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Arastirma iki farkli asamada gerceklestirilmistir. Ik asamada, kiyma ve kofte ortaminda
E. coli igin D degerleri sirasiyla 0,296 ve 0,233 kGy ve buna karsilik gelen bagil
radyasyon duyarliligi (RRS) katsayilar1 sirasiyla 1,00 ve 1,27 olarak belirlenmistir.
S. aureus i¢in D degerleri kiyma ve kofte ortaminda sirasiyla 0,409 ve 0,430 kGy ve
buna karsilik gelen RRS katsayilari sirasiyla 1,00 ve 0,95 olarak bulunmustur. Kofte
harci ilavesi E. coli’nin radyasyon duyarliliginda 1,27 kat artisa neden olurken,
S. aureus i¢in radyasyon direncinde 0,95 kat artisa neden olmustur. Ikinci asamada, ilk
asamada hesaplanan D degerlerinden yola ¢ikilarak belli bir dozda 1silanan kiyma ve
kofte numunesinde E. coli ve S. aureus sayimlart genel (Tryptic Soy Agar) ve selektif
besiyerinde (Violet Red Bile Lactose Agar, Baird Parker Agar) gergeklestirilmistir.
Segici ve genel ortamdaki sayim sonuglarinin karsilastirilmasi sonucu E. coli ve
S. aureus icin subletal hasar belirlenmistir. Isinlama sonucu canliligini siirdiiren
hiicrelerin ayni uygulama ortaminda tutulmasi subletal hasarli hiicre popiilasyonunda
inaktivasyona neden olmustur. Depolama siiresince inaktivasyon diizeyinin artmast,
hasarin onarilamadigin1 ve secici ortamdaki maddelere karsi hassasiyeti gostermistir.
Caligmada hasar gormiis mikroorganizmalar Replika Plate (RP) yontemi ile
saptanmustir. Genel besiyerini igeren orjinal Petri kutusu ile segici besiyerini igeren
ikinci Petri kutusundaki ayni konumdaki koloniler karsilastirilmistir. Subletal hasarli
hiicreler secici besiyerindeki maddelere karsi hassas hale gelmektedir. RP yontemi
1sinlama ile hasar goren hiicrelerin geri kazaniminda segici besiyerine gore daha etkili
ve genel besiyeri kadar etkili bulunmustur. RP Petri kutularinda inkiibasyonu takiben
hasarli E. coli ve S. aureus hiicrelerinin onarildig1 ve besiyerinde koloni olusturdugu
gbzlenmistir. Subletal hasarin onarilmasi i¢in optimum ¢evresel kosullara gerek
duyulmaktadir. Isinlama ile kombine uygulanacak yontemlerde, hiicre hasarinin
onarilmasi1 engellenmeli ya da cevresel faktorlere gosterdigi hassasiyet goz Oniinde
bulundurularak hasarli hiicrelerin inaktivasyonunu saglayacak kosullar olusturulmalidir.
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This study consists of two parts. In the first part of the study, D values of E. coli in
minced meat and meatball were found to be 0.296 and 0.233 kGy, respectively and
corresponding relative radiation sensitivity (RRS) coefficients were 1.00 and 1.27. D
values of S. aureus in minced meat and meatball were found to be 0.409 and 0.430 kGy,
respectively and corresponding RRS coefficients were 1.00 and 0.95. The spice mix
increased the radiation sensitivity by 1.27 times for E. coli and increased the radiation
resistance of S. aureus by 0.95 times. In the second part of the study, considering the D
values found in the first part, minced meat and meatball were irradiated and E. coli and
S. aureus counts were estimated by plating in non-selective (Tryptic Soy Agar) and
selective media (Violet Red Bile Lactose Agar, Baird Parker Agar). Sublethally injured
cells were estimated by the difference in the number of survivors obtained after plating
treated cells in both media. Keeping survivors in the same treatment medium caused the
inactivation of sublethally injured cell population. Increase in activation level during
storage showed inability of cell to repair damage and sensitivity to the substances in the
selective medium. Sublethally injured cells were detected by Replica Plate (RP)
technique. The master Plate containing the non-selective medium was compared with
the secondary Plate containing the selective medium, with respect to the colonies at the
same location. Sublethally injured cells become sensitive to the substances on that
secondary Plate. RP technique had better recovery capacity than the selective medium
and was as effective as the non-selective medium in recovery of sublethally damaged
cells. Following incubation of RP Plates, sublethally damaged E. coli and S. aureus
cells were repaired and formed colonies on the selective medium. Optimum
environmental conditions are necessary for the repair of sublethal damage. In combined
processes involving irradiation, repair of cells has to be prevented or considering the
environmental sensitivity of sublethally injured cells, conditions for cellular inactivation
have to be provided.

June 2010, 91 pages
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1. GIRIS

Mikrobiyel kontaminasyon gida endiistrisi, kontrol kuruluslar1 ve tiiketiciler agisindan
onemli bir konudur. Kontamine gida, saglik harcamalari, verim diistikliigt, tiretim kayb1
ve hukuksal islemleri igeren ¢ok biiyiik ekonomik kayiplarin kaynagidir. ABD’de her
yil 76 milyon kisinin gida kaynakli infeksiyon gecirdigi tahmin edilmektedir
(Anonymous 2008). Gida kaynakli patojenlerin yayginligi, kayitlara gecen vakalarin ve

salginlarin say1s1 oldukga yiiksektir.

Avrupa Gida Sagligir Otoritesi (EFSA)’nin 2007 verilerine gore Avrupa Birligi iiye
ilkelerinde 39.727 kisi gida kaynakli salginlardan etkilenmis; bunlardan 3.291 kisinin
hastanede tedavi oldugu ve 19 kisinin 6ldigi kayitlara gecmistir. Salmonella,
Campylobacter ve E. coli vakalar1 en sik rastlanilanlar arasindadir. Yersinia, Listeria,
Shigella, Enterobacter ve Citrobacter kaynakli rapor edilen vaka sayisi daha azdir
(Anonymous 2009).

Gidalarla insanlara gegen hastaliklarin Onlenmesi ve gidalarda mikrobiyolojik
bozulmalarin geciktirilmesi veya tamamen engellenmesi icin ¢esitli muhafaza
yontemleri kullanilmaktadir. Gidalarin muhafazasinda ilkeler, mikroorganizmalarin
kontrol altina alinmasi i¢in bulagsmanin  Onlenmesi, mikroorganizmalarin
uzaklastirilmasi, mikrobiyel gelismenin engellenmesi ve/veya mikroorganizmalarin
elimine edilmesidir. Gida iiretiminde kayiplar1 azaltacak, raf omriinii artiracak ve
giivenilirligi saglayacak 1sinlama, yiiksek basing ve vurgulu elektrik alan uygulamasi

gibi yeni yoéntemlerin kullanimu ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir (Unliitiirk 1999).

Gidada hasar gormiis mikroorganizmalarin varhi§i ve kiiltiire edilme sirasinda geri
kazanimi onemlidir. Mikrobiyel hasar, canlandirmay:1 takiben mikroorganizmanin
normal duruma ge¢mesidir. Sicaklik, dondurma ve sogutma, kurutma, dondurarak
kurutma, 1ginlama, asitlik, koruyucular ve kimyasallar, mikroorganizmalarda hasara yol
acabilir. Sadece islem degil, depolama kosullar1 da mikroorganizmalarda strese yol
acmaktadir. Hasarli mikroorganizmalarin gelisme gereksinmeleri hasar almayanlara

gore daha fazladir ve izolasyonlarinda kullanilan segici besiyerlerinde gelisme



gostermezler. Uygun gelisme kosullar1 altinda hasarli hiicreler, hiicresel hasar1 onarir ve
patojenite dahil olmak tizere normal Ozelliklerini geri kazanirlar. Subletal hasar ve
onarim, gida kaynakli mikroorganizmalarin belirlenmesi ve degerlendirilmesi ile uygun

gida muhafaza yontemlerinin se¢ilmesinde dnemlidir (Temiz 1999).

Hasar gormiis mikroorganizmalar gida giivenliginde potansiyel tehlikedir. Hasarli
mikroorganizmalarin belirlenmesi, tiiketicinin korunmasi ve giivenli gidanin sunulmasi
icin gereklidir. Hasarli hiicreler, selektif gelisme ortamlarinda gelisemedikleri igin
canlandirma veya sec¢ici olmayan ortamlarda hasarli hiicrelerin onarilmasi basamagi
secici degerlendirmede yer almalidir. Hasar goérmiis hiicrelerin varliginin belirlenmesi,
son lrlin kalitesi ve giivenligi icin ¢ok Onemlidir. Hizli analiz yontemlerinin
gelistirilmesinde hasarli ve normal mikroorganizmalarin belirlenmesi ve sahte pozitif
veya sahte negatif sonuglarin engellenmesi i¢in canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesi

onemlidir (Ray 1996).

Gida muhafazasinda i1sinlama, gidanin belirli dozdaki iyonlastirici radyasyona maruz
birakildig: fiziksel bir uygulamadir ve gliniimiizde 40 tilkede 60 farkli gida iirlinii igin
kullanilmaktadir. Kaliteli hammadde kullanimi ve dogru {iretim uygulamalar1 (GMP) ile
birlikte uygulandiginda, gidanin kalitesi, besleyici degeri ve raf dmrii gibi nitelikleri
acisindan olumlu sonuglar elde edilmektedir. Gida 1sinlamada; bdcek infestasyonunun
kontrol edilmesi, patojen ve/veya bozulma etmeni mikroorganizmalarin sayisinin
azaltilmas1 ve taze iirlinde olgunlagsma, ¢imlenme veya filizlenme gibi dogal biyolojik
olaylarin ertelenmesi veya elimine edilmesi hedeflenmektedir. E. coli O157:H7, L.
monocytogenes, Salmonella spp. ve Vibrio spp. gibi bilinen mikrobiyel patojenlerin
elimine edilmesinde 1simmlama oldukca etkilidir. Isinlama, gidalarda mikrobiyel
inaktivasyona bagli bir koruma saglarken oOnemli bir sicaklik artist meydana
gelmemekte; bu nedenle 1s1nlama, soguk pastdrizasyon veya soguk sterilizasyon olarak

da tanimlanmaktadir (Farkas 2006).

Radyasyon, su molekiillerini iyonlastirdiginda olusan serbest gecici radikaller ile
genetik materyalin tepkimeye girmesi sonucunda, iyonlastirict radyasyon ile

inaktivasyon olusmaktadir. Bu islemle DNA’nin tek iplik¢iginde veya cift iplik¢iginde



kirilmalar gozlenir. DNA hasarina ek olarak, iyonlastiric1 radyasyonun membran ve
diger yapilar1 etkileyerek subletal hasara neden oldugu  gosterilmistir.
Mikroorganizmalarin radyasyon direngliligini bircok cevresel faktor etkilemektedir.
Uygulanan 1sinlama dozunun etkinliginde mikroorganizmalarin bulundugu ortamin
bilesimi O6nemli rol oynamaktadir. Genel olarak ortamin kompleksligi arttikga,
ortamdaki sudan olusan serbest radikaller i¢in ortamdaki diger bilesenlerin rekabeti
artmakta, 1smlama ile olusan molekiiller aktive olmakta ve bu durum

mikroorganizmalar i¢in koruyucu etki olusturmaktadir (Dickson 2001).

Baharat, gidada aroma ve gevreklik ajani olarak geleneksel kullaniminin yaninda ugucu
yaglar1 ve oleorezinleri gibi temel bilesenlerinden kaynaklanan antimikrobiyel ve
antioksidan ozelliklerinden dolay1 popiilerdir. Isinlama ile diger uygulamalar kombine
uygulandiginda, 1smmlama sonucu canli kalan mikroorganizmalar islem gormemis
hiicrelere gore sicaklik, pH, besin maddesi gibi ortam kosullarina daha duyarli hale
gelir. Isinlama ve esansiyel yag veya saf aktif bilesenlerin kombine uygulamasi ile daha

fazla antimikrobiyel etki gézlenmektedir (Lacroix ve Chiasson 2004).

Bu calismada, sigir kiymasinda i1sinlama uygulamasi ve baharat karigimi ilavesinin
E. coli ve S. aureus iizerindeki hasar etkisinin arastirllmasi amaciyla depolama
deneyleri yapilmistir. Subletal hasarin diizeyi, se¢ici olmayan besiyerinden elde edilen
sayim sonucu ile secici besiyerinden elde edilen sayim sonucu arasindaki fark olarak
ifade edilmistir. Calismada hasar gérmiis mikroorganizmalar Replika Plate yontemi ile
saptanmustir. Segici olmayan besiyerini i¢eren orijinal Petri kutusu ile secici besiyerini
iceren ikinci Petri kutusundaki ayni konumdaki koloniler karsilagtirilmistir. Subletal
hasarli hiicreler segici besiyerindeki maddelere karsi hassas hale gelmektedir. Gida
muhafazasinda 1sinlama ile kombine uygulanacak yontemlerde, hiicre hasarinin
onarilmasi engellenmeli ya da mikroorganizmanin c¢evresel faktorlere gosterdigi
hassasiyet goz Onlinde bulundurularak hasarli hiicrelerin inaktivasyonunu saglayacak

kosullar olusturulmalidir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Isinlama

Isinlama teknolojisi, Wilhelm Conrad Rontgen tarafindan X 1sinlarinin kesfinden bir yil
sonra 1897 yilinda &nerilmis ve 1905 yilinda Ingiltere'de patent almistir. 1940-1960
yillarinda aragtirmalar ABD Askeri Laboratuvari'nda orduya steril konserve temin
edilmesi amaciyla siirdiiriilmiistiir. 1962 yilinda ordu i¢in ilk gida 1sinlama igletmesi
kurulmus ve 1963 yilinda ABD Tarim Dairesi (USDA) bugday ve bugday unu
dekontaminasyonu i¢in ilk gida 1sinlama kurallarin1 yayinlamistir (Aymerich vd. 2008).
Domuz karkasinda Trichinella spiralis inaktivasyonu ic¢in 1985 yilinda USDA
tarafindan et 1ginlamasi konusunda ilk kurallar agiklanmis ve 1997 yilinda kirmiz1 etin
1sinlanmasina izin verilmistir. Basta E. coli O157:H7 olmak iizere pek ¢ok patojenin
eliminasyonu i¢in 1sinlama kullanilmakta ve 1sinlamanin gidalar i¢in kayda deger bir
hijyen giivencesi saglayacagi ¢esitli arastirmalar ile gosterilmistir (Halkman vd. 2001).
2003 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan Kodeks
Alimentarius'da 1s1mnlama tesvik edilmis ve ABD, Latin Amerika, Misir ve Cin'in dahil

oldugu 50 iilkede kabul edilmistir.

Isinlama, gidanin kontrollii iyonlastirici radyasyon kaynagina maruz birakildigi bir
uygulamadir. Radyasyon dozu Gray (Gy, 1 Gy=100 rad) olarak ifade edilmektedir.
Islemin hedefine uygun olarak gida, genelde 50 Gy ile 10 kGy doz araliginda
isinlanmaktadir. Diigiik doz uygulamasi (<1 kGy) esasen lirliniin olgunlagmasinin
geciktirilmesi, boceklerin Oldiiriilmesi ve diger yiliksek yapili organizmalarin
Oldiirtilmesi veya zayiflatilmasi amacina yoneliktir. Orta doz 1smlama (1-10 kGy)
gidanin pastorizasyonunu hedefler ve raf omriinii uzatir. Yiiksek doz isinlamada ise

(>10 kGy), gidanin sterilizasyonu amaglanmaktadir (Shea 2000).

