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TAHINDE Salmonella spp. ve Listeria spp. GELISIMININ BAZI
ANTAGONISTIiK MIKROORGANIZMALARLA ONLENMESI
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OZET

Bu ¢alismada, tahinde goriilen Salmonella spp. ve Listeria spp. kontaminasyonunun
biyokontroliiniin saglanmasi hedeflenmistir. Bu amagla, Kahramanmaras piyasasindan 10
farkli tahin 6rnegi temin edilmis ve Salmonella spp., Listeria spp., TMAB, maya-kiif,
Staphylococcus spp. ve koliform bakteri sayimlari yapilmistir. Lactiplantibacillus
plantarum ve Companilactobacillus alimentarius suslarinin Salmonella typhimurium ve
Listeria monocytogenes suslarina karst antagonistik etkileri belirlenmistir. Tahin
orneklerinden patojen mikroorganizma igermeyenlerden biri segilerek igine farkli
kombinasyonlarda antagonistik laktik asit bakterileri (LAB), S. typhimurium ve L.
monocytogenes 6 log kob/g olacak sekilde ilave edilmis ve 28 giin oda sicakliginda
depolanmistir. Depolanan orneklerden ilk giin dahil olmak tizere 7., 14., 21. ve 28.
giinlerde inokiile edilen tiim mikroorganizmalarin sayilari tespit edilmistir.

Piyasadan temin edilen tahin o6rneklerinden 3 tanesinde koagiilaz pozitif ve
metisiline direngli Staphylococcus aureus, 1 tanesinde koliform grubu bakteri tespit
edilmistir. Bir ornekte de Salmonella enterica serovar typhimurium bulunmustur.
Orneklerin TMAB ve maya-kiif sayis1 ortalamalari sirastyla 3,50 ve 3,39 log kob/g olarak
tespit edilmistir. Patojenlere kars1 besiyeri ortaminda L. plantarum suslari, C. alimentarius
suslaria gore daha giiclii antagonist etki gostermistir. Depolama sonunda tahin igerisinde,
her iki patojene Kkars1 en yiiksek antagonist etkiyi L. plantarum gostermistir. S. typimurium
ile kontamine oldugu tespit edilen piyasa 6rnegindeki depolama sonucunda L. plantarum
inokiile edilmis olan grupta 3. hafta sonunda Salmonella spp. tespit edilememistir.

Ayrica tahin 6rneklerinin agir metal igerigi agisindan Tiirk Gida Kodeksi Tahin
Tebligi’ne uygun olup olmadiginin belirlenebilmesi i¢in de arsenik, bakir, demir ve kursun
varlig1 aragtirilmistir. Ortalama As, Cu, Fe ve Pb igerigi sirasiyla 0,229, 14,956, 62,395 ve
2,306 ppm olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Tahin, Salmonella, Listeria, antagonist bakteri, L. plantarum.

Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali, May1s / 2021
Danisman: Prof. Dr. Ozlem TURGAY

Sayfa sayisi: 53



PREVENTION OF Salmonella spp. and Listeria spp. GROWTH IN TAHINI

WITH SOME ANTAGONISTIC MICROORGANISMS
(M.Sc. THESIS)
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to provide biocontrol of Salmonella spp. and Listeria
spp. contamination in tahini. For this purpose, 10 different tahini samples were obtained
from Kahramanmaras market and enumeration of Salmonella spp., Listeria spp., TMAB,
yeast-mold, Staphylococcus spp. and coliform bacteria were made. Antagonistic effects of
Lactiplantibacillus plantarum and Companilactobacillus alimentarius strains against
Salmonella typhimurium and Listeria monocytogenes strains were determined. One of the
tahini samples, which does not contain pathogenic microorganisms, was selected and
different combinations of antagonistic lactic acid bacteria (LAB), S. typhimurium and L.
monocytogenes were added at 6 log cfu/g and stored at room temperature for 28 days. The
numbers of all microorganisms inoculated on the 7th, 14th, 21st and 28th days, including
the first day, were determined from the stored samples.

Coagulase positive and methicillin-resistant Staphylococcus aureus were detected
in 3 of the tahini samples obtained from the market, and coliform group bacteria were
detected in 1 of them. Salmonella enterica serovar typhimurium was also found in one
specimen. The mean TMAB and yeast-mold counts of the samples were determined as
3.50 and 3.39 log cfu/g, respectively. L. plantarum strains showed stronger antagonistic
effects than C. alimentarius strains against pathogens in the medium. At the end of storage,
L. plantarum showed the highest antagonist effect against both pathogens in tahini. As a
result of storage in the market sample, which was found to be contaminated with S.
typimurium, Salmonella spp. could not be detected.

In addition, the presence of arsenic, copper, iron and lead was investigated in order
to determine whether the tahini samples comply with the Turkish Food Codex Tahini
Communique in terms of heavy metal content. The average As, Cu, Fe and Pb contents
were found to be 0.229, 14,956, 62.395 and 2.306 ppm, respectively.

Keywords: Tahini, Salmonella, Listeria, antagonist bacteria, L. plantarum.
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1. GIRIS

Susam, diinyada kiiltiire alinan ilk yagli tohum bitkisi olarak bilinmekte ve 5000
yildan uzun siiredir tiiketilmektedir. Bu nedenle ¢ok cesitli kullanim alanlarina sahiptir
(Batu ve Elyildirim, 2009). Ulkemizde susam iiretimi ¢ok yiiksek diizeylerde olmamasina
ragmen birgok farkli sektérde siklikla ham madde ya da yar1i mamul olarak
kullanilmaktadir. Bu sebeple Tiirkiye, diinyada en ¢ok susam ithal eden iilkeler arasinda
bulunmaktadir (Anonim, 2021). Degerli bir yag kaynagi olmasinin yan sira insan sagligi
acisindan sahip oldugu oOzellikleri ve lezzeti sebebiyle unlu mamullerde, sekerlemelerde,
tatlilarda ve soslarda da kullanilmaktadir (Ciftci ve ark., 2008). Susamdan elde edilen yag
gida sektOriinlin yami sira kozmetik, farmasotik, insektisit ve boya sektorlerinde de ham
madde olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisindeki en 6nemli kullanim alanlarindan bir

tanesi ise tahin iiretimidir (Giiven ve ark., 2007).

Susam tohumlarinin (Sesamum indicum L.) teknigine uygun olarak kabuklari
ayrildiktan ve firinda kurutulup kavrulduktan sonra degirmende ezilmesi ile elde edilen
{iriin olarak tanimlanmaktadir (Anonim, 2015a). Ozelikle Orta Dogu iilkeleri basta olmak
tizere diinyanin birgok bolgesinde ve Tiirkiye’de begenilerek tiiketilen geleneksel
gidalarimizdan biri olan tahin, yiiksek besin degeri ve ucuz olmasi nedeniyle ideal bir gida
olarak bilinmektedir (Ceyhun, 2003; Var ve ark., 2007). Tahinin bilesiminde en az %50
susam yagi, en ¢ok %1,5 nem, en az %20 protein, en ¢ok %3,2 kiil bulunmaktadir ve
ayrica oleik asit cinsinden asitlik oran1 da en ¢ok %2,4 olmalidir (Anonim, 2015a).
Tahinde yag, yiiksek degerli protein (metionin) ve B vitaminlerinin bulunmasi, bu {riinii
insan beslenmesi agisindan ayrica degerli kilmaktadir (Karakahya, 2006). Ulkemizde
seker, bal veya pekmezle karistirilarak fazlaca tiiketilmekte; yoresel mutfaklarda da humus,
tahinli ¢orek v.b. yemeklerin, tatlilarin yapiminda kullanilmaktadir (Ozcan, 1993). Fakat

en ¢ok kullanildig: alan tahin helvasi iiretimidir (Batu ve Elyildirim, 2009).

Tahin, diisiik su aktivitesi (aw: 0,16-0,25) nedeniyle dayanikli bir iiriin olarak kabul
edilmekte ve yiiksek yag icerigi Salmonella spp. basta olmak {izere mikroorganizmalarin
inaktivasyonunu saglamaktadir. Tahinlerin patojen mikroorganizmalarla kontaminasyonu
ozellikle 6nemli bir konudur, ¢iinkii genellikle herhangi bir ek 1sil islem yapilmadan
tiketilmektedir (Torlak ve ark., 2013). 2001-2014 yillar1 arasinda Avustralya, Yeni
Zelanda, Norveg, Amerika, Isve¢ ve Kanada’ da toplam 175 adet tahinden kaynakl
salmonelloz vakas1 meydana geldigi bildirilmistir (Al-Nabulsi ve ark., 2014).



Susam tohumlari, biiyiime, depolama veya isleme sirasinda Salmonella spp. ve
diger mikroorganizmalar ile kontamine olabilmektedir. Cesitli iilkelerde endiistriyel olarak
uretilen tahinlerde Listeria spp. kontaminasyonunun gergeklestigi de bildirilmistir
(Anonim, 2008; Ly ve ark., 2019). Mikrobiyal kontaminasyon, hasat dncesi kaynaklardan
veya hasat ekipmani, tasima kaplari, bocekler, toz, durulama suyu, buz, tasima araglari,
isleme ekipman1i ve c¢alisan personel dahil hasat sonrasi kaynaklardan dolay1
gerceklesebilmektedir (Olaimat ve Holley, 2012). Her ne kadar iiretim asamalari igerisinde
kavurma (<95°C) seklinde bir 1s1l islem olsa da Salmonella spp. kontaminasyonunun
kavurma islemden sonra meydana gelmesinin ve ogiitme, dilimleme, paketleme veya
nakliye sirasinda olumsuz hijyen sartlari nedeniyle ger¢eklesmesinin daha muhtemel
oldugu bildirilmektedir. Ayrica bakteriyel yiikiin ¢ok fazla oldugu kontaminasyonlarda
kavurma islemi yetersiz kalabilmektedir (Al-Nabulsi ve ark., 2020; Brockmann ve ark.,
2004).

Bu ¢alismada, tahinde goriilen Salmonella spp. ve Listeria spp. kontaminasyonunun
biyokontroliiniin saglanmasi hedeflenmistir. Bu amagla, Kahramanmaras piyasasindan 10
farkli tahin 6rnegi temin edilmis ve oncelikle bu 6rneklerde ilgili patojenlerin varlig
arastirilmistir. Bunlarin yani sira tahin 6rneklerinde TMAB, maya-kiif, Staphylococcus
spp. ve koliform bakteri sayimlar1 yapilmistir. Calismada kullanilmak {izere antagonist
olarak tercih edilen Lactiplantibacillus plantarum ve Companilactobacillus alimentarius
suslarmin S. typhimurium, L. monocytogenes’e kars1 antimikrobiyal etkileri agar spot testi
ile belirlenmistir. Devaminda patojen mikroorganizma icermedigi belirlenen tahin
orneklerinden bir tanesi segilerek igerisine farkli kombinasyonlarda antagonistik LAB, S.
typhimurium ve L. monocytogenes suslarindan her biri 6 log kob/g olacak sekilde ilave
edilmis ve 28 giin oda sicakliginda depolanmistir. Ayni depolama ve bakteri sayimlari, S.
enterica serovar typhimurium tespit edilen bir tahin 6rnegine de antagonistik LAB ilavesi
yapilarak gerceklestirilmistir. Depolanan 6rneklerden ilk giin dahil olmak iizere 7., 14., 21.
ve 28. giinlerde drnekler alinarak inokiile edilen tiim mikroorganizmalarin sayilar tespit
edilmistir. Ayrica 6rneklerin Tiirk Gida Kodeksi Tahin Tebligi’ne (Anonim, 2015a) uygun
olup olmadiginin belirlenmesi ig¢in arsenik, bakir, demir ve kursun taramasi

gerceklestirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Cesitli yollarla gidalara kontamine olan patojen mikroorganizmalarin veya bunlarin
tirettikleri metabolitlerin insanlara bulasmasiyla ortaya ¢ikan hastaliklar, gida kaynakli
mikrobiyal hastaliklar olarak adlandirilmaktadir. Bu hastaliklarin 6nlenmesi, insan sagligi
ve beslenmenin devami agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir. Modern mikrobiyolojideki
ilerlemelere ragmen, mikroorganizma ¢esitliligi ve insanlarin bu konu hakkindaki biling
diizeyinin sinirli kalmasindan dolayr mikrobiyal gida giivenligi her donemde ciddiyetini
korumaktadir. Tahin ve tahinden iretilen iriinler de diinyanin bir¢ok iilkesinde gida
zehirlenmelerinin sebeplerinden bir tanesi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Al-Nabulsi ve

ark., 2020). Tahin iiretim akig semasi1 Sekil 2.1.”de gosterilmistir.

