiistiir.

(Coziindiriilen kiyyma mikrobiyolojik analizler (TPAB, TMAB, maya-kiif ve koliform
sayimlart) ve sicaklik kontrolii i¢in belli miktar ayrildiktan sonra 2 gruba ayrilmistir.
Zeytin yapragi ekstraktnin ilave edilecegi gruba 107-10° kob/g olacak sekilde L.
monocytogenes inokiile edildikten sonra kiymada %1 oraninda (v/w) ZYE olacak
sekilde saf su ile seyreltilen ekstrakt ilave edilmistir. Kontrol grubuna ise 10’-10®
kob/g diizeyinde L. monocytogenes ilave edildikten sonra ZYE yerine ayn1 kosullari
saglamasi i¢cin ayni miktarda steril saf su ilave edilmistir. Kiyma Ornekleri L.
monocytogenes ve ZYE’nin homojen dagilmasit icin yaklastk 3 dakika
yogurulmustur. Sonrasinda 8,5 cm capinda, 1 cm derinligindeki cam petriler kalip
olarak kullanilmak suretiyle 25-30 g’lik porsiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan
ornekler yiiksek sicakliga dayanikli posetlerin igerisine konularak %99 oraninda

uygulanarak paketlenmistir.
3.2.6. Kiyma orneklerinin sous vide yontemi ile pisirilmesi

Sekil verilip vakum paketlenen kiyma ornekleri 1sil isleme tabi tutulmadan yarim
saat Oncesinde sous vide cihazi ¢alistirilarak hedef sicakliklara (55°C, 60°C ve 65°C)
ulasmas1 beklenmistir. Istenilen sicakhiga ulastiginda ornekler sabit sicaklikta ve
sirkiilasyonlu sous vide cihazinin igerisine birakilarak 55°C’de 15 ve 30 dk; 60°C’de
10 ve 20 dk; 65°C’de ise 2,5, 5 ve 7,5 dk pisirilmistir. Belirtilen sicakliklarda baz
alman siireler kiyma 6rneklerinin i¢ sicakliginin ulastigr an degil sous vide cihazina
konuldugu an itibariyle baslatilmistir. Ornekleme zamanlarinda her gruptan 2’ser
ornek alinarak sicakligi 0°C olan buzlu su igerisinde orneklerin i¢ sicakligi 4°C’ye

ulasana kadar tutulmustur.
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3.2.7. Mikrobiyolojik analizler

3.2.7.1. Hammaddede yapilan mikrobiyolojik analizler

Denemelerde kullanilan kiymanin mikrobiyolojik kalitesini belirlemek amaciyla
Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri (TMAB), Toplam Psikrofilik Aerobik Bakteri
(TPAB), toplam maya-kiif ve toplam koliform sayimi yapilmistir (Halkman, 2005).
Bu amagla 10 g kiyma 6rnegi aseptik kosullarda tartilmig, 90 ml steril Maximum
Recovery Diluent (MRD; 1g/L pepton;8,5 g/L NaCl) ilave edilerek homojenize

edilmis ve yine MRD kullanilarak diliisyonlar hazirlanmstir.

TMAB saymmu i¢in uygun diliisyonlardan Plate Count Agar (PCA, Merck) besiyerine
ekim yapilmis ve petriler 30°C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. TPAB sayimi
icin PCA besiyerine ekim yapilmis ve petriler 6+2°C’de 7-10 giin siire ile inkiibe
edilmistir. Toplam maya-kiif sayimi i¢in Potato Dextrose Agar (PDA, Merck)
besiyerine ekim yapilmis ve 30°C’de 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
tamamlandiginda olusan koloniler sayilmis ve sonuglar kob/g olarak ifade edilmistir.
Toplam koliform saymimi ise EMS yontemiyle gerceklestirilmis olup uygun
diliisyonlardan Lauryl Sulphate Tryptose (LST, Merck) Broth besiyerine 3’lii tiip
sistemine gore 1’er ml aktarilmis ve tiipler 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda gaz olusumu goriilen tiipler pozitif olarak degerlendirilerek
EMS tablosundan toplam koliform sayisi hesaplanmis ve EMS/g olarak ifade

edilmistir.

3.2.7.2. Listeria monocytogenes sayimi

In vitro kosullarda ZYE’nin 1s1l islem sirasinda L. monocytogenes tizerine etkisini
belirlemek amaciyla yapilan denemelerde 1s1l islem sonrast hizla sogutulan TSBYE
tiiplerindeki L. monocytogenes sayisini belirlemek amaciyla MRD ile seri diliisyonlar
hazirlanmis ve uygun diliisyonlardan TSAYE besiyerine yayma kiiltliir yontemi ile

ekim yapilmistir. Petri kutular1 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmis ve
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inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmis ve sonuglar kob/ml olarak ifade

edilmistir.

