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OZET

ISPANAKTA GELISEN ESCHERICHIA COLI BIYOFILMLERININ
TERMOSONIKASYON VE ORGANIK ASIT MUAMELESIYLE
DEKONTAMINASYONU

Melis KOCA
Yiiksek Lisans, Gida Teknolojisi Anabilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Emel UNAL TURHAN

Temmuz 2024, 60 sayfa

Bu ¢alismada, 1spanakta gelisen Escherichia coli biyofilmleri {izerine ultrasonikasyon
ve organik asit muamelesinin etkisi arastirilmigtir. E. coli biyofilmi olusturulan
1spanak yapraklarinin dekontaminasyonu i¢in farkli ¢ézelti (PBS, laktik asit ve asetik
asit), sicaklik (20, 40 ve 50°C) ve siirelerdeki (2 ve 5 dakika) sonikasyon islemine
bagvurulmustur. Ispanakta gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu iizerine sicaklik, siire
ve inaktivasyon ¢ozeltisinin etkisi istatistiksel olarak 6énemli (p<0.05) bulunmustur.
Farkli kosullardaki sonikasyon islemi ile 1spanaktaki E. coli biyofilmi canli hiicre
sayisinda 1.02 ve 6.03 log kob/cm? arasinda azalis meydana gelmistir. Ispanakta en
yiiksek E. coli biyofilm inaktivasyonu 50°C’de 5 dakika sonikasyon kosullarinda
laktik asit muamelesi ile saglanirken en diisiik biyofilm inaktivasyonu 20°C’de 2
dakika sonikasyon kosullarinda PBS muamelesi ile saglanmistir. Standartlastirilmis
regresyon katsayilarma gore, bagimsiz degiskenlerin biyofilm inaktivasyon orani
tizerindeki goreli 6nem sirasi, sicaklik, ¢ozelti ve siire olarak belirtilmistir. Ispanaga
uygulanan dekontaminasyon islemlerinin duyusal o&zellikler tizerinde genellikle
olumsuz bir etkisinin olmadig1 ancak yiiksek sicaklikta asetik asit ile muamele edilen
orneklerde duyusal begenilerin belirgin bigimde azaldigi tespit edilmistir. Sonug
olarak, 1spanak gibi taze yaprakli sebzelerde etkili bir dekontaminasyon igin laktik asit
ve termosonikasyon muamelesi onerilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ispanak, Biyofilm, Escherichia coli, Termosonikasyon, Organik
asit



ABSTRACT

DECONTAMINATION OF ESCHERICHIA COLI
BIOFILMS ON SPINACH BY THERMOSONICATION AND ORGANIC ACID
TREATMENT

Melis KOCA
M.Sc., Department of Food Technology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Emel UNAL TURHAN

July 2024, 60 pages

In this study, the effects of ultrasonication and organic acid treatment on Escherichia
coli biofilms on spinach were investigated. Sonication process at different solution
(PBS, lactic acid and acetic acid), temperature (20, 40 and 50°C) and time (2 and 5
minutes) was used for decontamination of spinach leaves with E. coli biofilm. The
effects of temperature, time and inactivation solution on the inactivation of E. coli
biofilm on spinach were found to be statistically significant (p<0.05). With the
sonication process under different conditions, reduction in viable cell counts of E. coli
biofilm on spinach was changed between 1.02 and 6.03 log cfu/cm?. The highest E.
coli biofilm inactivation in spinach was achieved by lactic acid treatment under
sonication conditions at 50°C for 5 minutes, while the lowest biofilm inactivation was
achieved by PBS treatment under sonication conditions at 20°C for 2 minutes.
According to standardized regression coefficients, the order of relative importance of
the independent variables on the biofilm inactivation rate was indicated as temperature,
solution, and time. It has been determined that decontamination processes applied to
spinach generally do not have a negative effect on sensory properties, but sensory
properties are significantly reduced in samples treated with acetic acid at high
temperatures. As a result, lactic acid and thermosonication treatment have been
suggested for effective decontamination of fresh leafy vegetables such as spinach.

Key Words: Spinach, Biofilm, Escherichia coli, Thermosonication, Organic acid
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1. GIRIS

Tiketicilerin saglikli gidalara olan ilgileri diisiik kalorili ancak vitamin, mineral ve lif
kaynagi yiiksek olan taze sebze ve meyve gibi iiriinlere olan egilimi arttirmistir. Taze
meyve ve sebzeler tiim diinyada insan beslenmesinin en 6nemli kismini olusturur
(Kim, vd., 2011). Meyve ve sebzeler, 6zellikle C vitamini, tiamin, niasin, piridoksin,
folik asit, mineraller ve diyet lifi kaynaklar1 olarak insan beslenmesinde ve sagliginda
onemli roller oynar. Taze meyve ve sebze lirlinleri pazari son on yilda diinya ¢apinda
stirekli olarak biiyiimiistiir. Taze {irlin tiiketiminin artmasiyla birlikte gida gilivenligi ve
halk saglig1 sorunlari da kendini géstermeye baslamistir (Hu, vd., 2017). Taze meyve
ve sebzeler saglikli ve dengeli beslenmenin 6nemli bilesenleridir; kanser ve kalp-
damar hastaliklar1 gibi cesitli hastaliklara karst korunmak amaciyla bircok {tilkede
devlet saglik kurumlari tarafindan tiiketimleri tesvik edilmektedir. Bununla birlikte,
meyve ve sebzelerin, ozellikle de ¢ig olarak tiiketilen yesil yaprakli sebzelerin,
geleneksel olarak hayvansal kokenli gidalarla iliskilendirilen insan patojenlerinin
bulagmasinda 6nemli araclar oldugu giderek daha fazla kabul edilmektedir (Berger,
vd., 2010). Sebze yoniinden zengin diyetler kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklari
Onleme gibi yararlarindan dolay:1 tercih edilirler. Sebze ve meyvelerin saglik
tizerindeki olumlu etkileri i¢in giinde en az 5 porsiyon tliketimleri onerilmistir (Yuk,
vd., 2006). Marul, lahana, kereviz, 1spanak gibi yaprakli sebzeler az islenmis veya
taze dogranmis sebzeler olarak adlandirilarak gida endiistrisinde hazir dogranmis
karigik salata tipi tirtinlerde kullanilirlar. Avrupa, Amerika ve Avustralya’da bu gibi
tirtinlerin kullanimi1 her gegen giin artmaktadir. Cok az islemden gecip paketlenerek
satilan bu gibi taze dogranmis sebzeler yikama, kabuk soyma ve dilimleme gibi
islemlere maruz kalarak {iriin kalitesi ve raf dmrii a¢isindan iyilestirilmislerdir. Bu gibi
triinlerde bahsedilen bu islem asamalari mikrobiyel yiikii indirgeme ve iiriin
giivenligini saglama bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Carmichael, vd., 1998; Cui, vd.,
2018). Sebzelerin biiyiik kism1 besin i¢eriginden daha fazla yararlanilabilmesi i¢in ¢ig
olarak tiiketilir ve bu durum taze sebzelerin giivenligi meselesini ortaya ¢ikarir (Kim,
vd., 2011). Nitekim, sebze yapraklarinin yiizeyinde bitkinin gelisimi veya ¢iliriimesi
esnasinda bakteriyel kolonizasyonun gergeklesmesi ile gida kaynakli salgin riski
artabilir. Ayrica, sebzelerdeki yiiksek besin miktari, nem ve notral pH’lar mikrobiyel
gelismeyi tetikleyebilir. Ornegin, 1spanak ve marul yaklasik %8 karbonhidrat, %2
protein ve %88-95 nem igerir ve pH’lar1 5.1-6.8 arasinda degisir. Bu gibrei sebzelere



patojen ve bozucu mikroorganizmalar bulasarak gelisme firsat: bulabilir. Ozellikle de
elverissiz tarim uygulamalarinin bir sonucu olarak ¢evreden sebzelere gida kaynakli
patojen bulasisi olabilir. Patojen bakterileri hayvanlardan ve kanalizasyon suyundan
sulama sularina karigabilir, toprakta uzunca bir slire canliligini koruyarak bitkilere
bulasabilir. Ayrica c¢apraz kontaminasyonla sulama sistemlerinden, proses
ekipmanlarindan ve toplama esnasinda insanlardan dolay1 ortaya ¢ikabilir. Bitki
yiizeylerinde meydana gelen mikrobiyel kolonizasyon sonucu mikroorganizma bitki
ylizeyine iyice tutunup biyofilm olarak adlandirilan daha direngli bir mikrobiyel yapiy1
olusturabilir (Carmichael, vd., 1998; Cui, vd., 2018). Bitki yiizeyleri g¢esitli
mikroorganizmalar i¢in dogal bir yasam alanidir. Meyve ve sebze mikroflorasi;
bitkinin genotipinden (bitki ¢esidi), fizikokimyasal kosullardan, bitki ylizey
yapilarindan ve ayrica sicaklik, bitki ortiisii, yagis, riizgar ve giines radyasyonu gibi
cesitli cevresel faktorlerden etkilenir. Sebze ve meyvelerde ayrica tarim uygulamalari,
hasat sonrasi isleme ve depolama kosullarinin da mikroflora iizerinde etkili oldugu

bilinmektedir (Carter ve Brandl, 2015).

Son yillarda ¢ig olarak tiiketilen yesil yaprakli sebzelerde patojen bakteri (Escherichia
coli ve Listeria monocytogenes) bulasist kaynakli 6liimle bile sonuglanan hastaliklar
rapor edilmistir (Kim, vd., 2011; Johannessen, vd., 2014; Jose, vd., 2014). Bu
bakimdan, salatalarda kullanilacak olan yesil yaprakli sebzelerin tiiketimden Once
etkili bir yikama ile mikrobiyel yiikiiniin indirgenmesi halk saglig1 agisindan 6nem arz
etmektedir. Taze sebzelerde mikrobiyel yiikii indirgerken iiriiniin duyusal kalite
ozelliklerini de siirdiirmesi beklenmektedir. Bu nedenle taze yaprakli sebzelerde
patojen inaktivasyonu i¢in en uygun yontemler uygulanmaya ¢aligilmaktadir. Taze
irtin sanitasyonu ig¢in kullanilan veya tizerinde c¢alisilan mevcut sanitasyon
tekniklerinin bazi1 6rnekleri sunlardir: Isinlama, farkl elektrolize su tiirleri, 1lik su, klor
dioksit, ultrason, asitlestirilmis sodyum klorit, ozon, organik asitler ve hidrojen
peroksit’dir. Taze meyve ve sebze dekontaminasyonunda bu yontemler arasinda
cogunlukla kimyasal muamelesine bagvurulmus ancak son donemde giivenli
inaktivasyon yontemlerinden biri olan ultrasonikasyon uygulamasi {izerinde de
durulmaya baslanmistir. Yine taze yaprakli sebzelerde antimikrobiyel madde olarak
organik asitlerin kullanimini 6neren ¢aligmalara rastlanilmis ve 6zellikle de bu organik
asitlerin giivenli olarak kabul edilmesi (GRAS) yani saglik {izerinde herhangi bir

toksik etkisinin olmamasi tiiketiciler tarafindan da tercih nedeni olmustur. Taze meyve



sebzelerde ultrasonikasyon ve organik asitlerin kombine uygulanmasi ile ise daha iyi
bir dezenfeksiyon saglanabilecegi bildirilmistir (Chaudry, vd., 2004; Al-Hag, vd.,
2005; Klaiber, vd., 2005; Huang, vd., 2006; Yuk, vd., 2006; Ugarte-Romero, vd.,
2006; Ruiz-Cruz vd., 2007; Alexandre, vd., 2011; Huang ve Chen, 2011; Alexander,
vd., 2012).

Bu ¢alismada, 1spanak yiizeyinde gelisen E. coli biyofilmlerine kars: farkli sicaklik ve

siirelerde sonikasyon ve organik asit muamelesinin etkisi arastirilmistir.

2. ONCEKi CALISMALAR
2.1 Taze Meyve ve Sebzelerde Bakteriyel Biyofilmler

Taze iirlin tiiketiminden kaynaklanan gida kaynakli hastalik salginlarinin sayisi son
yirmi yilda 6nemli dlgiide artmistir (Sivapalasingam, vd., 2004). 1990-2005 yillari
arasinda taze triinler 713 salginla iligskilendirilmis ve bu da 34049 hastalik vakasiyla
sonu¢lanmistir (DeWaal ve Bhuiya, 2007). Bu artisin ¢esitli nedenleri 6ne siiriillmekle
birlikte, birinci neden kisi basina diisen taze iiriin tiiketiminin 6nemli oOlcilide
artmasidir. ABD'de 1982 ile 1997 yillar1 arasinda ¢ig meyve ve sebze tiiketimi sirasiyla
%18 ve %29 oraninda artmustir (Garrett, vd., 2003). Ikinci neden, taze meyve sebze
tirtin endiistrisi, bitylik miktarlarda {irliiniin diinya ¢apinda taginmasiyla giderek daha
kiiresel hale gelmistir. Uciincii neden ise, taze kesilmis meyveler ve paketli salatalar
gibi hazir gidalarin tiiketiminin Katlanarak artmasidir. Yemege hazir olan paketlenmis
bu gibi {riinler, hazirlandiklar1 {iriiniin biitiin yani islem gormemis olanina gore
mikrobiyel biiyiimeye ve bozulmaya daha fazla agik hale gelir. Ozellikle de taze
meyve ve sebzelerde biyofilm olusumu gida giivenligi acisindan daha ¢ok risk

olusturur (Brandl, 2008).

Biyofilm, mikroorganizmalarin canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi
tirettikleri ekzopolimerik yapida jelsi bir tabaka i¢ine gomiilii halde birbirlerine, bir
kat1 ylizeye ya da bir ara yiizeye tutunarak olusturduklar: topluluk olarak tanimlanir.
Gida endiistrisinde biyofilm olusumu gidalarda bozulmalara, gida isleme
ekipmanlarinda hasarlara ve patojen kontaminasyonlar ile hastaliklara neden oldugu
icin istenmeyen bir durumdur. Biyofilmlerin gida endiistrisinde olusum mekanizmalari
oldukca hizlidir. Biyofilm olusumundaki ilk iki adim, malzemenin ylizeyinin

kosullandirilmasi ve hiicrelerin bu yiizeye geri doniisiimlii olarak baglanmasidir. Daha



sonra baglanma geri dondiiriilemez hale gelir ve mikro kolonilerin gelisimi baslar. Son
olarak biyofilmin {i¢ boyutlu yapisi olusur ve dagilmaya hazir karmasik bir ekosistem
ortaya ¢ikar (Nikolaev ve Plakunov, 2007; Srey, vd., 2013; Coughlan, vd., 2016). Gida
endiistrisi a¢isindan oOzellikle 6nemli olan, gida fabrikasi ortamlarinda biyofilm
olusturan bazi tiirlerin insan patojenleri olmasidir. Bu patojenler, paslanmaz ¢elik,
polietilen, ahsap, cam, polipropilen, kauguk vb. gibi gida endiistrisinde yaygin olan
malzemeler ilizerinde biyofilm yapilan gelistirebilmektedir (Abdallah, vd., 2014;
Colagiorgi, vd., 2017). Biyofilm gelisiminin agirlikli olarak goriildiigi yerler gida
isletmesi tilirtine gore degigsmekle birlikte su, siit ve diger sivi boru hatlari, pastorizator
plakalari, ters ozmoz membranlari, ¢alisma tezgahlari, ¢alisan eldivenleri, ambalaj
malzemeleri, ham maddeler ve katki maddeleri i¢in depolama silolar1 ve dagitim

sistemleri olarak siralanir (Camargo, vd., 2017).

