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OZET

TAVUK GOGUS ETINiN DEFNE UCUCU YAG iLE MUAMELE EDiLMESi SIRASINDA
MIKROBIYAL YUK DEGiSiMi

Tavuk gogis eti kolay bozulabilen, raf émrii kisa ve mikroorganizma gelisimine uygun
bir gidadir. Tavuk gogiis eti liretiminden tiiketim stiresine kadar kolayca mikroorganizmalarla
kontamine olabilmektedir. Bu gibi durumlarda gidalar1 zararli mikroorganizmalardan
koruyabilmek icin dogal antimikrobiyal maddelerden yararlanilmaktadir. Bu calismada defne
ucucu yaginin antimikrobiyal 6zelliginden yararlanilarak tavuk gogiis etinin depolama stiresi
boyunca mikrobiyal yiik degisiminin belirlenmesi amaclanmistir. Calismanin ilk asamasinda
defne ucucu yagi elde edilmis olup kullanilacak ana kadar +4 °C’de depolanmistir. Elde edilen
defne ugucu yaginin 6 farkhh gida kaynakh patojen mikroorganizma iizerine disk diflizyon
yontemiyle antimikrobiyal etkisi incelenmis ve kontamine edilecek mikroorganizma
belirlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda 5 farkli miktardaki (160, 200, 240, 480 ve 2400 pl)
defne ucucu yaginin 240 pul Escherichia coli ATCC 25922 saf kiiltiirii lizerine depolama stiresi
boyunca inhibitor etkisi belirlenmis olup, Escherichia coli ATCC 25922 {izerine en yliksek
inhibitor etkiyi gosteren defne ugucu yagi miktar1 2400 pl olarak tespit edilmistir. Defne ugucu
yaginin konsantrasyonu arttikca inhibitor etkinin dogru orantili olarak arttigi belirlenmistir.
Calismanin igiincii asamasinda 160 ve 2400 pl defne ugucu yaginin tavuk mikroflorasinin
depolama siiresi boyunca yiik degisimi incelenmis olup, defne ugucu yaginin mikroorganizma
gelisimini yavaslattig1 tespit edilmistir. Calismanin son asamasinda 240 pl Escherichia coli ATCC
25922 ile 5 farkl miktardaki (160, 200, 240, 480 ve 2400 pl) defne ucucu yagi karisimlari
mikroflorasindan arindirilmis tavuk gogiis etleri tizerine stiriilmiis ve depolama siiresi boyunca
inhibitor etkisi incelenmistir. Calismanin sonucunda defne ugucu yaginin her 5 miktarinda
mikrobiyal yiik miktarini azalttig1 ve 240 pl Escherichia coli ATCC 25922 {izerindeki en yiiksek
inhibitor etkiyi gosteren defne ucucu yag miktar1 2400 pl olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Defne yapragi, Defne ugucu yagi, Antimikrobiyal madde, Tavuk gogiis eti,
Escherichia coli ATCC 25922.

Danisman: Prof. Dr. H. Ibrahim EKIZ, Mersin Universitesi, Gida Miithendisligi Anabilim Dali,
Mersin.



ABSTRACT

EFFECT OF MICROBIAL LOAD DURING THE HANDLING OF CHICKEN BREAST MEAT WITH
LAUREL ESSENTIAL OIL

Chicken breast meat is perishable, has a short shelf life and is suitable for microorganism
development. Chicken breast meat from production to consumption time, it can easily be
contaminated with microorganisms. In such cases, natural antimicrobial agents are used to
protect food from harmful microorganisms. In this study, it was aimed to determine the change
of microbial load during storage period of chicken breast meat by using antimicrobial
properties of laurel essential oil. In the first stage of the study, laurel essential oil was obtained
and stored at 4°C until use. The antimicrobial effect of the obtained bay essential oil on 6
different foodborne pathogenic microorganisms was investigated by disc diffusion method and
the microorganism to be contaminated was determined. In the second stage of the study, the
inhibitory effect of 5 different amounts (160, 200, 240, 480 and 2400 ul) of laurel essential oil
on 240 pl of a pure culture of Escherichia coli ATCC 25922 was determined. The amount of
laurel essential oil with the highest inhibitory effect on Escherichia coli ATCC 25922 was 2400
ul. It was determined that the inhibitor effect increased in direct proportion to as the
concentration of bay essential oil increased. In the third stage of the study, the load changes of
160 and 2400 pl laurel essential oil during the storage period of the microflora of the chicken
were examined. Laurel essential oil was found to slow down the growth of microorganisms. In
the last stage of the study, 240 microlitre of Escherichia coli ATCC 25922 and 5 different
amounts (160, 200, 240, 480 and 2400 ul) of bay essential oil mixtures were applied on poultry
breast meat-free from microflora and inhibitory effect during the storage period was examined.
As a result of the study, it was found that laurel essential oil decreased the amount of microbial
load in every 5 amounts and 240 microliters of Escherichia coli ATCC 25922 showed the highest
inhibitory effect on the amount of laurel essential oil was determined to be 2400 pl.

Keywords: Laurel Leaf, Laurel Essential Oil, Antimicrobial Agent, Chicken Breast Meat,
Escherichia coli ATCC 25922.

Advisor: Prof. Dr. H. Ibrahim EKIZ, Department of Engineering, University of Mersin, Mersin.
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1. GIRIS

Hayvansal proteinlere olan talep, diinya niifusu ve ortalama gelir arttikga artmaya
devam etmektedir [1]. Dusiik liretim maliyeti, diisiik yag icerigi ve ylksek besin degeri talep
artisina neden olmaktadir [2]. Kanatli hayvan endiistrisi, taleplerdeki bu artisla basarili bir
sekilde basa ¢ikmaktadir [1]. Kanath etlerinin raf 6mriinii ve dengesini etkileyen faktorler ¢ok
sayida ve karmasik olmakla beraber birbirine baglidir. Etin {retilme sekli raf émriini ve
stabilitesini etkilemektedir. Uretici ve tiiketiciler icin en 6nemlisi gida giivenligidir, bunu
duyusal kalite takip etmektedir. Uretim dncesi ve sonrasi hijyen seviyesini korumak, patojenik
mikroorganizmalari bulunmamasini saglamak ve mikrobiyal yiik seviyesi tolerans sinirlarinda
tutulmasi gerekmektedir [3].

Islem gérmemis tavuk etinin mikrobiyal kontaminasyon durumu, ekonomik olarak ve
insan saglig1 acisindan 6nemli sorundur. Yapilan arastirmalarda gidalar i¢in, zararh ve patojen
mikroorganizmalar1 inhibe edici dogal antimikrobiyal madde uygulamalar1 gelistirmeyi
amagclamislardir [4]. Son zamanlarda ¢ok dikkat ceken, duyusal ozellikleri gelistirmek ve
gidalarin raf émriinii uzatmak igin geleneksel olarak kullanilan bitki ve baharatlardan elde
edilen oziitlere odaklanmistir [5]. Esansiyel yaglar kimyasal koruyuculara dogal alternatifler
olarak kabul edilir ve gidalarda kullanimi, minimal islenmis iiriinler i¢in tiiketicilerin talebini
karsilamaktadir [4].

Esansiyel yaglar baslangicta 16. ve 17. ylzyllarda eczanelerde damitilarak
hazirlanmistir, parfiimeri ve tatlandirici olarak kullanilmis ve halen kullanilmaktadir. Esansiyel
yaglar bitki ve baharatlardan su veya buharla damitilarak elde edilir. Buhar fazinin
yogunlasmasindan sonra, yag sulu fazdan ayrilir ve uzaklastirilir. Baslangigtaki bitki ve baharat
tliriine bagh olarak esansiyel yag verimi genellikle %10 ile %1 arasinda degismektedir [6].

Defne yapraklar1 diinya mutfaginda lezzet verici olarak kullanilmaktadir. 1,8 - Sineo],
defne yapraklarinin aromasindan sorumlu ana bilesik olup, bunu takiben linalool ve 6jenol,
izodjenol ve iz maddeleri gibi diger benzen bilesikleri izlemektedir. Defne ucucu yag: cesitli
biyoaktif 6zellikler icermektedir. Gidalarin bozulmalarini 6nleme, et iirtinlerinin kirmizi rengini
koruma, antibakteriyel, antimikrobiyal ve antifungal ajan 6zellikleri bulunmaktadir [7].

Bu tez ¢alismasinda defne yapraklarindan elde edilen ugucu yagin, tavuk gogiis eti ile
muamelesi sirasinda mikrobiyal yiik degisimine etkisi ve bu sirada defne ucucu yaginin

antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi amac¢lanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Tavuk Eti

Tavuk, her bolgede yetisebilen, kisa siirede istenilen ytliksek canli agirligina ulasabilen ve
et verimi bakimindan ekonomik olabilen bir hayvandir [8].

Tavuk eti, protein, mineral ve vitamin icerigi bakimindan yiiksek, yag icerigi bakimindan
diisiik besin degerlerine sahip bir gidadir [9,10].

Tavuk etinin 100 grami yaklasik 72,2 g su, 21,3 g protein, 4,5 g yag, 200 mg fosfor, 12 mg
kalsiyum, 1,4-9,1 mg demir icermektedir [11]. 0,98-0,99 su aktivitesi ile 5,7-5,9 pH degerlerine
sahiptir [10]. Ylksek besin ve su aktivitesi ile uygun pH degerlerine sahip olmasi
mikroorganizmalarin gelismesi icin uygun ortam hazirlamaktadir [12].

Tavuk eti, kirmizi ete oranla daha protein degerinin yiiksek olmasi, vitamin ve mineralce
zengin ve daha ucuz olmasindan dolay tiiketimi gittikce artmaktadir [13].

Tirkiye’'de kesilen tavuk sayisi 2010 yilinda ortalama 70.324 adetken, 2019 yilinin eyliil
ayina kadar ortalama sayis1 100.451 adete kadar ulasmistir. Tiirkiye’de 2010-2019 yillar: arasi
kesilen tavuk sayis1 Tablo’2.1 de verilmistir [14].

Tablo 2.1. Turkiye’de 2010-2019 yillar1 arasi kesilen tavuk sayisi [14]

Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Eyliil Ekim Kasim Aralhk

2010 57961 55412 66203 70799 75507 76084 79524 81725 71700 74305 60284 74393
2011 76721 68346 78114 78031 87599 87141 90874 84114 85508 80842 64030 81924
2012 80301 75410 84156 86902 96157 93834 101375 92692 86749 79183 81305 89719
2013 91103 80524 86527 90869 97250 93375 103104 90877 92451 69583 77990 87021
2014 87429 79683 91652 94449 98265 97665 99319 100852 96383 78012 88706 97330
2015 92030 87944 100062 100888 101215 100087 98170 93202 79551 85168 87051 93350
2016 84246 86326 92733 90840 100874 104177 95507 105117 74950 85478 86505 94817
2017 94086 89421 104134 98165 110629 104941 114703 110940 87922 105949 101948 105607
2018 103937 94073 104692 109009 115059 102305 112256 92882 94443 100651 100407 98819
2019 97024 91491 99826 100202 108555 95855 114512 92778 103815

Tirkiye’'de lretilen tavuk eti miktar1 2010 yilinda ortalama 120.338 ton iken, 2019
yilinda eyliill ayina kadar ortalama sayis1 177.403 tona kadar ulasmistir. Tlrkiye’'de iiretilen

tavuk eti miktar1 Tablo’2.2 de verilmistir [15].