2.1.1 Isinlamada kullanilan radyasyon kaynaklari

Iyonlastiric1 radyasyon, bir atomdan bir veya daha fazla elektron uzaklastirilmasi

sonucunda olugmakta ve gama 1sinlari, yiiksek enerji elektronu olarak adlandirilan



elektron demeti ve X-1s1nlar1 olmak lizere ii¢ ayri teknik ile tiretilmektedir (Cizelge 2.1).

Gama 1sinlar1 5,27 yil yarilanma siiresine sahip Kobalt 60 (Co-60) ve 30,19 yil
yarilanma siiresine sahip Sezyum 137 (Cs-137) radyoniiklitleri tarafindan tiretilir. Daha
giicli gama 1sinlarina sahip olmasi ve suda ¢Oziinmemesi nedeniyle 1sinlama

tesislerinde genellikle Co-60 kullanilmaktadir (O’Bryan vd. 2008).

Cizelge 2.1 Gida 1sinlamada kullanilan radyasyon kaynaklarinin penetrasyon
etkinlikleri (Aymerich vd. 2008)

Gama 1s1nlar1 X-1smlart  Elektron demeti
Gii¢ kaynagi (kW) ~50 25 35
Kaynak enerjisi (MeV) 1,33 5 5-10
Islem hiz1 (ton/saat)* 12 10 5-10
Penetrasyon derinligi (cm)  80-100 80-100 8-10
Doz dagilim orani ~ 1.7 ~1.5 Orta
Doz hiz1 (kGy/saat) Diisiik Yiiksek Yiiksek

* 4 kGy doz hizina ulagilmasi i¢in islem hizi

Elektron demetleri, ticari elektron hizlandiricilar: tarafindan olusur. Elektrikli cihazlar
gibi kullanilmakta ve calistirlmasina gerek olmayinca kapatildigindan ekonomiktir.
Siirli penetrasyon kapasitesine sahip olduklari i¢in, tohum gibi kii¢iik materyal veya

yilizey dekontaminasyonunda kullanilmaktadir.

X 1sinlari, hizla hareket eden elektronlar metal bir nesneye carptiklarinda iiretilir. Eger
hedef tantalum veya platinyum ise, 1 MeV enerjiye sahip giiclii X 1sinlar iiretilir. Gida
1isinlamada ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA) ve Avrupa Birligi maksimum 5 MeV
enerjiye sahip X-isinlarinin kullanimini 6nermis ve daha sonra FDA 2004 yilinda
degisiklik yaparak maksimum 7,5 MeV enerjiye izin vermistir. X 1smlar1 ile gida
1sinlamada paketlenmis et iriinleri yiiksek kapasitede islenirken, ekonomik acidan

yiiksek yatirim ve isletme maliyeti gerektirmektedir (Borsa 2006).



Tirkiye’de ikisi ticari ve bir tanesi daha ¢ok arastirma amagli olarak calisan {i¢c adet
1sinlama tesisi bulunmaktadir. Gamma-Pak Isinlama Tesisi Cerkezkdy’de kurulmustur
ve 1s1nlama cihazinda kaynak olarak metal seklinde 101 PBq (3.000.000 Ci) kapasiteli
cift kapsiillii Co-60 radyoaktif kaynak kalemleri kullanilmaktadir. Tiirkiye Atom
Enerjisi Kurumu (TAEK)’ na ait sterilizasyon tesisi Macar Bilimler Akademisi izotop
Enstitiisii tarafindan 1993 yilinda kurulmustur. SVST Co-60-1 model ve IV. Smif tote-
box (1s1nlama kutusu) tipi siirekli ve kesikli isletim moduna gore calisabilen bir gama
1sinlama tesisidir. Radyoaktif madde sizdirmaz sekilde kaplanmis Co-60 kaynak
kalemlerinden olusmakta ve kaynak aktivitesi ise 172 kCi’dir (Siyakus 2004).

1980 yilinda 1simnlanmis gidanin Sekil 2.1°deki radura sembolii ile belirtilmesi
FAO-IAEA-WHO Ortak Uzmanlar Komitesinin karariyla kabul edilmis ve bu sembol
ilk kez Hollanda’da daha sonra da Giiney Afrika, ABD ve Kanada’da kullanilmistir.
Daha sonra tiiketicinin 1ginlanmis giday1 daha iyi belirleyebilmesi i¢in FDA tarafindan
gida ambalajlarinda radura sembolu ile birlikte ‘Treated with Radiation’ veya ‘Treated

by Radiation’ gibi ibarelerin kullanilmasina karar verilmistir (Smith ve Pillai 2004).

Sekil 2.1 Isinlama isleminin uygulandigini gosteren ‘radura’ sembolii (yesil renkte)

Tiirkiye’de Gida Isinlama Yonetmeligi, 6 Kasim 1999 tarihinde 23868 sayili Resmi
Gazete’de yayinlanmis ve 15 Ekim 2002 ve 19 Aralik 2003 tarihlerinde iki degisiklik
gecirmistir. Yonetmeligin amaci, gida 1sinlama tesislerinin kurulmasi ile bu tesislere
lisans verilmesini, gida maddelerinin tiretiminde kullanilan her tiirlii ham ve yardime1
madde ile mamul ve yari mamul gida maddelerinin teknigine uygun olarak
1sinlanmasini, 1smmlanmis gidalarin tiiketimine arzi, denetlenme esas ve usullerini
belirlemektir. Bu yonetmelik; gida maddelerini 1sinlama esas ve usulleri ile gida

1sinlama tesislerinin kuruluglar1 ve 1ginlanmis gidalarin pazarlanmasina iliskin; lisans,



izin, tescil, istthdam, kontrol, denetim, ithalat ve ihracata dair esas ve usulleri kapsar.
Ancak, tibbi gozetim altinda steril diyet ihtiyact duyan hastalar icin hazirlanmis

1sinlanmis gida maddelerini kapsamaz (Anonim 1999).

Tiirkiye’de, bagta baharat olmak tizere, kurutulmus sebzeler ve bazi kuru yemisler
(badem, hurma, c¢am fistig1, kus iizlimii, vb.) 1sinlama yontemi ile muhafaza
edilmektedir. Balik, karides ve kurbaga bacagi gibi 6énemli ihracat potansiyeline sahip
tiriinlerin  ihracatinda  karsilagilan sorunlar 1sinlama  teknolojisi  kullanilarak

¢oziilmektedir (Alkan 2003).

2.1.2 Gida teknolojisinde 151nlama uygulamasi

Gida muhafazasinda, 1sinlama radurizasyon, radisidasyon ve radappertizasyon olmak
lizere lic uygulama ile tanimlanir (Diehl 1990, Farkas 2001, Abbas 2002). Cizelge
2.2'de gida gruplarina gore radurizasyon, radisidasyon ve radappertizasyon ornekleri

verilmigtir.

Cizelge 2.2 Gida 1s1nlamada ¢esitli uygulamalar i¢in gerekli dozlar (Farkas 2001)

Uygulama Gerekli doz (kGy)
Radurizasyon ( meyve, sebze, et, tavuk, balik) 0,5-10
Radisidasyon (dondurulmus et, tavuk, yumurta, 3,0-10

diger gida ve yemler)

Radappertizasyon (et, tavuk, balik iiriinleri) 25-60

Radurizasyon, bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin sayisinin azaltilmasini ve
gidalarin buzdolabindaki raf 6mriinlin uzatilmasini hedefler. Bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar elimine edilirken, 1sinlamaya diren¢li mikroorganizmalar
(Moraxella, laktik asit bakterileri ve mayalar) canli kalir. Soguk depolama siiresince,
canli kalan mikroorganizmalar daha yavas gelisir ve buna bagli olarak bu triinlerin raf
Omrii 1simmlanmamis olanlara gore 3-4 misli daha uzundur. Paketleme sekli 6nemlidir,

anaerobik paketlemede laktik asit bakterileri ve mayalar baskin floray1 olusturur.



Radisidasyon, spor olusturmayan, canli patojenik mikroorganizmalarin ve parazitlerin
sayisin1 azaltmak i¢in yapilan uygulamadir. Radisidasyon uygulamasi ile de bozulmaya

neden olan mikroorganizmalarin sayis1 azaltilarak gidalarin raf 6mrii uzatilmaktadir.

Radappertizasyon, gidada bulunan mikroorganizmalarin ¢ok azini yasayabilir durumda
birakan ve tamamen yok etmek icin gerekli olan dozun gidaya uygulanmasi islemidir.
Bu uygulamada ozellikle radyasyona direncli bakteri sporlarinin  kontrolii
amaclanmaktadir. Radappertizasyon icin gerekli 1sinlama dozu 1simnlamaya en direngli
mikroorganizma baz alinarak hesaplanir. Asitligi ve tuz konsantrasyonu diisiik olan
gidalarda Clostridium botulinum Tip A sporlar1 hedef alinir. Giivenli radappertizasyon
prosesi i¢in bu sporlar hedef alindiginda desimal indirgeme diizeyi 12 D'dir ve bu

indirgenme 45-50 kGy ile saglanmaktadir (Diehl 1990, Farkas 2001, Abbas 2002).

Genel olarak gidalarda maksimum uygulanan 10 kGy, diisiik miktarda enerjiyi temsil
eder ve suyun sicakliginin 2,4 °C yiikselmesine es degerdir. Bu nedenle, 1sinlama 1s1l
olmayan teknolojidir ve 1s1l yontemlerle kiyaslandiginda et ve et iiriinlerinin tazeligini

ve besinsel kalitesini korumaktadir (Farkas 2006).

Tiim gidalarin 1sinlama ile muhafazasi uygun degildir. Ornegin, baz1 meyvelerde
1sinlama uygulamasi ile yumusama ve renk kaybi gozlenebilir. Baz1 proteinli gidalarda
1sinlama sonucu istenmeyen tat-koku olusabilir. Temel olarak baharat, kanath ve
kirmizi et, yumurta {irtinleri ve deniz iiriinleri radyasyon ile dekontamine edilir. Donmus
gidalara da radyasyon ile dekontaminasyon uygulanabilir. Yeni arastirma ve gelistirme
caligmalari, minimal islem gormiis taze {iriin ve sogukta muhafaza edilen gidalarin

1sinlanmasina yonelmistir (Farkas 2006).

Isinlama sonucu gidada kimyasal veya diger radyasyonla indiiklenen degisimler
minimum diizeyde iken absorblanan dozun fonksiyonu olarak da birtakim koruyucu

etkiler gozlenmektedir (Cizelge 2.3).



Cizelge 2.3 Gida 1s1nlamada degisik uygulamalar i¢in doz gereksinimleri

(Farkas 2006)
Koruyucu etkiler ve uygulama tipleri Doz gereksinimleri (kGy)
Boceklerin dldiiriilmesi (gidanin disinfestasyonu) 0,2-0,8
Gida kaynakli parazitlerin tiremesinin engellenmesi 0,1-3,0
Mikrobiyel popiilasyonun azaltilarak gidanin raf 0,5-5,0

Oomriiniin uzatilmasi, bazi meyvelerde ve sebzelerde
olgunlagmanin geciktirilmesi

Taze ve dondurulmus gidada spor olusturmayan patojen 1,0-7,0
mikroorganizmalarin (virlisler hari¢) elimine edilmesi

Kuru gida bilesenlerinde mikrobiyel popiilasyonun 3,0-10
eliminasyonu veya azaltilmasi

Et iirlinleri ve tiketime hazir gidalarda isinlamanin uygulanabilirligi kanitlanmis ve
bircok arastirmada da belirtilmistir. Isinlama, E. coli O157:H7, L. monocytogenes,
S. aureus, Salmonella spp. gibi gida kaynakli patojenlerin varligini etkili bir sekilde
kontrol etmekte, ayrica et ve et iirlinlerinde maya ve kiifler etkili bir sekilde elimine

edilmektedir (Cizelge 2.4), (Aymerich vd. 2008).

Cizelge 2.4 Et tirtinlerinde 1sinlamanin etkinligi (Aymerich vd. 2008)

‘ . Canlilikta
Mikroorganizma Kaynak 5 log azalma Kaynak
icin doz hiz1
L. monocytogenes- Tiiketime Gama 2.45-3.75kGy  Sommers vd. 2004
hazir et yemekleri *
E. coli (KCTC)- Marine Gama 3.0 kGy Jo vd. 2004
edilmis s181r pirzolasi
Salmonella spp.- Tavsan eti Gama 3.0 kGy Badr 2005
FBP-Kiirlenmis kuru jambon  Elektron demeti ~ 5.0-5.4 kGy Cava vd. 2005
FBP"- Fileto Carrasco vd. 2005
FBP"-Tiiketime hazir Gama 1.8-3.0 kGy Sommers ve Boyd
yemekler 2006

“Baharatli sosis, etli salamli makarna, jambon ve hindi eti
® E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella spp.
¢ Baharatli sosis, sigir cheeseburger, vejeteryan cheeseburger



Al-Bachir ve Mehio (2001) 0, 1, 2, 3 ve 4 kGy’de gama kaynaginda 1sinlanan etin raf
Omriinii incelemistir. Isinlanmis ve 1smlanmamis Ornekler buzdolabi sicakliginda
(1-4 °C) 14 hafta depolanmustir. Isinlamanin mikroorganizma sayisini azalttifi ve
kontrol 6rneklerinde belirlenen 10 haftalik raf dmriinii 1s1nlanmis 6rneklerde 14 haftaya
uzattigi gozlenmistir. Isinlanmis ve 1simnlanmamis 6rneklerde tat ve koku bakimindan
belirgin farklar bulunmamistir. Kiymada D degerleri E. coli tip 1 i¢in 0,59-0,57 kGy ve
E. coli O157 serotipi icin 0,46 kGy olarak tespit edilmistir. O157 serotipinin
eliminasyonunda isinlamanin etkinliginin gosterilmesinde E. coli tip 1’in yeterli bir

indikator olacagi onerilmistir (Halkman vd. 2000).

Vakum paketlenmis ve 1simlanmis taze sigir kiymasinda 1,5 kGy ve 2,5 kGy 1sinlama
dozlar raf dmriinde sirasiyla 15 ve 21 giinden fazla artisa yol agmistir. Isinlanmamis
vakum paketlenmis sigir kiymasinin raf omrii sadece 4 giindiir (Monk vd. 1995).
Dempster (1985) 1smlanmis sigir etinin 2 °C’de depolandiginda raf dmriiniin 23 giin

oldugunu belirlemistir. Isinlanmamis kontrol 6rneklerindeki raf dmriintin 4-5 katidir.

Kamat ve Nair (1995) dondurulmus paketlenmis taze tavuk etinden 10° kob/g
diizeyindeki L. monocytogenes eliminasyonu i¢in 3 kGy i1simnlama dozunun gerekli
oldugunu bulmustur. Fu vd. (1995) biftek ve sigir kiymasinda isinlama sonrasi
L. monocytogenes, Y. enterocolitica ve E. coli O157:H7 canliligini incelemis ve kalite
degisimlerini belirlemistir. Bu arastirmada 1sinlama dozunun veya depolama
sicakliginin patojen canliligina etkisinin olmadigrt ve pH veya renk icin de fark
gozlenmemistir. Orta doz 1sinlama (2 kGy) L. monocytogenes sayisini 5 log birimi

azaldig1 ve 7 °C’de depolanan orneklerde belirgin gelisme gézlenmemistir.