Yabanci o
Susamin Maddelerin Kabuklarin Kabuklarin Yikama Kavurma (<95°C) Ogiitme Dolum
Hasad1 Soyulmasi Ayrilmasi ve Kurutma
Ayiklanmast

Sekil 2.1. Tahin tiretim akis semasi

Patojen mikroorganizmalarin biyokontroliinde antagonistik etkiye sahip LAB’nin
kullanimi, olduk¢a yaygin bir uygulama olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Laktik asit
bakterilerinin antagonistik etkileri {iretmis olduklar1 bazi metabolitler araciligi ile
gerceklesmektedir (Dalié ve ark., 2010). Bakteriyosinler, bakterilerin irettigi, protein
yapida olan bakterisidal veya bakteriostatik etkiye sahip bilesiklerdir. Birincil olarak
genetik acidan yakin akraba suslar tizerinde etkili olduklar1 bilinen bakteriyosinlerin,
yapilan bazi c¢alismalarda gida kaynakli Gram negatif patojenler {izerinde de gelisimi
durdurucu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Line ve ark., 2008). Bakteriyosin ve benzeri
metabolitler, yiiksek sicakliga dayanikli olmalari, asidik ve né&tral pH’larda etkilerini
koruyabilmeleri ve gastrointestinal sistemde bulunan proteolitik enzimlere duyarl
olmalarindan dolayr potansiyel gida koruyucular1 olarak degerlendirilmektedir
(Klaenhammer, 1993). Bu zamana kadar tanimlanmig olan 185 LAB bakteriyosinin 18
tanesinin L. plantarum suslari tarafindan tretildigi tespit edilmistir (Woraprayote ve ark.,
2016). C. alimentarius suslarimin irettigi laktosin isimli bakteriyosinlerle ilgili yapilan
caligmalarda, bircok patojen ilizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olduklari belirlenmistir

(Hu ve ark., 2017).



Tahin ve tahinden iiretilen gidalar ile ilgili daha 6nce yapilmis dekontaminasyon
caligmalar1 genelde 1s1l islemlerin tiirevlendirilmesi, 1s1nlama ve bazi organik asitler ile

ucucu yaglarin ilave edilmesi iizerine yogunlagsmaktadir.
Mentes ve ark. (2007)’nin yaptiklar bir ¢alismada, antimikrobiyal aktiviteye sahip

L. plantarum LMO25 ve C. alimentarius LMO7 ile iiretilen iki farkli eksi hamurun bugday
ekmeginde “rope” olusturan Bacillus suslarinin inhibisyonu {izerine etkisi arastirilmistir.
Yapilan analizlerde, ekmek hamurlarina iki ayr1 sus kullanilarak iiretilen diisitk pH’l1 (pH
3,5-4,0) eksi hamurlardan %15 veya %20 oraninda ilave edilmesi, Bacillus subtilis ve

Bacillus licheniformis suslarinin neden oldugu “rope” olusumunu engellemistir. Ancak

%10 eksi maya eklenmesi “rope” olusumunu engellemeye yetmemistir. Daha yiiksek pH’l1
(pH>4) eksi hamurlarla ayni islem tekrarlandiginda, %10 veya %]15°lik ilaveler “rope”
olusumunu engellemezken, %20’lik ilave hem B. subtilis hem de B. licheniformis

suslarinin neden oldugu “rope” olusumunu engellemistir. Boylece L. plantarum LMO25 ve

C. alimentarius LMO7 suslarmin ilgili bakterilerin hem gelisimini hem de “rope”

olusturma yeteneklerini inhibe ettigi tespit edilmistir.

Gergeklestirilen bir ¢alismada, susam tohumlarindan Salmonella spp.’nin
uzaklastirilmasinda kavurma isleminin etkinligini ve depolama sirasinda Salmonella
spp.’nin tahinde hayatta kalma potansiyeli incelenmistir. Bu amagla susam tohumu ve
tahin o6rnekleri, ti¢ Salmonella serotipinin karisimi (S. typhimurium, S. newport ve S.
montevideo) ile asilanmistir. 5,9 log kob/g ile asilanmis susam tohumlarinda Salmonella
suglarinin tamamen inhibisyonu, 60 dakika boyunca 110°C’de, 50 dakika boyunca
130°C’de veya 30 dakika boyunca 150°C’de kavurma yoluyla elde edilebilmistir. 5,6 log
kob/g ile asilanan ve 16 hafta boyunca 22 veya 4°C’de depolanan tahindeki (aw= 0,17)
Salmonella spp. sayilart sirasiyla 4,5 ve 3,3 log azalmistir. Bu calismanin sonuglari,
kavurma isleminde sicaklik arttirmanin, susam tohumlarinda Salmonella spp.’yi inhibe
etmek i¢in yeterli oldugunu ve tahinin diisiik su aktivitesinin mikrobiyal biiyiimeyi
onledigini, ancak bilesiminin Salmonella spp.’nin en az 16 hafta boyunca hayatta
kalmasin1 sagladigint gostermistir. Bu nedenle, kavurma isleminden sonra c¢apraz
kontaminasyonun onlenmesinin gida giivenligi i¢in ¢ok onemli oldugu bildirilmistir
(Torlak ve ark., 2013).

Al-Nabulsi ve ark. (2014)’nin gergeklestirmis oldugu bir ¢alismada geleneksel

ticari tahinde ve %10 oraninda sulandirilmig tahinde Salmonella typhimurium gelisimini



inhibe etmek amaciyla %0,1-%0,5 arasindaki oranlarda asteik asit ve sitrik asit ilave
ederek ornekleri 28 giin boyunca 10, 22 ve 37°C’de depolamislardir. Sulandirilmig
orneklerde, test edilen sicakliklarda 6nemli Ol¢iide S. typhimurium gelismesi meydana
gelmistir. %0,5°1ik asetik asit ve sitrik asit, 28 giinde ticari tahin i¢inde S. typhimurium’u
sirasiyla 2,7-4,8 log kob/ml ve 2,5-3,8 log kob/ml azaltmistir. Sulandirilmis tahinde
organik asitler daha etkili olmustur. Test edilen sicakliklarda 7 giin sonra %0,5 asetik asit
varliginda ve 21 giin sonra %0,5 sitrik asit varliginda S. typhimurium hiicreleri
saptanmamustir. S. typhimurium’un ticari tahinlerde ve sulandirilmis tahin igeren tiriinlerde
gelismesinin - veya hayatta kalma kabiliyetinin salmonelloz salginlarina  neden
olabilecegini; ancak tahinden hazirlanan hazir gidalarda asetik ve sitrik asitlerin

kullanilmasinin, bu patojenle iligkili riski 6nemli 6l¢iide azaltabilecegini bildirmislerdir.

Mashak, (2016)’1n gerceklestirdigi bir calismada iran’m bazi fermente gidalarindan
izole edilen LAB’nin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bu amagla Iran’in farkli
bolgelerinden toplam 23 Kashk-e Zard ve 27 Tarkhineh 6rnegi toplanmistir. Orneklerden
Lactobacillus spp. izole edilmis ve standart yontemlerle tanimlanmistir. Daha sonra
izolatlarin  antibakteriyel aktiviteleri kuyu difiizyon yontemi ile test edilmistir.
Lactobacillus spp. siipernatantlarinin varliginda in vitro bir bakteriyostatik aktivite ile
kinetik caligsma yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, Kashk-e Zard ve Tarkhineh’den
izole edilen Lactobacillus suslarinin Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes ve Salmonella typhimurium’a karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica yapilan kinetik ¢alisma Lactobacillus siipernatantlarinin 6nemli bir

bakteriyostatik aktivitesi oldugunu gostermistir.

Hu ve ark., (2017)’nin yaptig1 bir ¢alismada, geleneksel bir Cin fermente et iiriinii
olan Nanx Wudl’dan izole edilen C. alimentarius FM-MM4 tarafindan {iretilen yeni bir
bakteriyosin (laktosin MM4) saflastirllmis ve karakterize edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda Laktosin MM4, hem Gram pozitif hem de Gram negatif gida kaynakl
patojenlere ve ayrica birka¢c mayaya karsi antimikrobiyal aktivite sergilemistir. 15 dakika
boyunca 121°C’ye maruz kaldiktan sonra bile %84,7 oraninda antimikrobiyal aktivite
gosterdiginden oldukg¢a termostabil oldugu bildirilmistir. Ayrica asidik pH degerlerinde (2-
5) de antimikrobiyal etkisi devam ettigi belirlenmistir. Bunlarin yan1 sira tripsin, proteaz K,
papain ve pepsin gibi proteazlar bu bakteriyosini ¢ogunlukla tamamen etkisiz hale
getirebilirken, lipaz ve amilaz gibi diger enzimler antimikrobiyal aktiviteyi etkilememistir.
Elde edilen bu sonuglara gore, C. alimentarius FM-MM4 tarafindan {iretilen laktosin

MM4’iin gidalarin korumasinda uygulanma potansiyeli oldugu bildirilmistir.
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Salmonella enfeksiyonunun 6nlenmesi i¢in susa 6zgii L. plantarum o6zelliklerinin
arastirildigr bir ¢alismada, fareler S. typhimurium SL1344 ile enfekte edilmeden 6nce 10
giin boyunca karisik suslarla veya tek bir L. plantarum susu ile 6n muamele edilmis ve
hayatta kalma oranlari, laktobasilin, Salmonella enfeksiyonunu 6nlemek igin susa 6zgii
Ozellikler sergiledigini gostermistir. Daha sonra, susa oOzgii Ozelliklerin ilgili
mekanizmasini arastirmak i¢in in vitro ve in vivo ¢alismalar yapilmistir. Sonuglar, farkli L.
plantarum suslarmin Salmonella gelisimini inhibe etme iizerinde farkli etkilere sahip
oldugunu, boylece epitelyal hiicrelerin patojenler tarafindan yapismasini ve istilasini

onledigini ve bagisiklik yanitlarini arttirdigini gostermistir (Liu ve ark., 2018).

Oliamat ve ark. (2018) tiretiminde tahin kullanilan humus isimli meze igerisinde
Salmonella enterica ve L. monocytogenes gelisiminin inhibisyonu amaciyla alil
izotiyosiyanat ilavesinin antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir. Ayni ¢alismada ayrica,
humusta hem patojenlere hem de aerobik bakterilere kars1 %0,1-1,5 alil izotiyosiyanatin
antimikrobiyal aktivitesi de arastirilmistir. Calisma sonucunda alil izotiyosiyanatin
Salmonella ve Listeria cinsine ait tiirler iizerinde oldukg¢a yiiksek antimikrobiyal etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira aerobik bakteriler tizerinde de antimikrobiyal
etkisi oldugu belirtilen alil izotiyosiyanatin humusta salmonelloz veya listeriosis riskini

azaltmak ve raf 6mriinii uzatmak i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir.