Ortalama

70324,75

80270,33

87315,25

88389,5

92478,75

93226,5

91797,5

102370,4

102377,8

100451
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Tablo 2.2. Tiirkiye'de iiretilen tavuk eti miktar1 (ton) [15]

Ocak Subat Mart Nisan Mayis Haziran Temmuz Agustos Ekim Ortalama

2010 98131 92229 112967 124492 129357 129348 135685 135916 121444 129785 104051 130652 120338,1
2011 131197 114699 131226 130219 147599 145092 149612 135953 143298 137768 107553 139093 134442,4
2012 131220 124159 140920 144387 161718 157406 163812 148339 143590 128063 132333 147970 143659,8
2013 147906 127898 140996 148470 161503 155345 169158 151140 157504 117284 133956 147201 146530,1
2014 148988 135274 155044 162927 169907 165301 165074 169212 164158 133839 155891 169053 157889
2015 158585 150305 170104 171794 169751 170335 167883 155390 135376 148402 152074 159277 159106,3
2016 143232 146875 159179 155210 173187 176971 160209 175651 127595 148756 148817 163337 156584,9
2017 161699 154523 180027 172746 192275 180922 195941 193123 155007 185891 178898 185681 178061,1
2018 181481 166590 185843 191567 200001 178571 196614 161989 165953 181952 174483 171625 179722,4

2019 168908 158411 175327 179039 193330 168522 201489 163437 188165 177403,1

Tiirkiye’de 2010-2018 yillar1 arasi kisi basi et tiiketimi verileri incelendiginde kanath

etinin biiyiikbas ve kiiciikbas hayvan etlerine gore daha fazla tiiketimi oldugu goriilmektedir
[16].
Tablo 2.3. Turkiye’de 2010-2018 yillar1 arasi kisi basina et tiiketimi (kg)[16]

Kanath Eti Biiyiikbas Hayvan Eti  Kiiciitkbas Hayvan Eti Toplam
2010 18,1 8,4 2,2 28,7
2011 18,9 10,1 1,7 30,7
2012 19,3 10,9 1,5 31,7
2013 18,6 11,4 1,6 31,6
2014 19,8 11,4 1,6 32,8
2015 20,3 13,1 1,7 35,1
2016 20,4 13,3 1,4 35,1
2017 22,0 12,5 1,7 36,2
2018 21,9 12,9 1,4 36,2

Turkiye’de 2000-2018 yillar1 arasinda kisi basina kanath eti tiiketim verileri
incelendiginde pilig eti tiikketiminin hindi eti tiiketiminde fazla oldugu goriilmektedir. Tablo’2.4.
bulunan verilere bakildiginda son 18 yilda pili¢ eti tiiketimi kisi bas1 2 kat artmistir. Tavuk eti

tiiketimi zamanla artarken, hindi eti tiiketiminde ¢ok fazla artis olmamistir [17].
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Tablo 2.4. Tiirkiye’de 2000-2018 yillar arasi kisi basina kanath eti tiiketimi (kg) [17]

Yil Pilic eti Hindi eti Toplam
2000 9,34 0,28 9,62
2005 12,79 0,58 13,37
2010 17,70 0,42 18,12
2011 18,48 0,46 18,94
2012 18,83 0,51 19,33
2013 18,18 0,43 18,61
2014 19,26 0,52 19,87
2015 19,66 0,60 20,26
2016 19,87 0,51 20,39
2017 21,44 0,56 22,00
2018 21,13 0,73 21,86

2.1.1. Tavuk Etinin Mikroflorasi

Tavuk ve tavuk driinleri uygun bilesim ve ¢evre kosullar1 nedeniyle
mikroorganizmalarin gelisimi icin uygun bir kaynaktir [12].

Tavukta mikrofloraya Pseudomonas spp., Moraxella spp, Acinetobacter spp,
Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp., Clostridium, Flavobacteium, Kkif ve mayalar hakim
olabilmektedir [13].

Tavuk etlerinde sik rastlanilan bakteriler Enterobacter, Alcaligenes, Escherchia, Bacillus,
Flavobacterium, Micrococcus, Salmonella, Proteus, Pseudomonas , Acinobacter, Morexella,
Corynebacterium tiirleridir [11].

Tavuk etlerinden izole edilen patojen bakteriler Salmonella spp., Staphylococcus auerus,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostiridium
perfringens sayilabilmektedir [10,11]. Cig tavuk etinden rastlanan diger patojen bakteriler
Aeromonas, Shigella, Enterococcus tiirleri ve Yersinia enterocolitica’dir [11].

Sagun ve ark. (1996) Van ilinde cesitli yerlerinde satisa sunulan tavuk but ve go6giis
orneklerinde E. coli ve S. aureus bakteri sayimi yapmislardir. Yapilan sayimin sonucunda E. coli
sayis1 but orneklerinde 7.2x10%/gr, gogiis orneklerinde 1.3x103/gr., stafilokok sayis1 but
orneklerinde 1.3x10*/gr, gogiis orneklerinde 2.9x10*/gr bulunmus olup, gogiis eti érneklerinde
patojen bakteri sayisinin daha fazla oldugu saptanmistir [8].

Efe ve ark. (2005) Ankara garnizonunda tiiketime sunulan tavuk etlerinin
mikrobiyolojik analiz adl ¢alismalarinda -18°C’de depolanan 50 tane tiiketime hazir tiim
tavuklar1 +4°C’de ¢ozdiirmiislerdir. Cozdiiriillen 6rneklerden toplam aerobik mezofilik genel

canli, koliform bakteri aranmasi, Staphylucoccus aureus aranmasi, Escherichia coli aranmasi,

4
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Salmonella spp. aranmasi analizleri yapilmistir. Analizler sonucu gogiis numunelerinde sirasiyla
ortama 6.3x10°/g, 1.2x10%/g, 8.1x102%/ g, 1.1x10%/g ve Salmonella spp. varlig1 gézlenmemistir
[18].

Erzurum’da tiiketime sunulan tavuk etlerinde yapilan bir arastirmada, Altun (2013)
tavuk etlerini patojen bakteriler yoniinden incelemistir. Incelenen 60 adet numuneden 15
tanesinde Campylobacter spp., 5 tanesinde Clostridium perfringens, 46 tanesinde Escherichia
coli, 14 tanesinde Listeria monocytogenes izole edilirken, Salmonella spp. ve Staphylococcus
aureus izole edilememistir. Izole edilen bakteri sayis1 Escherichia coli 2,9x10% kob/g, Clostridium
perfringens 6,8x102 kob/g, toplam aerob mezofil bakteri 3,8x10* kob/g bulunmustir [11].

Tokat piyasasi hedef alinan ¢alismada Yildirim ve ark. (2015) gogiis eti ve butlardan
25’er numune almistir. Numunelerin toplam mezofilik aerobik bakteri, toplam koliform, fekal
koliform, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve Clostridium perfringens igerikleri
belirlenmistir olup, Escherichia coli, Listeria monocytogenes ve Salmonella spp. patojen
bakterilerinin varhigi incelenmistir. Gogiis etinde sirasiyla 8,5x10* kob/g, toplam koliform
sayis1 4.30x10%-2.30x10%kob/g, Staphylococcus aureus <10%- 3.52x 10> kob/g, Bacillus cereus
1.10x103-1.10x10°kob/g, Clostridium perfringens 1.90x 103-4.90x 103> kob/g aralifinda
bulunmustur. G6giis etlerinin 21 tanesinde E. coli biyotip 1, 2 tanesinde E. coli biyotip 2, 6
tanedinde E. coli 0157:H7, 3 tanesinde L. monocytogenes ve 11 tanesinde Salmonella spp. tespit
etmislerdir [12].

2.1.2. Tavuk Etinin Kontaminasyonu

Tavuk eti ve irilnleri, Uretilirken gerekli hijyen kurallarina uyulmadigi zamanlarda
primer, sekonder ve capraz kontaminasyona maruz kalabilmektedirler. Tavuk etlerinin
mikroflorasi lizerine kiimesten tiiketime kadar olan agsamalardaki pek ¢cok nokta 6nemlidir [11].
Kesim oOncesi kontamine faktorleri kiimeslerin temizlik sartlarina uygunlugu, hayvanlarin
beslendikleri yem, icme sularinin kontamine durumu, kesimhaneye nakledilme kosullar1 ve
genel saglik durumlari seklinde siralanabilir [8]. Kesim sonrasi faktorler ise kesim sirasinda tiiy
yolma, i¢ organlarin ¢ikartilmasi, parcalama, sogutulma, paketleme, muhafaza, tasima kosullari
ve hazirlanma seklinde siralanabilir [8,11]. Saglikhh hayvanlardan elden edilen {riinlerin
merkezi kisimlar: steril olmasina karsi, kesim hijyen kurallarina bagh olarak dis kisimlari
patojen bakterilerle kontamine olabilmektedir [10].

Capraz kontaminasyon, tlylerin yolunmasi, bagirsaklarin cikarilmasi ve sogutma
asamalarinda gerceklesmekte olup, ayrica personel ve alet ekipmanlardan da bakterilerin
bulasmasina neden olabilmektedir [11,12]. Bunlara ek olarak isletme ortaminin havasinda
bulunan bakteriler, kiif ve mayalar; isletme icersinde yayilabilmekte ve isleme {initelerindeki
hava kontaminasyonundan dolayr depolanmis tavuk eti ve {iriinlerinin son tiiketim tarihini

azaltmaktadir [11].
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Bu asamalarda meydana gelen kontaminasyonlar mikrobiyal yiikiin artmasina, yetersiz
sogutma, dondurma ve depolama kosullar1 ise mikroorganizmalarin hizla ¢ogalarak hem
Uriniin raf dmriiniin kisalmasina ve bozulmasina neden olabilmekte, hem de tiiketicilerin

sagligini tehdit edebilmektedir [10,12].

2.1.3. Dekontaminasyon Yontemleri

Ideal bir dekontaminasyon yéntemi, éncelikle gidanin duyusal ve besinsel 6zelliklerini
degistirmemeli, gida maddesinde kalint1 birakmamal, ¢evreye zarar vermemeli, yasal, ucuz ve
teknolojik olarak uygulamaya elverisli olmakla beraber patojen bakterilerle birlikte bozulmaya
neden olan bakterileri de inaktif hale getirerek, gidalarin raf émriinii uzatmalidir [4].

Kanath etinde dekontamine yontemleri biyolojik, fiziksel ve kimyasal olmak lizere 3 ana
baslik altinda incelenebilmektedir [13].

Biyolojik yontemlere laktoferrin ve bakteriosinler Ornek verilebilir, laktoferrinler
kesilmis veya kaymagi uzaklastirilmis siitten elde edilmektedir, kanath etine veya karkasa
spreyleme yontemi ile uygulanabilmektedir [19]. Laktobasillerin tarafindan {retilen
antimikrobiyal maddedir ve diinya saglik 6rgiitii tarafindan onaylanan bakteriosin nisindir.

Fiziksel yontemler; su uygulamasi, buhar uygulamasi, yiiksek hidrostatik basing
uygulamasi, radyasyon uygulamasi, elektriksel stimilasyon uygulamasi, ultrasonikasyon
uygulamasi, elektromanyetik dalgalardir. Su uygulamasi karkaslarin i¢ ve dis yilizeyindeki
bakterileri azaltmak veya ortadan kaldirmak icin piiskiirtme veya sicak suya daldirma seklinde
uygulanmaktadir. Buhar uygulamasi etlerin dis yiizeyindeki mikroorganizmalari hedef
almaktadir ve uygulamadan sonra hemen sogutulmalidir. Yiiksek hidrostatik basin¢ patojen
bakterileri hedef almaktadir ve inaktivasyon etkisi bulunmaktadir. Radyasyon uygulamasi
kanath etlerinde 3-7 kGr araliinda uygulanabilmektedir, Campylobacter ve Salmonella gibi
patojen mikroorganizmalar1 hedef almaktadir. Elektriksel stimiilasyon yeni kesilmis karkaslara
elektrik akimi verilmesi ile uygulanmaktadir, raf omriinii arttirdii ve mikroorganizmalari
azalttig1 bilinmektedir [13,20].

Kimyasal yontemler; klor, hidrojen peroksit, ozon, asidifiye sodyum klorid, trisodyum
fosfat, setilpridinyum klorid ve organik asitlerdir. Klor sogutma suyuna katilarak karkaslarin
yeteri siire tutulmasiyla uygulanmaktadir, mikrobiyal azalma hedeflenmektedir. Ozon depolama
sirasinda karkaslarin ytlizeyine spreyleme tarzinda uygulanmaktadir. Asidifiye sodyum klorid
uygulamasida spreyleme tarzinda olup tuzun ve asidin antimikrobiyal etkisinden
yararlanilmaktadir. Trisodyum fosfat karkas yiizeyindeki Salmonella spp.’e karsi, Setilpridinyum
da S. aureus ve L. monocytogenes ‘e karsi inhibe edici 6zellik gostermektedir.