Kiyma orneklerinde ise L. monocytogenes saymm Miller ve ark. (2010)’a gore
yapilmistir. Sous vide pisirme islemi sonrasinda sogutulan kiyma 6rneginden 10’ar g
tartilarak stomacher posetine aktarilmistir. Uzerine 90 ml MRD ilave edilip
homojenize edilmis ve yine MRD ile seri dillisyonlar hazirlanmistir. Uygun
diliisyonlardan TSAYE besiyerine 0,1 ml aktarilarak drigalski spatiilii ile yayilmis ve
petri kutular1 3 saat siireyle oda sicakliginda (~25 °C) inkiibe edilmistir. Ug saatlik
inkiibasyonun ardindan TSAYE {izerine 45°C sicakliktaki Palcam Agar besiyerinden
10 ml aktarilmis ve TSAYE besiyerinin iizerini tamamen kaplamasi saglanmaistir.
Palcam Agar katilastiktan sonra petri kutular1 30°C°de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun sonunda TSAYE ve Palcam Agar arasinda olusan zeytin yesil-gri
renkli siyah zonlu koloniler L. monocytogenes olarak sayilmis, sonuclar kob/g olarak

ifade edilmistir.

3.2.8. Su aktivitesi ol¢iimii

Kiyma orneklerinin su aktivitesi degerleri Aqualab su aktivitesi 6l¢lim cihazi (Model

Series 3, Decagon Devices, Pullman, WA) ile belirlenmistir.
3.2.9. istatistik degerlendirme
Mikrobiyolojik analiz sonuclarma iliskin veriler logaritmik degerlere ¢evrildikten

sonra SPSS 20.0 paket programu ile varyans analizi yapilmisg, gruplar aras1 farkliliklar

bagimsiz t testi ve Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ile belirlenmistir (0=0,05).



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Disk Difiizyon Yontemiyle Antimikrobiyel Aktivite Tayini Sonuclar:

Su ve DMS-O ile seyreltilen zeytin yapragi ekstraktinin farkli patojen bakterilere
kars1 antimikrobiyel etkisini belirlemek i¢in gerceklestirilen disk difiizyon testinde

elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Zeytin yaprag: ekstraktinin DMS-O ve su ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ZYE’nin patojen
bakterilere kars1 antimikrobiyel aktivitesini gosteren disk difiizyon testi sonuglar: (mm)

Bakteriler %S5 %10 %20 %30 %40 %50

DMS-O ile hazirlanan

B. cereus - - - 7,00 8,50 9,00
E. coli O157:H7 - - - - 7,75 9,00
E. coli Biyotip 1 - - - - 8,00 8,50
S. Enteritidis - - - 8,00 8,50 9,33
S. Typhimurium - - - - 7,50 8,00
S. aureus - - - 10,25 12,67 13,67
L. monocytogenes - - - 8,17 10,67 14,00

Su ile hazirlanan

B. cereus - - - - 7,75 8,00
E. coli O157:H7 - - - 7,50 7,50 7,67
E. coli Biyotip 1 - - - 7,33 7,33 7,33
S. Enteritidis - - - 7,00 7,33 7,50
S. Typhimirium - - - 7,00 7,50 8,00
S. aureus - - - 8,75 10,50 11,50

L. monocytogenes - - 7,83 10,33 11,83 12,67
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Calismada DMS-O ile seyreltilen zeytin yapragir ekstraktinin %40 ve %50
konsantrasyonlarinda test edilen tim bakterilere karst 7,50-14,00 mm araliginda
inhibisyon zonu olugmustur. Buna karsin %30 konsantrasyondaki ZYE B. cereus, S.
Enteritidis, S. aureus ve L. monocytogenes’e kars1 inhibitor etki gdstermistir. DMS-O
ile hazirlanan %5, %10 ve %20 konsantrasyondaki ZYE test edilen bakteri

kiltiirlerinin hi¢ birine kars1 inhibisyon zonu olusturmamuistir.

Calismada tirtine eklenecek ZYE su ile hazirlanacagindan disk diflizyon testi steril
saf su ile tekrarlanmistir. Su ile seyreltilen zeytin yapragi ekstraktinin %30, %40 ve
%50 konsantrasyonlarinda, ¢alisilan bakterilere karsin olusan inhibisyon zon gaplari
Olciilebilmistir. Ayrica ¢alisilan bu bakterilerden ZYE’na karsi en hassas bakteriler S.
aureus ve L. monocytogenes olarak belirlenmistir. L. monocytogenes disk difiizyon

yonteminde 7,83-12,67 mm araliginda zon ¢api1 olusturmustur.

4.2. Zeytin Yaprag Ekstrakti Varhginda Isil Islemin In vitro Kosullarda L.

monocytogenes Uzerine EtKkisi

In vitro denemeleri sirasinda sicaklik kontrolii i¢in tutulan TSBYE besiyerinde belirli

araliklarla 6lgiilen sicaklik degerleri Tablo 4.2.”de belirtilmistir.