Osaili ve ark., (2018)’nin gerceklestirdigi bir bagka calismada, tahin helvasinda
Salmonella spp., E. coli O157H7 ve L. monocytogenes gelisimini inhibe etmek i¢in gama
1sinlarinin etkinligi, tahin helvasinin 6n 1sinlama ile depolanmasinin (21°C’de 0., 7. ve 30.
giin) bu mikroorganizmalarin gama 151 duyarlilig: lizerindeki etkisi ve tahin helvasinin
1sinlama sonras1 depolanmasmin patojenlerin 6 aya kadar hayatta kalma o6zellikleri
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda 6n 1s1nlama isleminin patojen sayisinda
diisiislere neden oldugu, sonradan i1smmlama ile depolamanin ise birinci ayda
mikroorganizma diizeylerini 2 log kob/g’in altina ve ikinci aydan sonra tespit edilemeyen
seviyeye diisiirmede etkili oldugu tespit edilmistir. Calismanin, tahin helvasinda gida
kaynakli patojenlerin inhibe edilmesi i¢in gama isinlarinin uygulanabilecegini gosterdigi
bildirilmistir.

Kamiloglu ve ark., (2019) nin ger¢eklestirdigi bir ¢calismada sucuktan izole edilen
ve fenotipik olarak tanimlanan bes L. plantarum susu genetik identifikasyona tabi tutulmus
ve teknolojik ozellikler yoniinden incelenmistir. Ayrica L. plantarum suslarinin fermente
sucuk tretiminde L. monocytogenes 'in gelisimine etkileri arastirllmistir. Bes L. plantarum

susu da kuyu difiizyon testinde S. aureus, L. monocytogenes ve Bacillus cereus’a karsi
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farkli diizeylerde antagonistik aktivite gostermistir. Ayrica L. plantarum suslarinin
genomik DNA’larinda bakteriyosin tiretiminden sorumlu pInB, pInC, pInD, pinl, pInJ,
pInK, pInN genlerinin varligr da tespit edilmistir. Fermente sucuk dtretimi ile ilgili
denemelerde ise fermentasyonun birinci giiniinde L. plantarum susu inokiile edilmeyen
kontrol grubunda L. monocytogenes’in gelistigi, L. plantarum suslarinin varliginda ise

sayida rediiksiyon oldugu tespit edilmistir.

L. plantarum’un Salmonella iizerindeki antagonstik etkisinin arastirildigi bir

calismada bir fare iizerinde Salmonella enfeksiyonuna kars1 6nleyici etkiler aragtirilmistir.

L. plantarum’un 6n uygulamasinin Salmonella’nin 6liimciil etkisini 6nemli 6lglide azalttig
tespit edilmistir. Ayrica L. plantarum’un Salmonella iizerinde antagonist aktivitesinin
oldugu ve bu nedenle L plantarum’ un, fonksiyonel gida iiriinlerinde takviye olarak gida
kaynakli patojenlerin prevalansini kontrol etmek i¢in biiyiik bir potansiyele sahip oldugu

bildirilmistir (Liu ve ark., 2019).

Cift vidali ekstriizyon kullanimi ile diisiik nem oranli gidalarda Salmonella spp.
gelisiminin engellenmesi {lizerine yapilan bir arastirmada tahin, kahvaltilik piring patlagi,
fistik ezmesi ve kara biber igerisinde daha 6nce gergceklesmis olan kontaminasyon vakalari
baz alinarak, tespit edilen Salmonella suslarinin ayni sartlarda ¢ift vidali ekstriider etkisi ile
65°C’nin tzerinde inhibe edilme potansiyeli incelenmistir. Calismada gergeklestirilen
denemeler sonunda islemden sonra Salmonella spp.’nin belirlenebilir diizeylerin altinda
kaldigi, 55°C’de ise Salmonella rediiksiyonunun yag, vida hizi ve nem igerigine gore
degistigi, c¢ift vidali ekstriizyonun tek vidali ekstriizyondan daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Gelistirilen modelin, bir ekstriizyon validasyon calismasinin planlanmasi igin
bir temel teskil edebilecegi bildirilmistir (Verma ve Subbiah, 2019).

Tahinde Salmonella gelisiminin inhibe edilmesi amaciyla yapilan bir baska
caligmada tahine farkli bitkisel yag ekstraktlar1 ilave edilerek patojenin gelisiminin
engellenmesi arastirtlmistir. Yapilan ¢alisma 10 bitki ugucu yag ekstraktinin Salmonella
spp.’nin canlilig1 tizerindeki etkinliginin disk difiizyon yontemi kullanilarak incelenmesini,
28 giinliikk depolamada 37, 25 ve 10°C’de saklanan ticari veya %10 sulandirilmis tahin
(tahin bazli iirtin modeli) i¢cinde Salmonella spp.’ye kars1 en etkili yaglarin antimikrobiyal
aktivitesinin incelenmesini ve ugucu yag ekstraktlarinin eklenmesinin tahin ve
sulandirilmis tahinin duyusal agidan kabul edilebilirligi {izerindeki etkisinin incelenmesini
kapsamaktadir. Test edilen ugucu yaglar arasinda kekik (TO) ve tar¢cin yagi (CO) 37 ve
10°C’de Salmonella spp.’ye karsi en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. Bu
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nedenle, TO ve CO ilavesi, tahinde fretim sonrasi gida kaynakli patojenlerle
kontaminasyonunu engellemek i¢in kullanilabilecegi, ancak tahine TO ve CO ilavesinin,
ilave yapilmamis tahinlere kiyasla duyusal acidan kabul edilebilirligini azalttig
bildirilmistir (Al-Nabulsi ve ark., 2020).

Osaili ve ark., (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kontamine edilmis tahin
ornekleri bir yildan uzun bir siire depolanarak aw ve depolama sicakliginin Salmonella
serovarlariin gelisim yetenekleri tizerindeki etkisi incelenmistir. aw degerleri 0,17, 0,35 ve
0,50 olarak ayarlanmis ve oOrnekler, 6-7 log kob/g diizeyinde 4 farkli termal direngli
Salmonella susu igeren karisik bir kiltiir ile asilanmis, 10 ve 25°C’de 12 aya kadar
muhafaza edilmistir. Genel olarak, Salmonella spp.’nin yasayabilirligi, depolama sicakligi
ve siiresi arttik¢a veya tahinin aw degeri diistiikce azalmistir. Tiim numunelerde Salmonella
suslart sayilarinin sirasiyla 6,0 ve 3,3 log kob/g diizeylerinde diistiigli gozlenmistir.
Yapilan bu ¢alisma ile Salmonella spp.’nin 1s1 stresine maruz kalmasinin tahinde hayatta
kalma yetenegi {lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olmadigi, ancak 6zellikle 25°C’de diisiik

su aktivitesinin Salmonella gelisimini 6nemli diizeyde inhibe ettigi sonucuna varilmistir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismada kullanilan tahin 6rnekleri Kahramanmaras piyasasindan temin edilmistir.
Bu amagla 6’s1 ulusal markalarin 4’1 yerel iireticilerin olmak iizere 10 farkli tahin 6rnegi
ambalajlar1 agilmadan laboratuvara getirilmis ve bu 6rneklerde Salmonella spp. ve Listeria

spp. olup olmadig:r dogrulandiktan sonra analizler gergeklestirilene kadar buzdolabinda

+4°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica aym1 4 yerel iireticiden susam Ornekleri de temin

edilmistir. Susam 6rneklerinde sadece genel mikrobiyolojik analizler yapilmistir.

Sekil 3.1. Piyasadan temin edilen tahin 6rnekleri

Antagonist olarak kullanilan ve yerel peynir ¢esitlerinden izole edilmis olan L.
plantarum ve C. alimentarius suslari, Erzurum Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Bolimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Antagonist aktivite
testlerinde kullanilan S. typhimurium ATCC 14028, L. monocytogenes ATCC 7644 ve E.
coli NCTC 12241 suslar1 ise Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi

Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Fizikokimyasal analizler

3.2.1.1. pH tayini

Tahin o6rneklerinde pH ol¢timii i¢in 10 g tahin 15 mL saf su igerisinde iyice
homojenize edilmis ve birlesik elektrotlu pH metre (Thermo Scientific) kullanilarak pH
degerleri belirlenmistir (Hooi ve ark., 2004). pH dl¢iimleri, LAB ilavesi yapilan 6rneklerde
depolama  boyunca  asitligin  degisip  degismedigini  belirlemek  amaciyla

gerceklestirildiginden, bulgular depolama sonuglari igerisinde degerlendirilmistir.



3.2.1.2. ICP-MS ile agir metal tayini

Orneklerde agir metal tayininin gergeklestirilmesi amaciyla Poojary ve Passamonti,
(2020) tarafindan oOnerilen metot modifiye edilerek kullanilmistir. Tahin Orneklerinin
¢cozliniir hale getirilme islemleri icin kapali sistem mikrodalga yakma metodu
kullanilmistir. Mikrodalga kapali sistemde HP-100 teflon kaplar kullanilmistir. Once her
bir 6rnekten hassas terazide 0,5 g tartilarak teflon kaplara alinmis ve tizerine 6 mL HNOs3
eklenmistir. 15 dakika 6n muameleden sonra 3 mL HNOs ve 1 mL H2O ilavesi
yapilmistir. Coziinlir hale getirme i¢in, ornekler yas yakma cihazinda 130°C’de 10 d,

150°C’de 5 d, 180°C’de 15 d seklinde sicaklik dereceleri ayarlanarak yakilmistir.

Coziniir hale getirme islemi sonrasinda oda sicakligina sogutulan kaplarin
kapaklar1 acilip teflondan ¢o6ziinmiis ¢ozeltiler 50 mL’lik balon jojelere alinmustir.
Cozeltilere 50 mL ultra saf su eklenerek seyreltme islemi gergeklestirilmis ve Ornekler
plastik tiiplere alinmistir. Daha sonra ornekler 25/0,45 pm’lik filtreler ile siiziilmiis ve
okuma islemine kadar buzdolabinda +4°C’de bekletilmistir. Metal kontaminasyonunu
onlemek amaciyla orneklerin ¢oziindiiriilmesi esnasinda kullanilan tiim malzemeler, HNO3
(1:1) ve ultra saf sudan gecirilmistir. Agir metal analizlerinin gergeklestirilmesi i¢in
Agilent 7700 seri ICP-MS cihazi kullanilmigtir. Tirk Gida Kodeksi Tahin Tebligi’ne gore

orneklerde arsenik, bakir, demir ve kursun elementleri aranmistir (Anonim, 2015a).

3.2.2. Mikrobiyolojik analizler

Her bir mikrobiyolojik analiz i¢in 10 g tahin 6rnegi aseptik kosullar altinda 90 ml
steril %0,85’lik NaCl ¢ozeltisi ile homojen hale getirilmis ve 102-10%lik diliisyonlar
standart sekilde hazirlanmistir. Tim ekimler iki paralel olarak gergeklestirilmistir
(Anonim, 2014).

3.2.2.1. Toplam mezofilik aerobik bakteri saymm

Standart yayma plak yontemi ile PCA (Plate Count Agar) (Merck) besiyerine 107
10° arahigindaki tiim diliisyonlardan ekim yapilmis, 37°C’de 24 saat inkiibasyon
sonrasinda petri kutularinda olusan kolonilerden 30-300 arasinda olanlar sayilmistir ve
standart formiil ile orneklerin graminda koloni olusturan birim hesaplanmistir (Anonim,

2014).