Bu yontemler tek basina kullanildig1 gibi, yeterli gelmedigi durumlarda kombinasyon

halinde kullanilabilmektedir [13,20].
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2.2. Antimikrobiyal Maddeler

Mikrobiyal bozulamalar1 6nlemek amaciyla kullanilan katki maddeleri antimikrobiyal
olarak adlandirilmaktadir. Asetik asit, asetat, benzoik asit, benzonat, laktik asit, laktat, nitrit,
nitrat, sorbik asit, sorbat ve siilfit laboratuar ortaminda gelistirebilen sentetik antimikrobiyaller
olup, biyolojik sistemlerde bulunan hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal dogal kaynakli dogal
bilesenlerde antimikrobiyal olabilmektedir [13,21].

Gidalardaki patojen mikroorganizmalari yok etmek icin ¢ok cesitli kimyasal ve sentetik
maddeler kullanilmaktaydi, son yillarda sentetik antimikrobiyal ajanlarin giivenli olup olmadig:
bilinmemesi ve kullanilan antibiyotiklere karsi zamanla mikroorganizmalarin diren¢ kazanmasi,
tiiketicileri dogal yolla elde edilen antimikrobiyal kullanimina yénlendirmistir [22].

Esansiyel yaglar ve ekstraklari bitkisel kaynakli, lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz
sistem hayvansal kaynakl, kolisin, nisin, subtilin ve pediosin gibi bakteriosinler de mikrobiyal
kaynakli gida endiistirisinde kullanilan dogal antimikrobiyaller olarak sayilabilir [23].
Tiketicilerin tercihi sentetik katki maddeleri yerine hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal
kaynaklardan elde edilen dogal antimikrobiyaller kullanimi olabilmektedir [13].

Bitkisel kaynakli antimikrobiyal maddeler genellikle bitkinin esansiyal yag kisminda
bulunmakta olup, bitkinin karakteristik aroma ve flavolarindan sorumludur. Bitkinin tiird,
komposizyonu ve konsantrasyonu, hedef mikroorganizmanin tiri ve yiikl, gidanin

komposizyonu, isleme ve depolama kosullar1 antimikrobiyal aktiviteye etki etmektedir [24].

2.2.1.Ucucu Yaglar

Ucucu yaglar, bir bitkinin yaprak, dal, aga¢c kabugu, kok, meyve, cicek ve tomurcuk gibi
farkli kisimlarindan elde edilen aromatik ve yagh oziitlerdir [1]. Bitkiye karakteristik kokusunu
ve lezzetini veren, kolaylikla kristallesebilen, oda sicakliginda siv1 halde bulunan ve genellikle
renksiz veya acik sar1 renkte 6zelliklere sahiptir [25].

Ugucu yaglar adlarini genellikle elde edildigi bitkilerden almaktadirlar. Diinyada bulanan
binlerce bitki tiirlinden sadece birka¢ bininde ugucu yag varligi bilinmektedir. Geng bitkilerde
daha ¢ok bulundugu bilinen ucgucu yaglar bitkilerin salgi bezlerinde ¢ok ufak damlaciklar
halinde depolanmaktadir. Aromatik bitkilerin en ¢ok sicak iklimlerde yetistigi bilinmektedir
[26].

Ucucu yaglar kimyasal yapilarina gore terpenler (monoterpenler, seskiterpenler,
diterpenler), terpenoidler, fenilpropenler ve diger ( alkol, azotlu - kiikiirtlii bilesikler) bilesenler
olmak iizere dort gruba ayrilabilirler. Bu bilesenler ve miktarlari, bitkinin tiiriine, bitkinin elde
edildigi kismina, elde edilme metoduna, bitkinin yetistirildigi yerin iklimi ve cografi yapisina

bagl olarak farlilik gosterebilmektedir [1,27].
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Ucucu yaglar bitkilerden destilasyon (su destilasyonu, buhar destilasyonu,
hidrodifiizyon, vakum destilasyonu, fraksiyonel destilasyon, su-buhar destilasyonu, mikrodalga
destekli destilasyon, destilasyon fermantasyon), ektraksiyon (maserasyon, infiizyon,
perkolasyon, anfloraj, dekoksiyon), mekanik (sikma yontemi, cizme yoOntemi) ve gelismis
ekstraksiyon yontemleriyle (basingla ekstraksiyon, mikrodalga destekli solvent ekstraksiyon,
stiperkritik akiskan ekstraksiyonu, ultrason destekli ekstraksiyon) elde edilebilmektedir [25].
2.3.Defne (Laurus Nobilis) Bitkisi

Laurus nobilis, Laurus cinsinin dnemli bit tlriidiir. Laurus cinsi Laureceae (defnegiller)
familyasina ait 40 cinsinden biridir. Cogu tropikal iklimlerde ve akdeniz havzasinda
yetismektedir, ilkemizde Akdeniz, Ege ve Karadeniz boélgelerinde genellikle sahil kesimlerinde
yetismek olup kisin yapraklarim dokmemektedir [28,29]. Lauris nobilis bitkisi 5-10 cm
boylarinda olup, 4 mevsim yesil ve dallar1 gévdesiyle dar acili olan agag¢ veya biiylik cali
seklindedir. 5- 10 cm uzunlugunda, 2-3 cm eninde, eliptik yapida, iist yiizeyi koyu yesil renkli,
alt yiizeyi acik yesil ve mat olan yapraklari kisa ve kalin saplidir [28, 30, 31]. Laurus nobilis halk
arasinda defne, dafne, akdeniz defnesi, tehnel, nehtel, tahnal ve tefrin olarakta
adlandirilmaktadir [28].

Laurus nobilis bitkisinin yapraklar1 kuru veya taze olarak kurutulmus meyvelerin
ambalajlanmasinda, et ve balik yemeklerinde, konservelerde, toz halde baharat olarak
kullanilmakta olup ayni zamanda ucucu yag ve ilag iiretiminde de kullanilirlar. Parfiimeri, kimya
sanayisinde, sabun ve cila yapiminda da kullanimi bulunmaktadir [29,31].

Yapilan cesitli calismalarda defne yapraklarinin terletici, antibakteriyel, diyabeti tedavi
edici, migreni Onleyici, agr1 kesici, romatizma ve uykusuzluk gibi hastaliklara iyi geldigi
saptanmistir [32].

Ulkemizde yapilan bir cahsmada 131.862 hektar defne yayilis alani oldugu saptanmustir.
Laurus nobilis yaprak liretimiyle, diinyanin yillik defne ihtiyacinin %97’sini karsilamakta oldugu

bilinmektedir ve yi1lda 3000-3500 ton arasinda defne yapragi ihra¢ edilmektedir [30,32].
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Sekil 2.1. Defne (L.nobilis) yaprag: drnekleri [28]

2.3.1.Defne(L.nobilis) Ugucu Yagi

Defne (L.nobilis) ugucu yagi, Laurus nobilis bitkisinin yapraklarindan elde edilmektedir
[33]. Defne yapraginin ucucu yagi gidalarda koruyucu madde (antimikrobiyal) ve aromatik
madde olarak kullanilmakta olup, kozmetik uriinlerde, aromaterapi, cilt ve sindirim
problemlerinde de kullanilmaktadir [34].

Defneden elde edilen ugucu yag miktar1 %0.20 ile %2.51 oran araliginda degiskenlik
gosterebilmektedir. Defne ucucu yaginda 1,8-sineol (%31,4 ile %56 ile en 6nemli bilesen),
linalool, trans sabinen hidrat, a-terpinil asetat, metil 6jenaol, sabinen ve 6jenol bilesenleri

bulunmaktadir [34,35].

CHs

H4C
HaC

Sekil 2.2. 1,8-Cineol molekiilerin yapisi

Defne ugucu yaginin miktar ve bilesen miktarlarin1 bitkinin genotipine, yetistirildigi
bolgeye ve hasat edildigi mevsime, yapraklar1 kurutma sekline, ekstraksiyon yontemine ve

sicakligina, depolanma sartlarina ve sliresine bagl olarak degisiklikler gosterebilir [34,36].
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Dortyol, Silifke, Kastamonu ve Sinop illerinde yetisen Laurus Nobilis bitkisinin ucucu
yag1 bilesenlerin incelendigi ¢alismada, Karaoglu ve ark. (2012) hidrodistilasyon yontemiyle
ucucu yag elde etmislerdir. Doértyoldan toplanan yapraklarda ugucu yag bilesenleri %63.92 1,8-
Cineole, %11.65 sabinene, %11.41 a-Terpinenyl acetate, Silifkeden toplanan yapraklarda
%58.13 1,8-Cineole, %10.40 a- Terpinenyl acetate oranlarinda tespit edilmistir. Sinoptan
toplanan yapraklarda %53.65 1,8-Cineole, %11 o-Terpinenyl acetate, %15.20 Sabinene,
Kastamonudan toplanan yapraklarda %56.85 1,8-Cineole, %17.85 Sabinene ve %10 a-Pinene
bilesenleri elde edilmistir. Farkli bolgelerden toplanan yapraklardan elde edilen ugucu yag
bilesenlerinin oranlarinin farklilik gosterdigi sonucuna ulasilmistir [28].

Cirpan (2017) calismasinda Bursa’min Kursunlu bélgesinde yetisen Laurus nobilis
agaclarinda farkli donemlerde yetisen yapraklardan elde edilen ugucu yag miktar ve
bilesenlerini incelemistir. 9 ay boyunca taze ve kuru yapraklardan mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi ile ugucu yaglar elde edilmistir. En yiiksek ucucu yag orani kuru
yapraklarda Eyliil ayinda (%1,38), taze yapraklarda Eyliil ayinda (%2,77) ve en diisiik ugucu yag
orani kuru yapraklarda Mayis ayinda (%0,91), taze yapraklarda Kasim ayinda (%0.73) oldugu
tespit edilmistir. Taze yapraklarda Temmuz ayinda %36.66 ve Mart ayinda %51.40, kuru
yapraklarda Eylil ayinda %51.40 ve Haziran ayinda %30.49 oraninda 1,8-Cineol bileseni
farkliik gosterdigi tespit edilmistir. a-Terpinen bilesen taze yapraklarda %23.95 -%14.34
arasinda, kuru yapraklarda da %20.71- %12,97 en yiiksek ve diisiik orani olarak elde edilmistir
[33].

Karik ve ark. (2015) 2013-2014 yillar1 arasinda Tiirkiye’de yetisen defne
populasyonlarindan elde edilen ugucu yaglarin bilesenlerini belirlemeyi amac¢lamislardir.
Yapilan bu ¢alisma icin Akdeniz, Ege, Marmara ve Karadeniz bolgelerinde bulunan 100 farkl
noktadan yaprak toplanmistir. Kurutulan yapraklardan hidrodistilayon yontemi kullanilarak
esansiyel yaglar elde edilmistir ve kimyasal bilesenleri belirlenmistir. Esansiyel yag oraninin
%0.4 -4.5 arasinda farklilik gostermis olup, Tirkiye'de yetisen defne popiilasyonlarindan elde
edilen ugucu yag ortalama degeri %1.78 olarak belirlenmistir. 1,8-Cineol bilesen oraninin
%36.93-66.9, a-Terpinyl acetate bilesen oraninin %4.09-22.22 arasinda degistigi belirlenmistir
[32].

Kuzey Kibris daglarinda yetisen defne bitkisi yapraklarindan hidrodistilasyon
yontemiyle elde edilen ugucu yagin bilesenlerinin incelendigi ¢alismada, Yal¢in ve ark. (2007)
1,8-cineol oranint %58.59, a-Terpinyl acetate oranini%8.82, terpinene-4-ol oranini %4.25
olarak tespit etmislerdir. monoterpen oranlart o- ve -pinene %3.39-3.25, sabinene %3.32,
linalool % 0.19, myrcenol %0.1 olarak belirlenmistir [37].

Golikeii ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada defne ucucu yag1 elde ederken

hidrodistilasyon siiresinin bilesenleri iizerine etkisi incelenmistir. 10, 20, 30, 60 ve 120 dakika

10
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distilasyon siireleri sonunda ucucu yag elde edilmistir. Elde edilen defne ugucu yaginin ana
bileseni 1.8-Cineol %57.7-79.4 oraninda farklilik gostermistir. En ytliksek yag verim 0-60 dk ile
0-120 dk arasi distilasyon siiresinde goriilmistiir. Bu c¢alismayla distilasyon siiresinin yag
verimi ve bilesimi acisindan 6nemli oldugu saptanmistir [34].