Tablo 4.2. In vitro denemelerinde sicaklik 6l¢iim sonuglari

Isil islem siiresi (dakika) 55°C 60°C 65°C
0.30 dk 51°C 48°C 50°C
1. dk 53°C 57°C 58.6°C
1.5. dk 54°C 58.2°C 61.9°C
2. dk 54.7°C 59.5°C 64.6°C
2.30. dk - 59.9°C 64.8°C

In vitro kosullarda TSBYE besiyerine %0, %0,5 ve %1 ZYE ilave edilerek 55°C’de
15 ve 30 dakika 1s1l islem uygulandiktan sonra elde edilen L. monocytogenes sayim

sonuclar1 Tablo 4.3.’te verilmistir.
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55°C’de 1s1l islem uygulanan in vitro denemede her 3 grupta da 1si1l islem siiresi
uzadikca L. monocytogenes sayist azalmis ve ZYE igeren TSBYE besiyerinde
kontrole kiyasla patojenin sayisinda daha fazla azalma meydana gelmistir. Istatistik
analiz sonuclarma gore %1 ZYE igeren 6rnek grubunda ilk 15 dakikada meydana

gelen azalma 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Tablo 4.3. TSBYE besiyerinde 55°C’de 1s1l islem uygulanan denemeye ait L. monocytogenes sayim sonuglari (log
kob/ml; ortalama + standart sapma)

Isil islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %0,5 ZYE %1 ZYE
0 8,09 +0,60 aA 7,79+0,58 aA 8,45+0,04 aA
15 7,78+0,12 aA 7,43£0,55 aA 7,75£0,07 bA
30 7,70£0,36 aA 6,9010,77 aA 7,6240,17 bA

(a-b) aym siitunda farkl kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).
(A-B) ayni satirda farkli biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir

(P<0,05).

55°C’de 1s1l islem uygulanan in vitro denemede farkli siirelerdeki L. monocytogenes
sayisinda azalma miktar1 (log kob/ml) Sekil 4.1.’de gdsterilmistir. Bu sicaklikta L.
monocytogenes’in 15. ve 30. dakikalarinda azalma miktarlar1 sirasiyla kontrol grubu
icin 0,30;0,39 log kob/ml, %0,5 ZYE igeren grup i¢in 0,37-0,90 log kob/ml ve %1
ZYE igeren grup i¢in 0,70 ve 0,84 log kob/ml’dir.

Genel olarak ZYE 55°C’de L. monocytogenes lizerinde inhibitor etki gostermistir.
Ozellikle %1 ZYE iceren grupta ilk 15 dakikada bu etki daha belirgindir.
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Isil islem siiresi (dakika)

Sekil 4.1. TSBYE besiyerinde 55°C’de 1s1l islem uygulanan L. monocytogenes kiiltiiriinde meydana gelen azalma
miktarlar1 (log kob/ml)

60°C’de 1s1l islem sonrasi L. monocytogenes sayim sonuglart ise Tablo 4.4.’te
gosterilmistir. Gruplar arasindaki fark 6nemli bulunmazken (P>0,05), her ti¢ grup
icin de 1s1l islem siliresi uzadik¢a patojenin sayisinda meydana gelen azalma

istatistiksel olarak 6nemli (P<0,05) bulunmustur.

Tablo 4.4. TSBYE besiyerinde 60°C’de 1s1l islem uygulanan denemeye ait L. monocytogenes sayim sonuglari (log
kob/ml; ortalama + standart sapma)

Isil islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %0,5 ZYE %1 ZYE
0 8,07£0,20 aA 8,07£0,30 aA 8,0940,23 aA
10 6,43£1,00 bA 5,89£1,20 bA 5,7410,36 bA
20 5,040,602 cA 4,64£0,21 cA 4,86£0,22 cA

(a-b) aymi siitunda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).
(A-B) aymi satirda farkli biiyiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak o6nemlidir

(P<0,05).

60°C’de 1s1l islem uygulanan in vitro denemede farkl siirelerdeki L. monocytogenes
azalma miktar1 (log kob/ml) Sekil 4.2.de gosterilmistir. L. monocytogenes azalma
miktarlar1 10. ve 20. dakikada sirasiyla kontrol grubu i¢in 2,24 ve 3,63 log kob/ml,
%0,5 ZYE igeren grup i¢in 2,78 ve 4,03 log kob/ml, %1 ZYE igeren grup i¢in ise
2,95 ve 3,83 log kob/ml olarak belirlenmistir. ZYE igeren gruptaki azalma kontrol
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grubuna gore daha fazla olsa da gruplar arasinda bu fark istatistiksel olarak onemli

bulunmamuistir (P>0,05).

4,50 ~

4,03 3.83 600C

4,00
3,50
3,00

2,50
H Kontrol (%0 ZYE)
2,00
H %0,5 ZYE
1,50
M %1 ZYE

Azalma (log kob/ml)

1,00
0,50

0,00

Isil islem siresi (dakika)

Sekil 4.2. TSBYE besiyerinde 60°C’de 1sil islem uygulanan L. monocytogenes Kkiiltirinde meydana
gelen azalma miktarlari (log kob/ml)

65°C’de 1s1l islem sonrast L. monocytogenes sayim sonuglari Tablo 4.5.’te
gosterilmistir. Tiim gruplarda 1s1l islem siiresi uzadikca meydana gelen azalma

miktart 6nemli (P<0,05) bulunmustur.