Gida kaynakli patojenlerin kontroliinde, ambalajlanmis iiriiniin islenmesinde ve
tilkketimden Onceki olasi capraz kontaminasyonun engellenmesindeki etkinliginden
dolayi, gida giivenligi otoriteleri ve bilim adamlar1 et ve kanath isleme i¢in hazirlanan
HACCP (Tehlike Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1) sisteminde 1sinlamay1 etkili bir
kritik kontrol noktasi olarak gormektedir (Satin 2002).
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2.1.3 Mikroorganizmalarin radyasyon ile inaktivasyonu

Mikroorganizmalarin radyasyon duyarliligindaki farklar, kimyasal ve fiziksel yapilari
ve radyasyon hasar1 onarim mekanizmalar1 ile iligkilidir. Gidada mikroorganizmalarin
kontrolii i¢in gereken radyasyon enerjisinin miktari, mevcut tiirlerin direncine ve
sayisina baghdir. Mikroorganizmalarin dogal O6zelliklerinin yaninda, bulunduklari
ortamin bilesimi, nem miktari, 1sinlama sirasindaki sicaklik, oksijen varligi veya
yoklugu gibi c¢evresel faktorler belirgin olarak 6zellikle vejetatif hiicrelerde radyasyon
direncini etkiler. Isinlamada, gidaya uygulanacak gercek doz, teknolojik olarak gerekli
doz olmali ve gidanin fiziksel ve kimyasal 06zelliklerinde kabul edilemeyecek
degisimlere neden olmamalidir (Sadecka 2007, Smith ve Pillai 2004). Isinlama ile
mikrobiyel inaktivasyona etki eden faktorler ¢izelge 2.5’te Ozetlenmistir (Manas ve

Pagan 2005).

Cizelge 2.5 Isinlama ile mikrobiyel inaktivasyona etki eden faktorler

(Manas ve Pagan 2005)

Faktorler Isinlama

Islem parametreleri Doz (kGy)
Sicaklik

Mikrobiyel karakteristikler

Direng Viriisler > Sporlar > Kiif ve mayalar >
Gram pozitif vejetatif bakteriler > Gram
negatif bakteriler

Spor inaktivasyonu Yiiksek dozlarda

Tiirler aras1 fark Orta

Uriin karakteristikleri Oksijen
Kompozisyon

Su aktivitesi

Gidalarda 1ginlamanin etkili bir sekilde uygulanmasiin temeli, hiicre bdliinmesi
sirasinda DNA sentezini inhibe etmesine dayanmaktadir. Canli hiicrede radyasyon
sonrasi olusan genetik hasar ¢cogalmay1 engeller ve hiicredeki bircok yasamsal faaliyeti
sonlandirir. Iyonlastirict radyasyon ile mikrobiyel inaktivasyonun mekanizmasi, niikleik

asitlerin direk veya indirek hasarina dayanmaktadir. Direk hasar, radyasyon enerjisi ile
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DNA arasinda direkt ¢arpismayi icerir. Indirek hasar ise, radyasyon su molekiillerini
iyonlastirdiginda olusan serbest gecici radikaller ile genetik materyalin tepkimeye

girmesi sonucunda olusmaktadir (Dickson 2001).

Direk etkide, foton veya elektron DNA'ya carptiginda lezyonlar olusur. Lezyonlar,
DNA'nin tek iplik¢iginde veya cift iplik¢iginde kirilma seklinde olabilir. Tek iplik¢ik
kirilmalart 6liimciil olmayabilir ancak sayilari bakterinin tamir yetenegini asarsa
hiicrenin 6liimiine neden olur. Cift iplik¢ik kirtlmalart DNA’y1 iki pargaya ayirir ve bu
tir hasarlarin tamiri biyolojik sistemlerin yeteneginin listiinde oldugu i¢in biiyiik
cogunlukla oliimciildiir. Bu lezyonlar, tek iplik¢ik kirilmalarina kiyasla daha az
gbzlenir. Isinlama, DNA'da piirin, pirimidin ve deoksiriboza kimyasal olarak zarar
verirken, fizikokimyasal zararlanmalar ile de fosfodiester baglarinda tek veya cift

iplik¢ik kirilmalarina neden olur (Dickson 2001).

Indirek etkiyi, sudan olusan radyolitik iiriinler olan serbest radikaller ve genetik
materyal arasinda gergeklesen reaksiyonlar olusturmaktadir. Radyasyon, su
molekiiliinden bir elektron ayrilmasina neden olur. Sudan olusan radikaller arasinda H',
OH’ ve e'yq yer alir. En 6nemli reaktif komponentler OH iyonlar1 ve hidrojen peroksittir.
Bu molekiiller, niikleik asitler ve tek iplikcikte bir niikleik asidi digerine baglayan
kimyasal baglar ile reaksiyon olusturur. Iyonize su molekiillerinin lokalizasyonu rasgele
oldugundan niikleik asitlerle sonradan olusan reaksiyonlar da rasgele olusur.
Isinlamanin olusturdugu cift iplik¢ik kirilmalari, tek iplik¢ik kirilmalarinin % 5-10’u
kadardir. Birgok mikroorganizma, tek iplik¢ik kirilmalarini onarabilmektedir. E. coli
gibi 1simlamaya hassas mikroorganizmalar, c¢ift iplik¢ik kirilmasini onaramamaktadir.
Iyonlastirict radyasyon DNA’nin gevresinde bir su tabakasi olusturarak DNA hasarinin
%90’1ndan sorumludur. Boylece canli hiicrelerde indirek radyasyon zarari baskindir

(Farkas 2001).

Genetik materyaldeki etkilere ilave olarak iginlama, hiicrenin diger bilesenleri iizerinde
de birtakim etkilere sahiptir. Radyasyon uygulamasi hiicrede membran, enzimler ve
plazmitler gibi hiicre bilesenleri ile direk ve indirek etkilesime yol acar. Isinlamada

meydana gelen serbest radikaller c¢iftlesmemis elektronlara sahip olup, hiicre
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membranindaki protein ve lipitlerle de etkilesimde bulunmaktadirlar. Isinlama ile hasar
gormiis hiicrelerde stoplazmik membranin zarar gormesi ve segici gecirgenligini
yitirmesinin sonucu olarak hiicre i¢i yapilarin ve 6zellikle RNA nin hiicre disina ¢ikarak

kaybi1 s6z konusu olmaktadir (Dickson 2001).

Mikroorganizmanin duyarlilifi, DNA tamir mekanizmasinin etkinligine baghdir. Daha
etkili DNA tamir mekanizmasina sahip olan mikroorganizmalar, i1sinlamaya daha
direnclidir. Etkili enzimatik DNA tamir sistemine sahip Deinococcus radiodurans
1sinlamaya karst oldukca direncglidir ve 35-40 kGy doz uygulanan gida 6rneklerinden
izole edilmistir (Dickson 2001).

2.1.4 Mikroorganizmalarin radyasyon duyarhhgi

Mikroorganizmalarin iyonlastirici radyasyona kars1 duyarliligt D degerlerine baghdir.
D degeri, belirlenen kosullarda popiilasyonda % 90 azalmaya neden olacak dozu ifade
eder (canlt hiicre sayisinda 1 log birimi azalma). Diisik D degerleri organizmanin
yiiksek duyarliligini ifade eder. D degeri, artan 1s1nlama dozlarinda 1ginlama sonucunda
elde edilen bakteri inaktivasyon grafigi ile belirlenir. Egimin negatif kesri D degerini

verir (Sekil 2.2).

Cogu mikrobiyel 6liim egrisi lineer olmasina ragmen 1sinlama prosesinde iki onemli
Ozellik gozlenir. Baslangi¢ dozlarinda egride omuz bolgesi olusmaktadir. Omuz bolgesi
Deinococcus gibi radyasyona direncli mikroorganizmalarda gozlenir. Omuz bdlgesi,
diisiik doz uygulamalarinin neden oldugu genetik hasarin, DNA tamir mekanizmasi ile

onarildigini ifade etmektedir (Dickson 2001).

D degeri genellikle 6liim egrisinin dogrusal kisminda hesaplanmakta ancak omuz
bolgesinin hesaba katilmasi gercek dozun hatali belirlenmesine yol acar. Kuyruk
bolgesi, 151nlama sonrasi beklenilenin iistiinde canli kalan bakteri sayisini ifade eder

(Dickson 2001).
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Sekil 2.2 Radyasyona direngli mikroorganizmalarin inaktivasyon grafigi
(Dickson 2001)

Isinlamaya kars1 hassasiyet, organizmanin karmasikligi ile artar. Isinlamaya en direngli
organizmalar virlislerdir; bocekler ve parazitler ise duyarhidir. Sporlar ve sistlerin
DNA’s1 kiigiik oldugundan 1sinlamanin etkilerine karsi vejetatif hiicrelere gore daha
direnglidir. Isinlama ile parcalanacak az sayida kimyasal bag oldugu i¢in toksinler ve
prionlar 1simlamaya karst direnglidir. Spor olusturan ve toksin iireten bakteriler spor
olusturmayanlara gore i1sinlamaya kars1 yaklasik 10 kat direnglidir. Gram negatif
bozulma etmeni bakteriler patojenlere gore daha yiiksek hassasiyet gosterirken, Gram
pozitif bozulma etmeni bakteriler 1s1nlamaya karsi patojenlerden daha direnclidir.
Ancak 1sinlama hassasiyetinin sinir1 dardir (Monk vd. 1995). Cogu kiifiin radyasyon
duyarlilig1 vejetatif bakterilere es degerdir (Saleh vd. 1988).

Cesitli organik bilesiklerin radyasyon hassasiyeti molekiiler agirliklari ile orantilidir.
0,1 kGy'in aminoasitlerin % 0,005'ine, enzimlerin % 0,14'line DNA'nin % 2,8'ine hasar
verdigi tahmin edilmektedir. Genetik hasarin etkilerini genetik olmayan hasardan

ayirmak oldukga zordur (Dickson 2001).

Cizelge 2.6’da bazt donmamis firiinlerde bazi bakterilerin radyasyon duyarliligi
gosterilmistir (Farkas 2001, Farkas 2006). Bir ¢alismada, sigir etine inokiile edilen gida
kaynakli 5 patojenin 1simnlamaya karsi gosterdigi hassasiyet incelenmistir (Grant ve
Patterson 1992). B. cereus (vejetatif hiicreleri) en duyarlhidir (D=0,126-0,288);

C. perfringens (vejetatif hiicreler), S. Typhimurium ve L. monocytogenes benzer D
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degerlerine sahiptir (sirasiyla, 0,342-0,586; 0,371-0,697 ve 0,301-0,648 kGy), S. aureus
0,252-0,427 kGy D degerine sahiptir. Patterson (1995) yaptig1 bir ¢calismada, benzer
1sinlama kosullarinda Campylobacter spp.’nin Salmonella ve L. monocytogenes’e gore

radyasyona daha duyarli oldugunu gézlemlemistir.

Cizelge 2.6 Donmamis hayvansal gidalarda bazi bakterilerin radyasyon direngleri
(Farkas 2001, Farkas 2006)

Bakteriler D degeri (kGy)
Vejetatif hiicreler
A. hydrophila 0,14-0,19
B. cereus 0,17
B. abortus 0,34
C. jejuni 0,08-0,20
C. perfringens 0,59-0,83
E. coli (O157:H7 dahil) 0,23-0,35
Lactobacillus spp. 0,30-0,90
L. monocytogenes 0,27-1,0
M. phenylpyruvica 0,63-0,83
P. putida 0,06-0,11
Salmonella spp. 0,30-0,80
S. faecalis 0,65-1,0
S. aureus 0,26-0,60
Vibrio spp. 0,03-0,12
Y. enterocolitica 0,04-0,21

Bakteri sporlari

B. cereus 1,60

C. botulinum tip A ve B 1,0-3,60
C. botulinum tip E 1,25-1,40
C. sporogenes 1,50-2,20

Durma fazindaki E. coli O157:H7, Salmonella ve C. jejuni ile inokiile edilen et
hamburgerleri 0-2,52 kGy doz araliginda gama kaynaginda i1sinlanmistir. D degerleri
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C. jejuni i¢in 0,175-0,235, E. coli O157:H7 icin 0,241-0,307 ve Salmonella igin
0,618-0,800 kGy olarak tespit edilmistir (Clavero vd. 1994). Thayer vd. (1998)
1sinlanmig, paketlenmis, buzdolabinda depolanmis, taze veya pismis tavuk gogiis
nuggetlarinda ve tavuk kiymasinda L. monocytogenes ATCC 7644, 15313, 43256 ve
49594 suglarmin radyasyon direncini ve gelisme yeteneklerini incelemistir. Taze ve
pismis nuggetlarda D degerlerinin, siras1 ile 0,56+0,03 ve 0,69+0,03 kGy, belirgin
olarak farklidir. Ancak taze veya pismis tavuk kiymasinda bulunan D degerleri belirgin
olarak farkli degildir. Taze veya pismis tavuk etinde gelisme L. monocytogenes’in

radyasyon direncini etkilememistir.

L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. Typhimurium, Y. enterocolitica,
V. parahaemolyticus ve C. jejuni gibi bazi gida kaynakli patojenlerin radyasyon
direncine 1sinlama doz hizinin etkisi Dion vd. (1994) tarafindan incelenmistir. En
direngli L. monocytogenes (D=1,16-0,38; Gram pozitif basil) ve en duyarl
V. parahaemolyticus (D=0,03-0,04; halofilik Gram negatif basil) olarak belirlenmistir.

Calisilan doz hizlarinin radyasyon duyarliliginda belirgin etkisi gdzlenmemistir.

2.2 Gida Teknolojisinde Baharat Kullanim

Baharat, ¢esitli bitkilerin tohum, ¢ekirdek, meyve, ¢icek, kabuk, kok ve yaprak gibi
cesitli kisimlarinda mevcut olan ve kendilerine 6zgii koku ve lezzet iceren ve gidalara
cesni vermek veya hazmi kolaylastirmak i¢in katilabilen hardal, karabiber, kirmizi
biber, kimyon, kekik, safran, anason, vanilya, karanfil, tar¢in, zencefil gibi maddelerdir

(Gengcelep vd. 2002).

Baharattan elde edilen ugucu yaglar ve ugucu yag igeren oleorezin, gida sanayisinde
irlinlere tat ve lezzet vermek i¢in kullanilan temel ¢esni maddeleridir. Baharatin
karakteristik aromasi, igerdigi eterik yaglar, kristalize olabilen ugucu maddeler ve
keskin lezzeti olan maddelerden ileri gelmektedir. Baharatin tadin1 ugucu olmayan
bilesikler verdigi halde, koku ugucu yaglardan kaynaklanir. Baharatta az ya da cok
ucucu yag bulunmaktadir. Ugucu yaglarda bulunabilen bilesikler; terpenler, aromatik

bilesikler, azot ve kiikiirtlii bilesikler ile diiz zincirli hidrokarbonlardir. Kirmiz1 biber,
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icerdigi askorbik asit nedeniyle iirlinde renk olusumunu kolaylastirmaktadir. Bazi
baharat ¢esitleri antioksidatif etkilidir. Baharatin antioksidan etkisi fenolik bilesiklerden
ileri gelmektedir. En fazla bulunanlar flavanoidler ile fenol karboksilik asittir. Aromatik
halkadaki -OH grubu sayisinin fazlaligi antioksidan etkiyi artirmaktadir. Antioksidan
etki gosteren baharat olarak ozellikle biberiye, adagay1, mercankosk, karanfil, kekik ve

kirmizibiber sayilmaktadir (Akgiil 1993).