Laurus nobilis L. ugucu yag elde edilen yapraklarin farkli yontemlerle kurutulmasinin
kimyasal bilesenleri lizerindeki etkisini inceleyen Sellami ve ark.(2011) Tunus’un kuzeyinde
bulunan El Kef bolgesinden yapraklari temin etmislerdir. Temin edilen taze yapraklardan ugucu
yag elde edilmis ve diger yapraklar 6 farkli yontemle kurutulmustur. Laurus nobilis L. yapraklari
golgede ve ortam sicakliginda (22°C), 45°C’de ve 65°C’de sicak hava firininda, 500W mikrodalga
firininda, 45°C’de ve 65°C’de IR cihazinda kurutulmus ve hidrodistilayon yontemiyle distile
edilmistir. Arastirmanin sonucunda ortam sicakliginda ve 45°C’de IR cihazinda kurutmanin
onemli 6lciide Laurus nobilis L. ugucu yag miktarini arttirdigl tespit edilmistir. Ana bilesenler
1,8-cineole, metil 6jenol, terpinen-4-ol, linalool ve 0Ojenol kurutma yontemleri ile 6nemli
farkliliklar gostermistir [38].

Laurus nobilis yapraklarini Iran’in Siraz bolgesinden temin eden Taban ve ark. (2018)
ucucu yagi elde etmek icin hidrodistilasyon, buhar destilasyonu, mikrodalga destekli destilasyon
ve ohmik destekli destilasyon yontemlerini kullanmislardir. Bahsedilen ekstraksiyon yontemleri
ile elde edilen ucucu yag verimleri sirasiyla %1.40, %0.74, %1.00 ve %0.83'diir. Bu yontemlerle
elde edilen ugucu yaglardaki ana kimyasal bilesenler 1,8-Cineol (% 34.4-50.0), a-terpinenil
asetat (% 14.9-18.8), terpinen-4-ol (% 4.7-6.0) ve sabinen (% 4.9-5.9)'dir. Mikrodalga destekli
destilasyon ve ohmik destekli destilasyon yontemleri ile daha yiiksek 1,8-Cineol oranlarini
iceren ugucu yaglari elde edilmistir [36].

Defne esansiyel yag1 antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 6zellikler gdstermektedir.
Gida kaynakli bozulmalara neden olan ve patojenik bakterilere karsi giiclii bir antimikrobiyal
aktivite sergilemektedir [39].

Defne ugucu yaginmin antifungal 06zelliginin Candida spp. Uzerinde incelendigi bir
arastirmada, Peixoto ve ark. (2017) defne ugucu yaginin minimum inhibitér ve fungisit
konsantrasyonlarini tespit etmislerdir. Defne ucucu yaginin minimum inhibitér ve fungisit
degerleri 250 ile 500 pg/ml arasinda degistigini saptamislardir [40].

Pattabanoglu (2018) calismasinda elde ettigi L. nobilis ugucu yaginin 19 farkh
mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivilerini incelemistir. L. nobilis ugucu yaginin B.
subtilis, C. albicans, E. aerogenes, E. coli, E. durans, E. faecalis, E. faecium, K. pneumoniae, L.
innocula, L. monocytogenes, P. aeruginosa, P. fluorescens, S. aureus, S. enteritidis, S. epidermidis, S.
infantis, S. kentucky, S. typhimurium, S. marcescens mikroorganizmalar1 iizerinde minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri ve minimum bakteri ve fungusu o6ldiiren en diisiik

konstrasyon degeri belirlenmistir. Belirlenen degerlere gore B. subtilis 1,562 pg/ml, C. albicans
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0,195 pg/ml, E. aerogenes 1,562 png/ml, E. coli 6,25 ng/ml, E. durans 0,781 pg/ml, E. faecalis 12,5
pg/ml, E. faecium 3,125 pg/ml, K. pneumoniae 0,39 pg/ml, L. innocula 12,5 pg/ml, L.
monocytogenes 100 pug/ml, P. aeruginosa 0,195 pg/ml, P. fluorescens 1,562 pg/ml, S .aureus
0,195 pg/ml, S.enteritidis 0,39 pg/ml, S .epidermis 0,195 pg/ml, S. infantis 3,125 pg/ml, S.
kentucky 6,25 pg/ml, S. typhimurium 0,781 pg/ml ve S. marcescens 0,195 ug/ml MIK etkisi
gozlemlenmistir. En diisiik 6ldiirticii degerlere bakildiginda B. subtilis 1,562 pg/ml, C. albicans
3,125 pg/ml, E. aerogenes 1,562 pg/ml, E. coli 12,5 pg/ml, E. durans 3,125 pg/ml, E. faecalis 100
ug/ml, E. faecium 3,125 pg/ml, K pneumoniae 0,781 pg/ml, L. innocula 25 pg/ml, L.
monocytogenes 100 pg/ml, P. aeruginosa 100 pg/ml, P. fluorescens 12,5 pg/ml, S. aureus 0,195
ug/ml, S. enteritidis 0,39 pg/ml, S. epidermis 6,25 pg/ml, S. infantis 3,125 pg/ml, S. kentucky 100
pug/ml, S. typhimurium 1,562 pg/ml ve S. marcescens 0,39 pg/ml oldiriicii etkisi oldugu
gozlemlenmistir [30].

Sarikaya ve ark. (2017) yaptiklari arastirmada Laurus nobilis meyvesi ve yaprag ile
Nigella sativa bitkisinin tohumlarindan presleme yontemiyle yag elde etmislerdir. Elde edilen
yaglar1 1/1 oraninda karisim halde kullanarak, E. coli Gr(-) ve S. aureus Gr(+) patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon yontemi ile
Olcilmistir. 20 pl yag karisimi eklenen diskler S. aureus bakterisi i¢in 11 mm zon ¢api
olustururken, E. coli bakterisi icin herhangi bir antimikrobiyal etki goriillmemistir [41].

Laurus nobilis L., Rosmanrinus officinalis L, Thymus vulgaris bitkilerinden elde edilen
esansiyel yaglar ve karisimlardan 50 pl alinarak 5 mm’lik disklere inokiile edilmis, olusturdugu
zon Ol¢ilmistiir. Tural ve ark. (2017) yaptiklar1 bu calismada esansiyel yaglar ve karisimlarinin
S. aureus, E. coli 0157:H7 ve L. monocytogenes bakterileri iizerine antimikrobiyal etkisinin var
oldugunu tespit etmislerdir. Incelenen ii¢ patojen bakteri arasinda inhibitér etkiye en az duyarh
E. coli 0157:H7 bakterisidir sonucuna ulasilmistir [42].

Silveira ve ark. (2014) Laurus nobilis esansiyel yaginin gida kaynakli patojenlere karsi
kimyasal bilesimi, antibakteriyel aktivitesini ve 14 giin boyunca 7° C’de depolanan taze Toskana
sosisi lizerinde kullanimi arastirmislardir. Defne ugucu yagini buhar distilasyon yontemi ile elde
edilmis ve 4° C'de saklanmistir. Ugucu yagin 12 patojen (Staphylococcus aureus ATCC 25923, S.
aureus ATCC 6538, S. aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes ATCC 19117, L.
monocytogenes serotip 2 ATCC 19112, Bacillus cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhimurium ATCC 14028, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei ATCC
25931, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Y. enterocolitica ATCC 9610.) iizerinde
antimikrobiyal aktivitesine bakilmistir. Toskana sosislerine 0.1 ve 0.05/100 g ucucu yag
konsantrasyonu eklenip, lizerin poliviniir Kloriir kaplanmis straforlar ile paketlenmis ve analiz
edilecek giinlere (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 ve 14.) kadar 7° C'de depolanmistir. Analizler 3 paralelde
yapilmistir. Kullanilan yag bilesenleri %35.5 1,8-Cineol, %14.1 linalool ve %9.45 Sabinen’dir.
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Minimum inhibitér konsatrasyon degerleri (g/L) S. aureus ATCC 25923 10.0, S. aureus ATCC
6538 10.0, S. aureus ATCC 29213 5.0, L. monocytogenes ATCC 19117 2.5, L. monocytogenes
serotip 2 ATCC 19112 1.25, B. cereus ATCC 11778 5.0, E. coli ATCC 25922 2.5, S. typhimurium
ATCC 14028 5.0, S. enteritidis ATCC 13076 2.5, S. sonnei ATCC 25931 2.5, P. aeruginosa ATCC
27853 10.0, Y. enterocolitica ATCC 9610 1.25 olarak bulunmustur. Toskana sosisinin duyusal
ozelliklerini etkilese de raf omriinii arttirmak icin 0.05 ile 0.1 ugucu yag konsantrasyonu

kullanilabilir oldugu sonucuna ulasilmistir [43].

2.4. Onceki Calismalar

Harmankaya (2013) yaptig1 calismada, tavuk etinin raf 6mriinii ugucu yag ile uzatmay
denemistir. Bu amacla 2 giin once kesilmis tavuk butlarini, biberiye ve karanfil ucucu yaglar
emdirilmis pedler ile paketlenmis ve 8 giin boyunca depolanmistir. Antimikrobiyal olarak
kullanilan ugucu yaglar farkli kombinasyonlu karisim ve tek olarak kullanilmistir.
Mikrobiyolojik analizler sonucunda toplam mezofil aerob bakteri ve toplam psiktrotrof bakteri
sayllarina en ylksek antimikrobiyal etki karisimlarda %15 biberiye ugucu yag ile %5 karanfil
ucucu yaginda gozlenlenmistir. Ama bu etki %15’lik biberiye ucucu yaginin tek basina
kullanildigr ile %5’lik karanfil ugucu yaginin kullanildigi érneklerden daha diisiik oldugu
saptanmistir. Enterobacteriaceae iizerine en etkili olan karisim biberiye ve karanfil ucucu
yaglarinin %10’luk miktarinin esit olarak kullanildigi karisimdir, karistirilmadan kullanilan
ucucu yaglar antimikrobiyal olarak etkisiz kalmistir. Ugucu yaglarin tek ve farkh
kombinasyonlarinin kullanildig butlar {izerinde biitiin antimikrobiyal olarak etkili oldugu fakat
raf dmriinii uzatmada basarili olamadiklar1 gézlemlenmistir [13].

Altunboy (2019) yaptig1 calismasinda pili¢ gogls eti filetolarinin normal hava ve
modifiye atmosferde paketlenmesinin raf omrii ve mikrobiyolojik kalite lizerinde etkisini
incelemistir. Pilic gogiis eti 4 farkli modifiye atmosferde ve normal hava atmosferinde
paketlenerek 0-4 °C’de 15 giin boyunca depolamistir. Bu paketlemelere ek olarak sumak ve
piring karisimi ekleyerek pilic giiglis eti normal hava atmosferinde paketlenmistir.
Mikrobiyolojik analizler sonucu modifiye atmosferde paketlene iiriinlerin toplam mezofilik
aerobik bakteri ve Pseudomonas spp. sayisinin, normal havada paketlenen 6rneklere gore raf
omri boyunca daha diisiik oldugu saptanmistir. Normal hava atmosferde depolanan sumak-
piring karisimli paketlenmis drneklerde mikrobiyolojik gelismenin daha az oldugu gézlenmistir
[44].

Aksoy ve ark.(2011) bitki infiizyon ve hidrodistilatlarinin tavuk etleri tzerine
dekontaminasyonlarini ve raf 6mrine etkisini incelemislerdir. Sumak, defne, dag kekigi, karanfil
tarhun, biberiye, hibiskus, giinliik, kusburnu bitkilerin infiizyonlar1 ve hisrodistilatlar1 elde

edilmistir. Steril posetler icerisine konan tavuk butlar1 lizerine ilave edilip, etiivde 4 °C’de

13



Didem Erbascivan, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

depolanmistir. 0., 3. ve 6. giin sonunda mikrobiyolojik analizler yapilmis olup, elde edilen
sonuglarda sumak infiizyonunu en etkili baharat oldugu ortaya konmustur [45].