3.2.2.2. Toplam maya ve kiif sayimi
Standart yayma plak yontemi ile PDA (Potato Dextrose Agar) (Merck) besiyerine
101-10® araligindaki tiim diliisyonlardan ekim yapilmis, 25°C’de 72 saat inkiibasyon
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sonrasinda petri kutularinda olusan kolonilerden 30-300 arasinda olanlar sayilmis ve

standart formiil ile orneklerin graminda koloni olusturan birim hesaplanmistir (Anonim,

2012).

3.2.2.3. Laktobasillerin saymm

Laktobasillerin sayim1 amaciyla MRS Agar (Merck) kullanilmistir. Yayma kiiltiir
yontemi uygulanmis olup, uygun diliisyonlardan 0,1’er mL ¢ift petri plagina ilave edilmis
ve steril drigalski spatiilii ile yayilmistir. Daha sonra petriler anaerobik kavanozda (Merck)
30°C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan Katalaz negatif tipik
koloniler sayilmigtir (Anonim, 2015b).

3.2.2.4. Koagiilaz pozitif Staphylococcus aureus sayim

Uygun dilisyonlardan 0,1 mL, 6nceden hazirlanmis olan, Baird-Parker Agar’a
(Merck) ilave edilerek steril drigalski spatiilii yardimi ile yiizeye yayilmistir. EKimi
tamamlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tipik S. aureus
kolonileri (1-1,5 mm c¢apli, siyah, parlak, konveks, cevresinde 2-5 mm c¢apa kadar
genigleyebilen opak zonlu) siipheli olarak degerlendirilmistir. Ardindan bu kolonilerde
gram boyama, koagiilaz, katalaz, metisilin direnci, DNAz ve termoniikleaz testleri

yapilmustir (Tallent ve ark., 2001).

3.2.2.5. Koliform grubu bakteri sayimi

Koliform grubu bakterilerin sayiminda ¢ift katli dokme plak teknigi kullanilmustir.
izolasyon icin, 10°lik diliisyondan, bos steril petrilere 1’er mL aktarilmis ve {izerlerine
steril edilip 45°C’ye kadar sogutulmus Violet Red Bile Agar (VRBA, Merck) dokiiliip
katilagsmaya birakilmistir. Katilasma gergeklestikten sonra bir kat daha yaklasik 8 mL
VRBA dokiilerek katilagtiktan sonra 35°C°de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda ¢ap1 0,5 mm veya daha biiyiik olan ve ¢dkelmis safra asitleri

zonu ile ¢evrili mor-kirmizi koloniler aranmistir (Feng ve ark., 2020).
3.2.3. lizolasyon ve tammlama analizleri

3.2.3.1. Orneklerde Salmonella spp. aranmasi

Piyasadan temin edilen tahin 6rneklerinde ve sonradan inokiilasyon yapilan tahin
orneklerinde Salmonella spp. aranmasi amaciyla Wallace ve ark., (2020)’nin 6nerdigi
yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla, muhafaza edilen 6rnekler aseptik

kosullarda 25 g tartilarak on zenginlestirme amaciyla 225 mL steril %0,1’lik peptonlu su
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igerisine aktarilmis ve manyetik karistirici ile homojen bir sekilde karistirilmistir. 37°C’de
18 saat inkiibasyonun sonunda selektif zenginlestirme asamasina ge¢ilmistir. Bu asamada
On zenginlestirme kiiltlirlinden 10 mL steril Selenite Cystine Enrichment Broth besiyerine
100 pL inokiile edilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
koloni izolasyonunu ger¢eklestirmek i¢in selektif zenginlestirme uygulanmis her bir tlipten
bir 6ze dolusu alinarak Salmonella Shigella Agar (SSA) besiyerine ¢izme yontemiyle ekim
yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan tipik Salmonella kolonileri
belirlenerek TSI Agar testine gecilmistir.

Stipheli kolonilerin aktif kiiltiirleri, yatik olarak hazirlanan Triple Sugar Iron Agar
besiyerinin dip kismina igne 6ze ile saplanip daha sonra yilizey kismina siiriilmistiir.
37°C’de 24 saat inkiibasyon sonunda sonuglar Salmonella pozitif veya Salmonella negatif
olarak degerlendirilmistir. Dip kisminda sari, orta kisminda siyah, ylizey kisminda kirmizi
ve gaz yariklari bulunan siipheli koloniler muhtemel Salmonella olarak degerlendirilmistir.
Daha sonra muhtemel Salmonella siiphelisi olan kolonilerin sulu siispansiyonlari

hazirlanarak PCR islemine hazir hale getirilmistir.

3.2.3.2. Orneklerde Listeria spp. aranmasi

Piyasadan temin edilen ve sonradan inokiilasyon yapilan tahin drneklerinde Listeria
spp. aranmas1 amactyla Hitchins ve ark., (2017)’nin 6nerdigi yontem modifiye edilerek
kullanilmigtir. Tahin 6rneklerinden 10’ar g tartim alinarak 90 ml steril Listeria Enrichment
Broth besiyerine aktarilmis, iyice karistirllmis ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Bu selektif zenginlestirme islemi yapilmis besiyerinden 0,1 mL alinarak
Listeria Selective Agar plaklarina yiizeye yayma yontemi ile ekim yapilmig ve ekimi
yapilan petri plaklar1 37°C’de 2 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda siyah zonlu yesil-siyah renkli koloniler dikkate alinarak sayim yapilmustir.
Sayimm isleminden sonra agar plaklarindan 5-10 koloni secilmis ve Nutrient Agar
besiyerine ¢izim yontemi ile ekim yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan
Gram boyama (+), 22°C’de hareketlilik (+) ve katalaz (+) testleri uygulanmis ve elde
edilen sonuglara gore Listeria siiphelisi olan koloniler belirlenmistir. Daha sonra bu

izolatlarmn sulu siispansiyonlar1 hazirlanarak PCR iglemine hazir hale getirilmistir.

3.2.3.3. Orneklerin genetik tanimlamasi
Elde edilen bakteri izolatlarindan DNA izolasyonu yapilmasi amaciyla, steril saf su

icerisinde -20°C’de muhafaza edilen bakteri siispansiyonlarindan 100 pL alinarak 1,5
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mL’lik eppendorf tiiplerinde 500 pL steril distile su ile karigtirilmistir. Siispansiyon 3
dakika 5000 x g’de santrifiijlenmis ve fosfat tamponu ile 3 defa yikanmistir. Yikanarak
elde edilen bakteriyel siispansiyona 0,5 mL 6 M iire ve 0,1 mL %10’luk SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) ilave edilmis ve 37°C’de 20 d inkiibe edilmistir. Bu karisim 5 d 95°C’de
tutulduktan sonra 8000 x g’de 10 d 25°C’de santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra
elde edilen siipernatant atilmis, kalan kisim (pellet) iizerine 0,1 mL 0,2 N NaOH eklenerek
37°C’de 10 d inkiibe edilmistir. Daha sonra, niikleik asit harici hiicre parcalarinin ayrilmasi
icin 3000 x g’de 3 d siireyle 25°C’de santrifiijlendikten sonra tekrar siipernatan atilmistir.
Ardindan, DNA’y1 saflastirmak amaciyla 2,5 kat hacimde saf etil alkol eklenmis ve 2 saat -
20°C’de bekletilmistir. Bu siirenin sonunda karigim, 13200 x g’de 15 d 4°C’de santrifiij
edilmis ve %70 etanol ile yikanmistir. Elde edilen DNA pelleti oda sicakliginda
kuruduktan sonra 20 puL Tris-EDTA (TE) tamponunda yeniden siispanse edilmis ve PCR
icin hazir hale getirilmistir (Singh ve Ramesh, 2009).

DNA izolasyonlar1 gercgeklestirildikten sonra 16S rRNA ve 23S rRNA PCR
tanimlamalar1  i¢gin 16R  (5’-GGAACTTACCCGACAAGG-3’) ve 16F (5°-
AATACGTTCCCGGGCCTTG-3") universal primerleri kullanilmistir. Bu amagla, 25 pL
PCR master mix (Qiagen), 18 pL miikleaz icermeyen su, 4 pL template DNA, 1,5 pL 16R
universal primeri ve 1,5 mL 16F universal primeri kullanilarak toplam 50 pl PCR karigimi
hazirlanmigtir. Ik denatiirasyon, 95°C’de 5 dakika siireyle yapilmistir. PCR protokolii,
94°C’de 30 saniye (denatiirasyon), 36°C’de 45 saniye (baglanma) ve 72°C’de 45 saniye
(uzama) olarak gerceklestirilmistir. Protokoliin 35. dongiisiinden sonra, son uzama
72°C’de 10 dakika siireyle gerceklestirilmistir. PCR islemine tabi tutulan karisimdan 12 pLb
alinarak %?2’lik agaroz jele yiiklenmis ve 35 V’luk gerilimde 6 saat boyunca
yluritilmistir. Yiritme sonunda jel UV 1sik altinda incelenmis ve uygun baz cifti
uzunlugunda olan izolatlar sekans islemine tabi tutulmustur. PCR firiinlerinin DNA
sekanslamasi, ABI 3130 XL genetik analizor (Applied Biosystems, Foster City, CA) cihazi
kullanilarak yapilmistir. Elde edilen DNA dizileri, Amerikan Ulusal Biyoteknoloji Bilgi
Merkezi (NCBI) veri taban1 ve BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) algoritmasi
kullanilarak degerlendirilmistir (Sallen ve ark., 1996; Tennant ve ark., 2010).

3.2.4. Antagonist aktivite testleri
Antagonistik LAB olarak tercih edilen L. plantarum ve C. alimentarius suslarinin
antimikrobiyal aktivitelerinin dl¢lilmesi amaciyla agar spot testi yontemi kullanilmistir. Bu

amagla once mikroorganizmalarin uygun suslari, 10 mL steril MRS Broth besiyerine

13


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

inokiile edilmis ve 32°C’de 24 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra bu 24 saatlik
kiltlirlerden birer 6ze alinarak MRS Agar besiyerine 2 nokta ekimi yapilip anaerobik
ortamda 32°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Agar spot testi igin patojen olarak
tercih edilen S. typhimurium ve L. monocytogenes suslarinin 24 saatlik kiiltiirlerinden 6nce
7 mL hacminde yari-kat1 agar igeren TSB (Tryptone Soya Broth) besiyerine 0,1 mL ekim
yapilarak daha once 2 nokta ekimi yapilan MRS Agar besiyeri iizerine yavasga
dokiilmiustiir. Katilasmasi beklendikten sonra 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda LAB Kkolonileri etrafinda olusan inhibisyon zonu caplar
Olciilmiistiir (Belicova ve ark., 2013). Antagonist bakteri olarak segilen suslarin tirettigi
antimikrobiyal metabolitler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Antagonist LAB suslarmin tirettikleri antimikrobiyal metabolitler (Valerio ve
ark., 2004; Hu ve ark., 2017; da Costa ve ark., 2019; Siedler ve ark., 2019).