Tablo 4.5. TSBYE besiyerinde 65°C’de 1s1l islem uygulanan denemeye ait L. monocytogenes sayim sonuglari (log
kob/ml; ortalama + standart sapma)

Isil islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %0,5 ZYE %1 ZYE
0 8,04%0,10 aA 8,58%0,11 aA 8,0610,18 aA
2,5 6,4910,61 bA 6,05£0,66 bA 6,02+0,33 bA
5 3,14£0,90 cA 4,20+0,28 cB 4,40£0,14 beB
7,5 5,08%0,79 cA 4,10+0,27 cB 4,20£0,28 cB

(a-b) aym siitunda farkli kiiciik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).
(A-B) ayni satirda farkli biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak &nemlidir

(P<0,05).
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65°C’de 1s1l islem uygulanan in vitro denemede farkli siirelerdeki L. monocytogenes
azalma miktar1 (log kob/ml) Sekil 4.3.te gosterilmistir. Bu sicaklikta L.
monocytogenes azalma miktar1 kontrol grubu i¢in 2,14-3,56 log kob/ml, %0,5 ZYE
grubu icin 2,53-4,48 log kob/ml ve %1 ZYE grubu i¢in ise 2,63-4,46 log kob/ml

araligindadir.

2:22 4,38 426 4,48 4,46 650C
4,00
3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

H Kontrol (%0 ZYE)
H %0,5 ZYE

Azalma (log kob/ml)

i %1 ZYE

2,5 5 7,5

Isil islem stiresi (dakika)

Sekil 4.3. TSBYE besiyerinde 65°C’de 1s1l islem uygulanan L. monocytogenes kiiltiiriinde meydana gelen azalma
miktarlar1 (log kob/ml)

4.3. Sous Vide Yontemi ile Farkhh Sicakhiklarda Pisirilen Kiymada Zeytin

Yaprag Ekstraktinin L. monocytogenes Uzerine Etkisi

Sous vide pisirme uygulanmadan once dana kiymada mikrobiyolojik analizler
gerceklestirilmistir. Hammaddede gergeklestirilen bu analizlerde TMAB 6,61+0,29
log kob/g, TPAB 6,57+0,45 log kob/g, maya-kiif sayis1 3,94+0,70 log kob/g ve
koliform sayis1 4,64+0,35 log EMS/g olarak belirlenmistir.

4.3.1. Kiyma orneklerine ait L. monocytogenes sayim sonuglari

Sicaklik kontrolii amaciyla sous vide pisirilen kiyma Orneklerinin belirli siirelerde

Olciilen sicaklik degerleri Tablo 4.6.’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Sous vide pisirme uygulamada i¢ sicaklik dl¢tim sonuglari

55°C 60°C 65°C

15.dk 51.7°C 10.dk 524°C 2,5.dk 49.9°C

30.dk 53.7°C 20.dk 57.2°C 5.dk 554°C
7,5.dk 58.8°C

Sous vide pigsirmenin 55°C’de 15 ve 30 dakika uygulandigi caligmada L.

monocytogenes sayimm sonuglari Tablo 4.7.°de gosterilmistir. Bu sicaklikta kiyma

orneklerinde L. monocytogenes sayisi kontrol grubunda 7,96 log kob/g’dan 7,01 log

kob/g’a, %1 ZYE igeren grupta ise 7,75 log kob/g’dan 6,48 log kob/g’a diismiistiir.

55°C’de 15 dakika 1sil islem uygulanan Orneklerde gruplar arasindaki L.

monocytogenes sayist bakimindan gozlenen

bulunmustur (P<0,05).

fark istatistiksel olarak Onemli

Tablo 4.7. 55°C’de Sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes sayim sonuglari

Is1l islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %1 ZYE

0 7,96+0,42 aA 7,75+0,04 aA
15 7,5540,06 abA 7,16+0,14 bB
30 7,01+0,48 bA 6,48+0,25 cA

(a-b) aym siitunda farkli kiiciik harfle gosterilen ortalamalar
(P<0,05).
(A-B) ayni satirda farkli biiyik harfle gosterilen ortalamalar
(P<0,05).

arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir

arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir

Sous vide pisirilen kiymalarin farkl siirelerdeki L. monocytogenes azalma miktarlari

Sekil 4.4.’te gosterilmistir. Kiyma Orneklerinin bu sicaklikta 15 ve 30 dakika sous

vide pisirilmesiyle kontrol grubunda L. monocytogenes azalma miktari sirasiyla 0,41

ve 0,96 log kob/g’dir. ZYE iceren Ornek gruplari ise daha fazla diisiis gostererek
azalma miktarlar1 15. dakika icin 0,59 log kob/g ve 30. dakika i¢in 1,27 log kob/g

olmustur.
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Sekil 4.4. 55°C’de sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes azalma miktarlar: (log kob/g)

Sous vide pisirmenin 60°C’de 10 ve 20 dakika siireyle uygulandigi denemede elde
edilen sonuglar Tablo 4.8’de gosterilmistir. Bu sicaklikta kiyma 6rnekleri 20 dakika
pisirildiginde kontrol grubunda L. monocytogenes sayist 7,80 log kob/g’dan 5,01 log
kob/g diizeyine diiserken, %1 ZYE ilave edilmis 6rneklerde 7,85 log kob/g’dan 4,02
log kob/g diizeyine diismiistlir. Kontrol grubu ile ZYE ilave edilmis 6rnek grubu
arasindaki fark dnemli bulunmamistir (P>0,05). Buna karsin her iki 6rnek grubunda
da zamana bagh olarak meydana gelen azalma istatistiksel olarak Onemlidir

(P<0,05).