Tavuk gogiis etlerini propolis ve kekik yag1 katkili kitosan ile kaplayan Ghebleh (2019)
16 giin depolayarak, kalite ilizerine etkisini incelemistir. Calismada kaplamasiz ve 6 farkh
kombin kaplamali tavuk gogiis etlerini 1, 4, 8, 12 ve 16. depolama giinlerinde mikrobiyolojik
analizler yapilmistir. Analizlerde toplam mezofilik aerobik bakteri, toplam psikofil aerobik
bakteri, Lactobacillus spp. ve Pseudomonas spp. sayilarina bakilmistir. Elde edilen sonuclarda
depolama stiresi boyunca kaplamali tavuklarda mikroorganizma sayilarinin daha yavas arttigi
gozlenmistir [46].

Kiiglikdzet (2015) calismasinda kimyon ve kekik oleoresinleri eklenmis yenilebilir film
elde etmis ve bu elde edilen yenilebilir filmleri tavuk etleri sarilarak +4 °C’de 10 giin boyunca
depolamistir. 0., 3., 7., ve 10. depolama giinlinde toplam psikrofil aerobik bakteri ve koliform
bakteri sayisi1 belirlenmistir. Calismanin sonucunda elde edilen filmlerin herhangi bir inhibe
edici 6zelligi olmadig1 saptanmistir [47].

Kekik, feslegen ve karanfilden elde edilen ucucu yaglarin koéftelik kiymalardaki
Salmonella spp. ve Staphylococcus aureus bakterileri lizerine inhibitor etkisini inceleyen bir
calisma yapilmistir. Ozdikmen’in (2011) yaptigi bu calismada 7 farkh (%0.03, %0.06, %0.12,
%0.25, %0.5, %1 ve %2 (w/w)) ucucu yag1 konsantrasyonu kullanmistir. Ugucu yaglarinin MiK
degerleri tespit edildikten sonra inokiilasyonda kekik ve feslegen ucucu yaglari kullanilmistir.
120 gr etin icerisine ilave edilen ugucu yaglar ile birlikte 10° cfu / g bakteri inokiile edilmistir.
+4 °C’de ve 7 giin siireyle depo edilmistir. Calismanin sonucunda S. aureus ve S. typhimurium
bakterileri iizerine kekik ucucu yaginin feslegen yagindan daha fazla antimikrobiyal etkisi
oldugu saptanmistir [48].

Vilela ve ark. (2016) yaptig1 calismada, defne ve biberiye ugucu yaglarinin farkh
kosullarda paketlenmis kiyilmis Maronesa bifteginin raf omriine etkisi incelenmistir. Ucucu
yaglar hidrodistilasyon yontemiyle elde edilmistir. 20 g Maronesa kiyma 6rnekleri oksijenli ve
vakumlu olarak iki farkli sekilde paketlenmistir. Analiz edilecek 6rnekler oksijenle paketlenmis
1,2,3,5,7, 10, 14, 21 giin ve vakum ile paketlenmis ise 1, 7, 14, 21, 28, 35 giin boyunca 2 ve 8°C’
de depolanmistir. Laktik asit bakterisi, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., toplam mezofilik
ve toplam psikrofil mikrobiyolojik analizleri yapilmistir. En iyi paketleme kombinasyonu 2°C’de
saklanan vakumlu 6rnek oldugu, defne ugucu yaginin et renginin koruyabildigi ve raf émriinii
uzattig1 sonucuna ulasilmistir [35].

Ozdemir (2010) calismasinda Citrus bergamia ve Citrus limon Burm.cv.Kiitdiken
kabuklarindan hidrodistilasyon yontemi ile ugucu yag elde etmistir. Ugucu yaglar farklh
materyaller kullanilarak kapsiillenmis ve mikrokapsiiller iiretilmistir. Arastirmanin sonucunda

mikrokapsiil iiretilen ugucu yaglarin miktar1 5.96 mL/100 g ve 3.83 mL/100 g olarak
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bulunmustur. Citrus bergamia ugucu yag meyve agirliginin %0,39 olarak hesaplanmis ve
icerdigi bilesenler limonene 9%39.2, Linalyl acetate 9%19.51, Linalool %17.58 olarak
bulunmustur. Citrus limon Burm.cv.Kiitdiken kabuk ucucu yag1 meyve agirhiginin %0.49 olarak
hesaplanmis ve icerdigi bilesenler Limonene %66.38, y-terpinene %12.03, sabinen %9.30
olarak bulunmustur [49].

Defne ve zahter ucucu yaglarimin farkli miktarlarda Rhyzopertha dominica ve
Oryzaephilus surinamensis bocekleri izerine fumigant etkilerinin incelendigi ¢alismada, Kirpik
ve Ark. (2019) su buhari ile ugucu yaglari elde etmislerdir. Defne ugucu (12.5, 25, 50, 100, 150
ul L1 ) ve zahter ucucu yagindan (12.5, 25, 50, 100, 150 ul L™1 ) 150 ul L' asetonda
¢ozdiriilerek, R. dominica ile O. surinamensis tiirleri lizerinde uygulanmistir. Rhyzopertha
dominica tiirtinlin tizerinde defne ugucu yaginin ilk doz etkisiz kalmistir, zaman ve doz artisi ile
6liim sayisinin arttign ve 100 ul L™1 lik doz icin 24 saat sonunda %100 fumigant toksiside
gozlenmistir. Zahter ugucu yaginda ise 150 L™! lik doz i¢in 24 saat sonunda %100 fumigant
toksiside gozlenmistir. 0. surinamensis tiirleri icinde benzer sonuclar saptanmistir [50].

Kullanima hazir et triinlerinin raf 6mrini arttirmak icin aktif bir paketleme sistemi
tasarlayan Queseda ve ark. (2016) paketi kekik ucucu yagi iceren bir kitosan film ile
kaplamiglardir. Kitosan film hazirlanirken % 1 kitosan,% 1 laktik asit (%0.1-%0.25 arasi
gliserol ve ucucu yag % 0,% 0.5, % 1 ve% 2 konsantrasyonlarda) kullanilmistir ve 20 g petri
kabinin kapagina dokiiliip 72 saat kurutulmustur. Petri kutusunun iist kapagi film ile kaplanmis
olup, alt kismina film olmadan jambon yerlestirilip %50 vakum altinda plastik torbaya
paketlenmis ve 4 hafta buzdolabinda saklanmistir. Kekik ugucu yag1 maya popiilasyonunu
azaltmis, aerobik mezofilik bakteriler, laktik asit bakterileri ve entero bakterilerde etkisi
gozlenmemistir [51].

Basyigit ve ark. (2017) yaptiklar1 arastirmada nane ugucu yaginin mikroenkapsiilasyon
olanaklar1 arastirllmis ve kaplama materyallerinin oranlarini belirlemede optimizasyon
yapmislardir. Bu ¢alisma i¢in nane ugucu yag1 su buhari distilayonu yardimiyla elde edilmistir
ve Na,S0, ile kurutulup +4°C’de depolanmistir. Arastirmanin sonucunda kaplama materyali
olan %100 arap zamki yerine, %62-38 maltodesktrin-arap zamki kombinasyonu nane ugucu
yagini enkapsiile etmek icin optimum kosullar belirlenmistir [52].

Adal (2012) calismasinda c¢esitli ugucu yaglarin Antep fistik piiresi raf Omriiniin
lizerinde antioksidan etkisini incelenmistir. Biberiye ve kekik bitkisinden elde edilen ugucu
yaglar 150, 300 ve 600 ppm konsantrasyonlarinda Antep fistig1 pliresine ilave edilmistir ve 15,
25, 40 °C’de 8 ay boyunca depolanmistir. Ugucu yag eklenmis drneklerin yag oksidasyonuna
lizerine koruyucu etki gosterdigi saptanmistir [53].

Sigir etinin raf 6mriini arttirmak i¢in karanfil esansiyel yagi ile nisinin karistirilip, emici

pedlere uygunlanmasiyla patojen ve zararli mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal
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aktivitesini inceleyen bir calisma yapilmistir. Koplay (2012) calismasinda karanfil ugucu yagini
hidrodistilasyon yonetmiyle elde edilmis olup, nisin ticari olarak satin alinmistir. Sigir etleri 100
g agirhiginda, 1 cm kalinliginda boyutlandirilmistir. Farkli oranlarda hazirlanan yag, nisin, yag ve
nisin, fizyolojik tuz karisimlari emici pedlere uygulanip, stre¢ film ile paketlenmis ve +4°C’'de
depolanmistir. 0., 1,, 3., 5.,7.,9.,11., 13. ve 14. glinlerde mikrobiyolojik analizler yapilmistir.
Calismanin sonucunda karanfil esansiyel yaginin raf omrii uzatma etkinligi sinirli olmakla
beraber, nisinden ve karisim halinde kullanimlarindan daha etkili oldugu goézlenmistir. Karanfil
ucucu yag Enterobacteriaceae ve muhtemel Kkoliform sayilarini inhibe etme potansiyeli
saptanmistir [54].

Kii¢likkaya (2018) calismasinda kitosan ve ucucu yag (kekik ve biberiye) ile kaplanmis
sucuklardaki mikrobiyolojik degismeleri incelemistir. Kaplanacak sucuklar taze yapilmis olup,
kitosan ve ucucu yag ticari olarak satin alinmistir. Kitosanin antifungal etkisini arttirmak igin
farkli konsantrasyonlarda ugucu yaglar eklenmistir. Sucuklarin fermantasyonu sirasinda
kitosan ve ugucu yag ¢ozeltilerine daldirma islemi gerceklestirilmis, 8 giin kurutma isleminden
sonra 3 ay %65 bagil nem +4°’C de depolanmistir. Calismanin sonucunda kitosan-ugucu yag
kaplama ¢ozeltisi ytlizey kiif gelisimini, maya kiif sayisini azalttig1 saptanmistir [55].

Ozdemir (2019) tarafindan yapilan calismada Ocimum basilicum L. ugucu yagl
mikroenkapstle edilip, mayonezde kullanmistir. Arastirmada kullanilan ugucu yag ve kaplama
malzemeleri(akasya gami, peynir alt1 suyu proteini izolat1) ticari olarak satin alinmistir. 4 farkh
kaplama materyali formiilasyonu ile pilskiirterek kurutma yontemi kullanilarak
mikroenkapsiilasyon elde edilmistir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinlik esit oranda kullanilan
kaplama materyallerden olusan formiilasyondur ve bu feslegen ugucu yag mikrokapsiilii olarak
adlandirilmistir. Mayonezler {retilerek, Escherichia coli ve Salmonella typhimurium
mikroorganizmalari inokiile edilmistir. %0.3, 0.6 ve 0.9 oraninda mikrokapsiiller mayoneze
eklenmis ve 25°C’de 6 hafta depolanmistir. Escherichia coli ve Salmonella typhimurium’a karsi
antimikrobiyal 6zellik gosterdigi belirlenmistir [56].

Gokkusag1 alabalik eti il yapilan koftelerde defne ve biberiye ugucu yaginin
mikrobiyolojik kaliteye etkisinin incelendigi calismada, Keser (2019) baliklarlar1 kiyma seklinde
boyutlandirmistir. 100 gr balik kiymasina farkli miktarlarda yag ekleyerek (20 pl, 40 pl, 60 pl ve
100 pl) kofte haline getirmistir. 0., 1., 7. ve 14. giinlerde mikrobiyolojik analiz yapilacak sekilde
+4°C’de depolanmistir. Ucucu yagh o6rnekler toplam mezofilik aerob bakteri sinirim1 14. giinde
toplam psikrofilik bakteri sayisini 7. giinde astig1 gozlenmistir [57].