Gida endiistrisindeki biyofilmler saglik sorunlarina ve ciddi ekonomik kayiplara da
neden olabilmektedir. Gida iiretim ylizeylerinde biyofilmlerin varligi, metal
yiizeylerin bazi bakteriler tarafindan korozyona ugratilmasiyla birlikte bu parcalarin
degistirilmek zorunda olmasi ile sonuglanir ve boylece maddi kayiplar meydan gelir.
Ayrica Pseudomonas spp. ve Bacillus spp., gibi bazi bakteri tiirleri de hos olmayan
kokular (kokmus) ve tatlar (ac1) tiretebilen birgok farkli proteolitik ve lipolitik enzim
salgilar. Bu gibi durumlarda, etkilenen iiretim partilerinin kaldirilmast ve imha
edilmesi gerekir. Ote yandan, daha hayati bir endise kaynag1 olan gida fabrikalarinda
biyofilm olusumu ¢ok dnemli bir halk sagligi sorununu temsil etmektedir. Patojenler;
gida zehirlenmelerine (B. cereus, S. aureus) ve bazi durumlarda gastroenterite (E. coli,
S. enterica) ve sistemik hastaliklara (E. coli O157:H7, L. monocytogenes) neden
olabilir (Gallie, vd., 2018). Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) 2013 yilinda
hayvansal olmayan gidalardaki patojenlerin olusturdugu riske iliskin bilimsel bir goriis
yayinlamis ve buna gore 2007 ve 2011 yillar1 arasinda toplanan gida kaynakli
salginlarda ¢ig olarak tiiketilen yesil yaprakli sebzelerden kaynakli Salmonella spp. ve
E. coli varligina dikkat ¢ekilmistir (Doyle ve Erickson, 2008).

Patojen bakteriler bitkilerin ylizeylerine tutunma ve kolonilesme yetenegine sahiptir.
Patojenlerin bitki yiizeyine baglanmasi ile birlikte olusturduklart biyofilmleri basit bir
yikama islemi ile ortadan kaldirmak miimkiin degildir (Annous, vd., 2001). Bitki
yiizeylerindeki bakterilerin yiizde 30 ile 80'1 biyofilmlerin i¢inde bulunur (Lindow ve



Brandl, 2003). Bitki yiizeylerinde biyofilm olusumunu tetikleyen en 6nemli faktorler;
sicaklik degisimleri, kuruma, UV ve oksidatif stres’tir. Bu faktorler karsisinda
bakterinin hayatta kalma stratejisi ise biyofilm olusumuna yonlenmesidir (Fett ve
Cooke, 2003). Bakteriyel viriilans genellikle biyofilm yapisinda gézlemlenen kitle
algilama mekanizmasi ile kontrol edilmektedir. Kitle algilama biyofilmdeki
bakterilerin diger biyofilm iiretmemis formdaki bakterilere gore besin maddelerine
daha iistiin erisimini saglayan bir sistemdir ve biyofilm olusumunu bu sekilde kontrol

eder (Nadell, vd., 2011).

Taze irlinlerde bulunan mikrobiyotay: etkileyen fiziksel, kimyasal ve biyolojik
faktorler vardir. pH, sicaklik ve nem gibi fiziksel faktorler mikrobiyotanin biiylimesini
ve bazi metabolik aktivitelerini etkiler. Kimyasal faktorler, sebzelerde
mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilecek besin maddelerinin bulunabilirligini ve
besin maddelerini icerir. Son olarak, biyolojik faktorler rekabet¢i mikrobiyotanin
varligin1 ve bakteri-bitki etkilesimlerini icerir (Sela, 2009). Taze iirlinler, ¢iftlik ile
sofra arasindaki iiretim zincirinin herhangi bir noktasinda kontamine olabilir. Uriin
kontaminasyonunun 6zellikle tarlada, hasat sirasinda, ilk isleme sirasinda ve mutfakta
oldukga yiiksek oldugu gosterilmistir (Ailes, vd., 2008). Cig sebzelerin E. coli dahil
cesitli patojen mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyonuna tarimsal faktorler
(organik giibre, sulama suyu, toprak ve pestisit ve bocek ilaclarinin piiskiirtiilmesi) ve
hasat sonras1 uygulamalar (tasima, toplama, yikama, isleme, nakliye ve paketleme)
neden olmaktadir (Beuchat, vd., 2002; Iturriaga, vd., 2007; Rajwar, vd., 2016; Huang,
vd., 2018). Toprak ve yanlis kompostlanmis hayvan giibresi, hasat Oncesi ana
kontaminasyon faktorlerinden bir digeridir. Toprak, hayvan atiklarmin eklenmesi
nedeniyle patojenik E. coli de dahil olmak tizere gok ¢esitli patojenler i¢in dogal bir
rezervuardir (Whipps, vd., 2008). E. coli O157: H7 toprak tipine, nem seviyesine ve
sicakliga bagli olarak toprakta 7 ila 25 hafta kadar, hasattan sonra ise mahsuliin
depolanmasi veya dagitimi sirasinda da hayatta kalabilir (Duffy, vd., 2005). Taze
kesilmis tUiriinlerde hasat islemleri sirasinda kesme (marul, elma ve armut), parcalama
(havug, lahana), dilimleme (domates) veya soyma (havug, portakal) nedeniyle olusan
mekanik yaralanma meydana gelir ve bu durum enterik patojenlerin daha kolay
baglanabilecegi yiizeyler yaratir. Uriiniin kesilmis yiizeyleri ayrica, biyofilm olusturan
bakteriler tarafindan kolaylikla kullanilan, besin yiiklii sivilarin biiyiik miktarlarini da

serbest birakir (Hu, vd., 2017).



Baz1 durumlarda, taze 1spanak ve ¢ig yonca filizleri gibi sebzelerde E. coli'nin varligi,
hasat sonrasi son asamalarda, baslangic asamalarina kiyasla onemli Slgiide daha
yiiksektir (Frank, 2011). Hasat sonrasi siiregte yikama, sogutma tanklari, spreyler ve
buzun nakliyesi gibi birgok asamada su kullanilir. Yikama islemi sebzelerdeki ve bazi
mikroorganizmalardaki toprak ve kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in gereklidir. Sulama
suyunun uygulanma yontemi (salma, sprey sulama, damlama sulama ve alttan sulama)
ayni zamanda patojenlerin biiyliyen sebzelere girisini de arttirabilir (FDA, 1998).
Sudaki herhangi bir kirlenme dogrudan mahsullerin yenilebilir yapraklari iizerinde
biriktiginden, tagkin ve sprey sulama en biiyiik riski temsil eder (FDA, 1998). Buna
ragmen, eger kullanilan su kirliyse, yikama, dilimleme, islatma, paketleme ve
hazirlama islemleri E. coli'nin sebzelere bulasmasinin asil kaynagi olabilir. Taze
tiriinlerin  depolandigr hidro sogutucularda kirli suyun kullanilmast bitkisel
kontaminasyona neden olabilir (Gagliardi, vd., 2003). Yesil yaprakli sebzelerin
(salatalar) hazirlanmasi sirasinda E. coli ile olas1 kontaminasyonun diger kaynaklar
arasinda paketleyiciler tarafindan kullanilan su banyolar1 veya bosaltma tanklar ve
depolama sirasinda sogutma eksikligi yer almaktadir (Duffy, vd., 2005). Ayrica
restoranlarda veya ev mutfaklarinda sebzelerin kirli aletlerle hazirlanmasi durumunda
gida kontaminasyonu meydana gelebilir. Hasat oOncesi donemde, yetersiz
kompostlanmigs hayvan giibresinin uygulanmasiyla bazi patojenler c¢evreye
aktarilabilir (Berger, vd., 2010). Aktif komiir, ters ozmoz, membran filtrasyonu,
klorlama, ozonlama ve UV 1sinlamasi gibi aritma ve dezenfeksiyon sistemleri yoluyla
geri kazanilan suyun riski azaltilabilir; ancak bazi sistemler, 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde genellikle pahalidir (Hamilton, vd., 2006). Diinya Saglik Orgiitii, gidalarin
E. coli ve diger enteropatojenler tarafindan kontaminasyonunu dnlemek i¢in 5 temel
adim onermektedir: (1) ¢ig ve pismis gidalar1 ayirmak, (2) calisma alanmni temiz
tutmak, (3) pisirmek (yiyecekleri iyice pisirmek), (4) yiyecekleri giivenli sicakliklarda
tutmak ve (5) glivenli su ve hammadde kullanmak (WHO, 2018).

Genel olarak enterik patojenler genellikle dagitim siiresi boyunca iirlinlerde hayatta
kalma kapasitesine sahiptir. Depolama sirasinda iiriin iizerindeki enterik patojenlerin
varligi, sicaklik, bagil nem, atmosferin gazli bilesimi, besin varlig1 ve rekabet¢i bakteri
veya antimikrobiyal bilesikler dahil olmak iizere depolama kosullarina baglhdir.
Ayrica iirline verilen hasar genellikle kontamine patojenlerin canliligini ve biiylimesini

arttirir (Hu, vd., 2017). Tarim, isleme ve dagitim uygulamalarindaki hem tedarik hem



de {iirlin yelpazesini gelistiren degisiklikler (6rnegin, O6nceden paketlenmis yesil
yaprakli sebzelerin ii¢ kez yikanmasi) artan salgin hastalik riskini de beraberinde
getirmistir (Berger, vd., 2010). E. coli O157:H7'nin 1spanakta kontamine topraktan

ziyade Ozellikle kirli su kullanimi ile kolonize oldugu bulunmustur (Mitra, vd., 2009).

Bocekler de olasi bir kontaminasyon kaynagidir. Ozellikle de sigir ¢iftligi yakinindaki
tarlalarda, sigir ¢iftliklerinden kaynakli patojen ile kontamine sineklerin, bakterileri
dogrudan bitki yapraklarina veya meyvelerine aktardigi bildirilmistir (Iwasa, vd.,

1999; Sela, vd., 2005; Talley, vd., 2009).

Gida endiistrisinde bir ylizeye tutunma ve biyofilm olusturma yetenegi ile bilinen
onemli gida kaynakli patojen bakteriler Bacillus, Salmonella, Listeria, Staphylococcus
ve Escherichia coli olarak siralanmistir. Biyofilmler antimikrobiyel maddelere karsi
planktonik hiicrelerden daha direngli olduklari i¢in daha etkindirler ve inaktivasyon
denemeleri sirasinda g6z ardi edilmemeleri gerekir (Turhan, vd., 2016, 2017). Gida
patojenlerinin planktonik hiicrelerinin taze sebze ve meyvelerden inhibisyonu ile ilgili
bircok ¢alisma mevcuttur. Ancak, bu patojen bakterilerin taze sebzelerde
olusturduklart biyofilmler ve riskleri iizerinde sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir

(Elhariry, 2011).

E. coli, Gram negatif, Enterobacteriaceae ailesi icerisinde Escherichia genusuna
bagl, fakiiltatif anaerob, cogunlukla hareketli, sporsuz, ¢ubuk seklinde bir bakteridir.
E. coli enfeksiyonu; ishal, hemorajik kolit ve hemolitik iremik sendrom gibi gida
kaynakli hastaliklara neden olabilir. Olusturdugu saglik risklerinin yani sira
biyofilmleri, gida endiistrisi i¢in en biiyiikk tehditlerden ve zorluklardan biridir
(Lencova, vd., 2022). E. coli O157:H7, tarim ortamindaki yaygin dagilimi nedeniyle,
sulama suyu, toprak ve hayvan digkisi yoluyla taze meyve ve sebzelerde hizla
yayilabilecegi gibi, hasat, nakliye ve depolama sirasinda ¢apraz bulasma yoluyla da
yayilabilmektedir. Ayrica meyve ve sebzelerin stomalarinda, epidermislerinde ve
damarlarinda tutunma ve kolonizasyon sonrasinda kolayca biyofilm olusturabilir, bu
da E. coli O157:H7'nin neden oldugu gida zehirlenmesi riskini biiyiik 6l¢iide artirir
(Yaron ve Romling, 2014). Sebzelerde E. coli O157:H7 bulasis1 6zellikle sulama
asamasinda goriilmektedir. Sulama yontemlerinden damlama sulamanin yagmurlama

sulamaya gore bulasi riskini diistirdiigii bildirilir (Solomon, vd., 2002b).



Escherichia coli O157:H7 salgin1 6zellikle de fekal kontaminasyona maruz kalan taze
meyve ve sebze gibi trlinlerin tiiketimi ile iligkilendirilmistir. Amerika’da 1998 ve
2006 yillar1 arasinda yemeye hazir dogranmis sebzelerin E. coli kontaminasyonundan
kaynaklanan 18 gida zehirlenmesi salgini rapor edilmistir. 2012 yilinda Amerika’daki
5 eyalette goriilen Escherichia coli O157:H7 salgininin taze yesil yaprakli sebzelerin
tiketiminden kaynaklandigi bildirilmistir (Almasoud, vd., 2015). Epidomiyolojik
bulgulara gore E. coli salgimi genellikle salatalik, havu¢ ve marul tiiketimi sonucu
goriilmiistiir (Cui, vd., 2018). E. coli’nin marul, lahana, 1spanak ve diger yaprakli
sebzeler iizerinde gida zehirlenme riskini daha da arttiran biyofilm olusturabilmesi
salgin riskini daha da tehlikeli bir boyuta tasiyabilir. Biyofilmlerde E. coli O157-H7
varlig1 artan antimikrobiyel direngten dolayr gida hijyeni acisindan ciddi bir
problemdir. Gida endiistrisinde E. coli biyofilmlerinin kontaminasyon riskini
azaltmada kimyasal antimikrobiyel ajanlar yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. Ancak
gida iiriinlerindeki kimyasal kalintilarin varligi konusunda tiiketiciler her gegen giin
daha bilingli olmaya baslamis ve gida giivenligi acisindan riskli bulmustur. Halk
saglig1 agisindan riskli olmayan giivenli antimikrobiyel kullanimi tercih edilmeye
baglanmistir. E. coli biyofilmlerinin yok edilmesinde insan sagligi iizerinde olumsuz
etkisi olmayan dogal yontemlerin gelistirilmesi gida kaynakli hastalik salgininin
kontroliinde elzem olarak goriilmiistiir (Cui, vd., 2018). Son giinlerde yazili ve gorsel
basinda taze yaprakli sebzelerin tiiketimi sonucu E. coli O157:H7 kaynakli 6liime dahi
varan vakalar bildirilmis ve bu konunun Onemine dikkat cekilerek gerek evsel
kullanimlarda gerekse isletmelerde bu bakterinin inaktivasyonu ile ilgili giivenlik
onlemleri alinmasi gerektigi vurgulanmigtir. Hastalik kontrol ve 6nleme merkezinden
alinan verilere gore en yiiksek diizeyde E. coli salgini 200 insanda hastaligin goriilmesi
ile rapor edilmistir. 16 May1s 2018 tarihi itibariyla ise 25’den fazla insanin E. coli’den
etkilendigi ve 5 kiginin E. coli O157:H7 bulagmis marul tiikketimi sonucu 6ldiigi
bildirilmistir. Goriildiigii tizere ¢ig olarak tiiketilen taze yaprakli sebze tiikketimi ile
birlikte E. coli salgin vakalar1 rapor edilmistir (The Centers for Disease Control and
Prevention-CDC).