Tablo 4.8. 60°C’de Sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes sayim sonuglari

Is1l islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %1 ZYE
0.dk 7,80+0,10 aA 7,85+0,28 aA
10.dk 6,72+0,60 bA 6,65+0,43 bA
20.dk 5,01+0,22 cA 4,02+0,79 cA

(a-b) aymi siitunda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).
(A-B) aymi satirda farkli biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir

(P<0,05).
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60°C’de sous vide pisirilen kiyma 6rneklerinde farkli siirelerdeki L. monocytogenes
azalma miktar1 Sekil 4.5.°de gosterilmistir. Isil islemin 10. dakikasinda kontrol
orneklerinde L. monocytogenes azalma miktar1 1,08 log kob/g, 20. dakikada ise 2,79
log kob/g’dur. ZYE igeren 6rnek grubunun 10. ve 20. dakikada gosterdikleri azalma
miktarlari ise sirastyla 1,20 ve 3,83 log kob/g’dur.

:ZZ - 353 Kiyma /60°C
3,50
3,00
2,50
2,00 H %0 ZYE (kontrol)
M %1 ZYE

Azalma (log kob/g)

1,50 -
1,00
0,50

0,00

Isil islem siresi (dakika)

Sekil 4.5. 60°C’de sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes azalma miktarlar: (log kob/g)

Sous vide pisirmenin 65°C’de 2,5;5 ve 7,5 dakika uygulandigi ¢alismada elde edilen
L. monocytogenes sayim sonuclari Tablo 4.9.’da gosterilmistir. Bu sicaklikta
patojenin sayis1 kontrol grubunda 7,5 dakikada 7,76 log kob/g’dan 6,07 log kob/g’a,
ZYE ilave edilen grupta ise 7,75 log kob/g’dan 5,39 log kob/g’a diismiistiir. Her iki
grupta da 2,5 dakikadan sonra, meydana gelen azalma istatistiksel olarak onemli

(P<0,05) bulunmustur.
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Tablo 4.9. 65°C°de Sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes sayim sonuglari

Is1l islem siiresi (dakika) %0 ZYE (Kontrol) %1 ZYE

0.dk 7,76%0,14 aA 7,75+0,24 aA
2,5.dk 7,46%0,12 aA 7,44+0,32 aA
5.dk 6,75+0,52 bA 6,75+0,10 aA
7,5.dk 6,07£0,28 cA 5,39£1,20 bA

(a-b) aymi siitunda farkli kiigiik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).
(A-B) aymi satirda farkli biiylik harfle gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak Onemlidir
(P<0,05).

65°C’de 1s1l islem uygulanan sous vide pisirilen orneklerin farkli siirelerdeki L.
monocytogenes sayisinda azalma miktar1 Sekil 4.6.’da gosterilmistir. Her iki grupta
da 2,5 dakikalik siirede L. monocytogenes azalma miktarlar1 ayni olarak 0,30 log
kob/g degeri elde edilmistir. Kontrol grubunda 5 dakikada 1,02 log kob/g olan
azalma miktar1, 7,5 dakikada 1,69 log kob/g olmustur. ZYE grubunda ise 5. dakikada
azalma miktar1 kontrole benzer sekilde 1,00 log kob/g degerini gosterirken 7,5.

dakikada kontrole kiyasla 2,36 log kob/g degerini gostermistir.

2,50 -+ 2,36
’ ’ o
Kiyma / 65°C
2,00 -
o0
S~
Q0
¢ 1,50 -
oo
°
= B %0 ZYE (kontrol)
€ 1,00 -
® W %1 ZVE
<
050 1 030 0,30
0,00 -
2,5 5 7,5
Isil islem siiresi (dakika)

Sekil 4.6. 65°C’de sous vide pisirilen kiymalarin L. monocytogenes azalma miktarlari (log kob/g)
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Calismada hammadde olarak kullanilan kiyma Orneginin su aktivitesi (aw) degeri

0,967 olarak ol¢iilmiistiir. ZYE ilave edilen 6rnek gruplarinda su aktivitesi degerleri

kontrole kiyasla 55 ve 60°C’de degisim gostermemis ve sirasiyla 0,977 ve 0,974

bulunmus, 65°C’de ise kontrol grubu i¢in 0,974 olan aw degeri ZYE grubu i¢in 0,972

olarak belirlenmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Sous vide pisirilen (55, 60 ve 65°C) kiymalarin aw degerleri

Sicaklik Stire Kontrol ZYE(%]1)
0.dk 0,07620,005 0,97740,009
55°C 15.dk 0.974+0,001 0.972+0,003
30.dk 0,969-£0,008 0,972:£0,004
60°C 0.dk 0,9730,004 0,974:£0,002
10.dk 0,975:0,003 0,970:£0,006
20.dk 0,976:0,001 0,971:£0,003
65°C 0.dk 0,974+0,004 0.9720,003
2,5.dk 0,720,005 0,973+0,007
5.dk 0,97740,002 0.975£0,002
7,5.dk 0,97820,001 0,9740,003