Ilgiiz (2019) ¢calismasinda kasar peynirini Niaouli esansiyel yag1 eklenmis yenilebilir film
ambalajlamistir. Calismada esansiyel yag, kasar peyniri ve kaplama materyalleri (gam, arap
sakizi, jelatin ve gliserol) ticari olarak satin alinmistir. En iyi formiilasyonu sectikten sonra

ucucu yag %1, %2, %3, %4, %5 konsantrasyonlarinda ilave edilmistir. Filmin antimikrobiyal
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etkinligi E. coli, S. aureus, Penicillium verrucosum, Penicillium carneum ve Aspergillus niger
lizerine agar diflizyon yontemiyle incelenmistir. Kasar peynirinde toplam bakteri, maya ve kiif
sayimi yapilmustir. Niaouli yaginin E. coli bakterisi ilizerinde olusturdugu zon capi 3.46 cm?,
%5’lik konsantrasyonlu filmin olusturdugu zon ¢ap1 1.13 cm? ve S. aureus bakterisi iizerinde
olusturdugu zon ¢ap1 10.18 cm?, %5’lik konsantrasyonlu filmin olusturdugu zon ¢ap1 0.95 cm?
olarak olciilmiistiir. Peynir ornekleri +4 °C’de 29 giin, 0., 1., 8., 15., 22. ve 29. gilin analiz
yapilacak sekilde depolanmistir. 8. giine kadar maya-kiif iiremesi olmadigi, 22. gliniin sonunda
en yiiksek seviyeye ulastifi saptanmistir. Toplam bakteri miktar1 depolama siiresi boyunca

arttig1 gézlemlenmistir [58].

3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal
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3.1.1. Defne Yapragi

Calismada kullanilacak olan defne yapraklari 2018-2019 yilinda Adana - Mersin
lokasyonunda bulunan agaclardan toplanilmis olup, toplanilan taze defne yapraklari Mersin
Universitesi Gida Miihendisligi Laboratuvarina getirilmistir.
3.1.2. Defne Ugucu Yag

Calismada kullanilan defne ugucu yagilarini elde etmek igin, taze yapraklar oda sicaklig
sartlarinda kurutulmus olup (Sekil 3.1), clevenger aparati yardimiyla hidrodistilasyon
yontemiyle ucucu yaglar elde edilmistir. Elde edilen yaglar amber sise icerisinde Mersin

Universitesi Gida Miihendisligi Laboratuvarindaki 4 °C ‘deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. Oda sicakliginda kurutulan defne yapraklari

3.1.3. Tavuk Gogiis Eti

Calismada kullanilan tavuk gogiis etleri orijinal ambajlari igerisinde Mersin ilinde satisa
sunulan marketlerden temin edildi. Tavuk gogiis etlerinin satisa sunuldugu giin olmasina dikkat
edildi. Marketten alinan tavuk gogls etleri soguk zincir korunarak gida miihendisligi
laboratuvarina getirildi. Getirilen tavuk gogiis eti ornekleri Mersin Universitesi Gida

Mihendisligi Laboratuvarindaki 4 °C ‘deki buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.1.4.Mikroorganizmalar

Deneylerde kullanilan Escherichia coli 0157:H7, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923 mikroorganizma kiiltiirleri Mersin Universitesi Gida

Mihendisligi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.5. Besiyerleri, Cam Malzemeler, Alet ve EKipmanlar

3.1.5.1.Besiyerleri

18



Didem Erbascivan, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2020

Plate Count Agar (Merck 1.05463), Casein Peptone (Merck 1.07213), Miiller Hilton Agar
(HIMEDIA:M1084), Tryptic Soy Broth (Merck 1.05459.0500), Tyrptic Soy Agar (Merck
1.05458.0500).

3.1.5.2. Cam Malzemeler
Clevenger ucucu yag tayin aparati (5000 ml, 1000 ml), 50 ml'lik amber renkli numune
sisesi, cesitli boyutlardaki petri kutulari, deney tiipleri, drigalski 6zesi, eppendorf tiipt, erlen,

beher, meziir, cimbiz, 6ze, pipetler.

3.1.5.3. Alet ve Ekipmanlar

Mantolu Isitici, 1000 ml ve 5000 ml’ ye uygun,0 - 300°C sicaklik araliginda calisabilen (
Isotex, 98-1-B 5000 ml, 98-1-B 1000 ml, Tianjin, China), Etiiv, 0- 200°C sicaklik aralifinda
calisabilen (Memmert, Germany), Inkiibatér, 0-50°C sicakhk araliginda cahsabilen (Velp
Scientifica, Foc 2251, Europe) Terazi , 0,001 gram duyarlilikta, 6l¢iim araligi: 0,02-420
(Shimadzu Tw423l, Kyoto, Japan), Otomatik Pipetler 20-200ul Ve 100-1000pl araliklarina
ayarlanabilir (Biohit Plc., Laippatie, Helsinki, Filland), Dijital Kumpas (Newman Digital Caliper,
Ct, Usa), Otoklav (Hirayama, Hve-25, Japan), Stomacher Parcalayici (Interscience Bag Mixer,

France).

3.2.Yontem
3.2.1. Defne Ucucu Yag Eldesi

Defne ucucu yaglar Clevenger diizeneginde (Sekil 3.2), hidrodistilasyon yontemiyle elde
edilmistir [34]. Ornekler 200 gram tartihp, Kkiiciik parcalarda boyutlandirilmigtir.
Boyutlandirilan 6rnekler 5000 ml’lik balonun igerisine koyularak 2000 ml saf su ilave edilmistir.
Balon clevenger cihazina yerlestirildikten sonra, 180-240 dakika siire ile distilasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu siirenin sonunda elde edilen ugucu yag koyu renkli siselerde, agz1 kapal
olarak, +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir [13,34]. Her deney siiresinin sonunda 200 g

defne yapragindan 2-3 ml ugucu yag elde edildi.
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Sekil 3.2.Defne ugucu yag tayini yapilan clevenger cihazi

3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.2.1. Defne Ugucu Yagmin Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkinliginin
Belirlenmesi
3.2.2.1.1.Kiiltiirlerin Aktiflestirilmesi

Bir 6ze yardimiyla Escherichia coli 0157:H7, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella
enteritidis ATCC 13076, Salmonella typhimurium ATCC 14028, Listeria monocytogenes ATCC
7644, Staphylococcus aureus ATCC 25923 stok kiltiirlerinden alinarak Tryptic Soy Broth
besiyerine ilave edilip 37°C'de 18 saat siireyle inkiibasyona tabi tutularak aktiflestirme islemi

saglanmistir [59].

3.2.2.1.2.Disk Difiizyon Yontemi

Aktiflesen kiiltiirlerin mikrobiyal yiikii spektrofotometrik olarak (Mc Farland) 102 ‘e
ayarlanmistir. Ayarlanan kiiltiirlerden 100 mikrolitre Miiller Hilton Agar (HIMEDIA:M1084)
besiyerlerine swap yardimiyla siiriilmiistiir, steril cicmbiz yardimiyla 3 tane 6 mm steril disk
besiyerlerin lizerine yerlestirilmistir. Disklerin iizerine 5 mikrolitre defne ucucu yag1 pipet
yardimiyla ilave edilmistir. Ugucu yag ilave edilen petriler parafilm ile kapatilip, 24 saat 37 °C
inklibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5, Sekil 3.6, Sekil 3.7 ve

Sekil 3.8’de goriilen zon c¢aplari olusmustur. Kumpas yardimiyla antimikrobiyal etkinin
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goruldigii bolgelerden 3 farkli noktadan ¢ap ol¢ciimii alinip, excell programi yardimiyla

ortalama deger hesaplanmistir.

Sekil 3.5. Defne ugucu yaginin Listeria monocytogenes ATCC 7644 lizerine antimikroyal etkisi
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Sekil 3.8. Defne ugucu yaginin Escherichia coli ATCC 25922 {lizerine antimikroyal etkisi
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3.2.2.2. Defne Ugucu Yaginn E. coli ATCC 25922 Uzerine Etkisi

Defne ugucu yaginin antimikrobiyal etki mekanizmasi, yap1 ve fonksiyon degisikligi ile
sitoplazma zarinda goriilmektedir. Ucucu yaglarin hidrofobik karakteri, lipopolisakkattaritten
olusan dis zar da bir hidrofilik sagladig i¢cin neden gram negatif organizmalara karsi1 daha az
etkili oldugunu ag¢iklayabilmektedir [1]. Defne ugucu yaginin disk diziiyon sonuglari incelenerek
en az antimikrobiyal etki goriilen iki gram negatif mikroorganizmadan biri olan E. coli ATCC
25922 secilmistir. Secilen bu mikroorganizmaya farkli miktarlarda defne ugucu yag1 eklenmis
antimikrobiyal etkisi incelenmistir.

Ik olarak kiiltiir aktiflestirme islemi yapilmistir. Bunun icin bir 6ze yardimiyla
Escherichia coli ATCC 25922 stok kiltiiriinden alinarak Tryptic Soy Broth besiyerine ilave edilip
37°C’'de 18 saat siireyle inkiibasyona tabi tutularak aktiflestirme islemi saglanmistir [59].

Aktiflesen kiiltiirlerin mikrobiyal yiikii spektrofotometrik olarak (Mc Farland) 108
kob/ml ayarlanmistir. Ayni zamanda aktiflesen kiltiiriin mikrobiyal yiikiinii belirleyebilmek i¢in
%0,1’lik steril peptonlu su kullanilarak seri diliisyonlar hazirlanmistir. Seri diliisyonlardan Plate
Count Agar (Merk:1.05463.0500 Darmstadt, Germany) besiyeri iceren petri kaplarina yayma
plak yontemiyle ekim yapilmistir ve 37°C’de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

Mikrobiyal yiikii yaklagik 108 kob/ml seviyesine ayarlanan 240 ul E.coli ATCC 25922
kiltirid ile 160 pl, 200 pl, 240 pl, 480 pl ve 2400 pl konstransyonlarda defne ucucu yagi
kanistirilip érnekler hazirlanmistir. Ornekler 3 paralel olarak eppendorf ve cam tiiplerde t=0,
1., 3. ve 6. giine kadar agz1 kapali olarak mikrobiyolojik analiz yapilacak giine kadar +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.9. Defne ucucu yagi ile E.coli ATCC 25922 kiiltiir karisim 6rnekleri
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Orneklerin depolama siiresinin sonunda %0,1’lik steril kazein peptonlu su kullanilarak
seri diliisyonlar hazirlanmigtir. 107 ‘e kadar seri diliisyonlar hazirlanmis ve her diliisyondan 2
petri kabina 100 pl alinarak, yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Besiyeri olarak Plate
Count Agar (Merk:1.05463.0500 Darmstadt, Germany) kullanilmis olup ekim islemi
gerceklestirildikten sonra 37°C’de 18 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Her analiz glini
icin inkiibasyon sonunda 30 petri kutusunda olusan kolonilerin sayimi yapilmis ve mikrobiyal

ylik kob/ml olarak hesaplanmistir.

3.2.2.3. Defne Ugucu Yaginin Tavuk Mikroflorasina Etkisi

Laboratuvara getirilen tavuk gogiis eti 6rnekleri 40+2 g miktarinda olacak sekilde
parcalara ayrilmistir. Parcalara ayrilan tavuk gogiis eti 6rneklerin mikroflorasinin gelisimine
bakmak amaciyla hi¢bir 6n islem yapilmadan 0., 1. 3. ve 6. giin mikrobiyolojik analizleri

yapilacak sekilde +4°C’de depolanmistir (Sekil 3.10).

Sekil 3.10. Tavuk gogis eti 6rnekleri
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Buna paralel olarak tavuk gogiis eti mikroflorasinin tizerine 160 pl ve 2400 pl defne
ugucu yagi siiriilmiistiir. Ornekler, mikrobiyolojik analizleri 0., 1., 3. ve 6. giin yapilacak sekilde

hazirlanmis ve +4°C’de depolanmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Defne ugucu yag stiriilmiis tavuk gogiis eti 6rnekleri

Depolanan tavuk gogiis eti ornekleri steril stomacher posetleri igerisine alinip 40 ml
steril %0,1’lik kazein peptonlu su ile 120 sn slreyle Stomacher vasitasiyla homojenize
edilmistir (Sekil 3.12). %0,1'lik steril kazein peptonlu su kullanilarak seri diliisyonlar
hazirlanmistir. 106 ‘a kadar seri dilisyonlar hazirlanmis ve her diliisyondan 100 pl alinarak
petri kutularina yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. E. coli ATCC 25922 sayimi amaciyla
besiyeri olarak Plate Count Agar kullanilmis olup ekim islemi gerceklestirildikten sonra 37° C'de
24 saat stireyle inkiibasyona birakilmistir. Her analiz giini i¢in inkiibasyon sonunda 24 petri
kutusunda olusan kolonilerin sayimi1 yapilmis ve mikrobiyal yiikleri kob/g olarak

hesaplanmistir.
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~INterscience .