2.2 Taze Sebze ve Meyvelerde Dekontaminasyon

Meyve ve sebzelerde gida gilivenligini saglamadaki oncelikli hedef patojen bakteri

bulasisin1 dnlemektir. Taze meyve ve sebzelerde kontaminasyonu dnlemeye yonelik



olarak, iyi hijyen uygulamalar1 (GHP), iyi tarim uygulamalar1 (GAP) ve kritik kontrol
noktalarinda tehlike analizi (HACCP) gibi yontemlere bagvurulur (Johannesen ve
Cunjoe, 2014). Ancak bu yontemlerin kombine etkileri veya biyofilmler tizerindeki
etkileri tlizerinde yeterince durulmamistir (Goodburn ve Wallace, 2013; Joshi, vd.,
2013; Srey, vd., 2014). Taze meyve ve sebzelerde gida kaynakli patojenleri azaltarak
mikrobiyel giivenligi saglamaya yonelik olarak ise, fiziksel kontrol (1sitma,
ultrasonikasyon, UV-V, isinlama ve soguk oksijen plazma), kimyasal kontrol (klorin,
Klorin dioksit, hidrojen peroksit, etanol, ozon ve organik asit), yeni teknolojiler
(elektrostatik sprey, elektrolize su, darbeli 151k, esansiyel yaglar, bakteriyosinler,
bakteriyofajlar, giimiis ve hidrojen peroksit) ve kombine yontemler olmak iizere ¢esitli
kontrol stratejileri denenmistir. Son zamanlarda yapilan yeni ¢aligmalarda 6zellikle de
kombine ydntemlerin antagonistik, sinerjik etkilerinin arastirilmast énerilmistir. Uriin
ozelliklerinin korunmasi agisindan fiziksel ydntemler {iizerinde durulmasi da
Onerilmistir. Ayrica calismalarda indikatér mikroorganizmalar iizerinde degil

dogrudan patojen mikroorganizmalar iizerinde durulmasi Onerilmistir (Parish, vd.,

2003).

Capraz kontaminasyonu sinirlamak ig¢in darbeli elektrik alan, darbeli 151k ve
sonikasyon gibi fiziksel yontemler ve klor veya peroksit bazli dezenfektanlar gibi
kimyasal metotlar onerilmistir (Virto, vd., 2005). Kimyasal dezenfektanlar, maliyet
etkinligi, proses ekipmaninin genis Olgekli olmasi, uygulama ve kontrol kolayligi
nedeniyle proses suyu ve ekipmanlarinin sanitasyonu i¢in siklikla tercih edilmektedir.
Onemli avantajlarina ragmen, cesitli kimyasal dezenfektanlarin temel sinirlamalart
sunlar igerir: (a) organik igerik varliginda smirl verimlilik; (b) zararli yan iirlin
tiretimi ve (c) eklenen dezenfektanin yeniden kullanilmasini saglayacak bir yenileme

dongiisiiniin bulunmamasi (Nieuwenhuijsen, vd., 2000; Van Haute, vd., 2013).

Roka ve taze soganin limon suyu ve sirke (1/1 sudaki g¢ozeltileri) ile 15 dakika
yikanmast Salmonella spp. miktarinda azalmaya neden olmustur (Sengiin ve
Karapinar, 2005). Havuglarda yine bu ¢ozeltilerin Salmonella spp. inaktivasyonunda
oldukca etkili oldugu bildirilmistir (Sengun ve Karapmar, 2004). Bozucu
mikroorganizmalarla kontamine edilen marulun klor, ozon veya bunlarin
kombinasyonu ile islenmesi sonucu canli mikroorganizma sayisinda azalma

goriilmiistiir (Garcia, vd., 2003). Ayrica klor ve ozon kombinasyonlart marulun raf



Omriinii artttrmigtir. Marulun durulanmasi sirasinda durulama suyunun bulanikliginda
veya Kkalitesinde herhangi bir azalma go6zlenmemis, bu da ticari islemlere

uygulanabilirligini géstermistir (Garcia, vd., 2006).

Mikrobiyel kontaminasyonu azaltmada etkili olan bir diger yontem de iyonlagtirict
radyasyondur. Ozellikle yesil yaprakli sebzelere odaklanan calismalar, marul ve
1spanak gibi sebzelerde iyonlastirici radyasyon muamelesi ile Listeria monocytogenes,
Salmonella ve E. coli O157:H7 inhibisyonudur (Niemira, vd., 2003; 2007; 2008).

Mikrobiyel kontaminasyonu indirgemede kullanilan metodun etkinligi; muamele tipi,
hedef mikroorganizmanin fizyolojisi ve ¢esidi, iiriin ylizeyinin karakteristigi, muamele
zamani, sicakligi, siiresi, pH’si, konsantrasyonu vb. bir¢cok faktére baglidir.
Mikrobiyel inaktivasyon saglanirken iirlin karakteristiginin ve duyusal 6zelliklerinin
de korunmasit veya kabul edilebilir diizeylerde tutulmasi beklenmektedir. Bu
bakimdan gida 6zelliklerini koruyan kombine yontemlerin uygulandigi inaktivasyon
yontemleri tercih edilmeye baglanmistir (Parish, vd., 2003). Ornegin, taze kesilmis
meyve ve sebzelerin gilivenligi konusunda artan endiselerle birlikte, taze kesilmis
tiriinlerdeki mikrobiyel yiikii azaltmak i¢in klor dioksit, hidrojen peroksit, asidik
elektrolize su gibi ¢esitli sanitasyon maddeleri kullanilmig ancak bu ajanlarin
patojenleri tamamen ortadan kaldirmadiklari, yalnizca azalttigi ve siklikla taze
kesilmis tirtinlerin kalitesi ve raf omrii lizerinde 6nemli olumsuz etkilere neden oldugu
bildirilmistir (Sethi, vd., 2019). Bu yiizden sinerjik etki yaratacak inaktivasyon
yontemlerinin birlikte kullanilmasi ile hem dekontaminasyon hem de duyusal kabul

edilebilirligin saglanmas1 hedeflenmistir (Zhang, vd., 2022).

Karvakrol, timol, sinnamaldehit, 6jenol ve linoleik asit gibi dogal antimikrobiyel
ajanlarin tek basina veya kombine olarak uygulanmasi, taze kesilmis sebze
endiistrisindeki Onceki calismalarda rapor edilmis ve bakteriyel membranin
stabilitesini ve sitoplazmik membranlarin yiizey proteinlerini bozarak bir¢ok patojen
ve bozucu bakterinin kontroliinde faydali oldugu kanitlanmistir (Davidson, vd., 2013;
Cacciatore, vd., 2015). Baska bir ¢alismada, sineol ve karvakrol’iin E. coli'ye karsi
sinerjistik inhibisyon etkisi saptanmigtir. Bu antimikrobiyel kombinasyonlari
bakterilerin hiicre zar1 gecirgenligini artirabilir, niikleik asit ve proteinlerin normal
fonksiyonunu bozabilir ve viriilans genlerinin transkripsiyon seviyesini inhibe ederek

patojenitesini zayiflatabilir (Addo, vd., 2023).
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Taze sebzelerde 6zellikle de ilk adim olarak gerek istenmeyen kirliklerden gerekse de
mikroorganizmalardan kurtulmak i¢in su ile yikama elzemdir. Ayrica kimyasal
dezenfektanlarla da yaklasik 3 logaritmik birim mikrobiyel inhibisyon
saglanabilmektedir. Her gecen giin daha da gelisen dogranmis ve paketlenmis taze
iiriin endiistrisi taze sebzelerin sanitasyonu ve yikanmasi ile ilgili olarak yeni
teknolojilerin veya yoOntemlerin denenmesini gerekli kilmistir. Nitekim farkl
sanitizerler ve yikama tekniklerinin etkinligini degerlendirmek icin pilot ve
laboratuvar ¢alismalari iizerinde durulmaya baslanmistir (Ssemanda, vd., 2018). Taze
tiriinlerde bu patojenleri yok etmede geleneksel yikama yontemleri tek basina yeterli
olmamaktadir ve bu yiizden yeni yaklasimlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Zhao, vd.,
2017). Klorin bazl kimyasal koruyucular gida endiistrisinde gerek diisiik maliyetleri
gerekse de inaktivasyondaki etkinlikleri nedeniyle uzun yillardan beri
kullanilmaktadir. Ancak bu gibi kimyasallar kanserojenik yan iiriinler olusturarak
saglik tizerinde olumsuz etkiler birakabilirler ve bu durum gidalardaki mikrobiyel
kontaminasyonu azaltmada daha giivenli dogal koruyucu ihtiyacin1 dogurmustur.
Laktik asit ve asetik asit gibi organik asitler uzun yillardan beri kullanilan dogal
koruyucular arasinda yer almaktadir. Hatta birgok organik asit meyve ve sebzelerin

yapisinda dogal olarak bulunmaktadir (Alborzi, vd., 2018).
2.3 Organik Asit ve Sonikasyon Uygulamalari ile Dekontaminasyon

Organik asitler gida kaynakli patojenlerin inaktivasyonunda saglik iizerinde negatif
etkisi olmadig i¢in siklikla tercih edilir (Kim, vd., 2011). Organik asitlerin 6zellikle
de ¢ig olarak tiiketilen taze meyve ve sebzelerin temizliginde c¢ok iyi bir alternatif
olacagi diisliniilmektedir. Antimikrobiyel madde olarak organik asitlerin tercih edilme
nedenlerinin basinda ekonomik olmalari, saglik tizerinde negatif etkilerinin
olmamalari, gidanin duyusal 6zelliklerini pek fazla degistirmemeleri gibi olumlu
ozellikleri yer almaktadir (Parish, vd., 2003; Ssemanda, vd., 2018). Organik asitlerin
antimikrobiyel aktivitesi kullanilan organik asit ¢esidine gore degisiklik gosterir. Taze
sebze ve meyvelerin dekontaminasyonunda siklikla bagvurulan organik asitler sitrik
asit, asetik asit, laktik asit, askorbik asit ve malik asittir. Organik asitlerin taze
sebzelere bulasan E. coli, Salmonella Typhimurium, ve L. monocytogenes iizerinde
antibakteriyel etkilerinin oldugu bildirilmistir (Akbas ve Olmez, 2007; Park vd., 2011;
Amrutha vd., 2017). Organik asitlerin taze sebzelerdeki mikrobiyel yiikii 1-3 log
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diizeylerinde indirgeyebildigi Onceki calismalarda bildirilmistir (Yuk, vd., 2006;
Olmez ve Temur, 2010; Kim, vd., 2011; Nastou vd., 2012).

Ayrismamis organik asit molekiilleri serbestge mikrobiyel hiicre zarma niifuz eder ve
hiicre ici pH’y1 diisiirerek bakterileri inhibe eder. Organik asitlerin antimikrobiyel etki
mekanizmasinda diisen gastrik pH patojen bakterinin istemedigi kosullara neden olur
ve boylece mikroorganizma inhibe olur (Amrutha, vd., 2017). Organik asitlerin
inhibitor ozellikleri; konsantrasyonlarina, bakteri hiicre duvarina niifuz etme
yeteneklerine ve mikrobiyel sitoplazmik pH'' degistirme kapasitelerine baglhidir
(Midolo, vd., 1995; Eswaranandam, vd., 2004). Organik asitler arasindaki etkinlik
farkliliklar1 molekiiler boyutlarina da baglanabilir (Ganesh, vd., 2010). Organik asitler
gibi dogal antimikrobiyallerin, otoindiiktor-2 molekiiliiniin ekspresyonunu inhibe
etme yetenegi oldugu ve boylece E. coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium dahil
olmak iizere patojen bakterilerin kitle algilama yetenegini engelledigi bildirilmistir.
Tek basina %4.0 laktik asit ve %4.0 malik asit + %4.0 laktik asit kombinasyonu,
1spanak ve kavun tizerinde E. coli O157:H7 ve Salmonellanin AI-2 (furanosil borat
diester) aktivitesini engelledigi bildirilir. Bu nedenle, dondurulmus veya sogutulmus
sebze ve meyveler ile salata karigimlariyla ugrasan minimum diizeyde islenmis iiriin
endiistrisinde gida giivenligi, bu dogal antimikrobiyaller kullanilarak artirilabilir.
Organik asitler, mikroorganizmalarin sinyal molekiilleri yoluyla iletisimini kirmakta

ve biyofilm olusumunun da 6niine gegmektedir (Almasoud, vd., 2016).

Akbas ve Olmez (2007), marulda E. coli ve L. monocytogenes inaktivasyonu icin
kullandiklar sitrik asit ve laktik asit ¢ozeltileri (%0.5, 2 dakika) ile 1.5-2 log kob/mL
diizeyinde inhibisyonu basarmislardir. Park, vd. (2011) marul ve elmaya bulasan E.
coli O157:H7, S. Typhimurium ve L. monocytogenes inaktivasyonu i¢in probiyonik
asit, laktik asit, malik asit, sitrik asit ve asetik asit ¢ozeltilerini kullanarak etkili bir
dekontaminasyon saglamislardir. Meyve sebzelerde organik asitlerin mikrobiyel
inaktivasyonunda daha c¢ok planktonik formlar tizerinde c¢alisilmakla birlikte
biyofilmler iizerindeki etkilerine dair calismalar smirli bulunmustur. Marul ve
lahanadaki L. monocytogenes biyofilmlerinin inaktivasyonu ile ilgili rastlanan bir
calismada organik asitlerin (%2 sitrik asit, malik asit, laktik asit, 5 dakika muamele)
maruldaki L. monocytogenes biyofilmleri {izerinde 0.1-0.5 log diizeyinde lahanada ise

2.5-3.5 log diizeyinde inhibisyona neden oldugu saptanmustir (Srey, vd., 2014). %2
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malik asit ve laktik asitin 1spanakta olusan E. coli biyofilmlerini inaktive etmede (3-4
logaritmik birim diizeyinde indirgeme) etkili oldugu bildirilmistir (Almosoud, vd.,
2015). Taze sebzelerde iiriin karakteristiklerini degistirmeden en etkili inhibisyonun
saglandig1 organik asit konsantrasyonunun %?2 oldugu bildirilmistir. %3-6 arasinda
konsantrasyonlarla yine ayni diizeylerde inaktivasyon gozlendigi ve %2
konsantrasyonla arasinda fark olmadigr bildirilmistir. %6’nin  lizerindeki
konsantrasyonlarda ise organik asitlerin iirliin karakteristigini degistirecegi ve bu

yilizden ¢ok yiiksek konsantrasyonlarin uygulanmamasi gerektigi bildirilmistir (Srey

vd., 2014; Amrutha, vd., 2017).