Sus Antimikrobiyal Metabolit
Plantarisin
Laktik asit
BacST202Ch
M1- UVs300
L.p.-GS16
Fenillaktik asit
L. plantarum 4-fenillaktik asit
Benzoik asit
p-kumarik asit
Methylhydantoin
Metilhidantoin
Mevalonolakton
8-Dodekalakton
Lactosin MM4
Fenillaktik asit
4-fenillaktik asit
Laktik asit

C. alimentarius

3.2.5. Tahin érneklerine antagonist ve patojen suslarin inokiilasyonu ve depolama
Hem antagonist mikroorganizmalarin hem de Salmonella spp. ve Listeria spp.’nin
uygun suslart canlandirilip 24 saatlik inkiibasyondan sonra, 300 mL’lik erlenmayer
icerisindeki 100 mL Nutrient Broth besiyerine 1’er mL olacak sekilde aktarildiktan sonra
180 rpm’e ayarli galkalamali etiivde 37°C’de 24 saaat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan 2500 x g ve 4°C’de 10 d santrifiijleme ile elde edilen konsantre

hiicreler %0,85’lik NaCl ile 2-3 kez yikama islemine tabi tutulmustur. Konsantre hiicre
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pelletleri steril 1 mL 9%0,85°1ik NaCl ile siispanse hale getirilerek mililitredeki canli say1s1

Nutrient Agar besiyerine ekim yapilarak tespit edilmistir (Bosse née Danz ve ark., 2016).

Tespit edilen sayiya gore stok soliisyonlar seyreltilerek her bir sus, tahin
orneklerine 6 log kob/g olacak sekilde inokiile edilmistir. Inokiilasyon yapilmasi amaciyla,
piyasadan alinan ve igerisinde higbir patojen tespit edilmeyen tahin 6rnegi tercih edilmistir.

Inokiilasyon gruplari;
1. Grup: PL + SL
2. Grup: AL +SL
3. Grup: PL+ AL+ SL
4. Grup: PL
5. Grup: AL
6. Grup: SL
7. Grup:PL +Li
8. Grup: AL + LI
9. Grup:PL+AL+LI
10. Grup: L1
11. Grup: PL + AL + SL + Li

seklinde olusturulmustur. Burada kullanilan kisaltmalardan, PL; L. plantarum, AL; C.
alimentarius, SL; S. typhimurium ve LI; L. monocytogenes suslarinin eklendigini ifade
etmektedir. Ayrica Salmonella spp. tespit edilen bir tahin 6rnegine de 3. gruba kadar olan
kombinasyonlarda antagonistik LAB inokiile edilmistir. Her bir gruptan ilk giin dahil
olmak iizere 7., 14., 21. ve 28. giinlerde 6rnekler alinarak inokiile edilen tiim bakterilerin

sayilar1 tespit edilmistir.

3.2.6. Istatistiksel hesaplamalar

Calisma boyunca elde edilen verilerin istatistiksel analizleri SPSS for Windows
Release ver. 20.00 paket programi ile gergeklestirilmistir. Onemli bulunan varyasyon
kaynaklarmin ortalamalari Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanarak hesaplanmistir.
Calismada kullanilan farkli varyasyon ve parametrelerin birbirleri ile kolerasyonlari

incelenmistir. Ayrica susam ornekleri ile bunlardan iiretilen tahin 6rnekleri arasindaki
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iliskinin incelenmesi i¢in Independent — t testi ve depolama boyunca goriilen degisimlerin
incelenmesi i¢in tesadiif parsellerinde boliinen parseller deneme desenine gore kiyaslama

yapilmistir (Efe ve ark., 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Fizikokimyasal Analiz Sonuglari

4.1.1. ICP-MS ile agir metal tayini sonuglari
Tahin 6rneklerinin agir metal icerigi agisindan Tiirk Gida Kodeksi Tahin Tebligi’ne
uygun olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan analizlerin sonuglar1 Cizelge 4.1.°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Tahin 6rneklerindeki As, Cu, Fe ve Pb diizeyleri.

. As Cu Fe Pb
Ornek >

ppm ppm ppm ppm
KO — 13,620+0,001  74,421+0,004 2,222+0,004
LT - 15,259+0,006  56,349+0,003 -
MT — 17,349+£0,005  59,552+0,005 1,946+0,004
OK - 13,673+0,017  60,347+0,007 3,309+0,002
oT — 14,747+0,005  49,615+0,005 3,438+0,004
SE - 14,664+0,003  58,032+1,409 3,262+0,002
TR — 14,725+0,002  62,408+0,003 1,091+0,003
TT 0,312+0,001 15,284+0,004  50,578+0,004 1,735+0,005
TU — 15,588+0,005  101,552+0,006  1,992+0,003
YT 0,147+0,001 14,646+0,005  51,093+0,006 1,759+0,003
Ortalama 0,229+0,082 14,956+0,190  62,395+2,740 2,306+0,190
Minimum 0,147+0,001 13,620+0,001  49,615+0,005 1,091+0,003
Maksimum 0,312+0,001 17,349+0,005 101,5524+0,006  3,438+0,004
Teblig Ust Limit 0,200 18,000 75,000 0,300

* ppm: milyonda bir birim

Buna gore Orneklerin 8 tanesinde Arsenik (As) miktar1 belirlenebilir diizeylerde
bulunamamaistir. Tespit edilen drnekler arasinda ise sadece TT kodlu 6rnekteki As miktari
0,312 ppm ile Tahin Tebligi’nde belirtilen iist limit degerlerinin iizerinde bulunmustur.
Ornekler arasinda en diisiik Bakir (Cu) miktart 13,620 ppm ile KO kodlu &rnekte, en
yikksek Cu miktar1 ise 17,349 ppm ile MT kodlu o6rnekte tespit edilmistir. Tim
orneklerdeki Cu igeriklerinin ortalamasi ise 14,956 ppm olarak bulunmustur. Cu igerigi
acisindan ise hicbir 6rnekteki miktar tebligde belirtilen tist limitleri asmamistir. Ancak
sadece MT kodlu 6rnekteki miktar 17,349 ppm ile {ist limite ¢ok yakin olarak bulunmustur.
Ornekler Demir (Fe) icerigi agisindan incelendiginde en diisiik deger 49,615 ppm ile OT
kodlu 6rnekte, en yiiksek deger ise 101,552 ppm ile TU kodlu 6rnekte tespit edilmistir.
Orneklerin Fe igerigi ortalamasi ise 62,408 ppm olarak hesaplanmistir. Tahin Srnekleri

arasinda Fe icerigi agisindan tebligde belirtilen st limitlere uymayan tek 6rnek TU kodlu
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ornek olmustur. Ancak KO kodlu 6rnekten elde edilen sonug da 74,421 ppm ile sinira gok
yakin olarak bulunmustur. Ornekler Kursun (Pb) icerigi agisindan degerlendirildiginde 1
adet drnekte belirlenebilir diizeylerde Pb tespit edilememistir. Ornekler arasinda en az Pb
iceren 1,091 ppm ile TR, en ¢ok Pb igeren 6rnek ise 3,438 ile OT kodlu 6rnek olarak
bulunmustur. Orneklerin Pb diizeyi ortalamas1 ise 2,306 ppm olarak hesaplanmistir.
Orneklerin tamamimin Tahin Tebligi’nde belirtilen ist limitlerin iizerinde Pb icerdigi tespit

edilmistir.

Tahin orneklerinin agir metal icerigi ortalamalar1 arasindaki farklarin istatistiksel
acidan 6nemli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan tek yonlii varyans analizine
ait sonuglar Cizelge 4.2.°de verilmistir. Ornekler Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile
karsilastirilmistir.

Cizelge 4.2. Tahin 6rneklerinin As, Cu, Fe ve Pb igerigi ortalamalarina ait Duncan ¢oklu
karsilastirma testi sonuglar.

Ornekler As Cu Fe Pb
KO - 13,6 g 74,4 2,22 4
LT — 15,3 p 56,3 ¢ -
MT - 17,34 59,6 4 1,95+
OK = 13,7 g 60,3 ¢ 3,31
oT r 14,7 ¢ 49,6 , 3,44 ,
SE - 14,7 ¢ 58,0 ¢ 3,26 ¢
TR - 14,7 ¢ 62,4 ¢ 1,09
TT 0,31a 15,3 50,6 4 1,73 n
TU - 15,6 b 101,6 4 1,99
YT 0,15 14,6 ¢ 51,14 1,76 ¢
Onem Diizeyi 0,000** 0,000** 0,000** 0,000**

** 01 onem diizeyinde 6nemli, Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

Duncan c¢oklu karsilastirma testi sonucglarina gore, drneklerin As, Cu, Fe ve Pb
igerigi ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan ¢ok Onemli bulunmustur

(p<0,01). Ornekler, Cu igerigi ortalamalar1 agisindan 4, Fe icerigi ortalamalar1 bakimindan

8 ve Pb igerigi ortalamalar1 bakimindan 9 farkli gruba ayrilmistir. Bdylece tahin
orneklerinin agir metal igerikleri agisindan birbirlerinden en ¢ok farklilastigi parametre Pb,

en cok benzedigi parametre ise Cu olarak belirlenmistir.

Yapilan bu agir metal analizlerinin sonuglar1 ancak susam ile ilgili yapilmis
caligmalar ile kiyaslanabilmistir. Buna gore tiim parametrelere ait sonuglar Abu-Almaaly,
(2019) ve Eghbaljoo-Gharehgheshlaghi ve ark. (2020)’nin susam tohumlarinda bulmus
olduklar1 sonuglardan daha yiiksek ¢ikmistir. Cu igerigi bakimindan ise Gebrekidan ve
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Desta, (2019)’nin tespit ettigi sonuglarin bu calismada elde edilen sonuglardan yiiksek
oldugu belirlenmistir. Fe igerigi bakimindan, bu ¢alismada elde edilen sonuglar Tokalioglu
ve ark., (2018)’nin sonuglariyla uyum igerisindedir. Ancak Gebrekidan ve Desta,
(2019)’nin Fe igerigi sonuglar1 bu ¢alismada bulunan sonuglardan yiiksektir. Sonuglar Pb
igcerigi bakimindan degerlendirildiginde ise, Kheirati Rounizi ve ark., (2021)’nin elde ettigi
sonuglarin ¢alismamizda bulunanlardan yiiksek oldugu, Gebrekidan ve Desta (2019) ve
Tokalioglu ve ark. (2018)’nin sonuglarinin ise ¢alismamizdaki sonuglardan diisiik oldugu
belirlenmigtir. Tahin Orneklerinde belirlenen As diizeyleri ise Onceki ¢aligmalarda elde
edilenlerin tamamindan diisiik bulunmustur. Bitkisel kaynakli besinlerde goriilen en yaygin
agir metaller arasinda arsenik (As), kursun (Pb) ve bakir (Cu) bulunmaktadir. Bu agir
metallerin yliksek konsantrasyonlarda alinmasi sonucunda hem bitkilerde hem hayvanlarda
hem de insanlarda birgok ciddi saglik probleminin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir. insanlarda
arsenik ve kursun gibi agir metaller, bobrek ve sinir sistemi tizerinde toksik etkiler
gostermekte ve bu da zayiflik, bas agrisi, karin kramplari, ishal ve anemiye ek olarak
zihinsel bozukluklar1 beraberinde getirmektedir (Pratush ve ark., 2018). Normalde bitkiler,
topraktan besin iyonu alimi konusunda selektif davraniyor olsa da ekim ortaminda
kullanilabilir formda olan element orani arttik¢a, bazi agir metallerin bitkilere pasif yollarla
alinabildigi bilinmektedir (Okcu ve ark., 2009). Dolayisiyla tahin orneklerine bu agir
metallerin susamdan geldigi, susam tohumlarina da 6zellikle sulama sular1 ve ¢evreden

bulastig1 diistiniilmektedir.