Sekil 3.12. Tavuk gogus eti 6rneginin stomacher vasitasiyla homojenize edilmesi

3.2.2.4. Defne Ugucu Yaginin E. coli ATCC 25922 ile Kontamine Edilmis Tavuk Gogiis Eti
Uzerine Etkisi

IIk olarak kiltiir aktiflestirme islemi yapilmistir. Bunun icin bir 6ze yardimiyla
Escherichia coli ATCC 25922 stok kiiltiiriinden alinarak Tryptic Soy Broth besiyerine ilave edilip
37°C’'de 18 saat siireyle inkiibasyona tabi tutularak aktiflestirme islemi saglanmistir [59].

Aktiflesen kiiltiirlerin mikrobiyal yiikii spektrofotometrik olarak (Mc Farland) 108
kob/ml ayarlanmistir. Ayni zamanda aktiflesen kiiltiirtin mikrobiyal yiikiinii belirleyebilmek i¢in
%0,1’lik steril peptonlu sular kullanilarak seri diliisyonlar hazirlanmistir. Seri diliisyonlardan
petri kaplarina yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir.

Laboratuvara getirilen tavuk gogiis eti ornekleri 40+2 g miktarinda olacak sekilde
parcalara ayrilmistir. Parcalara ayrilan tavuk eti ornekleri iyice yikanmistir, behere alinan
ornekler %5’lik asetik asit-distile su karisiminda 45 dakika bekletilmistir (Sekil 3.13)[60]. Siire
sonunda mikroflorasindan temizlenmesi amaclanan tavuk eti 6rnekleri steril su ile yikanmistir.
Yikanan tavuklardaki fazla suyu uzaklastirmak icin bek alevinde bekletilmistir (Sekil 3.14).

%5’lik asetik asit-distile su karisiminda 45 dakika bekletilen tavuk gogls eti
orneklerinin mikroflorasindan temizlenmesinin kontrolii amaciyla, steril stomacher posetine
alinip tzerine 40 ml %0,1'lik steril peptonlu su eklenmis ve stomacher vasitasiyla homojenize

edilmistir. Homojenize edilmis ornekten 100 pl alinarak, Plate Count Agar besiyerine yayma
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plak yonetmiyle ekim yapilmistir. 37°C’de 18 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Siirenin

sonunda koloni gelisimi gozlenmemistir.

Sekil 3.13. %5’lik asetik asit-distile su karisiminda bekletilen tavuk gogiis eti 6rnekleri

Sekil 3.14. Steril kabin icerisinde bek alevinde bekletilen tavuk gogiis eti 6rnekleri

Fazla suyu uzaklastirilan tavugun 6n yiizeyine 240 pl E.coli ATCC 25922 kiiltiirii ile farkl
miktarlarda (160 ul,200 pl,240 pl,480 pl ve 2400 pl) defne ugucu yagr karistirilarak
sturilmistir. Hazirlanan 12 6rnek 0., 1., 3., ve 5. giin analizler yapilacak sekilde +4 °C’'de

depolanmistir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. 1. giin, 3. giin ve 5.giin depolanan tavuk gogiis eti 6rnekleri

Depolanan tavuk gogiis eti ornekleri steril stomacher posetleri icerisine alinip 40 ml
steril %0,1'lik kazein peptonlu su ile 120 sn slreyle Stomacher vasitasiyla homojenize
edilmistir. %0,1’lik steril kazein peptonlu sular kullanilarak 107 ‘e kadar seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Hazirlanan seri diliisyonlardan petri kaplarina 100 pl alinarak, yayma plak
yontemiyle ekim yapilmistir. E. coli sayimi amaciyla besiyeri olarak Plate Count Agar kullanilmis
olup ekim islemi gerceklestirildikten sonra 37° C'de 24 saat slireyle inkiibasyona birakilmistir.
Her analiz giini i¢in inkiibasyon sonunda 30 petri kutusunda olusan Kkolonilerin sayimi

yapilarak mikrobiyal yiikleri kob/g olarak hesaplanmistir.

Sekil 3.16. 24 saat siire sonunda olusan koloni 6rnegi
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Defne Ucucu Yaginin Disk Difiizyon Yontemi ile Antimikrobiyal Etkinligi

Bu tez kapsaminda defne ugucu yagimin 6 farkli mikroorganizma iizerinde
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. 108 kob/ml yiike sahip S.thyprium ATCC 14028, E.coli
0157:H7, E.coli ATCC 25922, S.enteritidis ATCC 13076, L.monocytogenes ATCC 7644 ve S.aureus
ATCC 25923 mikroorganizmalarinin iizerinde 5 pl defne ucucu yaginin antimikrobiyal etkinligi
disk diflizyon yontemi ile incelenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda defne ugucu yagi S. typhimurium 12,51+0,91 mm zon ¢ap;,
E. coli 0157:H7 12,53+2,78 mm zon c¢api, E. coli ATCC 25922 9,06+1,37 mm zon capi, S.
enteritidis ATCC 13076 8,91+1,2 mm zon cap, L. monocytogenes ATCC 7644 14,65+2,1 mm zon
capt ve S. aureus ATCC 25923 13,95+2,25 mm zon ¢api olusturmustur. Olciilen zon ¢api
biiytikliigii ile antimikrobiyal etkinligi ile dogru orantilidir. Tablo 4.1 incelendiginde en fazla
antimikrobiyal etkinligi L. monocytogenes ATCC 7644 mikroorganizmasina, en az antimikrobiyal

etkinligi S. enteritidis ATCC 13076 mikroorganizmasina gosterdigi goriilmektedir.

Tablo 4.1. Disk difiizyon yontemi sonuclari

Mikroorganizma Zon Cap1 (mm)
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 12,51+0,91
Escherichia Coli 0157:H7 12,53+2,78
Escherichia Coli ATCC 25922 9,06+1,37
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 8,91+1,2
Listeria Monocytogenes ATCC1644 14,65+2,1
Staphylococcus Aureus ATCC 25923 13,95+2,25

Merghni ve ark. (2015) 10 ul laurus nobilis ugucu yaginin S. aureus mikroorganizmasi
lizerine zon capini 6.75 *0.35 mm ile 15 #1.41 mm arasinda 6l¢gmiislerdir [61]. Sarikaya ve ark.
(2017) defne ve ¢orekotu pres yagi karisiminin S. aureus mikroorganizmasi iizerine zon ¢apini
11+0,2 mm o6lgmiislerdir, E. coli mikroorganizmasi tizerine etkisi olmadigini saptamislardir [41].
Tural ve ark. (2017) defne wugucu yaginin S. aureus, E. coli ve L. monocytogenes

mikroorganizmasi lizerine zon ¢aplarinmi 6lemiis, en etkili oldugu mikroorganizma S. aureus ‘dur
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[43]. Dadalioglu ve ark. (2004) kekik, rezene, defne ve lavanta bitkilerinin farkli miktarlardaki
ucucu yaglarinin antimikrobiyal etkinliklerini gida patojenleri iizerinde karsilastirmiglardir. E.
coli patojenine en etkili ucucu yaginin defne iken siralama defne>kekik>rezene> lavanta,
L.monocytogenes  patojenine  en  etkili  kekik = ucucu yagi  iken  siralama
kekik>defne>rezene>lavanta, S. typhimurium patojenine karsi en etkili kekik iken siralama
kekik>rezene>defne >lavanta, S. aureus patojenine Kkarsi en etkili kekik iken, siralama
kekik>lavanta>defne>rezene sonuglarin ulasmiglardir [62]. Literatiirdeki sonuclara
bakildiginda elde edilen sonuclarla uyumlu oldugu goriilmektedir. Defne ugucu yaginin en az
etki gosterdigi mikroorganizmalardan biri olan E. coli ATCC 25922 hedef mikroorganizma
olarak secilmis ve belirlenen farkli ucucu yag konsantrasyonlarinin inhibitor etkisi

incelenmistir.

4.2. Defne Ucucu Yaginin E.coli ATCC 25922 Kiiltiiriine Etkisi

Calisma kapsaminda yapilan analizler sonucunda elde edilen verilerden olusan Tablo
4.2 incelendiginde, 160 pl defne ugucu yag1 eklenen karisimindan yapilan ekimlerde 1 giin
depolanan 6rneklerde mikrobiyal yiikiin baslangi¢ yiikiinden daha az olmasi nedeniyle inhibitor
etkinin oldugu belirlenmistir. Ancak ayni karisimda, 3. ve 6. giiniin sonunda mikroorganizmalar
lizerine baskilayici etkinin giderek azaldigi tespit edilmistir. 200 ve 240 pl defne ugucu yagi ile
hazirlanan yag-kiiltiir karisimlarda depolama siiresi boyunca inhbitér etkinin siirdigi
belirlenmistir. 480 pl defne ugucu yagi ile hazirlanan karisimdan yapilan ekimlerde ise 1., ve
3.glin sonunda inhibitér etkinin oldugu ama 6. giinde ortamdaki defne ucucu yaginin inhibitér
etkisini kaybettigi belirlenmistir. 2400 pl defne ugucu yagi ile hazirlanan karisimdan yapilan
ekimlerde ise hem baslangic aninda hem de depolama siiresi boyunca kullanilan yagin

mikrobiyal yiik lizerine tamamen yok edici bir etkisi oldugu belirlenmistir.
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Tablo 4.2. Defne ucucu yagi ile E. coli ATCC 25922 kiiltiir karisim sonuclari

Escherichia coli

Defne ATCC t=0 1.giin 3.giin 6.giin
ucucu 25922 nin (Log (Log (Log (Log
yagi baslangic kob/ml) kob/ml) kob/ml) kob/ml)
miktari sayisl
() (Log kob/ml)
160
8,66+0,28 5,64+0,11 4,79+1,07 Skg Skg
200 7,46+0,47 4,32+0,30 6,08+0,42 3,86+0,80 4,27+0,11
240 7,46+0,47 5,04+0,55 3,35%£0,10 4,33+0,28 4,48+0,59
480 8,88+0,22 3,77+0,26 3,66+0,35 4,53+0,57 Sk¢
2400 8,72+0,43 - - - -

Skg¢: Sayillamayacak kadar ¢ok, (-): Gelisim gézlenmemistir.