Malik asidin havu¢ ve diger gidayla temas eden yiizeylerde S. enterica serovar
Typhimurium biyofilminin inhibisyonunda etkili oldugu bildirilir (Over, vd., 2009;
Singla, vd., 2014). Daha 6nceki ¢alismalarin birinde; E. coli i¢in asetik asit, sitrik asit
ve laktik asidin MIK (minimum inhibitdr konsantrasyonu) degerleri sirasiyla %1.5,
%2 ve %0.2 olarak kaydedilirken Salmonella igin ise; sirastyla %1, %1.5 ve %1 oldugu
bildirilmistir. Sonuglara gore %?2'lik laktik asidin, asetik ve sitrik asitle
karsilastirildiginda mikroorganizmalari etkisizlestirmede en etkili organik asit oldugu
sonucuna varilmistir (Amrutha, vd., 2017). Ayn1 ¢alismada salataliga %2 laktik asit
uygulanmasi ile 6 giinliik bir siire boyunca depolamadan sonra hem E. coli hem de

Salmonella sp. yiikiinde diisiis oldugu bildirilmistir (Amrutha, vd., 2017).

Ultrasonikasyon, uygulanmasi kolay ve ekonomik olmasindan dolayr gida
endiistrisindeki mikrobiyel yiikii azaltmada kullanilan yeni yontemlerden biridir.
Ultrasonikasyon mikrobiyolojik kirliliklerin yani sira fiziksel kirlilikleri temizleme
amaciyla da kullanilabilmektedir. Ultrasonikasyon temizleme islemi sayesinde ¢esitli
yiizeylerde biriken yag ve kirlerin arindirilmast miimkiin olmustur. Paslanmaz
celikten yapilmis olan temizleme tanklarina ultrasonik transdiiserlerin
yerlestirilmesiyle temizlenme isleminin etkinliginin arttirilmasi miimkiin olmustur
(Yakut, vd., 2009). Ultrason, insan kulagmnin algilayamayacagi kadar yiiksek (>16
kHz) frekanstaki ses dalgalari tarafindan iiretilen bir enerji seklidir (Jayasooriya, vd.,
2004). Siklikla kullanilan termal olmayan bir gida isleme teknolojisi olan ultrason, son
yillarda gliglii mekanik salinim, iistiin penetrasyon ve yon kontrol edilebilirlik gibi 6zel
avantajlarindan dolay1 patojen biyofilmlerin inaktivasyonunda tercih edilir (Yu, vd.,

2020). Diisiik frekansli ve yiiksek yogunluklu ultrasonik alana maruz kalma
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durumunda bakteriyel biyofilmin hiicre disi polimerik maddeleri, giiglii mekanik
titresim ve akustik akis etkisi ile yok edilir (Yu, vd., 2020). Ek olarak, ultrasonun
neden oldugu akustik kavitasyon, antibakteriyel aktivitesini daha da artirabilecek bir
dizi mekanik strese ve kimyasal etkiye de neden olabilir. Ornegin, ultrasonik 1s1nlama
sirasinda akustik kavitasyonun olusturdugu asir1 yiiksek sicaklik ve basing, termal
etkileri tetikleyebilir ve mikroorganizmalari daha da etkisiz hale getirebilir (Piyasena,
vd., 2003). Yiiksek yogunluklu ve diisiik frekansli ultrasonun, gii¢lii mekanik titresimi
ve akustik kavitasyonundan dolay1 bakteriyel biyofilmi onemli Ol¢iide ortadan

kaldirabildigini bildiren ¢alismalar vardir (Yu, vd., 2020).

Ultrasonun mikrobiyel inaktivasyon mekanizmasi; kavitasyon ve serbest radikal
tiretimine dayanir. Kavitasyonda hiicre duvarinin tahrip edilmesi, hiicrenin zayiflamasi
(incelmesi), hiicre duvart kirilmasi ve stoplazma igeriginin agiga ¢ikmasi, por
olusumu, hiicre zar1 tahribati ve hiicre yikimi gibi olaylar gergeklesir. Serbest radikal
olusumu ise kiriklar, ¢atlaklar ve ufalanmalar ile DNA’ya zarar verir (Jose, vd., 2014;
Chen, vd., 2020). Ultrason uygulamasi ile mikroorganizmalar tutunduklari ylizeyden
alinip serbest forma gegebilir ve antimikrobiyel madde uygulamasi daha etkili olabilir.
Ultrason uygulamasinin maliyet, liretkenlik ve secicilik, daha iyi proses siiresi,
gelismis kalite, azalan kimyasal zarar ve fiziksel riskler gibi pek ¢ok avantajlar1 vardir.
Ozellikle de son yillarda gevreye zarar vermeyen yesil teknoloji uygulamalari ile
birlikte cevresel stirdiiriilebilirlikteki roliinden dolay1 dikkat gekmektedir (Nishikawa,
vd., 2010; Erriu, vd., 2014; Majid, vd., 2015; Mamvura, vd., 2018). S. aureus, L.
innocua, S. enteritidis, Salmonella spp., L. monocytogenes, E. coli ve Bacillus spp.
gibi gida patojenlerinin inaktivasyonunda ultrasondan yararlanilabilecegi bildirilmistir

(Piyasena, vd., 2003; Brimpa, vd., 2013; Chen, vd., 2020).

Bilindigi lizere ultrason ile 16kalize mekanik ve kimyasal enerjiyi lireten baloncuklarin
olusumu, gelisimi ve ¢okiisii ile inaktivasyon saglanir. Ultrason ile mikrobiyel hiicre
Olimiindeki temel mekanizma fiziksel etkidir. Ayrica hidrojen peroksit gibi reaktif
bilesiklerin iiretimi de mikrobiyel tahribata neden olabilir. Gida endiistrisinde
mikrobiyel inaktivasyonda genellikle yiiksek enerjili, diisiik frekansli (20-100 kHz)
ultrasondan yararlanilir (Sango, vd., 2014; Jiang vd., 2020). Mikroorganizmalarin
inaktivasyonu kavitasyonun bir sonucudur. Kavitasyon olayi ile ortaya ¢ikan bu enerji

ozellikle de meyve ve sebzelere tutunan (biyofilm yapisi) mikrobiyel hiicreleri ortadan
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kaldirmada etkilidir. Ultrason gii¢lii bir dezenfeksiyon saglayabilir. Ancak biiyiik ¢capl
mikrobiyel kontaminasyon durumunda o6zellikle de direngli formdaki biyofilm
olusumu halinde diger inaktivasyon yontemleriyle kombine uygulanmasi
onerilmektedir. Benzer olarak kimyasal maddeler tek basina ozellikle de biyofilm
yapist icinde hapsolmus olan mikroorganizmalari yok etmede yeterli
olmayabilmektedir. Boyle bir durumda ultrason uygulamasi ile mikroorganizmalar
tutunduklar1 ylizeyden alinip serbest forma gecebilir ve kimyasal muamelesi daha
etkili olabilir. Bu sebepten otiirli 6zellikle de sebze ve meyvelerin yiizeyindeki
biyofilm inaktivasyonunda ultrason onerilmektedir. Laboratuvarlarda kullanilan 2 tip
ultrason ekipmani vardir. Bunlar ultrasonik banyo ve ultrasonik probdur. Ultrasonik
banyolar genellikle kati disperyoni veya materyalleri temizlemede kullanilir.
Ekonomiktir ve kullanimi kolaydir. 20 L’den 2500 L’ye kadar degisen kapasitelerde
ekipmanlar mevcuttur. Ultrasonik banyoda direkt bu ekipmanlarin duvarlarinda
yerlesmis halde bulunan (¢eperlerinde) transdiiserler vardir ve ultrasonik enerji
dogrudan bu banyo i¢inde bulunan siviya aktarilir. Bu tip ultrason genellikle 40 kHz
de calisir ve sabit seviyelerde yiiksek yogunluklar iiretir. Sivinin derinligi bu
yogunluklarin devamliligi i¢in Onemlidir ve sividaki ultrason dalga boyunun
yarisindan daha diisiik olmamalidir. Ultrasonik problarda ise ¢ubuk sekilli metal bir
boru sesi kuvvetlendirmek icin kullanilir ve ortamda yiliksek enerjili akustik
vibrasyonu iletir. Bu sistemin daha yiiksek enerjili oldugu diisiiniiliir ¢linkii ultrasonik
enerji probun ucundaki kii¢iik bir yiizeyden agiga ¢ikarilir ve prob uygulama haznesine
daldirilabilir. Ancak bu sistem kiiciik hacimli 6rneklerde kullanilabilir ve ornekte
hizlica sicaklik yiikselmesine neden olabileceginden cok dikkat edilmesi gerekir
(Nishikawa, vd., 2010; Jose, vd., 2014). Laboratuvar calismalarinda genellikle
ultrason banyolarindan yararlanilmaktadir. Gida veya ortam pH’sinin diisiik olmasi
ultrason ile daha iyi bir inaktivasyona neden olmustur. Ozellikle de taze sebze ve
meyvelere bulasan Salmonella spp., Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7,
Aeromonas bu gidalan tiiketen insanlarda endiseyi de beraberinde getirmistir. Gida
endiistrisinin en 6nemli sorunlarindan biri taze tiiketilen meyve sebze gibi liriinlerdeki
mikrobiyel bulasilar olmus ve gida endiistrisi mikrobiyel bulasilart indirgemek icin
yeni yontemler aramiglardir. Ultrason bu yeni yontemlerden biridir ve bircok
aragtirmact tarafindan bu yOntemin mikrobiyel inaktivasyonda etkili oldugu

saptanmistir. Meyve ve sebzelere bulasan E. coli ve L. monocytogenes gibi 6nemli
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gida kaynakli patojenlerin ultrason muamelesi ile inaktive edilebilecegi rapor
edilmistir (Berrang, vd., 2008; Bauman, vd., 2009; Bilek ve Turantas, 2013). Ultrason
tek basina uygulandiginda ¢esitli patojenler tizerindeki inaktivasyon etkisi 0.5-1.98 log
kob/g arasinda degismektedir. Genellikle 300 W ve 600 W, 28 kHz, 10-30 dakika
ultrason islemi ile yaklasik 1-3 log kob/mL diizeyinde E. coli ve L. monocytogenes
inaktivasyonu saglanmistir (Sarkinas, vd., 2018). Ispanak, marul, c¢ilek, brokoli,
seftali, ¢eri domates, susam yapragi, lahana vb. gibi sebze ve meyvelerde ultrason
islemi yaklasik 1-6 log kob/mL veya gram diizeyinde inhibisyona neden olmustur
(Bott ve Bianging, 2004; Bilek ve Turantas; 2013, Jose, vd., 2014; Bang, vd., 2017).
Ultrasonun  mikrobiyel inaktivasyon iizerindeki etkisi uygulama  siiresi,
mikroorganizma tiirii, ultrason giicli ve meyve-sebze ¢esidi vb.’den etkilenmektedir.
Ornegin; Brimpa vd. (2013), marul ve cilegin farkli siirelerde (10, 20, 30, 45 ve 60
dakika) ultrason ile dekontaminasyonu sonucunda 2 log kob/mL’den ve 6.12 log
kob/mL’ye kadar degisen seviyelerde bakteriyel (E. coli, L. innocua, S. enteritidis ve

S. aureus) inhibisyon elde etmislerdir.

Meyve sebzelerde organik asitlerin mikrobiyel inaktivasyonunda daha ¢ok planktonik
formlar lizerinde calisilmakla birlikte biyofilmler {izerindeki etkilerine dair ¢caligsmalar
sinirli bulunmustur. Biyofilmler ile ilgili sinirli ¢alismalardan birinde marul ve
lahanada ultrason muamelesinin (5 dakika) marulda 0.18 logaritmik birim diizeyinde
lahanada ise 0.77 logaritmik birim diizeyinde L. monocytogenes biyofilm
inaktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Srey, vd., 2014). Maruldaki biyofilm
inaktivasyonu iizerinde rastlanan baska bir ¢alismada ise ultrason ile yikama igleminin
1.5 logaritmik birim Salmonella Typhimurium biyofilmini ortadan kaldirdigi
bildirilmistir (Seymour, vd., 2002). Lahana ile ilgili bir calismada, kombine ultrason
ve ozon muamelesi ile, lahananin renginin ve C vitamini iceriginin korundugu ve E.
coli O157:H7 (3.93 log kob/g) ve Salmonella (3.84 log kob/g) inaktivasyonunun
saglandig1 bildirilmistir (Traore, vd., 2020). Takundwa vd. (2022), lahana {izerinde
gelisen L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 inaktivasyonu igin kekik, nisin ve
ultrasonun kombine etkilerini incelemis ve Onemli diizeyde inaktivasyon elde
etmislerdir. Ayrica, kombine muamelenin lahana renginde ve dokusunda 6nemli bir
farkliliga sahip olmadigi, elektrolit s1zintis1 lizerinde yalnizca minimum diizeyde etki
yarattig1 ve dolayisiyla diger geleneksel yontemlere gore ¢evre dostu bir alternatif

olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir.
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2.4 Ispanakta Mikrobiyel Kontaminasyon

Yesil yaprakli sebzelerde, yaprak yiizeyi morfolojisi, besin maddesi miktar1 ve
bilesimi gibi faktdrler mikrobiyel popiilasyon iizerinde etkilidir. Bakteriler bitkilerde
daha ¢ok yaprak yapilariyla iliskili olan trikomlar, damarlar, stomalar ve epidermal
hiicre duvarlar1 arasindaki baglanti noktalarinda bulunur. Kirmizi yaprakli hardal
(Brassica juncea), Cin hardali (Brassica campestris), hindiba (Cichorium endivia) ve
1spanak (Spinacea oleracea) dahil dort farkli sebze grubu karsilastirildiginda 1spanagin
en yliksek mikrobiyel popiilasyona sahip oldugunu bildirilmistir. Bitki ¢esidi ve
ozellikle de yaprak ayasmin morfolojik 6zellikleri mikrobiyel yiik tizerinde etkilidir.
Bitkilerin ylizey 6zellikleri ylizey hidrofobikligi, yiizey yapisal ozellikleri ve ylizey
topografyasi ile tanimlanabilir. Yiizey hidrofobikligi, yiizey kimyasal bilesimi ve
yiizey yapilariyla ilgilidir ve ylizey hidrasyonunu etkiler. Yiizey yapisal ozellikleri
arasinda, kiitikiiller genellikle kiitikiil mumu ile gémiiliidiir ve bu sadece bitki yiizeyi
hidrasyonunu etkilemekle kalmaz, aynm1 zamanda bitki ile mikroorganizmalar
arasindaki etkilesimi de degistirir. Bitkilerdeki stomalar, mercimekler, kirik trikomlar
ve kiitiklil ve yara izleri, mikroorganizmalarin girisi icin dogal yollar saglayan
kisimlardir (Mansvelt, vd., 1987; Babic, vd., 1996; Vacheethasanee, vd., 1998;
Beattie, vd., 2002; Ruppel, vd., 2008; Mitra, vd., 2009; Lopez-Velasco, vd., 2011).