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada ZYE’nin, L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Enteritidis, Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli Biyotip I ve
Bacillus cereus’a kars1 antimikrobiyel aktivitesi disk diflizyon yoOntemi ile
belirlenmistir. Disk difiizyon testi sonuglarina gore test edilen bakteriler i¢inde
ZYE’ye kars1 en hassas olanin L. monocytogenes oldugu belirlenmis ve ¢aligmanin
bundan sonraki asamalar1 bu bakteri ile gerceklestirilmistir. Bir sonraki asamada
ZYE (%0,5 ve %]l) ilave edilen TSBYE besiyerine 7-8 log kob/ml L. monocytogenes
inokiile edilmis ve farkli sicakliklarda (55, 60 ve 65°C) 1si1l islem uygulanmustir.
Calismanin son asamasinda ise 7-8 log kob/g diizeyinde L. monocytogenes inokiile
edilen kiymaya %1 oraninda ZYE ilave edildikten sonra ayni sicakliklarda 1s1l islem
uygulanmustir. Is1l islem sonrasinda L. monocytogenes sayimi yapilarak 1sil islem ve

ZYE’nin patojen iizerine etkisi arastirilmigtir.

Ulkemizde bolca bulunan zeytin ve zeytin iiriinleri antioksidan ve antimikrobiyel
Ozelliklerinden dolay1 insan beslenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Zeytinyagi
tiretiminde yan iiriin olan zeytin yaprag: gii¢lii antimikrobiyel etki gdstermektedir
(Markin ve ark., 2003; Pereira ve ark., 2007). Ancak belirli suslar zeytin yapragi ve
yagina karsi direng gostermekle birlikte genelde bu {iriinler Gram negatif ve Gram
pozitif bakterilere karsi potansiyel antimikrobiyel aktivite gostermektedir (Hussain

ve ark., 2014).

Bu calismada S. aureus ve L. monocytogenes ZYE’na karsi en hassas olan patojenler
olarak belirlenmistir. Benzer sekilde, Sudjana ve ark. (2009) tarafindan ticari
ZYE’nin antimikrobiyel aktivitesi iizerine yapilan bir ¢aligmada bes farkli bakteri (L.

monocytogenes, E. coli, S. aureus [metisiline hassas], S. aureus [metisiline direngli],
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Salmonella enteritica) arasinda ZYE’ye karsi en hassas olanin S. aureus oldugu

belirlenmistir.

Krishnan ve ark. (2014) taze tavuk etinin raf Omriini arttirmada baharat
ekstraktlarinin antimikrobiyel ve antioksidan etkileri iizerine yaptiklar1 ¢alismada,
Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere gore bu tiir ekstraktlara karsi daha
hassas oldugu gozlenmistir. Bu calismada da benzer bulgular elde edilmis olup, B.
cereus hari¢ diger iki Gram-pozitif bakterinin Salmonella ve E. coli serotiplerine
gore ZYE’ye daha fazla hassas oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1). Bilindigi iizere
ZYE’nda katesinler yer almaktadir (Benaventa-Garcia ve ark., 2000). Arakawa ve
ark. (2004) yesil cay ve siyah caydaki katesinlerin giiglii bakterisidal etki
gosterdiklerini  belirlemislerdir. Katesinler tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin
olusturdugu ve bu reaktif oksijen tiirlerinin bakterisidal etkide 6nemli role sahip
olduklar1 ortaya konmustur. Yesil cayda bulunan katesinlerin bakteri sitoplazma
membrani lizerine etkili olduklar1 ve sitoplazma membranina zarar vererek hiicre
iceriginin disar1 sizmasina yol agtiklari saptanmistir (Ikigai ve ark., 1993). Gram
negatif bakterilerin Gram pozitif bakterilere gore katesinlere daha direngli olmasi,
Gram negatif bakteri hiicre duvarinda bulunan dis membranin varligi ile
aciklanmaktadir. Buna gére Gram negatif hiicreler hiicre duvari disinda yer alan dis
membran sayesinde katesinlerin zararli etkilerinden korunmaktadir. Ikigai ve ark.
(1993) yesil caydan elde edilen epigallokatesin gallata S. aureus’un E. coli’den daha

duyarli oldugunu gostermislerdir.

L. monocytogenes’in 1s1l inaktivasyonu tlizerinde farkli sicakliklar (57,5; 60 ve 62,5
°C), farkli konsantrasyonlarda NaCl (%0-3 w/w) ve elma polifenoliiniin (APP) tek
basina ya da kombinasyonlarinin degerlendirildigi Juneja ve ark. (2013) tarafindan
yapilan ¢alismada; diisiik tuz seviyesi ve APP konsantrasyonu (%2,5 NaCl ve %0,5
APP) yiiksek antimikrobiyel aktivite gostermistir. NaCl patojenin 1s1l inaktivasyonun
tizerinde koruyucu etki gostermistir ve konsantrasyonunun artmasiyla D degeri
artmistir. S181r etine APP ilavesi ise tiim sicakliklarda D degerini diisiirerek patojenin
1s1l  direncini  azaltmistir. Bu eklentilerin %0, %1, %2 ve %?3’liikk APP

konsantrasyonlarinda D degerleri sirasiyla 57,5°C igin 9,23; 6,87; 5,90 ve 2,95
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dakika, 60°C icin 4,33; 3,72; 2,12 ve 1,53 dakika, 62,5°C i¢in elde edilen degerler ise
1,93; 1,61; 1,50 ve 1,46 dakika’dir. Goriildiigii gibi konsantrasyon arttikca D degeri
diismektedir. Ancak 1smin yiikselmesiyle birlikte her ne kadar yiiksek sicakliklarda
sicakligin etkisiyle hassasiyet daha fazla olsada D degerlerine bakildiginda

konsantrasyonlar arasindaki fark diisiik sicakliklarda daha belirgin olmaktadir.