4.2. Mikrobiyolojik Sayim Sonuglari

Piyasadan temin edilen tahin o6rneklerinin mikrobiyolojik sayim sonuglar1 ¢izelge
4.3.°de verilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi’nde tahin alt
baglikli bir kisim olmamakla birlikte, birgok gidada TMAB sayisi limitleri 5-6 log kob/g,
maya-kiif sayist limitleri ise 2-4 log kob/g arasinda degismektedir (Anonim, 2011). Buna
gore, tahin orneklerinde yapilan mikrobiyolojik sayimlar sonucunda, 6rneklerin genel
olarak diisiik bir mikrobiyal yiike sahip olduklar1 goriilmektedir. Bunun nedeni hem tahinin
diisik su aktivitesine hem de vyiiksek yag oranma sahip olmasidir. Orneklerde
gergeklestirilen TMAB sayim sonuclarina gore en diisiik deger 2,03 log kob/g ile TT kodlu
ornekten, en yiiksek deger ise 5,02 log kob/g ile SE kodlu 6rnekten elde edilmistir. Tim
tahin 6rneklerinin TMAB sayis1 ortalamasi ise 3,50 log kob/g olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Tahin 6rneklerinin mikrobiyolojik sayim sonuglari

ORNEK TMAB Maya-Kiif Kiif Stahpylococcus spp.  Koliformlar
log kob/g log kob/g log kob/g log kob/g log kob/g
« KO 3,62+0,02 <2 <2 3,68+0,03 2,01+0,08
§-5 OK 2,31£0,01 2,91+0,04 <2 <2 <1
a <= SE 5,02+0,01 4,79+0,03 <2 <2 <1
ES 'fc:; TR 3,23+0,03  3,32+0,04 <2 <2 <1
S+ TT 2,03+0,03 <2 <2 <2 <1
= TU 4,36+£0,01 3,26+0,03 3,26+0,03 3,46+0,04 <1
_ LT 2,61+0,02 2,89+0,03 <2 <2 <1
TEE MT 2,70£0,01 2,34+£0,02 2,34+0,02 <2 <1
58 OT 4,53£0,02 3,18+0,03 <2 <2 <1
YT 4,61+0,02 4,47+0,04 <2 2,03+0,02 <1
Minimum  2,03£0,03 2,34+0,02
Maksimum 5,02+0,01 4,79+0,03
Ortalama  3,50+0,15 3,39+0,27

Tahin 6rneklerinin maya-kiif sayimi sonuglar1 arasinda ise en diigiik deger 2,34 log

kob/g ile MT kodlu 6rnekte, en yiiksek deger ise 4,79 ile SE kodlu 6rnekte gozlenmistir.

Orneklerin maya-kiif sayisi ortalamalari ise 3,39 log kob/g olarak belirlenmistir. Yapilan

kif sayimi analizlerinde ise orneklerin sadece 2 tanesinde sayilabilir araliklarda kif

kolonileri goriilmiistiir. Tahin 6rneklerin yalnizca bir tanesinde koliform grubu bakteriye

rastlanmigtir.

Cizelge 4.4. Tahin orneklerinin mikrobiyolojik sayim sonuglarina ait Duncan c¢oklu
karsilastirma testi sonuglari.

Ornekler TMAB Maya-Kiif
KO 3,62¢e -
LT 2,61 h 2,89 f
MT 2,70 g 2,34 ¢
OK 2,311 291f
oT 453¢c 3,18 e
SE 5,02a 4,79 a
TR 3,23 f 3,32¢
TT 2,03 ] -
TU 4,36 d 3,26d
YT 4,61b 4,47 Db

Onem Diizeyi 0,000** 0,000**

** 061 6nem diizeyinde 6nemli. Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.

Tahin o6rneklerinin - mikrobiyolojik

sayim

sonuglarina  ait

Duncan

coklu

karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.4.’te sunulmustur. Orneklerin TMAB sayisi

ortalamalar1 arasindaki fark ve maya-kiif sayisi ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel

acidan ¢ok onemli bulunmustur (p<0,01). TMAB sayim sonuglariin Duncan ¢oklu
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karsilastirma testi sonuglaria gore 10 farkli grup olusmus, maya-kiif sayis1 bakimindan ise
7 farkli grup olusmustur. Bu durumda piyasadaki tahinlerin mikrobiyal yiik agisindan

hicbir benzerlik gostermedigi anlagilmaktadir.

Khachfe ve ark, (2018)’nin tahin &rneklerinin mikrobiyolojik kalitesini
arastirdiklar1 bir calismada benzer sekilde orneklerin mikrobiyal yiikleri arasinda 6nemli
farklar bulunmustur. Yapilan ¢alismada TMAB sayim sonuglari 2-5,6 log kob/g araliginda,
maya-kiif sayim sonuglar1 ise 2-6 log kob/g araliginda bulunmustur. Sonuglarin
ortalamalari, calismamizda elde edilenlerle kiyaslandiginda hem TMAB hem de maya-kiif
sayilarinin ¢aligmamizda bulunanlardan daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica yine
ayni ¢alismada orneklerin yaklasik %90’inda koliform grubu bakterilere rastlanmustir.
Ayaz ve Al-Sogair (1986), tarafindan gergeklestirilen bir baska g¢alismada ise tahin
orneklerinin TMAB sayilarinin 1-4,5 log kob/g araliginda, maya-kif sayilarinin ise 1-2 log
kob/g araliginda oldugu belirlenmistir. Yine ayn1 ¢calismada 6rneklerin %20’sinde koliform
grubu bakterilere rastlanmistir. Calismamizda elde edilen TMAB sonuglar1 bu sonuglarla

benzerlik gostermis, maya-kiif sayilarmnin ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Tahin orneklerinde koagiilaz pozitif S. aureus varliginin belirlenmesi amaciyla
yapilan analizler sonucunda 3 ornekte siipheli kolonilere rastlanmistir. Buna gore,
koagiilaz, katalaz, DNAz ve termoniikleaz pozitif olan koloniler arasinda KO1, TU1 ve
TU2 kodlu kolonilerin metisilin direnci oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla bu suslarin
iretebilecegi toksinlerin gida giivenligi agisindan riskli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan benzer calismalarda da tahin 6rneklerinde S. aureus kolonilerine rastlandigi
bildirilmistir (Ayaz ve Al-Sogair, 1986; Khachfe ve ark., 2018; Olaimat ve ark., 2017). S.
aureus genellikle c¢evreden izole edilebilmekle beraber, dogal kaynagi insan ve
hayvanlardir. insanlarda daha ¢ok burun ve bogaz boslugunun mukoza tabakasindan izole
edilmektedir. Bunun yan1 sira deri iizerinde, yiiz, eller, diski, iltihapl yaralar, ¢iban ve
sivilcelerde yogun olarak bulunmaktadir. Bu nedenlerle tahin 6rneklerinde bulunan S.
aureus suslarinin, dretimden sorumlu personellerden bulasmis olmasi  Kkuvvetle
muhtemeldir (Castro ve ark., 2016). Stafilokoklar, ¢esitli iltihapl enfeksiyoz hastaliklara
neden olmakla birlikte insanlarda septisemi, artrit, menenjit, endokardit, dermatit ve eklem

romatizmalarina neden olmaktadir (Kloos ve Bannerman., 1994).
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Sekil 4.1. Metisilin direnci olan ve olmayan kolonilerin karsilastiriimasi.

Kahramanmaras piyasasinda tahin {iretimi yapan {ireticilerden temin edilen susam
orneklerine ait mikrobiyolojik sayim sonuglari Cizelge 4.5.te gosterilmistir. Susam
orneklerinde yapilan TMAB sayim analizleri sonucunda en diisiik deger 2,03 log kob/g ile
YS kodlu 6rnekte, en yiiksek deger ise 3,18 log kob/g ile LS kodlu 6rnekte bulunmustur.
Orneklerin ortalama TMAB sayis1 ise 2,66 log kob/g olarak hesaplanmistir. Maya-kiif
sayimi analizleri sonucunda en diisiik deger 2,60 log kob/g ile YS kodlu 6rnekten, en
yiiksek deger ise 5,11 log kob/g ile LS kodlu 6rnekten elde edilmistir. Orneklerin ortalama
maya-kif sayilar1 ise 4,22 log kob/g olarak belirlenmistir. Bir 6rnekte maya gelisimi
gdzlenmemistir.

Cizelge 4.5. Susam ornekleri ve bunlardan iiretilen tahinlerin mikrobiyolojik sayim
sonuglariin karsilastirmasi.

TMAB  Maya-Kiif Kiif Stahpylococcus spp. Koliformlar

ORNEK log kob/g  log kob/g log kob/g log kob/g log kob/g
_gE@E LS 3,18£0,05  5,11%0,03 <2 <2 <1
S g 22 E MS 2,49+0,02 <2 <2 <2 <1
> = g8 os 2,94+0,03  4,95+0,02 <2 <2 <1

> ® YS 2,03+0,03  2,60+0,04 <2 <2 <1

Minimum 2,03+0,03  2,60+0,04
Maksimum 3,184+0,05 5,11+0,03
Ortalama 2,66£0,44  4,22+1,14
_gs LT 2,61+0,02  2,89+0,03 <2 <2 <1
=€ MT 2,70+0,01  2,34+0,02  2,34+0,02 <2 <1
$ 5‘3 £ OT 4534002 3,18+0,03 <2 <2 <1
EooyT 4,61£0,02  4,47+0,04 <2 2,03+0,02 <1
Minimum 2,61+£0,02  2,34+0,02
Maksimum 4,61£0,02  4,47+0,04
Ortalama 3,61£0,96  3,22+0,78

Yerel iiretim noktalarindan temin edilen tahinler ve bunlarin iiretildigi susamlarin
mikrobiyolojik sayim sonuglarinin kiyaslanmasi amaciyla Independent-t testi yapilmistir
(Cizelge 4.6.). Yapilan analizler sonucunda susam 6rneklerinin ve onlardan yapilan tahin
orneklerinin TMAB sayilarinin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel a¢idan g¢ok

onemli bulunmustur (p<0,01). Maya-kiif sayilar1 ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ise
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istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Bu durumda, yerel tiretim noktalarindan
temin edilen tahinlerde bakteriyel yiikiin tiretim ve paketleme sirasinda degistigi
disiiniilmektedir. Maya-kiif yiikii ise degismemektedir. Ayrica MS kodlu susamda kiif
bulunmayip ondan {iiretilen tahinde kiif bulunmas1 ve YS kodlu 6rnekte Staphylococcus
spp. bulunmayip YT kodlu tahinde bulunmasi dikkat ¢ekmektedir. Tiim bunlar g6z 6niinde
bulunduruldugunda, Kahramanmaras’ta bulunan yerel tahin iiretim noktalarinin hijyen ve
sanitasyon kosullarinda sikinti oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.6. Susamlarin ve bunlardan iretilen tahinlerin  mikrobiyal yiiklerinin
karsilastirilmasi igin yapilan Independent-t testi sonuglari

Tahin Susam Onem Diizeyi
Ortalama Std. Sapma Ortalama Std. Sapma (p<0,05)
TMBA 3,61 1,00 2,66 0,46 0,007**
Maya-kiif 3,22 0,82 3,16 2,17 0,934 ns

** 91 6nem diizeyinde 6nemli, ns: istatistiksel olarak 6nemsiz.

Tahin oOrneklerinde gergeklestirilen tim analizlerin sonuglar1 arasinda bir
korelasyon olup olmadiginin belirlenmesi i¢in hazirlanan pearson korelasyonu tablosu
Cizelge 4.7.de verilmistir. Mikrobiyolojik parametrelerin kendi igerisindeki korelasyonlar
incelendiginde, 6rneklerin TMAB sayilar1 ile maya-kiif sayilar1 arasinda pozitif korelasyon
oldugu anlagilmaktadir. Bunun yani sira maya-kif sayilar ile koliform bakteri sayilari
arasindaki negatif korelasyon da dikkat cekmektedir. Ayrica S. aureus sayilar ile koliform
bakteri sayilari arasinda da pozitif bir korelasyon oldugu goriilmektedir (p<0,01). Bu
durumda her iki patojen grubunun kontaminasyon kaynagiin benzer oldugu sonucuna

varilabilir.