Amerika Birlesik Devletleri'nde gida kaynakli E. coli ile ilgili salginlarda yesil
yaprakli sebzelerin birinci sirada yer aldig: bildirilir. E. coli O157:H7 ile kontamine
mini ispanak tiiketimine bagli ¢esitli salginlar ve vakalar rapor edilmistir (CDC, 2006).
Ornegin; taze dogranmis 1spanak kaynakli bir salgin ile 205 hasta ve 3 6liim rapor
edilmis ve bu durum taze dogranmis i1spanak endiistrisinde 6nemli kayiplara yol
acmistir (Monterey, vd., 2007). Bu salgindaki kontaminasyon kaynagi hi¢bir zaman
acikca tanimlanamamistir. Taze 1spanagin kesin kontaminasyon kaynaginin
belirlenmesi genellikle zordur ¢linkii kontaminasyon tarladan sofraya siirecin herhangi
bir yerinde meydana gelebilir. Taze yesil yaprakli sebzelerin kontaminasyonunu
kontrol etmek ic¢in halihazirda kullanilan risk yonetimi araglari, Onlemeye
dayanmaktadir ve cogunlukla taze sebzelerin bilinen kaynaklardan biyolojik
kontaminasyonunu Onlemek ve azaltmak icin kilavuzlar saglayan iyi tarim

uygulamalar1 ve iy1 liretim uygulamalarina odaklanmaktadir.
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Bakteriler kolonizasyon icin Oncelikli olarak yapraklari tercih eder ve genellikle
yaprak dokusunda 6-8 log kob/g bakteri bulunur (Lindow ve Brandl, 2003). Yaprakta
kolonize olan bakteriler kendilerini kurakliktan, giines 1s18indan, riizgardan ve diger
cevresel streslerden korumak i¢in ylizey aktif maddeler, bitki biiylime diizenleyicileri
ve bol miktarda ekzopolisakkarit iiretirler (Andrews ve Harris, 2000; Lindow ve

Brandl, 2003; Morris ve Monier, 2003; Ramey, vd., 2004).

Ispanagin mikrobiyel kontaminasyonu ciftlik yonetiminden ve ¢evresel faktorlerden
etkilenmektedir. Spesifik olarak, iirlinlerdeki mikrobiyel kontaminasyonun son
sulamadan bu yana ge¢en zamandan, ¢alisanlarin kisisel hijyeninden ve ekimden 6nce
tarlanin kullanimindan giiglii bir sekilde etkilendigi goriilmektedir (Park, vd., 2013).
Ispanak gibi bazi sebzeler, giibrelenmis topraktan, kanalizasyonla karistirilmis su ile
sulamadan veya kirlenmis ylizey suyu sulamasindan kontamine olabilir (Ingham, vd.,
2004). Salata hazirlamak icin kullanilan sebzelerin, insan atiklariyla veya hayvan
giibresiyle giibrelenen toprakta yetistirilmesi olast mikrobiyel bulast yolu olarak
goriliir. E. coli O157 ayrica salata hazirligi sirasinda ellerle de bulagabilir (Medeiros,
vd., 2001; Mnkeni, vd., 2006).

Pazara sunulan taze ispanaklar elle toplanir, demetler halinde baglanir ve tarlada
kutulanir. Islenmis 1spanaklar makinelerle hasat edilir ve toplu olarak paketleme
tesisine taginir. Sogutma genellikle basingli hava altinda saglanir, ancak pasif
depolamada sicakligm daha kademeli olarak azaltilmasi hala yaygindir. Islenmesi
amaglanan tiim tiriinler, islenmeden 6nce bir siire saklanabilir. Hasat, bitki dokularinda
mekanik hasara yol acar ve homeostazi silirdlirme, yaralar1 onarma ve firsat¢i
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonu Onleme girisimleriyle iligkili
fizyolojik degisikliklerin baslangicini isaret eder (Delaquis, vd., 2007). Taze
dogranmig yaprakli sebzelerin iiretimi, kirpma, kesme ve yikama dahil olmak iizere
cesitli islemlerin uygulanmasini igerir. Dokularin bozulmasimnin ve 1sirik
biiyiikligiinde parcalara doniismesinin hem duyusal hem de mikrobiyolojik kalitesini
etkiledigi bilinmektedir (Bolin, vd., 1977).

E. coli O157:H7 hidroponik (toprak kullanmadan su iginde mineral besin ¢oziimleri
kullanarak bitki yetistirme yontemi) olarak yetistirilen 1spanak bitkilerinin kok sistemi
yoluyla bitkiye niifuz eder ve gévde ve hatta yaprak seviyesine kadar dagilabilir.

Hidroponik olarak yetistirilen 1spanaklarda E. coli internalizasyonunun yani hiicreye
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girisinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bitkilerde E. coli’nin internalizasyonu
(hiicreye girisi) tarla kosullarinda nadirdir ancak kompost giibre ve sulama kosullari
internalizasyonu arttirabilir. Hidroponik olarak yetistirilen 1spanakta kok sisteminin
yaralanmasi, E. coli O157:H7'nin internalizasyonunu destekler ve bdylece bu
bakterinin bitkinin yenilebilir kisimlarina tasinmasi olasiligini arttirir (Macarisin, vd.,
2014). E. coli varlig1 genellikle koklerdedir, 1spanak yapraklarinin yenilebilir kisminin
E. coli barindirma olasilig1 diisiiktiir. Ancak hasat sirasinda kokteki E. coli'nin ig
yapraga gecmesi de miimkiindiir. Bu olasilik, glivenli, minimum diizeyde islenmis
salata sebzelerinin iiretimi i¢in bir kritik kontrol noktalarinda tehlike analizi semasinin

gelistirilmesi gerekli kilar (Warriner, vd., 2003).
3. MALZEME VE YONTEM
3.1 Patojen Bakteri ve Organik Asit Cozeltisi On Hazirhg

Gida patojeni olarak kullanilan Eschericia coli (NCTC 12241) Osmaniye Korkut Ata
Universitesi, Kadirli Uygulamali Bilimler Fakiiltesi, Gida Teknolojisi Boliimii stok
kiiltirinden temin edilmistir. -20°C’deki %20 gliserol (Sigma-aldrich, Germany)
katkili Brain Heart Infusion broth (BHI-Oxoid, United Kingdam) igindeki stok
¢ozeltide bulunan patojen bakterilerin her birinden bir 6ze dolusu alinip Tryptic Soy
Agar (TSA; Difco) tizerine tek koloni diisecek sekilde ¢izgi ekim yapilmis ve 37°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Ardindan TSA’da gelisen kiiltiirlerden tek bir koloni
alimmis ve 10 mL Tryptic Soy Broth (TSB; Difco, Becton Dickinson, Sparks, MD,
USA) igerisine inokiile edilerek 37°C’de 18 saat (overnight culture) inkiibasyona
birakilmistir. Bdylece inkiibasyondan sonra deneylerde kullanilmak tizere stirekli
sabit konsantrasyonda (yaklasik 8 log kob/mL) bakteriyel hiicre elde edilmesi
miimkiin olmustur (Avila, vd., 2018; Melcon, vd., 2019). Her bir deneyde bu islemler
tekrar edilmistir.

Inaktivasyon denemelerinde kullanilan laktik asit ve asetik asit ¢dzeltileri inaktivasyon
deneyinin yapilacagi ayni giin taze olarak hazirlanmistir. Daha 6nceki ¢aligmalarda
(Park ve Chen, 2015; Amrutha, vd., 2017) %2 ’nin {izerindeki konsantrasyonlarda
inaktivasyon etkisi agisindan 6nemli bir fark goriilmedigi bildirildigi i¢in bu ¢alismada
organik asit konsantrasyonu olarak %2 se¢ilmistir. Asetik asit (Merck) ve Laktik asit

(Merck) cozeltileri %2 konsantrasyonda olacak sekilde saf su ile karistirilmig ve
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hazirlanan ¢ozeltinin kapag: sikica kapatilarak oda sicakliginda ayni giin kullanilmak

tizere bekletilmistir.
3.2 Ispanak Ornekleri On Hazirh@

Ispanak Ornekleri analizlerin yapilacagi giin taze olarak tedarik edilmis ve ayni giin
analizlerde kullanilincaya kadar 4°C’de depolanmustir.  Ispanaklar 6ncelikle dogal
mikrofloralarindan ve yani sira olasi kontaminasyondan arindirmak icin steril su ile
yikanmugtir. Yikama isleminden sonra yapraklar kurulanmis ve yaklasik 25 cm? olacak
sekilde steril makas yardima ile kesilip ve ultraviyole 1s1k altinda her bir yiizii 5 dakika

olmak iizere toplam 10 dakika bekletilerek dekontamine edilmistir (Cui, vd., 2016).

Sekil 3.1. Biyofilm olusum denemesi i¢in hazirlanmis 1spanak yapraklari

3.3 Ispanak Orneklerinde Biyofilm Olusumu

Biyofilm olusturmak igin E. coli nokta inokiilasyon yontemi ile ispanak 6rneklerine
bulastirilmistir. Boylece nokta inokiilasyon ile 1spanak orneklerine bilinen sayida
bakteriyel hiicre bulasiSi saglanmistir. Ispanaklarin piirlizsiiz {ist ylizeyine 100 uL
hiicre inokiile edilmis (yaklasik 7 log kob) ve steril petri kutularinin i¢ine koyularak
24 saat oda sicakliginda (yaklasik 20°C’de) tutulmustur. Biyofilm olusumunun
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ardindan her bir 1spanak parcasi 50 mL saf su igerisine daldirilarak yikanmis, béylece

1spanaga tutunmayan veya az tutunan hiicreler uzaklastirilmistir (Srey, vd., 2014).

3.4 Ispanak Orneklerinin Farkh Inaktivasyon Cozeltileri ve Sonikasyon

Kosullari ile Dekontaminasyonu

Ispanak yapraklar1 %2 organik asit (laktik asit veya asetik asit) ve kontrol 6rnegi olarak
ise PBS igeren 30 mL’lik ¢ozelti igerisine daldirilmis (500 mL’lik cam beher i¢inde)
ve/veya bu ¢ozelti 28 L saf su bulunan ultrason banyo (ISOLAB; Ultrasonik gii¢: 360
W, frekans: 40 kHz; Isitma giicii: 600 W) i¢ine koyulup %100 gii¢ seviyesinde 2 ve 5
dakika boyunca 20, 40 ve 50°C’de bekletilmistir. Inaktivasyon muamelelerinden sonra
her bir 6rnek steril su ile durulanmis ve ardindan canli hiicre sayimi (bknz. 3.5) ile
ilgili analiz yapilmistir (Huang ve Chen, 2011; Srey vd., 2014; Cui vd., 2016 Bang vd.,
2017). Inaktivasyon denemesinde pozitif kontrol olarak PBS kullanilmistir.

Inaktivasyon deneme plani1 Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.1 Ispanakta geligen E. coli biyofilm inaktivasyonu bagimsiz degiskenleri

Inaktivasyon ¢ozeltisi Sonikasyon siiresi Sonikasyon sicakligi
%2 Laktik asit 2 dakika 20°C
%2 Asetik asit 5 dakika 40°C
Kontrol (PBS) 50°C

"3 farkli inaktivasyon ¢dzeltisi x 2 farkli siire x 3 farkli sicaklik x 1 patojen bakteri=18 farkli
inaktivasyon denemesi; 3 tekerriir 2 paralel deneme ile 18x3x2=108 adet inaktivasyon denemesi

3.5 Ispanakta Gelisen E. coli Biyofilmlerindeki Canli Hiicre Sayisim1 Belirleme

Inaktivasyon muamelesinden sonra 1spanak érneklerinde bulunan patojen bakterilerin
saymmi i¢in her bir 1spanak parcast 9 mL dillisyon sivisinda (%0.1 pepton-water;
Oxoid-UK) Stomacher - Bagmixer interscience cihazi kullanilarak homojenize edilip
seyreltilmistir. TSA besiyerine yayma Kkiiltiirel ekim yontemi ile ekim yapilarak
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra canli hiicre sayisi log

kob/cm? cinsinden verilmistir (Nieemira ve Cooke, 2010).
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Sekil 3.2. Ispanak yapraklarinin farkli ¢ozeltiler ve sonikasyon ile dekontaminasyonu

3.6 Ispanak Orneklerinin Duyusal Kalite Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ispanak orneklerinin duyusal kalite 6zelliklerini belirlemek i¢in 9 puanlik hedonik
skala lizerinden panelistlere “-koku, -renk, -tat, -tekstiir, -sululuk (korpelik) ve -genel
izlenim” gibi ozelliklere gore puan vermeleri istenmistir. Ispanak Orneklerinde
inaktivasyon muamelelerinden sonra duyusal 6zelliklerin en az 5 puan olmasi kabul

edilebilir olarak degerlendirilmistir (Bari, vd., 2005; Jahid, vd., 2015; Cui, vd., 2016).
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Sekil 3.3 Farkli ¢ozeltiler ve ultrasound kosullari ile dekontaminasyondan sonra 1spanaklarin duyusal
analizi

3.7 Ispanak Orneklerinin Mikroskobik Goriintiisii

Inaktivasyon kosullarmin 1spanak yapraginin rengi ve hiicre yapisi iizerindeki etkisini
daha iyi gozlemleyebilmek i¢in mikroskobik gozleme basvurulmustur. Bunun igin,
1spanak yapraklarinin mikroyapisi Olympus CX23 marka basit 151k mikroskobu
kullanilarak incelenmistir. Farkli inaktivasyon kosullarina maruz birakilan her bir
1spanak yapragi kare seklinde kesilerek lam {izerine yerlestirilmis ve basit 151k
mikroskobunun 10’luk objektifi ile incelenmistir. Isik mikroskobunda elde edilen
goriintli ile 1spanak yapraklarinin rengi, hiicre yapist ve boyutu karsilagtirilmistir.
Ispanak hiicre boyutunun hesaplanmasinda asagidaki denklem (3.1) kullanilmistir
(Ariffin ve ark., 2017; Ankara Univ. agik ders notlari).