Farkli bir ¢alismada (Grosulescu ve ark., 2011) ise sicaklik (56,3-60°C), sodyum
laktat (%0-4,8) ve sodyum diasetat (%0-2,5) ve pediosinin (0-10000 AU) 10" kob/g
L. monocytogenes iceren Bologna tipi sosiste etkileri degerlendirilmistir. Sodyum
laktat koruyucu etki gostermistir. Ayrica gesitli antimikrobiyel maddeler arasindaki
etkilesimler sicakliga bagli olarak sodyum laktat ve sodyum disetatin yiiksek
konsantrasyonlarinda degisiklik gostermistir. Pediosin ilavesi ise 5000 AU’ya kadar

olmak tizere 6zellikle diisiik konsantrasyonlarda daha etkili bulunmustur.

Grosulescu ve ark. (2011)’nin sonuglarina benzerlik gostererek bu calismada
uygulanan sicakliklar tek basma patojenin Olimiini hizlandirmigtir. Ancak ZYE
eklentisi yapildiginda hem sous vide hemde in vitro denemelerde istatistiksel olarak
onemli fark olusturmasa da bu 6liim siiresi hizlanarak kontrol grubuna kiyasla daha
etkin olmustur. Juneja ve ark. (2013)’de APP konsantrasyonun artmasiyla birlikte D
degeri diismiistiir. Bu da patojenin direncinin kirilmasinda ekstraktin ne kadar etkin
oldugunu gostermektedir. Bizim calismamizda gergeklestirilen sous vide pisirmede
%]1 ve in vitro denemelerinde %0,5 ve %1 konsantrasyonlarda ZYE ilavesi Juneja ve
ark. (2013)’e benzer olarak konsantrasyonun artmasiyla patojenin azalma miktarini
gosteren log kob/ml-g degerleri artmistir. Bu etki 6zellikle in vitro denemelerde; 55
°C’in 15. dakikasinda, 60 °C’in 10. dakikasinda ve 65 °C’in 2.,5. dakikasinda
goriilmektedir. Ancak bu li¢ kosulda da istatistiksel olarak gruplar arasindaki fark

onemsizdir (P>0,05).

Franco-Vega ve ark. (2015) in vitro kosullarda L. monocytogenes’e 55, 60 ve 65
°C’de 1s1l islem uygulamislar ve bu sicakliklardaki D degerlerini sirasiyla 10,70; 5,10
ve 1,34 dakika olarak hesaplamislardir. Ayrica ultrasonikasyon uygulamasi ile 1sil

islem birlikte uygulandiginda D degerleri daha azalmistir.
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Calismada uygulanan %0,5 ve %]1’lik konsantrasyonda ZYE iceren in vitro
denemelerde ve %1’ lik konsantrasyonda ZYE eklenip sous vide pisirilen kiyma
orneklerinde kontrol orneklerine (%0 ZYE) kiyasla L. monocytogenes sayisinda
ozellikle 55 ve 60°C’de olmak {izere daha fazla azalma meydana gelmistir. L.
monocytogenes’in gidalarda gelisiminin engellenmesi veya geciktirilmesi amaciyla
bitkisel ekstraktlarin kullanimi1 konusunda yapilmis calismalar mevcuttur. Ornegin
Menon ve Garg (2001) %0,5 ve %1 konsantrasyonda karanfil yaginin et ve peynirde
30 ve 7 °C’de depolama siiresince antilisterik etki gosterdigini, %1 konsantrasyonda
karanfil yagi ilavesinin patojenin sayisin1 1-3 log kob/g azalttigin1 belirlemislerdir.
ZYE’nm kirmizi et (Aytul, 2010) ve karides (Ahmed ve ark., 2014) gibi gidalarda
mikrobiyel yiik ve raf Omrii {izerine etkisi konusunda yapilmis calismalar
bulunmakla birlikte, gidalarda L. monocytogenes popiilasyonu {lizerine etkisinin

arastirildigi herhangi bir calismaya rastlanmamastir.