4.3 Defne Ucgucu Yaginin Tavuk Mikroflorasina Etkisi

Defne ugucu yaginin, tavuk mikroflorasi tizerinde etkisi incelenmek amaciyla en diisiik

ve en yiiksek konsantrasyon kullanilarak tavuk gégiis etlerine siirme yontemi ilave edilmis ve

depolanmistir. Defne ucgucu yaginin tavuk mikroflorasina etkisi Tablo 4.3’te ve Sekil 4.1'de

verilmistir. Tablo 4.3 ‘e gore tavuk mikroflorasi ile tavuk mikroflorasina 160 pl ve 2400 pl defne

ucucu yag eklenmis tavuk gogiis etlerinin inokiile an1 ve depolama siiresi boyunca toplam

mezofil aerob bakteri sayisinda 1 logaritmalik azalma oldugu gézlenmistir.
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Tablo 4.3. Defne Ucucu Yaginin Tavuk Mikroflorasina Etkisi

Tavuk 160 pl eklenmis Tavuk 2400 pl eklenmis
mikroflorasi (Log | tavuk eti mikroflorasi (Log | tavuk eti
kob/g) (Log kob/g) kob/g) (Log kob/g)
=0 2,65%0,22 1,54+0,31 2,01+0,12 1,75%0,17
1. glin 2,77+0,21 1,89+0,15 2,88+0,34 1,90+0,01
3. gln 2,92+0,48 2,25%0,34 5,43%0,25 3,57%0,25
6. giin 4,61+0,32 3,45+0,48 5,87+0,55 5,44+051
Defne Ugucu Yaginin Tavuk Mikroflorasina Etkisi
7,00
6,00 — T
5,00 —
]
= 4,00
g
W 3,00
2,00
1,00
0,00
0 1 3 6
Giinler
=fi—Tavuk Dogal Florasi(160 pL) ====160 uL D.U.Y
Tavuk dogal florasi (2400 pL ) ==>4=2400 plL D.U.Y

Sekil 4.1. Defne ucucu yaginin tavuk mikroflorasina etkisi
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4.4. Defne Ugucu Yagmn E. coli ATCC 25922 ile Kontamine Edilmis Tavuk Gogiis Eti
Uzerine Etkisi

Defne ugucu yaginin E. coli ATCC 25922 kiiltiiriine etkisi belirlenmis olup ve belirlenen
bu degerler tavuk gogiis eti lizerine uygulanarak etkisi gida iizerinde incelenmistir. Defne ugucu
yaginin E. coli ATCC 25922 ile kontamine edilmis tavuk gogiis eti lizerine etkisi Tablo 4.4’te
verilmistir. Bu tabloya gore defne ugucu yaginin 160 pl, 200 pl, 240 pl, 480 pl ve 2400 pl
miktarlarinin Escherichia coli ATCC 25922 populasyonuna inhibitdr etkisi oldugu saptanmistir.
40 gram tavuk gogiis etinin iizerine inokiile edilen 160 pl ile 240 pl E. coli ATCC 25922
karisiminindaki E. coli ATCC 25922 kiiltliriiniin baslangi¢ sayis1 8,32+0,62 kob/ml iken, E. coli ve
defne ugucu yagi karisiminin inokiile edildigi andaki sayis1 3,53+0,44 kob/g’dir. Depolama
stiresi boyunca 1. gliniin sonunda E. coli ATCC 25922'nin sayis1 3,38+0,43 kob/g azalmistir. 3.
gilinlin sonunda 3,60+0,11 kob/g, 5. giinlin sonunda 3,64+0,35 kob/g oldugu saptanmistir. 200
ul defne ugucu yag ile 240 pl E. coli ATCC 25922 kiiltir karisimindaki E. coli ATCC 25922
kiltiriniin baslangi¢c sayis1 7,93+0.70 kob/ml iken, inokiile aninda 2,59+1,01 kob/g sayisina
azaltmistir. Depolama boyunca yapilan sayimlarda mikroorganizma sayisi 1. giiniin sonunda
2,39+0,08 kob/g, 3. giiniin sonunda 2,99+0,93 kob/g, 5. giiniin sonunda 3,13+0,15 kob/g’dir.
240 ul defne ugucu yagi ile 240 pl E. coli ATCC 25922 kiiltiir karisimindaki E. coli ATCC 25922
kiiltiirtiniin baslangi¢ sayis1 8,79+0,22 kob/ml iken, inokiile aninda 3,19+0,02 kob/g sayisina
azalmistir. Depolama boyunca yapilan sayimlarda mikroorganizma sayisi 1. glinlin sonunda
3,18+0,09 kob/g, 3. giinlin sonunda 2,67+0,09 kob/g, 5. giiniin sonunda 3,99+0,02 kob/g’dir.
480 pl defne ugucu yagi ile 240 pl E. coli ATCC 25922 kiiltiir karisimindaki E. coli ATCC 25922
kiltiiriinlin baslangi¢ sayis1 8,70+0,22 kob/ml iken, inokiile edildigi anda 3,84+0,12 kob/g
azalmistir. Depolama boyunca yapilan sayimlarda mikroorganizma sayisi 1. gliniin sonunda
3,84+0,12 kob/g, 3. glinlin sonunda 3,51+0,05 kob/g, 5. giiniin sonunda 2,99++0,29 kob/g'dir.
160 pl, 200 pl, 240 pl ve 480 pl defne ugucu yag miktarlari, mikroorganizma sayisi inoktle
edildigi andan itibaren depolama sonuna kadar yaklasik 5 logaritmik azaltmistir. 2400 pl defne
ucucu yag ile 240 pl E. coli ATCC 25922 kiiltiir karisimindaki E. coli ATCC 25922 kiiltiiriiniin
baslangic sayist 8,70+0,10 kob/ml iken, inokiile anindan depolama siiresi boyunca
mikroorganizma gelisimi gézlenmemistir. Defne ugucu yaginin miktar arttik¢ca inhibitor etkinin
arttif1 tespit edilmistir. Defne ucucu yaginin tavuk goégiis etinin raf dmrii boyunca intibitor

etkisini gostermeye devam ettigi saptanmistir.
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Tablo 4.4. Defne ucucu yagi ve E. coli ATCC 25922 ile kontamine edilen tavuk gogiis etindeki
inhibitor etkisi

Defne Baslangig
o . t=0 1.glin 3.giin 5.glin
Ucgucu Escherichia coli (Log (Log (Log (Log kob/g)
Yagi ATCC 25922 kob/g) kob/g) kob/g)
Miktar1 (ul) Sayisi(Log
kob/g)

160 8,32+0,62 3,53+0,44 | 3,38+0,43 | 3,60+0,11 | 3,64+0,35
200 7,93+0.70 2,59+1,01 | 2,39+0,08 | 2,99+0,93 | 3,13+0,15
240 8,79+0,22 3,19+0,02 | 3,18+0,09 | 2,67+0,09 | 3,99+0,02
480 8,70+0,22 3,84+0,12 | 3,61+0,10 | 3,51+0,05 | 2,99£+0,29
2400 8,70+0,10 - - - -

(-): Gelisim gozlenmemistir.

Harmankaya (2013) biberiye ve karanfil ucucu yaglarinin tavuk raf omrii uzatmakta
etkili olmadigin1 saptamistir [13]. Aksoy ve ark. (2011) defne bitkisinin hidrodistilatinin ve
inflizyonunun mikroorganizmalar lizerine etkisi oldugu fakat tavuk raf 6mri uzatma {izerine
onemli bir etkisinin olmadig1 sonucuna ulasmislardir [45]. Vilela ve ark. (2015) defne ucucu
yaginin maronesa eti lizerinde mikrobiyolojik gelisimin azalttigi, raf émrii ilizerinde 6nemli
etkisi oldugunu ve renk Kkalitesini korudugu sonucuna ulasmislardir [35]. Keser (2019)
alabaliktan elde ettigi koftelerde depolama siiresi boyunca defne ve biberiye ucucu yaglarinin
mikrobiyal yiikii azalttigini bildirmistir [57]. Silveira ve ark. (2014) defne ugucu yaginin tuscan
sosisi lizerinde koliform populasyonunu azaltabildigini, raf émriinii 2 gin arttirdigini ve
lezzetinin kabul edilebilir oldugunu saptamislardir [43]. Literatiirde yapilan raf émri uzatma
calismalarinda tavuk etinde bazi ugucu yaglari etkisiz olurken, defne bitkisinin hidrodistilati ve
inflizyonu da etkisiz kalmistir. Sigir et ve sosis gibi gidalara uygulanan defne ucucu yag: raf
Omrii lzerine etkili olurken, bu c¢alismada da inhibitor etkisinin raf émri boyunca devam

ettigini gostermektedir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Tavuk go6giis eti kolay kontamine olan bir gidadir, bu sebeple cesitli fiziksel ve kimyasal

dekontaminasyon yontemleri kullanilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal dekontaminasyone

yontemleri tek basina yeterli gelmedigi durumlarda ikisi bir arada kullanilmaktadir veya dogal

yollarda elde edilen antimikrobiyal maddelerden yararlanilmaktadir.

Bu tez kapsaminda defne ugucu yaginin tavuk gogiis etinin defne ugucu yag ile

muamelesi sirasinda mikrobiyal yilik degisimi incelenmistir, defne ugucu yaginin antimikrobiyal

ozelliginin tavuk gogiis eti lizerinde etkisine bakilmistir. Calismanin sonug ve onerileri asagida

maddeler halinde verilmistir.

Defne ugucu yaginin S. typhimurium ATCC 14028, E. coli 0157:H7, E. coli ATCC
25922, S. enteritidis ATCC 13076, L. monocytogenes ATCC 7644 ve S. aureus
ATCC 25923 mikroorganizmalarinin iizerine antimikrobiyal etkisi disk difiizyon
yontemiyle arastirilmistir. Defne ugucu yaginin 5 pl’sinin mikroorganizma
inokiile edilmis besiyerlerinde olusturdugu ortalama zon c¢aplar1 sirasiyla
12,51+0,91mm, 12,53+2,78 mm, 9,06+1,37 mm, 8,91+1,2 mm, 14,65+2,1 mm ve
13,95+2,25 mm olarak 6l¢tilmiistiir. Zon c¢ap1 6l¢limiine gore antimikrobiyal etki
siralamasi L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 25923, E. coli 0157:H7,
S.typhimurium ATCC 14028, E. coli ATCC 25922, S. enteritidis ATCC 13076 ‘dir.
Arastirmada kullanilan 6 mikroorganizmadan defne ugucu yaginin
antimikrobiyal etkisinin en fazla oldugu mikroorganizma L. monocytogenes, en az
etkisinin oldugu mikroorganizma S. enteritidis oldugu saptanmistir. Defne ugucu
yag1 gram pozitif mikroorganizmalarda daha etkilidir denebilir.

Altt mikroorganizmanin arasindan E. coli ATCC 25922 kontamine edilecek
mikroorganizma olarak se¢ilmistir. Secilen bu mikroorganizmadan 240 pl kiltiir
miktar1 sabit tutularak, defne ucucu yaginin 5 farkli miktarinin (160 pl, 200 pl,
240 pl, 480 pl ve 2400 ul) depolama siiresi boyunca inhibitor etkisine
bakilmistir. E. coli ATCC 25922 kiiltiiriine en etkili olan defne ugucu yag1 miktari
2400 pl olup, t=0 anindan depolama siiresi boyunca mikroorganizma gelisimi
gozlenmemistir. Bu miktarlar gida iizerine uygulanarak ayni etkiyi gdstermesi
beklenilmistir.

Defne ugucu yaginin tavuk g6giis etinin mikroflorasi iizerine etkisi incelenmis
bunun icin tavuk gogiis etleri ugucu yag eklenmis ve eklenmemis olarak
orneklendirilmistir. 160 pl ve 2400 pl defne ugucu yag miktarlar1 kullanilmis
olup, 6 giin boyunca depolanmistir. Defne ugucu yaginin tavuk gogiis etlerinin

mikrobiyal yik artisim1 yavaslattigl gozlenmistir. Depolama siiresi sonunda
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saylilan mikroorganizma sayis1 Turk Gida Kodeksi mekanik olarak ayrilmis kanat
eti tebliginde belirtilen 5x105 ile 5x106 kob/g degerlerine uygundur denilebilir.

e 160 pl, 200 pl, 240 pl, 480 pl ve 2400 pl defne ugucu yaglar ile 240 pl E. coli
ATCC 25922 ile karnistirilarak mikroflorasindan arindirilmis tavuk gégiis etleri
tizerine inokiile edilmistir. E. coli ATCC 25922 baslangi¢ yiik miktar1 belirlenmis,
t=0 ve depolama siliresi boyunca tavuk go6giis eti TUlzerinde gelisen
mikroorganizma sayilari ile inhibitor etkisi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore her miktarinin inhibitor etkisi oldugu belirlenmistir. 2400 pl defne ugucu
yaginda mikroorganizma gelisimi gozlenmeyip, en etkili sonucu verdigi
sOylenebilir. 240 pl E. coli ATCC 25922 kiiltliri lizerinde yapilan deneylerinin
sonuglar1 ile gidaya uygulanan deneylerin sonuglar1 benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Tavuk mikroflorasina etkisi ile hedef mikroorganizma tizerinde
etkisi kiyaslandiginda secilen mikroorganizma da daha etkili oldugu sonucuna
ulasildig1 s6ylenebilir.

e Bu calismanin sonuclarina bakildiginda deneylerde kullanilan defne ugucu
yaginin antimikrobiyal madde olarak zararli ve patojen mikroorganizmalar
tizerinde kullanabilecegi soylenebilir. Gida sanayisinde aroma ve lezzet verici
olarak kullanmaya ek olarak antimikrobiyal 6zelligi de kullanilabilecegi ve

gidalara eklenerek gidalarin raf 6mriniin arttirilabilecegi diisiiniilmuistiir.
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