Baharatin en fazla kullanildig1 gida gruplarindan birisi et iirlinleridir. Et iiriinlerinde
kullanilan toplam baharat, baz1 iiriinler hari¢ % 2-3 ile siirlidir (Oztan 2003). Bazi
tirlinlerde kullanilan baharat o iirliniin bileseni gibi olmus ve katilmadigi taktirde
beklenen tat ve aroma elde edilememektedir. Ornegin, iilkemizde iiretilen Tiirk
sucuguna ilave edilen kimyon ve kirmizi biber bu iiriinde mutlaka bulunmasi gereken
baharat ¢esitleridir. Bunlara ilaveten damak zevkine uygun lezzet kazandirmak i¢in % 1
oraninda da yas sarimsak ilave edilmektedir. Cesitli et iirlinleri formiilasyonunda en
yaygin olarak kullanilan baharat gesitleri: kirmizi biber (tathh ve aci), karabiber,
yenibahar ve zencefildir (Gokalp vd. 1994). Baharat sosis, salam, pastirma, sucuk,
jambon, hamburger, kofte ve ham gibi bir¢ok et {irliniiniin hazirlanmasinda kullanilan

Onemli bilesenlerdir.

Baharat hammaddesi mikroorganizma gelisimi i¢in ¢ok uygun olan sicak ve nemli
alanlarda yetistirilir ve toplanir. Diger tarimsal iiriinlerde oldugu gibi, baharat
hammaddesi toplanma, isleme ve satis sirasinda toz, atik su ve hayvan digkisi gibi ¢esitli
cevresel kontaminasyona maruz kalmaktadir. Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik
Kiriterler Tebligi’nde baharatin graminda Enterobacteriaceae, maya-kiif, S. aureus ve B.
cereus icin sirastyla 10%; 10°; 10* ve 10* kob/g-mL maksimum limitleri belirlenmistir.
Bunun yaninda 25 gram kuru baharat 6rneginde hi¢ Salmonella spp. bulunmamalidir

(Anonim 2009).

Mikrobiyolojik kalite, Ozellikle Enterobacteriaceae yiikii, baharatin yetistirildigi ve
islendigi bolgenin hijyenik kalitesi i¢in indikatdrdiir (Schwab vd. 1982). Istenilen
diizeyde mikrobiyolojik kaliteye sahip baharat, gida koruma sistemlerinde

antimikrobiyel aktivitesi acisindan 6nemli bir faktordiir. Hasattan gidaya katilmasina
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kadar olan asamalarda nemin kontrol edilmesi, liretim sirasinda uygun kosullarin
saglanmasi, calisanlarin egitilmesi, uygun tasima kosullarinin saglanmasi, uygun
depolama, mikrobiyel kalitenin izlenmesi gibi dogru dnlemlerin alinmasi gerekir (Souza

vd. 2005).

Baharatin mikrobiyel florasi baharatin kendisi ve bilesen olarak kullanildig1i gidanin
korunmasi agisindan 6nemlidir. Cogu baharat, antimikrobiyel 6zellige sahip olmakla
birlikte, igerdigi mikrobiyel yiik ile gidalar i¢in kontaminasyon kaynagi olabilir.
Baharatin toplam bakteri sayisi, ¢eside gore degismekle beraber 10*-107 kob/g
diizeyindedir. Genellikle Bacillus cinsine ait bakterilere rastlanirken, sporsuz
bakterilerden sik olarak koliform ve enterokoklara seyrek olarak da E. coli 'ye rastlanir.
Anaerob bakterilerin diizeyi aerob bakterilere kiyasla daha diisiiktiir ve genelde

Clostridium tiirlerini igerir (Gonil 1999).

Baharat, sifali otlar ve kurutulmus sebzelerde mikrobiyel kontaminasyonun elimine
edilmesinde 1ginlama yaygin sekilde uygulanmaktadir. Isinlama, etilen oksit ve metil
bromit uygulamalarinin yerine etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Isil islem sonucu
aromatik ucucu bilesiklerin kaybi ve 1s1 ile tetiklenen radikalllerin iiretimi veya termal
dekompozisyonu gibi ilave degisimler gézlenirken, 1sinlama baharatta daha az degisime
neden olmaktadir (Sadecka 2007). Baharatta ticari steriliteyi saglamada 10 kGy
1sinlama uygulamasi yeterli olmaktadir. Hijyenik kosullarda iglem goren baharat i¢in 7
kGy doz uygulamasi yeterlidir (Goniil 1999). 5-10 kGy doz uygulamasi bakteri vejetatif
hiicre sayisinda 6-7 log birimi ve bakteri spor sayisinda 2-3 log birimi azalmaya neden
olmaktadir. Cogu iilke maksimum doz i¢in yonetmelikte limitler belirtmistir ve daha
yiiksek limitler daha yiiksek diizeydeki mikrobiyel kontroller ic¢in Onerilmistir
(Phianphak vd. 2007). ABD’de sifali otlar i¢in maksimum doz 30 kGy olarak
belirlenmistir (Anonymous 1986) ancak Tiirkiye’de uygulanan doz maksimum doz 10

kGy’dir (Anonim 1999).

Temiz vd. (1998) tarafindan incelenen karabiber, kirmizi biber ve kimyon 6rneklerinde
7,5 kGy dozda 1s1mnlamanin 6rneklerdeki mikroorganizma seviyesini uluslarararasi kabul

edilebilirlik diizeyine indirgedigi, ancak bu degerlere ayni orjinli kimyon ve karabiber
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ornekleri icin 5 kGy dozda ulasilmasi, 1simnlama uygulamasinda basarinin baharatin
baslangic mikrobiyel yiikiine bagli olarak degisebilecegini ortaya koymustur. Bu
calisma 1sinlama ile baharatin mikrobiyolojik ve kimyasal kalitesinin en iyi sekilde
korunabildigini ortaya koymustur. Kimyon, karabiber ve kirmiz1 biberde D degerleri
(kGy) sirastyla B. cereus’da 2,41; 2,49 ve 1,49, C. perfringens'de 2,16; 2,16 ve 1,42,
E. coli O157:H7’de 1,58; 1,65 ve 1,17, S. Enteritidis’de 1,63; 1,67 ve 1,22 olarak
belirlenmistir (Abbas 2002). Calenberg vd. (1998) X-1is1mm1 ve elektron demeti ile
isinlamanin biber, tathi kirmizi biber ve hindistan cevizinin mikrobiyolojik kalitesi
lizerine etkileri incelenmigtir. X-1sinlar1 i¢in 50 Gy/dak ve elektron demeti i¢in 1 veya 5
kGy/dak dozlarda 1sinlamadan sonra koliform, toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi
ve termofilik spor sayisi incelenmis ve secilen kuru baharatta iki 1sinlama teknigi

arasinda onemli bir farklilik saptanmamustir.

Baharatin antimikrobiyel etkisi genel olarak cogunlugu 150-160 dalton molekiil agirlikli
fenolik bilesiklerin olusturdugu ucucu yaglardan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle,
antimikrobiyel aktivite denemelerinde baharat ekstraktlar1 veya ugucu yaglar
kullanilmaktadir (Akgiil 1993). Baharatin ¢esidi ve kompozisyonu, kullanim miktari,
mikroorganizma tipi, gidanin kompozisyonu, pH degeri, c¢evre sicakligi ve gida
ortaminda bulunan proteinler, lipitler, tuzlar ve fenolik maddeler, antimikrobiyel
aktivitenin belirlenmesinde temel faktorlerdir (Sagdic 2003). Sarimsak ve sogan
ekstraktlarinin  antimikrobiyel Ozelliklere sahip oldugu bilinmekte ve gidalarin
saklanmasma yardimci olmaktadir. Ozellikle pastirma g¢emenlerinde ve sucukta
kullanilan sarimsagin antimikrobiyel etkisi teknolojide 6nem arz etmektedir (Gokalp vd.
1994). Baharatin antimikrobiyel etkisi ¢esitler arasinda farklilik gosterir. Cizelge 2.7°de

baharat ve sifali otlarin antimikrobiyel aktivitesi gosterilmektedir (Zaika 1988).

Unliitiirk (1999) tarafindan belirtildigi gibi baharata karsi en hassas mikroorganizmalar
Gram pozitif bakteriler, en direnc¢li mikroorganizmalar ise laktik asit bakterileridir. Et
ve et dlrinlerinde kullanilan baharatin patojen mikroorganizmalar {izerinde de
antimikrobiyel etkileri s6z konusudur. Uhart vd. (2006) sarimsak, zencefil ve zerdegalin
baharat ezmesine, tamponlanmis peptonlu suya ve 1s1l igslem gormiis sigir etine inokiile

edilen S. Typhimurium DT 104 iizerindeki antimikrobiyel aktivitesini incelemistir.
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Ornekler 4 ve 8 °C’de 10 giin depolanmustir. Baharat ezmelerinde sayim sonuglarinda
azalma gozlenmis ve en fazla azalma (3,39 log birimi) 4 °C’de depolanan sarimsak
ezmesinde gozlenmistir. Tamponlanmig peptonlu suda sarimsak 4 °C’de ve 8°C’de
sirastyla 1,5 log ve 1,0 log birimi azalmaya yol agmustir. Baharat, sigir etine ilave

edildiginde inhibisyon etkisi azalmistir.

Cizelge 2.7 Baharat ve sifali otlarin antimikrobiyel etkinligi (Zaika 1988)

Inhibisyon etkisi Baharat ve sifali otlar
Kuvvetli Tar¢in, karanfil, hardal
Orta Yenibahar, defne yapragi, karaman kimyonu, kisnis otu,

kimyon, yabani mercankdgsk, biberiye, adagayi, kekik

Zayif Karabiber, kirmiz1 biber, zencefil

Singh vd. (2003) tarafindan yapilan baska bir ¢caligmada, kekik, karanfil ve yenibaharin
esansiyel yaglarinin L. monocytogenes’e kars1 antimikrobiyel etkisi in vitro kosullarda
ve sosiste incelenmistir. Kekik ve karanfil, peptonlu suda 1 g/Ldiizeyinde
L. monocytogenes’e karst oldukca etkili olmus ve 1 mL/L diizeyinde bakteri
popiilasyonunu belirleme limitlerinin altina indirgemistir. Kekik esansiyel yagimin
1 mL/L diizeyinde yagsiz ve az yaglh sosislerde bakteri seviyesinde belirgin olarak
azalmaya neden olup, tam yagl sosislerde etkisinin gozlenmedigi bulunmustur. Karanfil
esansiyel yag1 1 mL/L diizeyinde biitiin sosislerde antimikrobiyel etkili olurken ve
5 mL/L diizeyinde kekikten daha etkili oldugu belirlenmistir. Gida bilesenleriyle olan
etkilesimlerinden dolay1 esansiyel yaglarin etkinliginin gida sistemlerinde azaldig:

sonucuna varilmistir.

Baharat ve baharat ekstraktlarinin ve esansiyel yaglarin antimikrobiyel etkileri
tizerindeki ¢alismalara ek olarak kimyasal bilesenlerin antimikrobiyel etkisi lizerine de
yapilmis bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Karapinar ve Aktug (1987) dort baharat
bileseninin, yani timol, 6genol, mentol ve anethol’iin S. Typhimurium, S. aureus ve
V. parahaemolyticus tlizerindeki antibakteriyel etkisini incelemistir. En etkili olarak

Ogenol bulunurken bunu sirasiyla timol, anethol ve mentol takip etmistir. Karvakrol,
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(+)-karvon, timol ve transsinamaldehit’in inhibisyon etkisi Helander vd. (1998)
tarafindan E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium’a kars1 denenmistir. Karvakrol, timol ve
transsinamaldehit 1-3 mM diizeyinde E. coli ve S. Typhimurium’u inhibe ederken
(+)-karvon daha diisiik inhibisyon etkisine sahip oldugu bildirilmistir. Karvakrol ve
timol hiicre dis membranina zarar vermektedir. Karvakrol ve timol E. coli’de hiicre i¢i
ATP igerigini azaltip ve hiicre dis1 ATP diizeyini arttirarak sitoplazma membraninda

tahrip edici etki gdstermektedir.

2.3 Hasarh Hiicreler

Gida gruplarinda mikroorganizma sayilarinin yanlhs tahmin edilmesi ve temsili gida
orneklerindeki patojen mikroorganizma varhiginin belirlenememesi halk saglig
acisindan onemli bir tehlikedir. Ayrica, gidalarin ve gida bilesenlerinin mikrobiyolojik
yonden incelenmesi tiiketiciye gidanin giivenli oldugunu, stabilitesini, uygun depolama
kosullarindaki raf omriinii, proseste uygulanan sanitasyon diizeyini gostermede gida
mikrobiyologlarina yardimci olmaktadir. Mikrobiyel yiik ve tipi bir gida iirlini igin
belirtilen mikrobiyolojik standart, spesifikasyon veya yonetmeliklere uyulup

uyulmadigi konusunda énemli bilgi verir.

Standart mikrobiyolojik yontemlerde canli bakteri belirlenmesinde gelisme ve bdliinme
temeldir, yani canlilik kiiltiire alinabilirlik ile esdegerdir. Kiiltiire alinabilirlik, tek
hiicreden gozle goriilebilecek bir popililasyon olusmasidir; ornegin, Nutrient Agar
besiyerinde koloni olusturmasidir. Kiiltiire dayali teknikler uzun zamandir

kullanilmaktadir.

2.3.1 Subletal hasar

Hasarli hiicre stress kosullarinda canli kalabilen ancak bazi belirgin 6zelliklerini
kaybeden hiicre olarak tanimlanmaktadir (Busta 1976). Cizelge 2.8’de subletal hasar

gozlenen bazi 6nemli patojen ve bozulma etmeni mikroorganizmalar gdsterilmektedir

(Ray 1996).
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Cizelge 2.8 Subletal hasar belirlenen bazi 6nemli mikroorganizmalar (Ray 1996)

Gram pozitif patojenik bakteriler  S. aureus, C. botulinum, L. monocytogenes,
C. perfringens, B. cereus

Gram negatif patojenik bakteriler  Salmonella spp., Shigella spp., Enteropatojenik
E. coli, V. parahaemolyticus, C. jejuni,
Y. enterocolitica, A. hydrophila

Gram pozitif bozulma etmeni C. sporogenes, C. bifermentum, B. subtilis,
bakteriler B. stearothermophilus, B. megaterium, B. coagulans

Gram negatif patojenik bakteriler  Pseudomonas spp.

Gida biyoprosesinde kullanilan L. lactis subsp., L. bulgaricus, L. Acidophilus
Gram pozitif bakteriler

Gram pozitif indikator bakteriler  E. faecalis

Gram negatif indikator bakteriler  E. coli, E. aerogenes, Klebsiella spp.