Antilisterik etki antimikrobiyel maddenin konsantrasyonuna, uygulama sicakligina
ve siireye bagl olarak degismekle birlikte antimikrobiyel maddenin 6zellikleri de
onemlidir. Mikrobiyel bozulmaya hassas taze et iriinlerinin basinda gelen kiyma
icerdigi besin maddeleri, uygun pH ve su aktivitesi degerleri bakimindan
mikroorganizmalar i¢in uygun bir gelisme ortami saglamaktadir (Degirmencioglu ve
ark., 2008). Bu calismada ZYE’nin 1s1l islemle birlikte L. monocytogenes’e karsi
antimikrobiyel etkisi in vitro kosullarda ve kiymada arastirilmistir. Toplam 1s1] islem
stireleri 55, 60 ve 65 °C igin sirasiyla 30, 20 ve 7,5 dakika olarak 6n denemeler ve
literatlir  verilerine gore belirlenmistir. Ancak uygulanan sicaklik ve siire
kombinasyonlar1 patojeni tamamen inhibe etmeye yeterli olmamistir. Bu nedenle
calismada uygulanan tiim sicaklik dereceleri icin 1s1l islem siiresinin uzatilmasiyla
ZYE’nin L. monocytogenes lizerine etkisi konusunda daha net verilere ulasilabilecegi

diistiniilmektedir.

(Calismada gerceklestirilen su aktivitesi dl¢lim sonuclarinda degerler 0,969-0,978
araliginda bulunmustur. Genel olarak ZYE ilavesinin kiymanin su aktivitesi degerini

etkilemedigi gozlenmistir. Su aktivitesi azaldik¢a L. monocytogenes’in 1s1l direncinin
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arttigi  bilinmektedir. Sumner ve ark. (1991) su aktivitesi 0,98’den 0,90’a
diistiriildiigiinde L. monocytogenes’in Dgs goc degerinin 0,36 dakikadan 3,8 dakikaya
yiikseldigini rapor etmislerdir. Buna gore, ¢alismada ZYE ilavesinin su aktivitesi
degerlerini etkilemediginin belirlenmis olmasi patojenin sayisinda meydana gelen
azalmanm su aktivitesinden ziyade 1sil islem ve/veya ZYE’den kaynaklandiginm

gostermektedir.

Bu calismada elde edilen bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

- ZYE’nin B. cereus hari¢ olmak iizere genellikle Gram pozitif bakteriler
iizerine Gram negatif bakterilere gére daha etkili oldugu ve ¢alismada test

edilen bakterilerden en hassas olanin L. monocytogenes oldugu belirlenmistir.

- In vitro kosullarda %0,05 ve %1 ZYE ilavesi 1s1l islemde uygulanan sicakliga
ve slireye bagli olarak degismek iizere L. monocytogenes sayisinin kontrol
(%0 ZYE) orneklerinden 0,03-0,98 log kob/ml daha diisilk olmasini

saglamistir.

- Kiymada ise yine 1s1l islemde uygulanan sicaklik ve slireye bagli olmak {izere
%1 oraninda ZYE ilavesinin L. monocytogenes sayisini kontrol 6rneklerine

gore 0-0,99 log kob/g daha diislirdiigii gézlenmistir.

- Kiymaya ZYE ilavesi su aktivitesi degerini etkilememistir.

Gergeklestirilen ¢alismada baz alinan  farklt  sicakliklardan  dolayr L.
monocytogenes’in 1s1l direncinde farklilik gozlemlenmis ve ZYE varliginda bu 1s1l
direncin nasil bir degisim gosterdigi degerlendirilmistir. Farkli ekstraktlarin bu
bakteri ilizerinde antimikrobiyel etkisini gosteren g¢alismalar yogunlukta olmasina
ragmen sicaklikla iligkisini gosteren c¢aligmalara az rastlanilmaktadir. Var olan
calismalarda da 6zellikle et {irlinleri {izerinde yogunlagmistir. Sous vide pisirme ile
birlikte sicaklik ve ekstraktlarin bu bakteri {izerinde 1s1l direncine karsi nasil bir etki
gosterecegi ise caligmalarda rastlanilmamistir. Karsilagtirma yapabilmek ve et gibi

triinlerin pisirme asamasinda bu tiir ekstraktlar kullanilacak ise antimikrobiyel
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etkilerinden yararlanabilmek i¢in pisirme ile etkilerinin degerlendirildigi ¢calismalara
thtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica bu tiir ekstraktlarla ucuz, daha etkin ve gida giivenligi

acisindan daha giivenilir Giriinler elde edilebilir.

Son yillarda besinsel, duyusal ve mikrobiyel kalite bakimindan sagladigi avantajlar
bakimindan ilgi ¢ceken sous vide yontemiyle ilgili ¢calismalar arasinda ZYE’nin 1s1l
islemde L. monocytogenes’e karsi uygulayan bir baska ¢alismaya rastlanmamis olup,

bu alanda yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu tez caligmasi sous vide yonteminin gida endiistrisinde dogal antimikrobiyel
maddelerle birlikte kullanim potansiyelinin arastirildigi bir ¢alismadir. Sonuglara
gore zeytin yapragi ekstraktinin 1sil islem gérmiis et iirtinlerinde L. monocytogenes’in
kontrol altina alinmasinda dogal antimikrobiyel olarak kullanilabilecegi ve gida
giivenliginin saglanmasinda potansiyele sahip oldugu ortaya konmustur. Ayrica,
ZYE’nin diger gida bilesenleri ile etkilesimlerinin ve diger dogal antimikrobiyel
maddelerle birlikte kullanim olanaklarinin da arastirilmasimin gerekli oldugu

distiniilmektedir.
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