Hiicrenin uzunlugu = Goriintiileme alaninin ¢ap1 / Tahmini hiicre sayisi (3.2)
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Sekil 3.4. Ispanak yapraginda mikroskobik gézlem

Sekil 3.5. Ispanak hiicresi mikroskobik goriintiisii
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3.8 istatistiksel Analiz

Biitiin analizler 3 tekerriir ve 2 paralel olarak gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim
sonuglar ortalama olarak verilmis ve SPSS Versiyon 20.0 (SPSS Inc., USA) istatistik
paketiyle degerlendirilmistir. Ornek gruplar1 arasindaki farklar varyans analiziyle
(Duncan Coklu Karsilastirma Testiyle) %95 giiven araliginda degerlendirilmistir. ikili
karsilastirmalarda ise T-testi kullanilmistir (Erol, 2010; Can, 2019).

Ayrica “goklu dogrusal regresyon analizi” ile bagimsiz degigkenlerin biyofilm

inaktivasyon orani (%) ile iliskisi modellenmistir (Erol, 2010; Can, 2019).
4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada, 1spanak yiizeyinde gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu {izerine farkli
kosullardaki sonikasyonun etkisi inaktivasyon iglemlerinden sonra 1spanak yiizeyinde
kalan biyofilmlerdeki canli hiicre sayimi ile belirlenmistir. Farkli sonikasyon
kosullarinin  etkisini karsilagtirmak i¢in hem 1spanak yiizeyindeki E. coli
biyofilmlerindeki canli hiicre sayisindaki azalis ve hem de ylizde biyofilm
inaktivasyonu sonuglari degerlendirilmistir. E. coli biyofilmlerinin uygulanan
inaktivasyon islemlerinin bir sonucu olarak ispanak yiizeyinde tutunmasi zayiflar ve
yikama iglemi ile biyofilmlerin bir kismi1 veya tamami uygulanan isleminin etkinligine
gore ortadan kaldirilir. Ispanak yiizeyindeki biyofilmlerin bir kisminin veya
tamaminin ortadan kaldirilmasi sonucu canli hiicre sayilarinda diisiis beklenir. Daha
onceki ¢alismalarda inaktivasyon etkisi agisindan sonuglar hem canli hiicre sayisindaki
azalis hem de yiizde inaktivasyon orani iizerinden verildigi i¢in bu ¢alismada elde
edilen veriler de hem canli hiicre sayisindaki azalis hem de yiizde inaktivasyon orant

cinsinden hesaplanmuistir.

Daha onceki calismalarda da belirtildigi lizere, inaktivasyon islemlerinin duyusal
kalite ozelliklerine zarar vermemesi ve boylece tiiketici tarafindan kabul edilebilir
olmast gerekir (Parish, vd., 2003; Ssemanda, vd., 2018). Ayrica yaprakli sebzelerde
inaktivasyon islemlerinin yaprak hiicreleri iizerinde de kusur birakmamasi istenir
(Ariffin, vd., 2017). E. coli biyofilmlerinin inaktivasyonu sirasinda ispanaktaki
duyusal ve morfolojik 6zellikler tizerinde olumsuz etki birakmamasi gerektigi i¢in bu
calismada 1spanak Ornekleri duyusal ve mikroskobik gozlemlerle de

degerlendirilmistir.
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4.1 Ispanak Yiizeyinde E. coli Biyofilm Gelisimi

Patojen bakteriler yiizey alam1 genis olan yaprakli sebzelerde biyofilm olusturma
yetenegine sahiptirler (Lindow ve Brandl, 2003). Ispanak 6zellikle koklerinde patojen
bakteri barindirma ve bdylece bitkide biyofilm olusturma potansiyeline sahip bir
sebzedir (Macarisin, vd., 2014). Bitkilerde biyofilm olusumunun pozitif olarak
degerlendirilebilmesi i¢in en az 1 logaritmik birim canli hiicre bulunmasi gerekir

(Carter ve Brandl, 2015).

Cizelge 4.1’de 1spanak yiizeyindeki mikroorganizma yiikii gosterilmistir. Bu
calismada E. coli inokiilasyonu yapilan 1spanaklarda yaklasik 8 log kob/cm? canl
hiicre saptanirken, inokiilasyon uygulanmayan kontrol érneklerinde canli hiicre sayisi
<1 log kob/cm? olarak bulunmustur. E. coli inokiilasyonu yapilan érneklerdeki canli
hiicre sayisiin 1 log kob/cm?’den biiyiik olmasi biyofilm pozitif olarak
degerlendirilmis ve inaktivasyon deneylerinde biyofilm pozitif oldugu dogrulanan bu

1spanaklar kullanilmistir (Cizelge 4.1).

Bitki ylizeyine tutunma ve bdylece biyofilm olusturma yetenegi tiirler arasinda
farklilik gosterir ve bilylime kosullarina ve hiicrelerin fizyolojik durumuna bagli olarak
degigebilir. E. coli O157:H7'nin marul, 1spanak, elma, filizler ve kavun dahil olmak
tizere gesitli meyve ve sebzelerin yiizeylerine tutundugu bildirilmistir (Boyer, vd.,
2007; Uhlich, vd., 2008). Bitkisel iiriinlerdeki E. coli kolonizasyonu bitki ¢esidine ve
sulama yontemine gore degisebilir. Ozellikle de 1spanak ve marul gibi sebzelerin
yaprak yapisi ve topografisi E. coli kolonizasyon orani iizerinde belirleyici bir
faktordiir (Markland, vd., 2012). Ispanak yapragindaki kivrimli lifler ve hiicre dist
matrisin bir bileseni olan seliiloz gibi hiicresel uzantilar E. coli'nin tutunma veya
kolonize olma kapasitesinde etkilidir. Ancak kivrimli liflerin biyofilm olusumunda ve
stabilitesinde selilloza gore daha etkin rol oynadigi bildirilmistir (Macarisin, vd.,
2012). Morris vd. (1997) ise, genis yaprakli hindiba, 1spanak, marul, Cin lahanasi,
kereviz, pirasa, feslegen ve maydanoz gibi farkli bitkisel {irtinlerin yapraklarinda dogal
olarak olusan biyofilmleri gozlemlemis ve biyofilmlerin filosferde her yerde

bulundugunu bildirmislerdir.

Hasat sonrasi bitki patojenleri tarafindan bozulma potansiyeli ve pazara girmeden 6nce

gida kaynakli patojenlerle kontaminasyon potansiyeli nedeniyle, taze sebze ve
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meyvelerdeki hasat sonrasi isleme ve depolamanin mikrobiyal topluluk kompozisyonu
lizerindeki etkisine biiyiik ilgi vardir. Ornegin, islendikten sonra numunesi alinan
marulun, ciftlikte numunesi alinan maruldan daha az cesitlilige sahip bakteri
topluluklarma sahip oldugu rapor edilmistir (Handschur, vd., 2005). Paketleme ve
diisiik sicaklikta saklama sonrasinda ispanak yapraklarindaki bakteri bilesiminde bir

degisiklik oldugu bildirilmistir (Lopez-Velasco, vd., 2010).

Roth, vd. (2018) 2016 ile 2017 yillar1 arasinda Florida'daki ¢iftliklerde yerel tireticiler
tarafindan tretilen yaprakli yesillikler, 1spanak ve domateste siipermarkette satilan

tirtinlere kiyasla E. coli dahil daha yiiksek koliform varligi tespit etmislerdir.

Cizelge 4.1. Ispanak yiizeyindeki mikroorganizma yiikii

Canli Hiicre Sayisi (log kob/cm?)  Biyofilm Olusumu

E. coli biyofilmi 8.65+0.25 =

Kontrol <1.00

4.2 Farkh inaktivasyon Cozeltisi ve Sonikasyon Kosullarinin Ispanak Yiizeyinde

Gelisen E. coli Biyofilmleri Uzerine Etkisi

Yesil yaprakli sebzeler ve dogranmis paketlenmis salata tireticileri basta olmak bir¢ok
ticari isletme Ozellikle de hasat sonrasi isleme kosullar1 nedeniyle kirlenen iiriinleri
fiziksel uzaklastirma ve ¢esitli dezenfeksiyonlar: birlestiren {iglii yikama islemleriyle
temizler. Ancak planktonik hiicreler nispeten diisiik seviyedeki yikama suyu
dezenfektani ile kolayca kontrol edilirken, yaprakli {irlinlerin yilizeyinde kolonize olan
biyofilmlerin dekontaminasyonu zordur (Annous, vd., 2009). Hipoklorit veya diger
sanitasyon ajanlariyla geleneksel yikama yontemlerinin yalnizca smirli patojen
inhibisyonu (1-2 logaritmik birim) saglayabildigi ve bu nedenle E. coli O157 gibi
birgok enterik patojenin varlig1 nedeniyle mikrobiyolojik gilivenligi garanti edemedigi
Iyi bilinmektedir. E. coli O157’nin ¢ok diisiik dozlarinin bile hastaliga neden olabildigi
diistintildiigiinde gida gilivenligi igin ciddi bir risktir (Sapers, 2005; USFDA, 2001a).
Ayrica patojenler genellikle antimikrobiyallere maruz kalmaya kars1 korunur ¢iinkii
bunlar meyve ve sebzelerin yiizey alt1 alanlarinda, 6rnegin yapraklarin i¢ bosluklarinda
bulunur (Fatemi ve Knabel, 2006). Biyofilmlerdeki ve firlinlerin yiizey alti

alanlarindaki patojenlere ulasip bunlar etkisiz hale getirmek i¢in yikama isleminin
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sonikasyon ile desteklenmesi Onemlidir. Nitekim bu c¢alismada etkili bir

dekontaminasyon i¢in organik asit ve sonikasyon islemine bagvurulmustur.

Ispanaktaki E. coli biyofilmlerinin farkli sicaklik ve siirelerde farkli g¢ozeltilerle
sonikasyon islemine maruz birakilmalar1 sonucu canli hiicre sayilarinda gozlemlenen
diistis Cizelge 4.2°de gosterilmistir. Sonikasyon uygulama siiresinin ve sicakligin artisi
ile birlikte E. coli biyofilm inaktivasyonu da artmistir. En diisiik E. coli biyofilm
inaktivasyonu (1.02 log kob/cm?) 20°C’de 2 dakika organik asit icermeyen ¢ozelti
(PBS) ile sonikasyon muamelesi sonucunda elde edilirken, en yiiksek E. coli biyofilm
inaktivasyonu (6.03 log kob/cm?) 50°C°de 5 dakika laktik asit ¢ozeltisi ile sonikasyon
muamelesi sonucunda elde edilmistir. Sonuglarimiz1 destekler nitelikte, Huang ve
Chen (2011), 1spanak yiizeyinde gelisen E. coli O157:H7 inaktivasyonunda hafif 1s1
ile birlikte organik asitlere maruz birakmanin oldukga etkili oldugunu bulmuslardir.
flgili calismada 1spanaklarm 40°C'de 5 dakika boyunca %1 laktik asit’e maruz
birakilmalari ile 2.7 log kob/g diizeyinde E. coli O157:H7 inhibisyonu saglanmistir.

E. coli biyofilm sayisindaki azalis bakimindan organik asit ¢ozeltisi kullanimi PBS
cozeltisine gore istatistiksel olarak daha etkili bulunmustur (p<0.05). Laktik asit
¢ozeltisi muamelesi ile asetik asit ¢Ozeltisi muamelesi arasinda ise 50°C’de 2 dk.
sonikasyon islemi harig istatistiksel olarak bir fark saptanmamistir (p>0.05). E. coli
biyofilm inaktivasyonunda canli hiicre sayisindaki azalis bakimindan sicaklik ve
stirenin etkisi de istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0.05). PBS ile muamele
edilen orneklerde 50°C-2 dakika ile 20°C-5 dakika sonikasyon islemleri arasinda
antibiyofilm etkileri bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark gozlenmemistir
(p>0.05). Laktik asit ile muamele edilen 6rneklerde 40°C-2 dakika sonikasyon ile elde
edilen azalig ile 20°C-5 dakika ve 40°C-5 dakika sonikasyon ile elde edilen azalis
bakiminda istatistiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Asetik asit ile
muamele edilen 6rneklerde 20°C-5 dakika sonikasyon ile elde edilen azalis ile 20 °C
— 2 dakika ve 40 °C — 5 dakika sonikasyon islemi ile elde edilen azalis arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Organik asitler, Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan GRAS yani
“kullanim1 genellikle giivenli olarak kabul edilen” antimikrobiyel maddeler
kategorisinde gosterilmistir. Organik asitler, ¢esitli calismalarda E. coli, Salmonella

sp. ve Listeria monocytogenes gibi énemli gida patojenlerine karsi antimikrobiyel
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aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Ayrigsmamis (Dissosiye olmayan) organik asit
molekiilleri mikrobiyel hiicre zarina serbest¢e niifuz eder ve hiicre i¢inde ayrisarak
hiicre i¢i pH'1 diistiriir ve boylece mikroorganizmalari inaktive eder (Beck-Friis, vd.,
2003; Sundberg ve Jonsson, 2005; Lieleg, vd., 2011). Ornegin, malik asidin havug ve
diger gidayla temas eden ylizeylerde S. enterica serovar Typhimurium biyofilminin
inhibisyonunda etkili oldugu bulunmustur (Over vd., 2009; Singla ve Ganguli, 2014).
Asetik asitin (%0.5 ve %1) ise P. aeruginosa ve S. aureus biyofilmlerini inhibe edici
etkilerinden bahsedilmistir (Bjarnsholt, vd., 2014). Laktik asitin de taze 1spanakta E.
coli O157:H7 inaktivasyonunda etkili oldu bildirilmistir (Huang, vd., 2012).

Taze meyve ve sebzelerde 6zellikle de bakterilerin daha direngli formlar1 olan biyofilm
inaktivasyonunda ultrasonikasyona basvurulur. Bai vd. (2023) farklh giicte (300, 200
ve 100 W, 5 dakika) ve ozellikle de diisiik frekansta sonikasyon muamelesi ile
1spanakta E. coli O157:H7 biyofilm inaktivasyonunu basarmislardir. 300, 200 ve 100
W gilicte sirasiyla %24.14, %16.70 ve %12.91 oraninda biyofilm inaktivasyonu elde

etmislerdir.

Cossu, vd. (2016), kombine bir UV-A ve gallik asit’in, hem yiiksek hem de orta
diizeyde organik igerik varliginda E. coli O157:H7 iizerinde 6nemli bir antimikrobiyel
etki gosterdigini bildirmislerdir. UV 1gilarla aktiflestirilen gallik asit uygulamasi ile
yaklasik canli hiicre yiikiinde 4 log kob/mL diizeyinde diisiis elde etmislerdir.