Secici olmayan ortamda koloni olusturabilen ancak segici ortamda koloni olusturmayan
hiicreler ilk defa Hartsell (1951) tarafindan hasarli hiicre olarak tanimlanmistir. Normal
hiicreler ile kiyaslandiginda, hasarli hiicrelerde hasarin onarilmasi ve gelisme igin
gerekli protein ve niikleik asitlerin sentezi i¢in lag fazinin uzadigr gorilmektedir
(Shintani 2006). Hasarli hiicre, hiicresel hasari onarabilir (canlandirma) ve segici
maddelerin oldugu ortamda koloni olusturabilir ancak o6lii hiicre herhangi bir kosul
altinda koloni olusturamaz (Palumbo 1989). Canli mikroorganizma popiilasyonu
fiziksel veya kimyasal uygulama sonucunda 6lii, hasarli ve hasarsiz olmak flizere ii¢
sekilde bulunur. Mikroorganizmalarin hasar almasi, 1s1l islem uygulamasi, sogutma,
dondurma, kurutma, 1smlama gibi gida prosesleri sonucund veya koruyuculara maruz
kalma, asitlik ve diisiik su aktivitesi gibi uygulamalar sonucunda olugmaktadir. Hasar
gormiis mikroorganizmalarin belirlenmesi son iirlinde kalite ve gida giivenligi ag¢isindan

oldukca dnemlidir (Sekil 2.3)
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Mikrobivel popiilasyon
Fiziksel stres Kimyasal stres
Driisiik sicaklik: sogutma, dondunma Asitler: organik ve norganik
Isilislem: sicaklik ve zaman Deterjanlar, klor
Eurutma: havada/dondurarak kurnutma | Toksik kimyasallar: civa
Yiiksek kumi madde: tuz ve seker Koruyucular: sorbat, benzoat
Isinlama, ozmotik sok Dogal antimikrobivel maddeler: baharat,
Yiiksek basing ve vurgulu elekink alam | sifal otlar, gay
Metaller: bakir, ¢inko, mikel

| |
Canh hicreler Olii hiicreler

Hasarh Normal

Sekil 2.3 Mikroorganizmalar {izerinde subletal uygulamalarin etkileri (Wu 2008)

Hiicresel degisimler: Ray (1979) tarafindan ifade edildigi gibi hiicre hasarmin boyutu
hasarin tipini belirler (Wu 2008). Biitiin hasarli hiicrelerde goriilen gecirgenlik
bariyerinin zarar goérmesi sonucu seg¢ici maddelere karsi duyarliligin artmasi yapisal
hasar1 gosterir. Ayrica, bazi hiicrelerde metabolik aktiviteyle iliskili olan bazi

fonksiyonel bilesenlerin de hasar gormesi metabolik hasar1 gosterir.

Cevresel streslere maruz kalan gida kaynakli mikroorganizmalarda besinsel
gereksinmeler artis gosterir. MacConkey, Deoxycholate veya Violet Red Bile Agar
(VRBA) gibi secici besiyerlerine kiyasla yliksek besin icerigine sahip secici olmayan
besiyerlerinde daha fazla geri kazanim saglanabilir. Lag fazinin uzamasi, se¢ici ortam
ajanlarina artan duyarlilik, hiicre membraninin ve trikarboksilik asit dongiisiiniin (TCA)
enzimlerinin zarar gérmesi, ribozomlarin yikima ugramasi ve DNA hasar1 gibi durumlar
mikroorganizmalardaki hasar sonucudur. Subletal 1s1l islem hasarinda ribozomlarin ve
hiicre membraninin hasar1 belirgin olmasina ragmen, biitiin zararli maddeler

tanimlanabilir hasarlar olusturmaz (Jay 1992).
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Hurst (1977)’de hasarli hiicrelerde gecirgenlik bariyerlerinin (yiizey yapilart ve
sitoplazmik membran) zarar gordiigiinden, hasarli hiicrenin ¢ogu se¢ici maddelere veya
antimikrobiyel maddelere karsi hassasiyet gosterdigi belirtilmistir. Ornegin, vurgulu
elektrik alani ile mikrobiyel inaktivasyonda etki, hiicre membrani tizerindedir. Hasarli
hiicreler Mg, K", aminoasitler, 260 nm’yi absorbe eden materyal (niikleik asitler) ve
280 nm’yi absorbe eden materyal (protein) gibi bazi hiicresel materyalleri kaybeder.
E. coli’nin donmus hiicreleri, aminoasitleri, kiiclik molekiil agirligina sahip riboniikleik
asitleri ve peptitleri, 1s1l islem ile hasar gormiis S. aureus hiicreleri potasyum,
aminoasitleri ve proteinleri kaybeder. Hiicre i¢i bilesenlerinin kaybi hiicre membranina

zarar verir ve gelismeyi ve hiicre ¢ogalmasini zayiflatir.

Baz1 hasarli hiicrelerin metabolik aktiviteleriyle iligkili fonksiyonel bilesenlerinin zarar
gormesi sonucu metabolik hasar gozlenir. L. bulgaricus’da ribozomlar ve/veya
proteinler 65 °C ve biraz lizerinde 1s1l islem uygulandiginda denatiire olmakta ve hiicre

duvar1 par¢alanmakta; DNA hasar1 90 °C ve tlizerindeki sicakliklarda ise 6liime neden

oldugu bildirilmistir (Teixera vd. 1997).

Dondurarak kurutma sirasinda hasar gérmiis S. aureus S-6 susu hiicrelerinde RNA
replikasyonunun sonlandig1 Fung ve Vanden Bosch (1975) tarafindan saptanmistir (Wu
2008). Allwood ve Russell (1968) ise, 1s1l islem uygulamasi ile S. aureus hiicrelerinde,
ribozomal RNA’nin pargalandigim1i  gdstermis, trikarboksilik asit siklusundaki

enzimlerde, RNA replikasyonunda ve DNA’da hasar gézlenebildigini bildirmistir.

Alpas vd. (2003), S. aureus ve E. coli O157:H7’nin yiiksek basing uygulamasina
gosterdigi  hassasiyetin  farkli olmasina karsin, hiicre Oliimiinde ribozomal
denatiirasyonun temel faktoér oldugunu gostermistir. Bakteriyosin veya bakteriyosin ve
yiiksek basincin kombine uygulamasi ile L. monocytogenes’te hiicre duvari ve hiicre
membraninin zarar gordiigii ve hiicre pargalanmasinin oldugu ve kombine uygulama ile

hasarin etkisinin arttigin1 bildirmistir (Kalchayanand vd. 2004).

Lacroix vd. (2009), yabani mercankdsk esansiyel yagiin kiiltlir ortaminda

L. monocytogenes ve E. coli O157:H7’nin radyasyon duyarliligini arttirmadaki etkisini
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incelemistir. Etki mekanizmasinin anlasilmasi i¢in gama i1sinlamasi tek basma veya
esansiyel yag ile kombine uygulanmistir. Membran murein kompozisyonu ile hiicre ici
ve dist ATP konsantrasyonu belirlenmistir. Isinlama ile esansiyel yaglarin kombine
uygulamas1 radyasyon duyarliligimi 3,1 kattan daha fazla arttirmistir. Uygulamalar
murein kompozisyonuna belirgin bir etkiye sahip iken, bazi muropeptitler uygulamadan
etkilenmemis goziikmektedir. Her bir uygulama muropeptitlerin yiizdesini ve sayisini
farklr etkilemistir. Esansiyel yag uygulamasi sonucu hiicre i¢ci ATP azalmasi ve hiicre
dis1 ATP artig1 arasinda belirgin korelasyon vardir. Kombine uygulamada hiicre i¢i ATP
azalmas1 daha 6nemlidir. Ancak, L. monocytogenes’in tek basina 1sinlanmasi hiicre dis1

ATP’yi etkilemeksizin hiicre ici ATP’de belirgin bir azalmaya neden olmustur.

Popiilasyondaki biitiin hiicreler ayni diizeyde hasara maruz kalmaz ve tiim stres tiirleri
benzer hasarlar olusturmaz. Stresin tipi, mikrobiyel tiir, gidanin kompozisyonu ve
kivami ve depolama kosullar1 hasarda etkili olan faktorlerdir. Hasar gormiis
mikroorganizmalarin etkili geri kazanma yontemlerinin gelistirilmesinde bu faktorler ve

farklar dikkate alinmalidir (Jay 1992).

2.3.2 Canl fakat kiiltiire edilemeyen durum

Hiicre, gelisme sicaklik araligimin disinda inkiibasyon, yetersiz besin ortami, gesitli
ozmotik derisimler (6rnegin, deniz suyu), oksijen derisimi ya da beyaz 1s18a maruz
kalma gibi dogal stres formlarina yanit olarak, canli fakat kiiltiire edilemeyen duruma
gecer. Bunlar, hiicre dormant duruma gegmedigi takdirde genelde 6liimciil olabilecek
cevresel streslerdir. Ayrica, bazi ¢aligmalarda normalde bakteri i¢in bakterisidal oldugu
kabul edilen islemlerin de hiicrede canli fakat kiiltiire edilemeyen duruma yol agtigi
gdsterilmistir. Ornegin, siitiin pastdrizasyonu (Gunasekera vd. 2002) ve atik suyun
klorlanmasi gibi uygulamalar bunlar1 kapsamaktadir (Oliver 2005). Canli fakat kiiltiire
edilemeyen durumdaki bakteri normal kosullarda gelisecegi ve koloni olusturabilecegi
rutin besiyerinde gelisemez ancak canlidir ve metabolik aktiviteyi yeniden kazanabilir.
Canli fakat kiiltiire edilemeyen durumdaki hiicreler ¢ok diisiik diizeylerde metabolik

aktivite gosterir fakat canlandirmada yeniden kiiltiir edilebilir duruma geger.
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Canlhi fakat Kkiiltiire edilemeyen duruma gegen tiirlerin sayisi simdilik yaklasik
60 olmakla beraber giderek artmaktadir. Campylobacter spp., E. coli, Francisella
tularensis, Helicobacter pylori, Legionella pneumophila, L. monocytogenes,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Shigella spp.
ve Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus ve V. vulnificus bunlara O6rnek olarak

verilebilir (Oliver 2005).

Tiirlerin basarili bir sekilde gelismesi i¢in besin kisitlamasinin ve birtakim streslerin
mikroorganizmalar tarafindan {istesinden gelinmesi gerekir. Canli fakat kiiltiire
edilemeyen durumdaki organizmanin canliligini korumasi ve ¢evredeki kosullar uygun
oldugunda normal duruma geg¢mesini, sporiilasyonu takiben gozlenen germinasyona

benzetilebilir (Gupte vd. 2003).

Canli fakat kiiltiire edilemeyen hiicreler ile hasar gormiis hiicrelerin farki: Bakterideki
hasar, normalde inhibe edici etkisi olmayan gelisme ortamina karsi artan duyarlilik
olarak tanimlanir (Mackey 2000). Hasar durumu gecicidir ve kiimiilatif hiicre
hasarindan kaynaklanir. Hasar gérmiis hiicre uygun kosullarda yeniden gelismeye
baslar. Bakteride 6liim ise hasarli hiicrenin yeniden gelismesini saglama yeteneginin

istiinde oldugu durum olarak belirtilir.

Canli fakat kiiltire edilemeyen hipotezi, belirgin bir farklilasma programi olan uzun
siire canli kalma durumunu onerir. Bu durum, 6liim ile sonuglanan kisa siireli hasar
durumundan acik¢a farklidir. Canli fakat kiiltiire edilemeyen durumdan canlandirma,
kiiltiire edilemeyen hiicrelerin, kiiltiire edilebilir duruma gecerken yeniden geligme

sonucu hiicre sayisinda artig olmamasidir (Bogosian ve Bourneuf 2001).

Hasarli ve kiiltire edilemeyen mikroorganizmalar arasindaki fark baslangicta bu
duruma neden olan kosullar arasindaki farktan oldugu ve takiben gozlenen fizyolojik
karakteristikleriyle iliskilendirilmistir. Subletal hasar fiziksel veya kimyasal strese
maruz kalma ve se¢ici olmayan ortamda gelisirken, secici ortamda gelisme yetenegini
kaybetmesi olarak diisiiniilmiistiir. Canl1 fakat kiiltiire edilemeyen hiicreler tipik olarak

ac kalma durumuyla iligkilidir ve secici olmayan ortamda dahi gelisemez. Bu ayrimlar
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birbirine girmistir; ¢linkli canli fakat kiiltiire edilemeyen terimi aerosolizasyon gibi ani
fiziksel etkiye maruz kalan hiicreler i¢in de kullanilmaktadir. Oksidatif strese duyarli
olmasindan dolay1 hasarli hiicrelerin de secici olmayan ortamda gelisememesinin

belirlenmesi sonucu fizyolojik 6zelliklerdeki farklar daha az nettir (Mackey 2000).

2.3.3 Hasarh hiicrelerin geri kazanimi/onarimi

Subletal hasar gdrmiis hiicreler uygun kosullar altinda onarilmakta ve gelisme ve hiicre
boliinmesini takiben normal fizyolojik kosullara geri donmektedir. Canlandirma, hasarl

hiicrelerin kaybettigi yetenekleri geri kazanmasi olarak tanimlanmaktadir (Hurst 1984).

Abbis (1983) ve Busta (1976, 1978) tarafindan yapilmig arastirmalarda hasar gormiis
mikroorganizmalarin optimal geri kazanim degisik kosullarda gdsterilmistir. Ornegin,
ideal olmayan kosullar, onarilamaz hasara neden olabilir. Bu durum 6liime kadar uzanir
(Wu 2008). Tiwary ve Maxcy (1972), gidada birgok mikroorganizma i¢in geri kazanim
protokollerinin incelenmesine ragmen, incelenen hasar veya stres ajanlarinin 1sil islem,
dondurma, soguk muhafaza ve kurutma ile sinirlandirildigint belirtmistir. Isinlamanin
gida endiistrisinde dekontaminasyon yontemi olarak uygulanmasi artig gostermesine
ragmen, 1sinlamay1 takiben hasarli mikroorganizmalarin geri kazanimini inceleyen az

sayida calisma bulunmaktadir (Lucht vd. 1997).

Hasar gormiis mikroorganizmalarda onarim hizi ve diizeyi, uygulama sonrasi
inkiibasyon sicakligini da igeren birtakim c¢evresel faktorlere baghidir. Genel olarak
1s1nlama hari¢ diger stres tipleri sonucu gozlenen hasarin E. coli’de onarilmasi optimal
olarak 30-37 °C’de gozlenmektedir (Ray 1986). Ray ve Speck (1973) tarafindan
maksimum onarim i¢in gereken siirenin, hasarin dogasimna gore degismesine ragmen
dondurma, kurutma, asit veya tuz uygulamasimna maruz kalan E. coli hiicrelerinin 30
dakikada tamir oldugu gosterilmistir. Isil islem sonucu hasar géren hiicrelerin tamiri 3-4
saat slirmektedir (Warseck vd. 1973). Hasarli hiicrelerin geri kazanimi 1sinlama sonrasi
depolama sicakligina baghdir (Tiwari ve Maxcy 1972). E. coli ve Salmonella igin geri
kazanim sicakliga baghdir. S. faecalis radyasyona direnglidir ve 1sinlama sonrasi

depolama sicakliginda da etkilenmez.
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Bozoglu ve Caner (1988) tarafindan yapilan calismada E. coli ve Salmonella ile
kontamine edilmis gida orneklerinin 1sinlanmasi sonucu 0lii, canli ve subletal hasar
gbrmiis hiicre olmak iizere {i¢ tip hiicre gdzlenmistir. Isinlama sonucu gézlenen hasarin
onarilabilecegi bulunmustur. Tavuk ve dana kiymasi 10*/g diizeyinde L. monocytogenes
SLCC 9488 ile inokiile edilerek gama kaynaginda isimnlanmistir (Gursel ve Gurakan
1997). L. monocytogenes tavuk kiymasinda dana kiymasina gore i1sinlamaya daha
duyarlidir. Isinlama sirasinda sicaklik kontrol edilmedigi i¢in gdzlenen farkin etin

fiziksel veya kimyasal kompozisyonundan ileri geldigi sonucuna varilamamustir.