Cizelge 4.7. Tahin o6rneklerinin tiim parametreleri arasindaki korelasyon tablosu.

Maya-Kif Kif S.aureus Koliformlar As Cu Fe Pb
TMAB 0,607 0,079 0,379" 0,039 -0,292 0,368" 0,380" 0,163
Maya-Kiif 1 0,051 -0,205 -0,594™ -0,389"  0,516™ -0,026 -0,260
Kif 1 0,371" -0,164 -0,228 -0,016 -0,249 0,266
S. aureus 1 0,632 -0,084 -0,449" 0,029 0,270
Koliformlar 1 -0,155 -0,444" 0,272 0,048
As 1 -0,112 -0,387" 0,376"
Cu 1 0,042 -0,313
Fe 1 -0,041
Pb 1

* 005 6nem diizeyinde onemli, ** %1 6nem diizeyinde dnemli.
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Agir metal igeriklerinin birbiri icerisindeki korelasyonlar incelendiginde, AS
igeriklerinin Fe igerikleri ile negatif, Pb icerikleri ile pozitif bir korelasyona sahip oldugu
gozlenmektedir (p<0,05). Bunlarin digindaki agir metal igeriklerinin birbirleri ile bir

korelasyonu bulunmamaktadir.

Mikrobiyolojik sayim sonuglar1 ile agir metal igeriklerinin korelasyonlari
incelendiginde ise maya-kiif sayilar1 ile Cu igeriklerinin pozitif korelasyonu dikkat
cekmektedir (p<0,01). Bunun yani1 sira TMAB sayilar1 ile Cu ve Fe igerikleri arasinda
pozitif korelasyon oldugu goriilmektedir (p<0,05). Ayrica Cu igerikleri ile S. aureus ve

koliform bakteri sayilar1 arasinda da negatif korelasyon oldugu belirlenmistir (p<0,05).

4.3. Tahin Orneklerinde izolasyon ve Tanimlama Sonuglar1

Orneklerde kiiltiirel yontemlerle yapilan Salmonella spp. ve Listeria spp. taramalari
sonucunda sadece TR kodlu 6rnekte Salmonella siiphelisi kolonilere rastlanmistir (Sekil

4.2.). Higbir drnekte Listeria spp. siiphelisi koloni bulunmamustir.

Salmonella spp. siiphelisi kolonilerin 16S PCR metoduyla tanimlanabilmesi amaciyla
gerekli izolasyonlar yapilmigtir. Daha sonra DNA izolasyonu yapilarak template DNA’lar
PCR islemine hazir hale getirilmistir. Gergeklestirilen PCR analizlerinden sonra amplifiye
edilmis olan DNA’lar elektroforez jelde yiiriitiilmiis ve ardindan UV 1sik altinda
incelenmistir (Sekil 4.3.).

Sekil 4.2. TSI agar testi sonucunda Salmonella negatif ve pozitif olan tiipler.

Yapilan sekans analizleri sonucunda elde edilen gen dizilerinin hangi
mikroorganizmaya ait oldugu BLAST algoritmasi kullanilarak belirlenmistir (BLAST,

2020). Buna gore stipheli olan izolatin Salmonella enterica serovar typhimurium oldugu
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tespit edilmistir. Tahinlerde daha o6nce yapilan birgok ¢alismada Salmonella spp.’ye
rastlanmistir.  Khachfe ve ark., (2018)’min gergeklestirdigi bir ¢alismada Liibnan
piyasasindan temin edilen tahin 6rneklerinin yaklasik %30’unda farkli Salmonella suslar
tespit edilmistir. de Jong ve ark., (2001)’nin yapmis oldugu bir calismada, Isveg’te
Salmonella typhimurium DT104 ile kontamine tahin helvasmin 2001 yilinda 27 kiside
hastaliga neden oldugunu bildirmistir. Yine 2001 yilinda, sirasiyla Norveg Ve
Avustralya’da 18 ve 14 vakanin bildirildigi iki salgin rapor edilmistir (Aavitsland ve ark.,

2001; O’Grady ve ark., 2002).

Bunun yani sira, 2013 yilinda ABD’de S. mbandaka ve S. montevideo ile
kontamine tahinle hazirlanan humus tiiketimiyle ilgili ¢ok asamali bir salgin (bir hastanede
yatis ve bir 6limle birlikte 16 vaka) rapor edilmistir (Olaimat ve ark., 2018). 2015 yilinda
Kanada’da, Salmonella bulasmis tahinler, piyasadan 9 defa geri ¢agrilmistir. Mayis 2018’
de ABD piyasasinda Salmonella spp. ile kontamine olmus tahinler tespit edilerek geri
toplatilmistir (Al-Nabulsi ve ark., 2020).

Sekil 4.3. 16S PCR metoduyla amplifiye edilen DNA’larin UV 1s1k altindaki goriintiileri.
4.4. Antagonist Aktivite Testi Sonuglari

Gergeklestirilen antagonist aktivite testlerinde L. plantarum ve C. alimetarius
suglarmin  S. typhimurium, L. monocytogenes ve E. coli referans suslarina karsi
antimikrobiyal aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Bu amagla agar spot metodu kullanilmistir. Elde

edilen sonuglara ait inhibisyon zonu 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.8.”de verilmistir.

Cizelge 4.8. LAB suslarinin referans patojen suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesi.

Mikroorganizma S. typhimurium L. monocytogenes
L. plantarum 24 mm 27 mm
C. alimentarius 11 mm 17 mm
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Buna gore L. plantarum suslari, en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi L.
monocytogenes’e karst gostermistir. Bunu S. typhimurium izlemistir. Mashak, (2016)
tarafindan gergeklestirilen bir calismada L. plantarum suslariin ayni patojenlere karsi
giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde Kamiloglu ve
ark., (2019) da yaptiklar1 ¢alismada sucuktan izole ettikleri L. plantarum suslarinin S.
aureus, L. monocytogenes ve B. cereus gibi patojenlere karsi farkli diizeylerde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini tespit etmislerdir. Liu ve ark., (2019) tarafindan
gerceklestirilen bir bagka ¢alismada da L. plantarum suslarinin, biyokontrol ajani olarak
kullanilmasimin Salmonella serovarlari tizerinde Oldiiriicii etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Yapilan benzer bir ¢alismada L. plantarum ZJ316 susundan bakteriyosin izole
edilmis ve bu bakteriyosinin farkli Salmonella suslari tizerindeki antimikrobiyal etkisi
aragtirtlmistir. Gergeklestirilen analizler sonucunda izole edilen L-phenyl laktik asidin
Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 1402 susu iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark., 2020).

C. alimentarius suslar1 ise en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi L. monocytogenes
suslarina kars1 gostermis, bunu S. typhimurium takip etmistir. Hu ve ark., (2017)
gerceklestirdikleri bir ¢alismada C. alimentarius suslari tarafindan tiretilen laktosin isimli
bakteriyosinin patojen bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu tespit

etmislerdir.

Sekil 4.4. LAB suslarinin referans patojenler lizerindeki antimikrobiyal etkisini gdsteren
inhibisyon zonlari.

Mourad ve Bettache, (2018) farkli LAB’ni karakterize ettikleri bir ¢alismada C.
alimentarius suslarinin E. coli ve B. cereus iizerine antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
belirlemislerdir. Klingberg ve ark. (2005)’nin gerceklestirdigi bir bagka caligmada
Iskandinav tipi fermente sosislerden izole edilen C. alimentarius suslarmn S. typhimurium,
E. coli, L. monocytogenes ve Yersinia enterocolitica suslarina karsi antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.
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Agar spot testi sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, L. plantarum suslarinin, C.
alimentarius suslarina gore hedef patojenler iizerindeki inhibisyon etkisinin daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Ancak Lactobacillus suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin
arastirildigr bir ¢alismada, kullanilan L. plantarum ve C. alimentarius suslarinin B. cereus
ve E. coli iizerinde inhibisyon etkisi olmasina karsin, S. typhimurium ve Listeria suslari
tizerinde etkili olmadiklar1 belirlenmistir (Gandevia ve ark., 2017). Dolayisiyla, bu
calismada kullanilmasi tercih edilen L. plantarum ve C. alimentarius tiirlerine ait tiim
suglarin hedef patojen gruplar1 iizerinde antagonistik etkisi olmamasina ragmen,

caligmamizda kullanilan suslarin etkili oldugu anlagilmaktadir.
4.5. Antagonist flavesi Yapilmis Tahinlerde Depolama Siiresince Gozlenen Degisimler

Depolama 6ncesinde, 6rnek gruplarina her bir mikroorganizma 6 log kob/g diizeyinde
ilave edilmistir. Daha sonra gruplara ilave edilen tiim mikroorganizmalarin sayilar1 haftalik
olarak belirlenmis ve degisimleri gbzlenmistir. Depolama siiresi boyunca orneklerdeki
mikroorganizma sayist ortalamalarinin zamana bagli degisimlerinin ortaya koyulabilmesi
i¢in tesadiif parsellerinde boliinen parseller deneme deseni kullanilmistir. Orneklerdeki
LAB sayis1 degisimleri Cizelge 4.9.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Tahin orneklerine inokiile edilen LAB sayilarmin depolama boyunca
degisimleri.

Depolama Siiresi (Giin)

Gruplar ik Giin 7 14 21 28 Ortalama
AL 5,85 4,32 5,18 5,44 5,36 523D
PL 574 5,38 5,78 5,86 5,80 571A
AL+SL 5,80 3,51 3,30 3,80 3,76 4,03 F
ALA+LI 5,82 4,03 3,30 3,56 3,59 4,06 F
PL+LI 5,78 4,52 5,07 4,82 4,96 503E
PL+SL 5,85 5,46 5,65 5,61 5,59 563B
PL+AL+LI 5,87 5,48 491 5,06 4,98 526D
PL+AL+SL 5,87 5,56 541 5,76 5,65 5,65B
PL+AL+SL+LI 5,90 5,92 5,60 4,92 4,89 545 C
Ortalama 477 A 4,02 C 4,02 C 4,08 B 4,05B 4,19
Onem Diizeyi (p<0,05) Grup =0,000** Siire= 0,000**

** %1 onem diizeyinde onemli. Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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Gruplarda ilk giin LAB sayilarin 6 log kob/g’a olduk¢a yakin olmasi inokiilasyonun
istenen diizeyde yapildigimi gostermektedir. Tahin gruplarinin her birinin depolama siiresi
sonundaki LAB sayis1 ortalamalar1 arasindaki farkliliklar istatistiksel a¢idan ¢ok Snemli
bulunmustur (p<0,01). Depolama siiresi sonundaki LAB sayis1 ortalamalar1 bakimindan 5

farkli grup olugsmustur.