Huang, vd. (2012), E. coli O157:H7 ile asilanan taze ispanaklarin buzdolabindaki
depolanma kosullarinin etkisini degerlendirmislerdir. Laktik asit’in, buzdolabinda
saklama sirasinda yikama ve dezenfeksiyon adiminda kullanilan alil izotiyosiyanatin
antimikrobiyel etkinligini arttirdigini bulmuslardir. Ganesh vd. (2010), ispanak
yapraklarina tek bagina ve liziim ¢ekirdegi ekstrakti ile kombinasyon halinde organik

asitlerin elektrostatik spreylemesini uygulamis ve bakterisidal etki saptamustir.

Chhetria, vd. (2019), laktik asit ve asetik asit ile muamele ettikleri 1spanaklari
buzdolab1 kosullarinda depolamiglar ve E. coli biyofilm yiikiindeki azalisi
incelemislerdir. Ilgili calismada E. coli biyofilmlerine kars1 asetik asitin hicbir etki
gostermedigi ancak laktik asit’in depolamanin 24. saatinde yaklasik 4 log kob/cm?

biyofilm inhibisyonunu sagladigi bulunmustur.
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Cizelge 4.2. Farkli kosullarda sonikasyona maruz birakilan 1spanak yiizeyinde gelisen E. coli biyofilm

sayisindaki azahs (log kob/cm?)

Sonikasyon iglem Kontrol (PBS) Laktik asit (%2) Asetik asit (%2)
kosullar

20 °C — 2 dakika 1.02+0.04°8 2.22+0.12°A 2.68+0.16%

40 °C — 2 dakika 1.61£0.06% 2.8620.16%A 3.13+0.12%A

50 °C — 2 dakika 1.87+0.07°¢ 4.91+0.06"8 5.21+0.06°"

20 °C — 5 dakika 1.70£0.04¢B 2.60+0.119% 2.89+0.129A

40 °C — 5 dakika 2.75+0.01%8 3.10+0.03%A 3.15£0.03°A

50 °C — 5 dakika 4.19+0.17%8 6.03+0.12%A 5.94+0.10%A

A-C: Ayni satirda fakl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir
(p<0.05). a-e : Aym siitunda fakli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemlidir (p<0.05).

Inaktivasyon kosullarmin biyofilm yiikiiniin tamammi mi1 yoksa bir kismmi mi
inaktive ettigi ile ilgili bilgi vermesi acisindan sonuglar yiizde olarak da
hesaplanmustir. Ispanak yiizeyinde gelistirilen E. coli biyofilmlerinin farkl sicaklik ve
stirelerde farkli ¢ozeltilere maruz birakilmalari sonucu elde edilen % biyofilm
inaktivasyon orani Sekil 4.1°de gosterilmistir. Sonuglardan da goriildiigi tizere bu
calismada kullanilan tiim inaktivasyon kosullarinda biyofilm yiikiiniin tamamai (%100)
inaktive edilememistir. En yiiksek yiizde biyofilm inaktivasyonu (%69.76) 50°C’de 5
dakika laktik asit muamelesi ile elde edilmistir. Ayrica 50°C’de 2 dakika sonikasyon
muamelesi hari¢ diger biitiin sonikasyon muamelelerinde laktik asit ve asetik asitin
inaktivasyon etkileri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu durum
taze meyve ve sebzelerin dekontaminasyonunda her iki asite de bagvurulabilecegini
gostermistir. Nitekim literatiirde E. coli biyofilm inaktivasyonu iizerine asit tiiriiniin
etkisinin az oldugu ile ilgili veriler mevcuttur (Stopforth, vd., 2003). Ancak bu
bilgilerin aksine E. coli’nin malik asit ve sitrik asit gibi asitlere kiyasla asetik asite
daha hassas oldugunu bildiren ¢alismalarda mevcuttur (Abadias, vd., 2012). Ancak
asitlerin kivam, koku, maliyet vb. 6zellikleri agisindan daha {istiin olanlar1 amaca gore
tercih edilebilir. Asetik asit ve laktik asitin antibakteriyel etki mekanizmasi ortam
pH’sim diistirmeleriyle ilgilidir. Bu organik asitlerin pH’y1 diisiirme yetenekleri de
dissosiye ve dissosiye olmayan formlar ile iligkilendirilmistir. Dissosiye olmamis
olan ve yiiksiiz formdaki organik asitler antibakteriyel etkiden birinci derecede

sorumlu tutulmustur. Dissosiye olmayan bu molekiiller lipofiliktir ve bu 6zellikleri ile
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hedef mikroorganizmalarin lipid yapisindaki membranin1 kolayca gecerek
sitoplazmalarina girebilirler ve bdylece hiicre dliimiine neden olurlar (Braiek, vd.,
2021). Organik asitlerin dissosiasyonunda sicaklik ve sonikasyon islemi siiresi etkili
faktorlerdendir, sicaklik yiikseldik¢e ve sonikasyon siiresi uzadik¢a dissosiasyon
artabilir (Saeeduddin ve Khanzada, 2004; Findik, vd., 2006). Nitekim bu ¢alismada en
fazla 50°C ve 5 dakika sonikasyon islemine bagvurulmus ve daha yiiksek sicaklik ve

siirede inaktivasyon islemine dissosiasyonu tetiklememesi i¢in bagvurulmamustir.
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20°C-2 40°C-2 50°C-2 20°C-5 40°C-5 50°C-5

Biyofilm inaktivasyonu (%)

dk. dk. dk. dk. dk. dk.
m Kontrol (PBS) 11,82 18,55 21,59 19,67 31,82 48,42
Laktik Asit 25,66 33,04 56,78 30,01 35,89 69,76
Asetik Asit 31,04 36,22 60,26 33,42 36,44 68,66

Sekil 4.1 Farkli sonikasyon kosullarinda E. coli biyofilmi inaktivasyon orani

4.3 E. coli Biyofilm Inaktivasyonunun Regresyon Analizi ile Modellenmesi

Gida endiistrisinde siire¢ optimizasyonunda ve risk degerlendirmesinde matematiksel
modellere bagvurulur. Gida kaynakli patojenlerin inaktivasyonunun matematiksel
modellerle kesin bir dogrulukla tahmin edilmesi miimkiin degildir, ancak bu modeller
bir olasilik sunar. Gida gilivenligini saglamaya yonelik olarak inaktivasyon ile ilgili
sonuglarin matematiksel modellerle acgiklanmasi hem gida endiistrisi hem de
arastirmacilar i¢in olduk¢a kiymetlidir (Vidacs, vd., 2018; Sheen, vd., 2018).
Caligmamizda da ¢oklu dogrusal regresyon analizleri ile yilizde biyofilm inaktivasyonu

acisindan tahmin modelleri gelistirilmistir.

E. coli biyofilmi olusturulan 1spanaklarin dekontaminasyon isleminden sonra canli
hiicre sayilarindaki azalisa gore hesaplanan yiizde biyofilm inaktivasyonu sonuglari
coklu dogrusal regresyon analizine gore modellenmistir. Coklu dogrusal regresyon

analizinde 3 bagimsiz degisken (Xi=sicaklik, X>=siire ve Xs=¢0zelti) ve 1 bagimh
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degisken (Y=hiicre sayisindaki azalis veya optik yogunluk) icin klasik yOnteme
basvurulmus ve asagidaki regresyon denklem modeli kullanilmistir (4.1). Elde edilen
bu regresyon modeli farkli kosullardaki sonikasyon isleminin 1spanak yiizeyinde
gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu tizerindeki etkisinin tahminlenmesini miimkiin

kilmastir.
Y =Bo+ PiXi + PXo+ PsXs + & (4.1)

Ispanak yiizeyinde gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu (%) iizerinde etkisi oldugu
diisiiniilen sicaklik (X1), siire (X2) ve ¢ozelti (X3) gibi bagimsiz degiskenlerin biyofilm
inaktivasyon oranini agiklamaya yonelik olarak yapilan ¢oklu dogrusal regresyon
analizi sonucunda sicaklik, siire ve ¢ozelti degiskenleri birlikte, biyofilm inaktivasyon
orani ile anlamli bir iliski (R:0.852 R*:0.726) sergilemislerdir. Sicaklik, siire ve ¢ozelti
gibi bagimsiz degiskenler birlikte inaktivasyon oranindaki degisimin %72’sini
aciklamaktadir. ~ Standartlastirilmis  regresyon katsayilarina gore, bagimsiz
degiskenlerin inaktivasyon orani tizerindeki géreli 6nem sirasi, sicaklik ($=0.660),
¢ozelti (p=0.469) ve siiredir (B=0.266). Regresyon katsayilarinin anlamlilik testleri goz
Online alindiginda, bagimsiz degiskenlerin hepsinin (sicaklik, siire ve ¢ozelti)
inaktivasyon orami iizerinde 6énemli etkisinin (p<<0.01) oldugu goriilmiistiir. Ispanak
yiizeyinde gelisen biyofilm inaktivasyon oranini agiklayan regresyon denklem modeli

(4.2) asagida verilmistir.
Y =-24.233 +0.876X: +2.931X2+9.513X; (4.2)

Son zamanlarda 40-50°C'de hafif isiya maruz birakmanin marul ve ispanakta
kahverengilesmeyi azalttig1 ve kalitesini arttirdigi rapor edilmistir (Delaquis vd., 1999;
Murata vd., 2004; Gomez vd, 2008; Roura vd., 2008). Hafif 1s1, dezenfektanlarin
antimikrobiyel etkisini arttirabilir. Sicak klorlu suyun (3 dakika boyunca 47°C)
maruldaki E. coli O157:H7 miktarm1 2 logaritmik birimden fazla azalttigi rapor
edilmistir (Delaquis, vd., 2002). Isil islem ayn1 zamanda i1spanagin hasat sonrasi raf
omriinii uzatmak i¢in de kullanilabilir (Gomez, vd., 2008). Calisma sonuglarimizdan
da goriildiigii izere inaktivasyon {izerinde en etkili faktor sicakliktir. Nitekim ¢alisma
sonuglarimizi destekler nitelikte, Liv vd. (2001), Escherichia coli O157:H7 inokiile
edilmis olan marul yapraklarinin hafif 1sitilmig su ile yikanmasi ile daha etkili bir

inaktivasyon (2- 2.5 log kob/g azalis) saglandigini bildirmislerdir.
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Coklu dogrusal regresyon analizlerinde model fonksiyonunun agiklayamadigi
degiskenlik i¢in “artik degerler” de incelenmektedir. Artik deger, bagimli degiskenin
gozlenen degeri ile tahmin edilen degeri arasindaki sapmalar i¢in kullanilir. Artik
degerlerin normalligini belirlemek i¢in normal P-P grafigine basvurulmustur. Normal
P-P grafiginde gozlenen olasilik degerlerine karst beklenen olasilik degerlerinin
grafigindeki basamakli ve kesintili yap1 verideki heterojenligi ya da karma yapiy1
belirtmektedir. Grafikteki veriler diyagonal ¢izgiye ne kadar yakinsa, artik degerler
o kadar normal dagilima yakindir. Bir bagka ifadeyle P-P grafigi, verilerin normal
dagilima ne kadar uydugunu gormek icin kullanilir. Eger veriler normal dagilima
uyuyorsa, grafik cizgiyi milkemmel sekilde takip eder. Ancak, eger veriler normal
dagilima uymuyorsa, ¢izgi diizensiz bir sekilde dalgalanacaktir. Bu, verilerin normal
dagilimdan ne kadar sapma gosterdigini agiklar (Erol, 2010). Bu ¢alismada gozlenen
ve tahmin edilen biyofilm inaktivasyonuna ait grafik asagida gosterilmistir (Sekil 4.2).
Gozlenen ve tahmin edilen biyofilm biyofilm inaktivasyonu ile ilgili grafik
incelendiginde elde edilen dogrusal cizginin altindaki ve {istiindeki noktalarin
degiskenin birim degerlerinin kuramsal dagilimindan (normal) 6nemli diizeyde sapma
gostermedigi acik bigimde goriilmektedir. Bu c¢alismada grafikte asir1 sapmanin
olmamasi dagilimin normal olma durumunu ve diizeyini sekilsel olarak da
gostermistir.  Nitekim, biyofilm inaktivasyonu normal dagilan nicel verilerin
karsilastirilmasinda zaten daha oOnceki bdliimlerde varyans analizi (ANOVA)
kullanilmistir. Ancak asagidaki grafige gézlenen ve tahmin edilen degerler arasindaki

iliski ve normal olma diizeyi hakkinda bilgi vermesi agisindan yer verilmistir.
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Hormal P-P Plot of Regression Standardized Residual

Dependent YWariable: inaktivasyon

Expected Cum Prob

v 1 T T T T T
[y] [P 0.4 0.6 0.6 1.0

Db=zerved Cum Prob

Sekil 4.2 Gozlenen ve tahmin edilen biyofilm inaktivasyonu grafigi

4.4 Farkh Inaktivasyon Cozeltisi ve Sonikasyon Kosullarinin Ispanagin Duyusal

Ozellikleri Uzerine Etkisi

Mikrobiyel inaktivasyon yonteminin tercihinde duyusal 6zelliklerin korunmas1 veya
kabul edilebilir diizeylerde tutulmasi elzemdir. Bu yiizden birden fazla inaktivasyon
yonteminin birlikte kullanildigi kombine yontemlere bagvurulur (Parish, vd., 2003).
Kombine inaktivasyon yontemleri ile dekontaminasyon agisindan sinerjik etki yaratilir

ve boylece duyusal kabul edilebilirlik saglanir (Zhang, vd., 2022; Addo, vd., 2023).

Farkli sonikasyon islemlerine maruz birakilan ispanak 6rneklerinin duyusal 6zellikleri
Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Sonuglarimizdan da goriildiigli iizere 1spanakta
inaktivasyon isleminin uygulanabilir olmasi ile ilgili duyusal 6zellik kriteri olan en az
5 puan sarti bir 6rnek hari¢ (50°C, 5 dakika asetik asit muamelesi) hepsinde
saglanmistir. Duyusal 6zellikler agisindan en diisiik puanlar genellikle asetik asit
muamelesine maruz birakilan drneklerde goriilmiistiir. Nitekim literatiirde asetik asitin
eksi ve keskin kokusu oldugu, laktik asitin ise hafif asit tatta, kokusuz ve daha viskoz

bir s1vi oldugu belirtilmistir. Bu durum galismamizda duyusal 6zellikler agisindan
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asetik asitin daha diisiik puanlar almasimi agiklamistir (Braiek, vd., 2021). 50°’de 5
dakika sonikasyon kosullarinda asetik asit ile muamale sonucu ispanak drnekleri kritik
duyusal kabul edilebilirlik sinir degeri olan 5 puanin altinda puan almistir. Ancak diger
orneklerde 5 puan ve tlizerinde puanlar alindig1 igin ilgili inaktivasyon yontemlerinin
duyusal kabul edilebilirlik agisindan uygulanabilecegi ortaya ¢ikarilmistir. Nitekim
sonuclarimizla benzer sekilde farkli aragtirmacilar tarafindan organik asit ve ultrason
ile ilgili gerceklestirilen inaktivasyon denemelerinde bu yontemlerin iiriiniin duyusal
kalite Ozellikleri tizerindeki etkisinin Onemsiz oldugu veya olumsuz bir etki
yaratmadigi bildirilmistir (Sagong, vd., 2011; Nastou, vd., 2012; Bilek ve Turantas,
2013; Srey, vd., 2014; Jose, vd., 2014; Silveira, vd., 2018).