Tarte vd. (1996) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada domuz kiymasi bes Listeria
susu ile inokiile edilmis ve elektron hizlandiricida 1-1,25 kGy dozlarinda 1sinlanmistir.
L. innocua, diger li¢ L. monocytogenes susuna ve L. ivanovii’ye gore 1sinlamaya karsi
daha direnclidir. L. monoctogenes’in patojenik suslarinda i1ginlama sonucu subletal hasar
gozlenmemistir. Patojen suslar, subletal hasarin onarimi i¢in belirgin olarak ¢ok etkili
mekanizmalara sahiptir. L. monocytogenes’in patojen olmayan suslarinda, L. innocua ve
L. ivanovii’de subletal hasar gdzlenmistir. Subletal hasar gormiis hiicreler segici
ortamda se¢ici olmayan ortamdaki gibi gelisemez. Subletal 1sinlama hasarli hiicreler
gelisme ve onarimmini engelleyen selektif ortama ekildiginde islemin etkinligi yanlig

tahmin edilebilir.

Sherry vd. (2004), 1s1l islem, yiiksek basing ve 1sinlama ile hasar gormiis 40 adet
S. Enterica serotipini incelemis ve secici olmayan ve segici ortam sayim sonuglarini
kiyaslamistir. Isil islem ve yiiksek basing hasari belirgindir ve sayim sonuglari
arasindaki fark sirasiyla 0,74 ve 0,66 kob/mL’dir. Ancak, 1sinlama belirgin bir hasara

yol agmamugtir ve sayim sonucu arasindaki fark 0,05 kob/mL diizeyindedir.

Hasarin bir baska etkisi de, Salmonella i¢in gozlenen lag fazin uzamasidir. Isil islem,
dondurma, kurutma ve gama 1simnlamasinin S. Typhimurium’un lag fazina etkisi Mackey
ve Derrick (1982) tarafindan g¢alisilmis ve subletal hasarin onarilmasi i¢in gegen siire
belirlenmistir. Isil islem ve dondurma sonucu gozlenen hasarin onarilmasi i¢in gereken
siire, kurutma veya gama 1sinlamasina gore daha uzundur. Lag fazin belirlenmesi ile

kisa veya uzun canlandirma uygulamasina karar verilir. Isil islem sonucu hasar goren
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popiilasyonda lag faz1 9 saat iken bazi hiicrelerin onarim sonucu % 3 NaCl’e direng
gostermesi 14 saat siirmiistiir. Bu nedenle Salmonella’nin maksimum geri kazaniminin

saglanmast i¢in 0n zenginlestirme uygulanir.

Sarjeant vd. (2005) S. Typhimurium ile kontamine edilen tavuk gogsiinii 0; 1; 2 ve 3
kGy dozlarinda elektron hizlandiricida 1sinlamistir. 1 kGy’de 1sinlanan Grnekte
baslangicta Salmonella tespit edilmis ancak 2 ve 3 kGy’de 1sinlanan 6rneklerde sayim
almamamistir. Ancak 1simnlama sonucu hasar goren hiicrelerin onarimi igin
zenginlestirme ortami kullanildiginda tiim dozlarda Salmonella belirlenmistir. Yiiksek
dozlarda (10® gibi) inokiilasyon yapildiginda, 3 kGy dozda bile onarim sonucu

enfeksiyon i¢in tehdit olusturabilecek yeterli sayida hiicre bulundugu belirlenmistir.

Canlandirma amaciyla, baslangicta sivi ortamlar kullanilmasina ragmen daha sonra kati
ortamlar da kullanilmistir. Onarim sirasinda, normal gelismeden Once gelisme
yeteneklerinin geri kazanimi s6z konusudur. Inkiibasyon sirasinda c¢ogu hiicresel
modifikasyonlar tersine cevrilir ve kaybolmus hiicre bilesenleri yapilandirilir. Subletal
1s1, dondurma, kurutma ve 1sinlama hasarlar1 sonucunda ribozomlarin ve membranin
onarimi geri kazanim igin gereklidir (Jay 1992). Besinsel olarak zengin ve secici
olmayan ortamda uygun inkiibasyon sicakliginda 2-4 saat i¢inde ¢ogu hasarli hiicre
onarilir. Hasar sirasinda kaybolan RNA’nin tekrar sentezlenmesi onarimin ilk
basamaginda kritiktir (Ray 1986). Patojenlerdeki hasar, hastalik olusturmalarini

engellese bile hiicreler onarildiktan sonra patojenite tekrar kazanilir.

Onarim mekanizmas1 stresin veya hasarin dogasina baghdir. En azindan hasarin
onarilmasinin ilk asamasinda enerji sentezine ihtiya¢ duyulur. Enerji sentezi elektron
transport sistemindeki oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezi seklindedir. Dondurarak
kurutulan S. Anatum popiilasyonunda bazi hiicrelerde hiicre duvarinda bulunan
lipolisakkaritin hasar gordiigii ve ATP sentezinin onarim i¢in gerekli oldugu Ray vd.

(1972) tarafindan belirlenmistir.
Ray ve Adams (1984) tarafindan ifade edildigi gibi, hasarin dogasindan bagimsiz olarak

hasarli vejetatif hiicreler icin (a) uygun ortamlarda inkiibe edildiginde hasar onarilir (b)

stres faktoriine bagli olarak optimum sicaklik ve siire degisir (c) tamamen onarilan
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hiicreler ortamdaki sec¢ici maddelere karsi normal direncini tekrar kazanir ve (d) onarim
hiicre boliinmesinin Oniine geger. Bu nedenle geleneksel yontemlerle izolasyon veya

sayimdan Once hasarli hiicrelerin onarilmasina olanak verilmelidir.

Cizelge 2.9°da Hurst (1977), Blankenship (1981), Zayaitz ve Ledford (1985) tarafindan
yapilan arastirmalarda degisik uygulamalar sonucu gozlenen hasar ve onarim

gosterilmektedir (Ray 1986, Przybylski ve Witter 1979, Jay 1992, Wu 2008).

Cizelge 2.9 Degisik uygulamalar sonucu gozlenen hasar ve onarimi
(Ray 1986, Przybylski ve Witter 1979, Jay 1992, Wu 2008)

Uygulamalar

Dondurma  Isilislem Kurutma Asitlendirme

Hasar

Hasarin biiyiikliigii

Hiicresel materyalin kayb1 + + + -
Secici maddelere hassasiyet + + + +
Bazi enzimlerin aktivasyonu + +

Hasar bolgesi

Hiicre duvar bilesenleri + + + -
Hiicre membrani + + + -
Ribozomlar ve ribozomal RNA + + + +/-
Onarim

De novo sentez

Mukopeptit - - - -
rRNA + + + +/-
DNA - - - -
Protein - + + +
ATP + + + +

Di1s veya sitoplazmik membran hasarinin onarilmasinda, hasarli hiicreler sivi ortamda
inkiibe edilir ve kati besiyerindeki sodyum deoksicolat veya sodyum kloriire gosterdigi

direncteki degisim izlenir (Mackey 2000). Sivi ortama ilave edilen inhibitorler ile
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membran onarimi i¢in gerekli biyosentetik gereksinimler ortaya c¢ikar. Bu amagla,
protein sentezi i¢in kloramfenikol, RNA sentezi i¢in rifambisin ve enerji metabolizmasi
icin sodyum azid kullanilmistir (Ray ve Speck 1972). Chilton vd. (2001), ytiksek basing
uygulanan E. coli hiicrelerinin besiyerinde bulunan sodyum azide veya sodyum kloriire
kars1 hassasiyetinin arttigint gostermistir. Hiicreler 37 °C’de Tryptic Soy Broth’da
inkiibe edildiginde subletal membran hasari onarilmustir. Inhibisyon c¢alismasi
stoplazmik membranin onariminin enerjiye bagli oldugunu ve RNA ve protein
sentezinin gerekli oldugunu gosterirken, dis membran hasarinda enerji, RNA veya

protein sentezi gerekli degildir.

2.3.4 Hasarli hiicrelerin belirlenmesi

Gidalarda mikroorganizmalarin izolasyonu ve saymmi i¢in kullanilan kabul goérmiis
yontemlerde hasarli mikroorganizmalarin onarimi saglanamamakta ve tespitte basarisiz
olunmaktadir. Patojen, bozunma etmeni veya diger mikroorganizmalarin segici ve
diferansiyel tespitinde kat1 ve sivi ortama yiizey aktif ajanlar, tuzlar, antibiyotikler,
sulfanilamidler, asitler ve boyalar gibi segici bilesikler ilave edilmektedir. Bu tiir
maddeler, hasarli mikroorganizmalarin canlandirilmasimi engellemektedir. Ornekteki
hasarli mikroorganizmalar uygun bir ortamda canlandirildiktan sonra selektif maddeleri
iceren ortamlara aktarilmalidir (Wu ve Fung 2001, 2003, 2006, Wu vd., 2001). Secici
olmayan ortamlar normal ve subletal hasarli hiicrelerin gelismesine olanak verirken

karisik popiilasyondan hedef patojenleri ayrramaz (Sekil 2.4).

Busta (1976), Ray (1979) ile Foegeding ve Ray (1992) tarafindan secici ortama maruz
kalmadan once hasarli mikroorganizmalarin onarimini saglayacak bir¢ok yontem
gelistirildigi  belirtilmistir. Hasarli mikroorganizmalarin tespiti i¢in yontemlerin
gelistirilmesindeki prensipler:

(1) Hasarli hiicreler ortamdaki ¢ogu secici bilesiklere karsi gegici olarak hassas hale
geger.

(2) Hassasiyet hiicrede stoplazmik membranin hasari sonucu gozlenebilir.

(3) Hasar tersinirdir ve besin agisindan zengin se¢ici olmayan ortamda onarilabilir ve

onarilan hiicreler secici bilesiklere karsi direncini ve boliinme yetenegini tekrar kazanir.
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(4) Secici ortama maruz kalmadan 6nce uygun ortamda onarilan hasarli hiicreler segici
ortamda sayilabilir veya izole edilebilir.

(5) Canli kalan popiilasyon normal ve hasarli hiicrelerden olusur.

Hiicrenin Seciod Seciod Cmarm
Uygulamalzr durumu olmayan  ortam  yintemlen
ortam
— Ol - - -
Dondurma hiicreler
Is1 l Sofuk
T "

Mikroorganizmalar  [*  Subletal hasar + - +

gdrmiis hileraler
.--"'-'I = ;
Eimvyazallar ]

Izmlama Bazmg
Besm eksiklifi

|, Motmsl + + +

hitcrsler

Sekil 2.4 Hasarl1 ve normal hiicrelerin ¢esitli yontemlerle geri kazanimi (Wu 2008)

Onarim yontemleri sivi veya kati olmak tizere gruplandirilabilir. Sivi ortamda onarim
yontemi, en muhtemel sayim (EMS) teknigi ile sayim ve patojen ve indikator
bakterilerin izolasyonu amaciyla uygulanir. Kati ortamda onarim yontemi segici yontem

ile sayilan organizmalarin dogrudan sayilmasi i¢in kullanilir (Wu 2008).

St ortamda onarim yontemleri: Sivi ortamda onarim yonteminde gida 6rnegi hasarin
onarilmasi i¢in segici olmayan bir ortamda inkiibe edilir. Cogu mezofil organizmalar
icin 25-37 °C’de inkiibasyon daha etkili olurken, optimum onarim i¢in 1-5 saatlik
inkiibasyon stiresi kullanilmistir. Segici izolasyonda onarim ilk basamak olarak siklikla
kullanilmakta ve takiben patojen ve indikator bakteriler i¢in ekim veya EMS teknigine

gecilmektedir. Ancak, 6zellikle inkiibasyon siiresi uzatildiginda secici kat1 ortamdaki
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sayim sonucu hasarli hiicrelerin onarilmasinin yaninda normal hiicrelerin ¢ogalmasi
sonucu olabilir. Onarim i¢in yapilan inkiibasyonda normal hiicreler ve hedef olmayan
hiicreler de ¢ogalacagindan, kurumsal analiz sonuclarinin degerlendirimesinde bu
yontemin etkin olmayacagi Ray (1979) ve Ray ve Adams (1984) tarafindan
belirtilmistir. Ayrica, EMS teknigi sonuclar arasinda farklilik gostermekte, zaman alici
(yaklasik 48-96 saat) ve (sarf malzemesi ve is giicii acisindan) ekonomik degildir (Wu

2008).

S1vi ortamda canlandirma, kat1 ortama kiyasla daha basit ve hizlidir. Kang ve Siragusa
(2001), mikroorganizmalarin sayimi ve subletal hasar goérmiis koliform bakterilerin
sayiminda iki kat diliisyon yontemini kullanmistir. iki kat diliisyon seti 96 kuyucuklu
mikroplakada tamponlanmis peptonlu su kullanilarak hazirlanir ve hasar goérmiis
hiicrelerin canlandirilmasi i¢in 37 °C’da 3 saat inkiibe edilir. Takiben, her bir kuyucuga
esit miktarda ¢ift kuvvette segici sivi ortam ilave edilir ve karanlikta 37 °C’da 13 saat
daha inkiibe edilir. Yontem zaman ve yer tasarrufu saglamasina ragmen tekrar kiiltiire

edilme olmaksizin mikroorganizmalarin izolasyonuna olanak vermemektedir.

Kat1 ortamda onarim yontemleri: Kat1 ortamda onarim yonteminde dokme plak veya
ylizeye yayma yoOntemiyle segici olmayan ortama ekim yapilir ve uygun sicaklik
(25-37 °C) ve siire (1-4 saat) inkiibe edilerek onarima olanak verilir. Takiben Petri
kutular1 7-12 mL segici agarh besiyeri ile kaplanir ve inkiibe edilir. Inkiibasyonda segici
ortamda bulunan se¢ici maddeler secici olmayan ortama diflizlenir ve segici ortam
olusur. Hasarli hiicreler onarildig icin segici maddeler ile inhibe olmaz ve g¢ogalarak
koloni olusturur. Sadece hedef organizmalar secici ortama direng gosterir ve sayilabilir

(Wu 2008).

Kat1 ortamda onarim yoOntemi, geleneksel segici degerlendirme yoOntemi yerine
kullanilabilir. Sivi onarim yontemi ile kiyaslandiginda daha direk ve ekonomiktir.
Ancak Ray (1979) tarafindan belirtildigi lizere sonuglar diisiik sayilarda (<10 kob/g)
degiskendir. Baz1 bakteriler zayif koloni olusturur ve izolasyonlar1 zordur. Kaplamada
kullanilan kat1 besiyerinin sicakligi da canlanmakta olan hasarli hedef hiicreleri

etkileyebilir.