Ozellikle ayn1 suslarin ilave edildigi gruplarin siire sonundaki sayilarmin ayni
oldugu gozlemlenmistir. L. plantarum susunun tek basina ilave edildigi grubun siire
sonundaki sayisiyla, patojenlerle birlikte oldugu gruplarinki karsilastirildiginda L.
plantarum sayisinin diger mikroorganizmalarin varligindan etkilenmedigi sonucuna
varilmaktadir. Ancak C. alimentarius sayisinin patojen mikroorganizmalarin varligindan
olumsuz etkilendigi goriilmektedir. Dort haftalik depolama sonunda antagonist LAB
suslarmin her ikisinin de tahin 6rneklerinde 4 log kob/g’dan daha fazla sayida bulunarak
canliliklarimi koruduklar tespit edilmistir. Bu sayede antimikrobiyal etkili metabolitlerini
tiretmeye devam ederek hedef patojenlerin gelisimini farkli diizeylerde inhibe ettikleri

distiniilmektedir.

Tim inokiilasyon gruplarinin haftalik LAB sayist ortalamalar1 arasindaki
farkliliklar istatistiksel agidan ¢ok énemli bulunmustur (p<0,01). ilk giin dahil olmak iizere
4 haftalik LAB sayis1 ortalamalar1 bakimindan 3 farkli grup olugsmustur. LAB sayilar1 1.
haftada diismiis ancak daha sonra depolama siiresince belirgin bir degisiklige

ugramamistir.

Orneklere ilave edilen LAB suslarmimn laktik asit iireterek orneklerin tadinda
eksimelere neden olup olmadigimin belirlenebilmesi amaciyla depolama siiresince
gruplarin pH degisimleri de takip edilmistir. Tahin gruplarinda depolama boyunca

gozlenen pH degisimleri Cizelge 4.10.’da gosterilmistir.

Orneklerin depolama siiresi sonundaki pH degerleri ortalamasi bakimindan yalnizca
2 grup olusmustur. Haftalik pH degerleri bakimindan ise 3 farkli grup olugsmustur (p<0,01).
Inokiilasyon gruplarinin pH diizeylerinde depolama siiresince neredeyse hicbir degisim

gbzlenmemistir.

Sadece tiim bakterilerin bulundugu grupta belirgin bir diisiis oldugu gézlenmistir.
Dolayisiyla bu LAB suslarinin tahin ve benzeri gidalarda biyokontrol ajani olarak

kullaniminin tatta bir eksimeye sebep olmayacagi sonucuna varilabilir.
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Cizelge 4.10. Tahin 6rneklerinin depolama boyunca pH degisimleri.

Depolama Siiresi (Giin)

Gruplar Ik Giin 7 14 21 28 Ortalama
Li 6,39 6,40 6,40 6,39 6,33 6,38 A
SL 6,38 6,40 6,39 6,43 6,38 6,39 A
AL 6,37 6,39 6,40 6,41 6,39 6,39 A
PL 6,39 6,38 6,41 6,38 6,39 6,39 A
AL+SL 6,40 6,44 6,40 6,42 6,36 6,40 A
AL+LI 6,37 6,39 6,41 6,38 6,34 6,38 A
PL+LI 6,37 6,40 6,43 6,37 6,35 6,38 A
PL+SL 6,37 6,43 6,40 6,39 6,36 6,39 A
PL+AL+LI 6,38 6,43 6,44 6,40 6,37 6,40 A
PL+AL+SL 6,39 6,40 6,42 6,38 6,35 6,39 A
PL+AL+SL+LI 6,39 6,40 6,40 4,40 6,41 6,00 B
Ortalama 6,38 AB 6,40 A 6,41 A 6,21 C 6,37 B 6,36
Onem Diizeyi (p<0,05) Grup = 0,000%* Siire= 0,000%*

** 061 6nem diizeyinde dnemli. Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
Tahin gruplarinda depolama boyunca gézlenen Salmonella spp. sayisi degisimleri
Cizelge 4.11.°de verilmistir. Gruplarda ilk giin Salmonella spp. sayilarmin 6 log kob/g’a
yakin olmasi inokiilasyonun istenen diizeyde yapildigini gostermektedir. Depolama siiresi
sonundaki ve haftalik Salmonella spp. sayisi ortalamalari arasindaki farkliliklar istatistiksel
acidan ¢ok onemli bulunmustur (p<0,01). Depolama sonundaki mikroorganizma sayilari
bakimindan 5 farkli grup olusmustur. Haftalik Salmonella spp. sayisi ortalamalar
bakimindan ise 3 farkli grup olusmustur. Depolamada tahin 6rneklerinin Salmonella spp.

igerikleri 2. haftaya kadar azalmis ancak daha sonra belirgin bir degisiklik olmamustir.

Cizelge 4.11. Tahin 6rneklerinde depolama boyunca Salmonella spp. sayist degisimleri.

Depolama Siiresi (Giin)

Gruplar Ik Giin 7 14 21 28 Ortalama
SL 6,34 4,98 5,02 5,01 5,06 528 A
AL+SL 6,29 4,94 4,44 4,38 4,40 4,89B
PL+SL 6,32 4,92 4,19 4,17 4,15 475D
PL+AL+SL 6,26 4,78 4,45 4,46 441 487 C
PL+AL+SL+LI 6,28 4,78 4,15 4,13 4,11 4,69 E
Ortalama 6,30 A 4,88 B 4,45C 443 C 443C 4,90
Onem Diizeyi (p<0,05) Grup =0,000** Siire= 0,000**

** 061 6nem diizeyinde dnemli. Farkl harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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Stire sonunda, antagonist LAB susu ilave edilmeyen gruptaki Salmonella spp.
diizeyinin diger gruplardakinden yiiksek olmasi LAB suslariin etkili oldugunun géstergesi
olmustur. Salmonella spp. diizeyini %34,2 azaltan L. plantarum susu, en etkili antagonist

LAB susu olmustur.

Icerisinde S. enterica serovar typhimurium tespit edilen TR kodlu &rnege de
antagonist LAB suslari, ayr1 ayr1 ve karisik olarak ilave edilerek depolama
gerceklestirilmistir. Depolama boyunca TR kodlu 6rnekteki Salmonella spp. sayisinda
meydana gelen degisimler Sekil 4.5.’te gosterilmistir. Buna gore L. plantarum susunun
bulundugu her iki grupta da 3. haftada Salmonella spp. tamamen yok olmustur. Sadece C.
alimentarius susunun oldugu grupta ise ancak 4. hafta sonunda Salmonella spp.’nin
tamamen yok oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla igerisinde S. enterica serovar typhimurium
tespit edilen grup acisindan da en basarili antagonist mikroorganizma L. plantarum

olmustur.
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Sekil 4.5. Depolama boyunca TR kodlu 6rnekte gézlemlenen Salmonella spp. degisimleri.
Tahin gruplarinda go6zlenen haftalik Listeria spp. sayisi degisimleri Cizelge

4.12.’de verilmistir. Gruplarda ilk giin Listeria spp. sayilarinin 6 log kob/g’a yakin olmasi

inokiilasyonun istenen diizeyde yapildigimi gostermektedir. Hem depolama siiresi
sonundaki mikroorganizma sayilar1 hem de haftalik mikroorganizma sayilar1 bakimindan
5’er farkli grup olusmustur (p<0,01). Listeria spp. sayilar1 depolama boyunca diizenli
olarak azalma gostermistir. Sadece L. plantarum susunun ilave edildigi grupta 4. hafta
sonunda, her iki antagonistin ve her iki patojenin de ilave edildigi grupta ise 3. hafta
sonunda Listeria spp. tiremesi gozlenmemistir. Her iki antagonistin ve patojen
mikroorganizmanin bulundugu grupta 4. haftanin sonunda hala Listeria spp. bulunmasi, L.
plantarum susunun tek basina daha giiglii antimikrobiyal etkiye sahip oldugunun bir
gostergesidir. Sadece C. alimentarius susunun oldugu grupta ise Listeria spp. diizeyi
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depolama siiresi sonunda %33,7 oraninda azalmistir. Listeria spp. a¢isindan da en etkili

antagonist LAB, L. plantarum olmustur.

Cizelge 4.12. Tahin 6rneklerinde depolama boyunca Listeria spp. sayist degisimleri.

Depolama Siiresi (Giin)

Gruplar Ik Giin 7 14 21 28 Ortalama
Li 5,88 541 5,05 5,03 4,89 525 A
AL+LI 5,90 5,16 4,49 4,00 3,91 4,69B
PLA+LI 5,93 4,59 3,18 2,74 0,00 3,29D
PL+AL+LI 5,99 5,05 4,23 3,53 2,17 4,19C
PL+AL+SLALI 5,92 5,49 2,86 0,00 0,00 2,86 E
Ortalama 592 A 514 B 3,96 C 3,06 D 2,19E 1,84
Onem Diizeyi (p<0,05) Grup = 0,000** Siire= 0,000**

** 01 6nem diizeyinde dnemli. Farkli harfler ile gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda, tahin orneklerinde As, Cu, Fe ve Pb igerigi
ortalamalar sirastyla 0,229, 14,956, 62,395 ve 2,306 ppm olarak bulunmustur. Buna gore
As igerigi agisindan 1 adet, Fe igerigi agisindan 1 adet ve Pb igerigi agisindan da 6rneklerin

tamami Tiirk Gida Kodeksi Tahin Tebligi’nde belirlenen st limitleri asmustir.

Orneklerin TMAB ve maya-kiif sayis1 ortalamalar sirastyla 3,50 ve 3,39 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Piyasadan temin edilen tahin 6rneklerinden 3 tanesinde koagiilaz
pozitif ve metisiline direngli S. aureus, 1 tanesinde koliform grubu bakteri tespit edilmistir.
Bir 6rnekte de Salmonella enterica serovar typhimurium bulunmustur. Bu nedenle tahin ve
tahinden yapilan humus, helva vb. besinlerin iretiminde hijyen ve sanitasyon kosullari

acisindan sikintilar oldugu anlasilmaktadir.

Besiyeri ortaminda L. plantarum suslari, S. typhimurium ve L. monocytogenes
suslarina karsi, C. alimentarius suslarina gore daha gii¢lii antagonist etki gostermistir.

Inokiilasyon gruplarinda yapilan depolama sonunda, her iki patojene karsi en
yiiksek antagonist etkiyi L. plantarum gostermistir. S. typhimurium’un %34 azalmasini, L.

monocytogenes’ in ise tamamen inhibe olmasini saglamistir.

S. typhimurium ile kontamine oldugu tespit edilen piyasa Ornegindeki depolama
sonucunda L. plantarum inokiile edilmis olan grupta 3. hafta sonunda Salmonella spp.

liremesi gdzlenmemistir.

Tahin hem tilkemizde hem de Ortadogu cografyasinda olduk¢a fazla tiiketilen bir
iiriin olmast ve genellikle ¢ig tiiketiliyor olmasindan dolay1 herhangi bir gida kaynakl
hastaligin sebebi olma ihtimali de ¢ok yiiksektir. Bu nedenle oncelikle tahine herhangi bir
asamada patojen kontaminasyonu olmasini Onlemek, iiretim agisindan bir oncelik
olmaldir. Yine de herhangi bir sebeple lirline patojen mikroorganizmalar bulagirsa da
mutlaka inhibe edilmeleri ve varsa toksinlerinin de etkisiz hale getirilmesi gerekmektedir.
Calismamizda elde edilen bulgular, ileride tahin veya tahin benzeri {iriinlerde yapilabilecek
biyokontrol ¢alismalarina 1sik tutacaktir. Ayrica kullanilan antagonist bakterilerden
antimikrobiyal metabolitlerin izole edilmesi ve patojen biyokontroliinde sadece bu
metabolitlerin gidalarda antimikrobiyal ajan olarak kullanilabilme potansiyeli de
yapilabilecek caligmalar arasindadir. Boylece antagonist mikroorganizmanin {iriiniin tat ve

aromasini degistirme riski ortadan kaldirilmis olacaktir.
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