Ayrica genel olarak sonikasyon siiresi ve sicakligindaki artis ile birlikte duyusal
ozelliklerde de kayip gozlenmistir. 20°C’de 2 ve 5 dakika sonikasyon isleminde
inaktivasyon ¢ozeltisinin tiim duyusal 6zellikler iizerindeki etkisi istatistiksel olarak
genellikle 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). 40 ve 50°C’deki sonikasyon kosullarinda
duyusal 6zelliklerde degisim gozlenmis ve en begenilen 6rnekler laktik asit ve PBS ile
muamele edilen 6rnekler olurken en az begenilen 6rnek asetik asit ile muamele edilen
ornekler olmustur. Tim duyusal 6zellikler agisindan verilen puanlar incelendiginde
kontrol 6rnegi ve laktik asit ile muamele edilen 6rnekler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark olmadig1 gézlenmistir (p>0.05). Yukarida da agiklandig1 lizere laktik

asitin hafif bir asit olmas1 duyusal 6zelliklerin korunmasini saglamistir.

Genel izlenim agisindan 50°C’de 2 ve 5 dakika asetik asit muamelesi hari¢ diger tiim
inaktivasyon kosullarin etkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).
Koku ve tat 6zellikleri bakimindan 40°C’deki sonikasyon kosullarinda 5 dakika asetik
asit ile muamele edilen 6rnek daha az begenilmis ve bu fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). Ayrica 50°C’de asetik asit ile muamele edilen 6rneklerde

slirenin etkisi tat, koku ve tekstiir 6zellikleri agisindan 6nemli bulunmustur (p<0.05).

Neal, vd. (2010), 1spanak dekontaminasyonunda uygulanan iglemin renk, tat, aroma,
sertlik ve kayganlik gibi duyusal o6zelliklere zarar vermemesinin Onemini
vurgulamistir. Yaptiklari ¢alismada 1spanagin elektron 1sin1 iginlamasi ile organoleptik
Ozelliklerin  korunabildigini  bildirmislerdir. Bu durum duyusal 6zelliklerin

korunmasinda yeni yontemlerin 6nemini bir kez daha ortaya ¢ikarmustir. Finten vd. ise
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(2015), 1spanak yapraklarinda bulunan dogal mikrobiyotaya kars1 %0.5 sitrik asit ile

daldirmali yikamanin duyusal kaliteyi etkilemedigini bildirmislerdir.

Cizelge 4.3. Farkli kosullardaki sonikasyon uygulamasina maruz birakilan ispanaklarin duyusal

ozellikleri

Genel
Ornek Koku Renk Tat Tekstiir Sululuk [zlenim
2-20 8.50% 9.002 8.75P 8.752 8.75" 8.752
A2-20 8.50% 9.002 8.75P 9.002 9.002 9.002
L2-20 8.50% 9.002 8.00¢b2 8.50 8.50 8.752
K5-20 8.752 9.002 9.002 9.002 8.75" 9.002
A5-20 8.50% 8.502 7.75¢%2 8.50 8.50 8.5082
L5-20 9.002 9.002 8.25¢2 9.00? 9.00? 8.752
K2-40 9.002 9.002 8.25¢02 8.752 8.50 8.50?
A2-40 8.50% 9.002 8.25¢02 8.50 8.50 8.50?
L2-40 9.002 8.00 8.25¢b2 8.25m 8.75" 8.50?
K5-40 9.002 9.002 9.002 8.50 8.75" 9.00?
A5-40 7.75° 8.75% 7.00°¢ 8.00ba 8.00¢2 7.752
L5-40 9.00? 9.002 8.50b2 8.75? 8.75ba 9.0082
K2-50 8.50% 8.25% 8.00¢°k2 8.25ba 8.25ba 8.00?
A2-50 6.75° 7.00% 5.504 6.50°¢ 6.75° 6.25°
L2-50 8.00% 7.75b2 7.75%2 8.00ba 7.75%2 7.75%
K5-50 8.50% 8.502 8.00¢2 8.25" 8.25" 8.252
A5-50 6.25°¢ 6.50¢ 4.25¢ 5.00¢ 5.25¢ 5.50P
L5-50 7.75° 8.25% 7.50% 7.25% 7.50% 7.75%

a-e : Ayni siitunda fakli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir
(p<0.05).

4.5 Farkh Inaktivasyon Cozeltisi ve Sonikasyon Kosullarimin Ispanagin Hiicre

Yapis1 Uzerine Etkisi

Yaprakli sebzelerde dekontaminasyon islemlerinin yaprak dokusuna zarar verebilme
olasilig1 vardir. Nitekim inaktivasyon islemi se¢iminde yaprak dokusu veya hiicreleri
tizerinde kusur birakmamasi etkili olmaktadir (Ariffin, vd., 2017). Bu c¢alismada
sonikasyon islemlerinin yaprak dokusu {iizerindeki etkisini belirlemek igin
mikroskobik gozlemlere bagvurulmus (Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8) ve

mikroskobik gozlemler sonucu 6Olgiilen hiicre ¢aplar1 Cizelge 4.4’de gosterilmistir.
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Inaktivasyon ¢ozeltilerinin 1spanak hiicre caplar1 iizerindeki etkisi 20°C — 2
sonikasyona maruz birakilan 6rnek hari¢ istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur
(p>0.05). Sicaklik ve siirenin hiicre ¢ap1 tizerindeki etkisi PBS ile muamele edilen
orneklerin tiimiinde istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken laktik asit ve asetik asit ile
muamele edilen baz1 orneklerde onemli bulunmustur. Laktik asit ve asetik asit ile
muamele edilen 6rneklerde sicaklik ve siire artisi ile birlikte hiicre gaplariyla orantili
bir artis veya azalis durumu gézlenmemistir. Nitekim laktik asit ve asetik asit ile
muamele edilen orneklerde sicaklik ve siirenin hiicre ¢api ilizerine etkisi ¢cogunlukla
istatistiksel olarak énemsiz bulunmustur. Mikroskobik gozlemlere gore inaktivasyon
kosullarinin hiicre c¢apindan ziyade yesil renk dagilimi tizerinde etkisi oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar, sebzelerde inaktivasyon isleminden kaynakli renk
degisikliginin organik asitlerle, ultrasonikasyon kaynakli kavitasyonla, sicaklik ve
stire artig1 ile indiiklenebilecegi hipotezini desteklemistir (Jose, vd., 2014; Chen, vd.,
2020). Bitkisel dokulara yesil rengini veren madde klorofildir. Yesil sebzelerde
klorofil miktar1 ¢ceside gore ve uygulana gida isleme prosesine gore degisebilir. Yesil
yaprakli sebzelere uygulanan 1sil islem ile birlikte 1s1 etkisiyle klorofiller cesitli
tiirevlerine pargalanabilirler. Bu olay asit ortamda isinin etkisiyle daha da hizlh
gerceklesebilir. Asit ve 1s1 etkisiyle klorofillerin feofitinlere doniistimii ile kirli sar1 bir
renk olusumu gozlenebilirken; feoforbitlere doniisiimii ile kirli sar1 esmer renk
olusabilir. Hatta ilerleyen asamada feofitinden pirofeofitin ve feofirbitten ise
pirofeoforbit olusur ve bdylece kirli esmer renk olusur (Cemeroglu, vd., 2001).
Sekillerde de goriildiigi lizere ¢ogunlukla asetik asit ile muamele edilen 6rneklerde
olmak {izere sicaklik arttikca yesil renkte koyulasma goriilmiistiir. Ozellikle 50°C’de
5 dakika sonikasyon kosullarinda asetik asit, laktik asit ve PBS ile muamele edilen
orneklerde yesil renk dagilmis bir bigimde ve daha ¢ok gbzlenmistir. 50°C’de 5 dakika
sonikasyon kosullarinda dagilmis bir bi¢imde en yogun yesil renk asetik asit ile
muamele edilen 6rneklerde goriilmiis ve bunu sirasiyla laktik asit ve PBS ile muamele

edilen 6rnekler izlemistir.
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Cizelge 4.4 Farkli kosullardaki sonikasyon uygulamasina maruz birakilan 1spanaklarin hiicre boyutlari

(¢ap: pm)

Sonikasyon iglem Asetik asit (%2) Laktik asit (%2) Kontrol (PBS)

kosullar1

20 °C — 2 dakika 31.00£1.4124 31.50 £2.12% 21.00+ 1.41%8
40 °C — 2 dakika 27.00 £1.41%A 32.50 £0.71%A 28.00 £2.83%A
50 °C — 2 dakika 24.00 £1.41°A 30.00 +4.24%A 24.50 £2.12%A
20 °C - 5 dakika 30.00 £2.83%A 28.50 £0.71%A 25.50+ 0.71%A
40 °C - 5 dakika 27.00 +£2.83%A 25.50+ 0.715A 25.50+ 4.95A
50 °C — 5 dakika 28.00 £2.83%A 33.00+ 1.41%A 27.00+ 4.24%A

A-B: Ayni satirda fakl harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir
(p<0.05). a-b : Aym siitunda fakli harflerle gosterilen degerler arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemlidir (p<0.05).

Sekil 4.3 Farkli inaktivasyon ¢ozeltilerinde 20°C’de 2 dakika sonikasyon sonucu 1spanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.4 Farkli inaktivasyon ¢ozeltilerinde 40°C’de 2 dakika sonikasyon sonucu ispanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii
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Sekil 4.5 Farkli inaktivasyon ¢ozeltilerinde 50°C’de 2 dakika sonikasyon sonucu 1spanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.6 Farkli inaktivasyon ¢oézeltilerinde 20°C’°de 5 dakika sonikasyon sonucu ispanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii

Sekil 4.7 Farkli inaktivasyon ¢ozeltilerinde 40°C’de 5 dakika sonikasyon sonucu 1spanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii
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Sekil 4.8 Farkli inaktivasyon ¢ozeltilerinde 50°C’de 5 dakika sonikasyon sonucu 1spanak

yapraklarinin mikroskobik goriintiisii

5.SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda 1spanakta gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu iizerine farkli
kosullardaki ultrasonikasyon isleminin etkisi incelenmistir. Bu ¢aligma ile elde edilen

sonuclar ve Oneriler asagida siralanmistir.

- Ispanakta gelisen E. coli biyofilm inaktivasyonu iizerine sicaklik (20, 40 ve
50°C), siire (2 ve 5 dakika) ve inaktivasyon ¢ozeltisinin (PBS, laktik asit ve
asetik asit) etkisi istatistiksel olarak énemli (p<0.05) bulunmustur.

- Farkli kosullardaki sonikasyon islemi ile 1spanaktaki E. coli biyofilmi canl
hiicre sayisinda 1.02-6.03 log kob/cm? azalis meydana gelmistir. Ayrica canli
hiicre sayisi verilerine dayali yiizde E. coli biyofilm inaktivasyon orani %11.82
ve %69.76 degerleri arasinda degismistir.

- Ispanakta en yiiksek E. coli biyofilm inaktivasyonu (6.03 log kob/cm?) 50°C’de
5 dakika sonikasyon kosullarinda laktik asit muamelesi ile saglanirken en
diisiik biyofilm inaktivasyonu (1.02 log kob/cm?) 20°C’de 2 dakika sonikasyon
kosullarinda PBS muamelesi ile saglanmistir.

- Coklu dogrusal regresyon analizine gore sicaklik, siire ve ¢ozelti gibi bagimsiz
degiskenler birlikte 1spanaktaki E. coli biyofilm inaktivasyon oranindaki
degisimin %72’sini agiklamaktadir.

- Standartlagtirilmis regresyon katsayilarina gore, bagimsiz degiskenlerin
biyofilm inaktivasyon orani iizerindeki goreli onem sirasi, sicaklik (=0.660),
cozelti (P=0.469) ve siire (B=0.266) olarak belirtilmistir. Regresyon

katsayilarinin anlamlilik testleri goz oniine alindiginda, bagimsiz degiskenlerin

40



hepsinin (sicaklik, siire ve ¢ozelti) inaktivasyon orani lizerinde 6nemli etkisinin
(p<0.01) oldugu gorilmiistiir

Duyusal o6zellikler agisindan genellikle en begenilen 6rnek PBS (kontrol
ornegi) ve laktik asit ile muamele edilen ornekler olurken en az begenilen
ornekler asetik asit ile muamele edilen Ornekler olmustur. Sonikasyon
sicakliginin artisi ile birlikte duyusal begenide genellikle diislis olmustur. Tim
ornekler igerisinde en az begenilen 6rnek 50°C’de asetik asit ile muamele
edilen 6rnek olmus ve tat 6zelligi bakimindan duyusal kabul kriter degerinin
(5 puan) altinda puan (4.25) almustir.

Mikroskobik gozlemlere gore inaktivasyon kosullariin hiicre capindan ziyade
yesil renk dagilimi lizerinde etkisi oldugu goriilmiistiir. Agirlikli olarak asetik
asit ile muamele edilen 6rneklerde olmak iizere sicaklik arttikca yesil rengin
dagildig1 ve daha belirgin hale geldigi goriilmistiir.

Bu c¢alismanin devaminda duyusal kalite 6zelliklerini bozmayacak sekilde
daha fazla sayida sicaklik ve siire araliklarinin ve ozellikle de ylizde yiiz
inaktivasyon saglayacak parametrelerin denenmesinde fayda goriilmektedir.
Faktorlerin arttirildigi matematiksel modeller inaktivasyon tahmin boyutunun
gelistirilmesi agisindan dnemlidir. Ayrica farkli meyve ve sebzelerdeki patojen
biyofilm riski lizerinde ¢alismaya devam edilmelidir.

Daha sonraki ¢aligmalarda renk ve tekstiirel dzelliklerin daha ayrintili olarak
ilgili analizlerle desteklenmesini Onerilir. Ayrica Inaktivasyon isleminin
1spanak dokusu ve hiicreleri iizerindeki etkisini daha detayli gézlemlemek i¢in
elektron mikroskobuna dayali gozlemler yapilmasinda da fayda goriilmektedir.
Gida endiistrisinde gida giivenligini tehlikeye diisiirme potansiyeli olan diger
gida kaynakli patojen biyofilmleri lizerinde de benzer ¢aligmalar yapilmali ve
boylece hem gida endiistrisinin hem de gida alaninda c¢alisan devlet

kurumlarinin yararina olan veriler saglanmalidir.
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