33



Hartman vd. (1975) ve Speck vd. (1975), hasarli hiicrelerin geri kazanimi ve sayimi igin
ylzey kaplama yontemini gelistirmistir. Hasarli hiicrelerin onarimi ve canlandirilmasi
icin, hasarli hiicreler secici olmayan ortamda uygun bir sicaklikta 2-4 saat inkiibe edilir.
Uzeri segici ortam ile kaplanir ve uygun sicaklikta 21-24 saat daha inkiibe edilir. Segici
olmayan ortamda onarim ve takiben secici ortamin kullanilmasi hasarli organizmanin
daha fazla onarimina olanak vermektedir. Ray ve Adams (1984) tarafindan belirtildigi
gibi yontem az miktardaki ornekler i¢in etkili oldugundan diisiik sayidaki organizma
iceren Ornekler igin uygun degildir. Iki kati besiyeri arasinda gozlenen kolonilerin
izolasyonu zor olabilir. Hasarli hiicrelerin sayimmi i¢in uygun bir yontem olmasina
ragmen islem basamaklarindan dolay1r uygulamasi biraz zahmetlidir (Kang ve Fung

2000).

Kati onarim yontemi kullanarak Oscroft vd. (1987), donmus tavuk, sigir kiymasi,
fasulye ve yengeclerde dogal mikrofloranin geri kazanimimi incelemislerdir. Hall’s
Resuscitation Agar (HRA), Tryptic Soy Agar (TSA), Minerals Modified Glutamate
Agar (MMGA) ve Plate Count Agar (PCA) ortamlarinda canlandirmay: takiben sayim
sonuglar1 aerobik koloni sayimlar1 (APC) ile kiyaslanmigtir. HRA ve MMGA sayim
sonuglart normal APC sayim sonuglarindan belirgin olarak daha yiiksektir. HRA, test
edilen gidalar i¢in etkili iken, MMGA’a gore daha yliksek geri kazanim saglanmistir.
TSA ya da PCA’da canlandirmay: takiben geri kazanimda mikroorganizma gelisimi
gozlenmemistir. Geri kazanim i¢in denenen canlandirma sicakliklarinin optimal

olmadig1 ve 20 °C ve 30 °C’deki onarimin kiyaslanabilir diizeyde oldugu belirlenmistir.

Ince agar tabaka (Thin Agar Layer; TAL) yontemi, Kang ve Fung (1999) tarafindan
gelistirilmistir. Patojene spesifik secici ortam (~25 ml) 14 mL secici olmayan ortam
(TSA) ile kaplanir ve uygun sicaklikta 24 saat inkiibe edilir. Hasarli hiicreler TSA
besiyerinde onarilir ve ilk birkac saat inkiibasyon sonunda normal fonksiyonlarini
gosterir. Onarilan hiicreler alt tabakada bulunan segici ortamdaki maddelerle etkilesime
girerken, diger mikroorganizmalar se¢ici maddelerden inhibe olur. Bu yontem ile ylizey
kaplama yontemindeki zahmetli islem basamaklar1 azaltilmistir. Isil islem sonucu hasar
gormiis (55 °C’de 10 dakika) E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S. Typhimurium,

S. aureus ve Y. enterocolitica’nin geri kazaniminda kullanilmis ve test edilen patojenler
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icin 1yi1 segicilik ve geri kazanim saglanmistir (Wu ve Fung 2001). TAL y6ntemi soguk
ile hasar gormiis (-20 °C’de 2 saat ve takiben 25 °C’de 2 saat) E. coli O157:H7 ve
S. aureus sayiminda kullanilmistir. Secgici ortamdan elde edilen sonuglar TSA veya
TAL’dan elde edilen sonuc¢lardan daha diisiiktiir. TAL yOnteminin se¢ici ortama gore
daha iyi geri kazanim kapasitesi gosterdigi ve hedef organizmalarin ayriminda TSA’ya

gore daha iyi secicilik gosterdigi belirlenmistir.

Gida isleme sirasinda 1sitma, sogutma, diisiik sicaklik ve antimikrobiyel maddelerin
beraber veya kombine uygulamasi sonucu patojenlerde hasar gozlenebilir. Kombine
uygulamalarin verdigi hasar farkli olabilir. TAL yonteminin gergek gida sisteminde
coklu engel ile hasar gérmiis patojenlerin geri kazaniminda etkinligi degerlendirilmistir.
Cornus meyvesi ekstrakti ilave edilen elma suyunda E. coli O157:H7’nin geri
kazaniminda TAL yonteminin etkinligi belirlenmistir (Wu vd. 2008). Cornus meyvesi
ekstrakt1 oda sicakliginda ve buzdolabinda saklanan meyve suyunda E. coli O157:H7’yi
inhibe edebilir ve elma suyunda kontaminasyonu engellemek i¢in depolama sicakligi ve
stiresi ile kombine olarak kullanilabilir. TAL yontemi ¢esitli uygulamalarda hasar goren

bakteriler i¢in geri kazanim ortami olarak diisiiniilebilir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Bu calismada, bakteri kiiltiirleri olarak E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 6538
kullanilmis ve TAEK-SANAEM Uygulama Boéliimii Gida Birimi kiiltiir koleksiyonununda

bulunan mikroorganizmalardan yararlanilmustir.

Stok kiiltiirler Tryptic Soy Agar (TSA; Merck) yatik besiyerinde 4+2 °C'de saklanmis ve iki
ayda bir yenilenmistir. Ayrica, kiiltiirler 5 mL’lik sisecikler i¢inde -12+2 °C’de % 20 (w/v)
gliserol (Merck) cozeltisi i¢inde saklanmistir. Stok kiiltiirler kullanilmadan 6nce 5 mL’lik
Tryptic Soy Broth (TSB; Merck)’a asilanmig 37 °C’de yaklasik 17 saat inkiibe edilerek 1

kez aktiflestirilmis ve inokiiliimdeki canli hiicre sayis1 belirlenmistir.

Aragtirmada kullanilan kiyma, perakende satis magazasindan alinmis ve 2+1 °C’de
laboratuvara getirilmis ve 100 g’lik porsiyonlarda paketlenip 25 kGy’de 1smlanmistir.
Isinlama uygulamasini takiben kiyma paketleri analize kadar -20+2 °C’de depolanmustir.

Kiyma 6rnekleri her deneyden 6nce, 442 °C’de bir gece bekletilerek ¢ozlindiiriilmiistiir.

Ayrica ¢alismada kullanilan hazir kofte baharati, perakende satis magazasindan alinmis ve
yulaf ezmesi, galeta unu, karabiber, aci biber, kisnis, kori, kimyon, sogan, sarimsak,
maydanoz, tuz, aroma arttirict ve toz seker icerdigi bildirilir. Baharat 6rnekleri 25 kGy’de
isinlanmistir. Baharattaki mikroorganizma yiikii Plate Count Agar (PCA; Merck)’a ekim
yapilarak kontrol edilmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Isinlama islemi

Isinlama islemi, Tirkiye Atom Enerjisi Kurumu Saraykdy Niikleer Arastirma ve Egitim
Merkezi (TAEK-SANAEM)'nde gergeklestirilmistir. Islemin gerceklestirildigi 1sinlama
cihazi, Issledovatelj (Gamma-cell) firmasi tarafindan 6 Nisan 1994 tarihinde 10568 Ci

aktivite ile kurulmus Co-60 kaynagidir.

Isinlanacak malzeme asansor yardimiyla i1sinlama alanina indirilmis, kapag: kapatilmis ve
1sinlama islemi uygulanmistir. Isinlama islemi sona erdikten sonra isinlanan malzeme

kapak acilarak yukar1 alinmstir.

Orneklerin absorbladig1 dozlar1 belirlemek icin 1smlama islemi sirasinda Gammachrome
YR dozimetre (Chromwell, UK) kullanilmistir. Absorbanstaki degisim spektrofotometrik

olarak ol¢iilmiistiir.

3.2.2 E. coli ve S. aureus radyasyon duyarlihigmmin belirlenmesi

50 g’lik kiyma ve kofte numunesi 0,5 mL kiiltiir (~10%-10° kob/ml) ile asilanmus ve 1
dakika el masaj1 ile yogurulmustur. Kofte drnekleri hazirlanirken, 50 g’lik steril kiyma
ornegine 5 g’lik steril hazir kofte harci eklenmis ve 1 mL steril damitik su ilave edilerek
yogurulmustur. Her doz i¢in 5 g’lik 9 paket hazirlanmis ve 1s1nlama isleminden 6nce 1 gece

buzdolabinda bekletilmistir.
Belirlenen mikroorganizmalarla inokiile edilmis 6rnekler 0,00; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25;

1,50; 1,75; 2,00 kGy dozlarinda 1sinlanmis ve islem sirasinda sistemin doz hiz1 1,20-1,24
kGy/saat olarak belirtilmistir.
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Isinlama isleminden sonra her bir 1sinlama dozu i¢in kullanilan 5 g’lik kiyma &rnekleri
45 mL’lik Maximum Recovery Diluent (MRD; Merck) icinde 2 dakika homojenize
edilmistir. 10" olan seyreltiden MRD seyreltme sivist ile standart 1:9 oraninda ardisik
seyreltmeler yapilmistir. Her seyreltiden 1 mL/0,1 mL alinarak TSA besiyerine aktarilmis
ve petrideki besiyerlerine dokme/yayma yontemi ile ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat
inklibasyonu takiben mikroorganizma sayimlar1 yapilmis ve standart yoOntemle

hesaplanarak sonuglar kob/g olarak verilmistir (Anonim 2005).

Elde edilen sayim sonuglari ile grafik cizilerek D degerleri hesaplanmistir (Dickson 2001).

Takiben, mikroorganizmanin belirlenen ortamdaki radyasyon duyarliligi kontrol kosullar
ile karsilagtirilmistir. Kontrol 6rnegi kontamine edilen sigir kiymasidir. Bagil radyasyon
duyarliligt  (RRS) katsayist incelenen organizma i¢in belirli test ortaminda
hesaplanmaktadir. RRS katsayisi, kontrol ortamindaki D degerinin belirlenen ortamdaki D
degerine orani olarak ifade edilmektedir. Herhangi bir uygulama i¢in, RRS katsayisr>1 ise
radyasyon duyarliligini ifade eder; RRS katsayisi<l ise radyasyona karsi korumay: ifade
eder; RRS katsayis1 1 oldugunda uygulamanin radyasyon duyarliligina etkisi olmadigin

ifade eder (Borsa vd. 2004).

Denemeler 3 tekerrirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.2.3 E. coli ve S. aureus sayim sonuc¢larina uygulamalarin etkisinin belirlenmesi
Calismamizda dort uygulama kurulmus ve bunlar kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi,
1sinlama+kofte harcr ilavesi isimleri ile adlandirilmistir. 442 °C’de 10 giin ve -12+2 °C’de
50 giin siire ile depolanan orneklerde belli araliklarla genel ve selektif besiyerinde sayim
sonuglart alimustir.

Kontrol olarak adlandirilan uygulamada, 100 g steril kiyma 6rnegi 1 mL kiiltiir (~10%-10°

kob/ml) ile asilanmis ve 1 dakika el masaj1 ile yogurulmustur. Bir gece buzdolabinda

bekletilip, 4£2 °C’de 10 giin ve -124+2 °C’de 50 giin siire ile depolanmustir.
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2. grup ornekler: Bu grup ornekler, 100 g steril kiyma 6rnegi 1 mL kiiltir (~10%10°
kob/ml) ile asilanarak ve 1 dakika el masaji ile yogurularak hazirlanmistir. ilk asamada
hesaplanan D degerlerinden yola ¢ikilarak 0,50 kGy 1sinlama dozu segilmistir. Uygulama
sirasinda sistemin doz hizi 1,11-1,12 kGy/saat olarak belirtilmistir. Isinlama islemine kadar
1 gece buzdolabinda bekletilmis ve bu siire sonunda 0,50 kGy’de 1sinlanmistir. Isinlanmis

ornekler 4+2 °C’de 10 giin ve -12+2 °C’de 50 giin siire ile depolanmuistir.

3. grup ornekler: Bu grup o6rnekler, 100 g steril kiyma 6rnegine 10 g steril hazir kofte harci
eklenmis ve 2 mL steril damitik su ilave edilerek elle yogurulmus; daha sonra 1 mL kiiltiir
(~10%-10° kob/mL) ile asilanarak ve 1 dakika el masaj1 ile yogurularak hazirlanmustir. Bir
gece buzdolabinda bekletilen Ornekler 4+2 °C’de 10 giin ve -1242 °C’de 50 giin

depolanmustir.

4. grup ornekler: Bu grup ornekler, 100 g steril kiyma 6rnegine 10 g steril hazir kfte harci
ve 2 mL steril damutik su ilave edilerek yogurulmus; 1 mL kiltiir (~10%10° kob/mL) ile
asilanarak ve 1 dakika el masaj1 ile yogurularak hazirlanmistir. Isinlama islemine kadar 1
gece buzdolabinda bekletilip, 0,50 kGy’de 1smlanmistir ve 442 °C’de 10 giin ve -12+2
°C’de 50 giin depolanmustir.

Uygulamalarda E. coli sayisindaki degisimin belirlenmesi

MRD igerisinde uygun seyreltmeler hazirlanmis ve secilen besiyerlerine ekim yapilmistir.
Genel besiyeri olarak TSA besiyeri kullanilmis ve her seyreltiden 0,1 mL alinarak TSA
besiyerine aktarilmis ve yayma yoOntemi ile ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat

inkiibasyon siiresi sonunda mikroorganizma sayimi yapilmis ve sayim sonuglari standart

yontemle hesaplanarak kob/g olarak verilmistir (Anonim 2005).
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Selektif besiyeri olarak Violet Red Bile Lactose Agar (VRBA; Merck) besiyeri kullanilmig
ve her seyreltiden 0,1 mL alinarak VRBA besiyerine aktarilmis ve yayma yontemi ile ekim
yapilmustir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonu takiben sayimlar1 yapilmis ve sayim sonuglari

standart yontemle hesaplanarak kob/g olarak verilmistir (Anonim 2005).

Uygulamalarda S. aureus sayisindaki degigimin belirlenmesi

MRD igerisinde uygun seyreltmeler hazirlanmis ve secilen besiyerlerine ekim yapilmistir.

Genel besiyeri olarak TSA besiyeri kullanilmis ve her seyreltiden 0,1 mL alinarak TSA
besiyerine aktarilmis ve yayma yontemi ile ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat
inkiibasyonu takiben sayimlar1 yapilmis ve sayim sonuglar standart yontemle hesaplanarak

kob/g olarak verilmistir (Anonim 2005).

Selektif besiyeri olarak Baird Parker Agar (BPA; Merck) besiyeri kullanilmistir. Her
seyreltiden 0,1 mL alinarak BPA besiyerine aktarilmis ve yayma yoOntemi ile ekim
yapitlmistir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonu takiben sayimlari yapilmistir ve sayim

sonuglari standart yontemle hesaplanarak kob/g olarak verilmistir (Anonim 2005).
Denemeler 3 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.2.4 Replika Plate yonteminin uygulanmasi

Replika Plate yontemi ilk kez Lederberg ve Lederberg (1952) tarafindan gelistirilmistir.
Molekiiler biyolojide ve mikrobiyolojide Replika Plate yontemi, birinci Petri kutusunda
gelisen kolonilerin farkli segici besiyerleri igeren bir veya daha fazla farkli Petri kutusuna

inokiile edilmesidir.

Kadife kapl disk veya nitroseliiloz membran ya da filtre kagidi, genel besiyeri igeren Petri

kutusundaki kiiltiir yilizeyine bastirilir ve orjinal Petri kutusundaki koloniler segici besiyeri
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iceren Petri kutusuna ayni konumda aktarilarak damgalanir. Genelde, yiiksek sayidaki
kolonilerin her birinin ayr1 ayr1 farkli Petri kutularina siiriilmesi zorlugundan dolay1 Replika

Plate yontemi kullanilir.

Yontemin amaci, secgici fenotip taranmasi i¢in birinci Petri kutusu ile herhangi bir ikinci
Petri kutusunun karsilastirilmasini hedefler. Ornegin, birinci Petri kutusunda gdzlenen
ancak ikincl Petri kutusunda ayni konumda gelismeyen koloni, bu koloninin ikinci Petri
kutusundaki bir maddeye duyarli oldugunu gosterir. Siklikla taranan fenotipler oksotrof ve

antibiyotik direncliligidir (Sekil 3.1).

Eeplika Plate

—

Aomfisilitn duyrath koloniler

Sekil 3.1 Replika Plate yontemi ile Amp- kolonilerin belirlenmesi
Isinlanan ve kofte harci ilave edilen orneklerde 4+2 °C’de 10 giinlik depolama ve

-12+£2 °C’de 50 giinliik depolama siiresince Replika Plate yonteminin uygulanmasinda

kadife kapl steril damgalar kullanilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Replika Plate yonteminde kullanilan damga

Replika Plate yonteminin E. coli i¢in etkinliginin belirlenmesi:

37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonu takiben genel besiyeri olan TSA besiyerinde gelisen
koloniler steril damga ile VRBA selektif besiyerine aktarilmistir. 37 °C’de 24-48 saat

inkiibasyonu takiben iki besiyerinde gelisen koloniler arasinda karsilastirma yapilmustir.
Replika Plate yonteminin S.aureus i¢in etkinliginin belirlenmesi:

37 °C’de 24-48 saat inkiibasyonu takiben genel besiyeri olan TSA besiyerinde gelisen
koloniler steril damga ile BPA selektif besiyerine aktarilmistir. 37 °C’de 24-48 saat

inkiibasyonu takiben iki besiyerinde gelisen koloniler arasinda karsilagtirma yapilmstir.

Denemeler 3 tekerrirlii olarak gerceklestirilmistir.
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3.2.5 Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi

Analizler icin MINITAB (ver. 15, Minitab Inc., State College, PA, ABD) paket programi
kullanilmistir. Grup ortalamalarinin arasindaki farkliligin dnemli olup olmadigi Varyans
Analizi Teknigi (ANOVA) ile saptanmistir. ANOVA sonucunda gerekli oldugu zaman
hangi grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin 6nemli oldugu Duncan testi MSTAT-C
(Michigan State University, East Lansing, MI, ABD) kullanilarak belirlenmistir (Diizgiines
vd. 1987).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 E. coli ve S. aureus Radyasyon Duyarlihgina Isinlama ve Baharat ilavesinin
Etkisi

Isinlama ve kofte harci ilavesinin E. coli’nin radyasyon duyarliligia etkisi sekil 4.1°de
gosterilmistir. Kiyma ve koftede D degerleri sirasiyla 0,296 ve 0,233 kGy’dir. Bulunan
degerler sigir ve tavuk etinde belirtilen 0,16-0,39 kGy degerleri ile uyusmaktadir (Patterson
1988, Thayer vd. 1995).

Sekil 4.1’den anlasilabilecegi gibi, kofte harci ilavesi E. coli’nin radyasyon duyarliligini
arttirmistir. Mahrour vd. (2003), biberiye, kekik ve limon suyunda marinasyon ile
1sinlamay1 kombine uygulamis ve kanath etinde belirgin olarak radyasyon duyarliliginda
artis oldugunu gozlemistir. Isinlama ile mikrobiyel inaktivasyonun mekanizmasi DNA’daki
kimyasal baglarin kopmasi, membran gecirgenliginin ve diger hiicresel fonksiyonlarin
degisimidir ve bu durumun antimikrobiyel molekiiller ile hiicre membraninin etkilesimini

sagladig1 ve inhibisyon etkisini arttirabildigi bildirilmistir (Lacroix vd. 2004).

8
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Sekil 4.1 Kofte harci ilavesinin E. coli’nin radyasyon duyarliligina etkisi
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Isinlama ve baharat ilavesinin S. aureus’un radyasyon duyarliligma etkisi sekil 4.2°de
gosterilmistir. Kiyma ve koftede D degerleri sirasiyla 0,409 ve 0,430 kGy’dir. Bulunan
degerler sigir ve tavuk etinde belirtilen 0,22-0,58 kGy degerleri ile uyusmaktadir (Thayer
ve Boyd 1992). Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari Gram negatiflere gore ¢ok daha
kalindir ve bol miktarda peptidoglikan iceir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari ise
daha ince ve komplekstir. Farkli katmanlardan olusur ve cok az peptidoglikan igerir. En
dista lipopolisakkarit ve proteinden olusan bir dis zar bulunur. Yapilarindaki bu farkliliklar
isinlama duyarliligini etkilemekte ve sonugta Gram pozitif bakterileri 1sinlamaya karsi
Gram negatiflere gore daha direngli hale getirmektedir (Manas ve Pagan 2005). Yapilan bir
calismada, E. coli, S. aureus ve L. monocytogenes i¢in sigir kiymasinda D degerleri

strastyla 0,33; 0,39 ve 0,43 kGy olarak bulunmustur (Kiss vd. 2001).
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Sekil 4.2 Kofte harci ilavesinin S. aureus’un radyasyon duyarliligia etkisi

Sekil 4.2’den anlasilabilecegi gibi, kofte harci ilavesi S. aureus’un radyasyon direncinde
artisa sebep olmustur. Yapilan bir ¢alismada, kirmizi biber, karabiber ve zencefilin sulu

ekstraktlarinin E. coli, B. megaterium ve B. pumilus sporlarinin gama radyasyon
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duyarliligimma etkisi arastirilmis ve baharat ekstraktlarinin gama radyasyonu ile
inaktivasyona kars1 koruma sagladigi sonucuna varilmistir (Sharma vd. 2000). Elde edilen
sonuglara gore koruma etkisinin baharat bilesenleri ile DNA'nin korunmasi sonucu
olabilecegi bildirilmistir. Bu arastirma, gidada bulunan baharatin radyasyon proseslerinde

dozu degistiren faktorler olarak 6nemini gostermistir.

E. coli ve S. aureus igin hesaplanan RRS katsayilar ¢izelge 4.1°de verilmistir. Kofte harci
ilavesi, E. coli radyasyon duyarliliginda (RRS) 1,27 kat artisa neden olurken, S. aureus igin
radyasyon direncinde 0,95 kat artisa neden olmustur. Kofte harci ilavesinin S. aureus igin
gama radyasyonu ile inaktivasyona karsi koruma sagladigi sonucuna varilabilir. Isinlama
esnasinda gida bilesenlerinin mikroorganizmalar i¢in koruma sagladigi bilinmektedir
(Josephson ve Peterson 1983). Lacroix vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada, yabani
mercankdsk esansiyel yagmin  E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes radyasyon
duyarliliginmi sirastyla 3,10 ve 2,75 kat arttirdig1 belirlenmistir. Borsa vd. (2004), kiymada
transsinamaldehit ilavesinin E. coli’nin radyasyon duyarliligina etkisini incelemistir.
Kontrol, % 0,025 ve % 1,10 (w/w) transsinamaldehit ilave edilen ortamda D degerleri
strastyla 0,126; 0,115 ve 0,037 kGy bulunurken, buna karsilik gelen RRS katsayilar1 1,00;
1,10 ve 3,41 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.1 E. coli ve S. aureus i¢in RRS katsayilari

Uygulama E. coli S. aureus

D (kGy) RRS D (kGy) RRS
Kontrol 0,296 1,00 0,409 1,00
Kofte harci ilavesi 0,233 1,27 0,430 0,95

46



4.2 Isinlama ve Baharat Ilavesinin E. coli ve S. aureus Gelisimi Uzerine Etkisi

Hasarli bakteriler normal kosullarda direng gosterecegi maddelere karsi hassasiyet kazanir.
Kiiltiirde hasarin belirlenmesi i¢in selektif ve selektif olmayan besiyelerine ekim yapilir ve
uygun inkiibasyonu takiben koloniler incelenir. Secici olmayan besiyerinde gelisen
koloniler hasarli ve hasarsiz hiicreleri gosterirken, secici besiyerinde sadece hasarsiz
hiicreler gelisme gosterir. Her iki kosuldaki sayim sonuclari arasindaki fark, orjinal
kiiltiirdeki hasarli hiicrelerin sayisinin bir olgiisiidiir (Jay 1992). Subletal hasar etkisinden
bahsedilmesi i¢in, E. coli ve S. aureus igin aktiflestirmeyi takiben genel ve selektif
besiyerinde elde edilen sayim sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Aktif kiiltiirde genel ve

selektif besiyerinde sayim sonuglar1 arasinda fark gézlenmemistir.

Cizelge 4.2 E. coli ve S. aureus sayim sonuglari (log kob/g) ve standart sapmalari

E. coli S. aureus

TSA VRBA TSA BPA

9,20+0,09 9,18+0,10 8,96+0,01 8,95+0,02

4.2.1 Isinlama ve baharat ilavesinin E. coli sayim sonuc¢larina etkisi

Sogukta depolama:

E. coli i¢in 4£2 °C’de 10 giinlik depolamada kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve
isinlama+kofte harci ilavesi sonucu genel ve selektif besiyerinde elde edilen sayim

sonuglarinin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalar cizelge 4.3’te

verilmistir.
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Cizelge 4.3 412 °C’de 10 giinliik depolamada E. coli sayim sonuglarinin (log kob/g)
ortalamalart arasindaki farkliliklar ve standart sapmalari

Uygulama 0 2 4 6 8 10 Ortalama
< 8,09 7,79 7,78 7,43 7,45 7,55
_ £ 1084 +0,69 +0,60 +1,18 +0,60 +0,57 .
S 7,442
=
S ZE 7,31 7,00 7,46 7,19 7,12 7,14 +0,761
g‘ +1,31 +0,85 +0,68 +1,15 +0,52 +0,54
< 6,66 6,13 5,77 5,23 5,78 5,04
£ 1046 +0,57 +0,30 +0,65 +0,72 +0,27
< c
= 5,343
=
Cl < 5,13 5,04 5,25 4,71 4,76 4,60 +0,781
g 40,91 +0,60 +0,38 +0,62 +0,93 +0,25
'z < 7,68 7,55 7,39 7,45 6,78 6,34
;E £ 1019 +0,22 +0,14 +0,40 +0,34 +0,63 7,0833°
5
= é 7,21 7,18 7,32 7,26 6,67 6,16 +0,5635
o
?5 g +0,25 +0,22 +0,13 +0,41 +0,24 +0,73
5 < 5,80 4,57 4,50 3,89 4,36 4,12
2 £ 1039 120 +0,81 +1,19 +0,55 +0,71 ;
& 4,252
g 8
t 5 é 4,98 3,85 4,08 3,33 3,85 3,68 +0,974
é g +0,54 +1,14 +0,84 +1,31 +0,48 +0,85
6,608% 6,140%  6,195° 5,811%¢  58478¢  5579€
Ortalama

+1270  +1,557 +1,483 +1,819 +1,393 +1,452

* Depolama siiresi ortalamalariin karsilastirilmasinda biiyiik harfler, uygulama ortalamalarinin
karsilagtirllmasinda kiigiik harfler kullanilmis olup, ayni veya ortak harf tasiyan ortalamalar
arasindaki farklilik istatistik olarak énemli degildir (p>0,05).
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Isinlanan ve 4£2 °C depolanan 6rneklerde E. coli igin alinan sayim sonuglar1 Sekil 4.3’te
gosterilmistir. Buzdolabi kosullarinda depolama siiresince E. coli sayis1 azalmistir. Kontrol
orneklerinde baslangi¢ 8,09 (TSA) ve 7,31 (VRBA) log kob/g olan E. coli sayis1 depolama
sonunda sirasiyla 7,55 ve 7,14 log kob/g diizeyine azalmistir. Isinlama, kontrol ile
kiyaslandiginda TSA besiyerinde 1,62 log azalmaya neden olurken (TSA: 6,66’dan 5,04
log kob/g’a) VRBA besiyerinde 0,53 log azalmaya neden olmustur (VRBA: 5,13 den 4,60
log kob/g’a).

E. coli savis1 (log kob/g)
[=)

12

0 2 4 6 8 10
Zaman (guin)

—4—Kontrol TSA —4F-Izmlama TSA —&—Kontrol VRBA =-8=-Izmlama VRBA

Sekil 4.3 Isinlama ve 4+2 °C depolamanin E. coli sayim sonucuna etkisi

Isinlama ve sogukta depolama gida muhafazasinda en sik kullanilan kombine uygulamadir.
Yapilan bir ¢aligmada, buzdolabinda depolanan tavuk kiymasinda artan isimnlama dozu ve
depolama siiresince E. coli sayimlarinda azalma gdzlenmistir ve 2 kGy 1sinlama yaklasik 3
log birimi azalmaya neden olmustur. 6 ve 8 kGy’de isinlanan 6rneklerde E. coli tespit
edilmemistir. 28 giinliik depolamada kontrol ve 2 kGy’de 1sinlanan orneklerde E. coli

sayisinda yaklasik 2 log birimi azalma gozlenmistir (Spoto vd. 2000). Banati vd. (1993)
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tavuk etinde 2 kGy 1sinlama dozunun 4 log birim azalmaya yol agtigini tespit etmistir. Sekil
4.3’ten goriildigii lizere, TSA besiyerindeki elde edilen sonuglarimiza goére 2 kGy 1sinlama

dozu yaklasik 6 log birim azalmaya yol agmaktadir.

Sekil 4.4’te kofte harci ilave edilen ve 4+2 °C depolanan 6rneklerde E. coli sayim sonuglari
verilmistir. Kofte harci ilave edilen drneklerde E. coli sayis1 genel besiyerinde 7,68 log
kob/g’dan 6,34’e azalirken selektif besiyerinde 7,21 log kob/g’dan 6,16’ya azalmistir. Hazir
kofte harcinin igeriginde karabiber, ac1 kirmizi biber, kignis, kori, kimyon, sogan, sarimsak
ve maydanoz yer almaktadir. Kofte harci antimikrobiyel etkiye sahiptir ancak kiyma gibi
gida ortamlar1 kompleks yapidadir ve protein, yag, sicaklik, iyonik giic ve pH gibi
degiskenler antimikrobiyel etkiyi etkileyebilir. Shelef vd. (1984) yaptiklar1 bir calismada,
inhibisyon etkisi i¢in gida ortaminda kiiltiir ortamina kiyasla daha yiiksek oranlarda baharat
diizeyinin gerekli oldugunu belirtmistir. Gidadaki yag, protein ve su igerigi tuzda oldugu
gibi mikrobiyel direnci etkiler. Yag ve/veya su, karbohidratlara gore bakteriyi baharatin

inhibisyon etkisinden korumada daha etkilidir.

E. coli sayist (log kobig)

4
3
2
0 2 4 6 8 10
Zaman (gin)
—— ontrol TSA - - Kofte harciilavesi TSA
—&— Kontrol VRBA =@ -[{o6fte harciilavesi VRB A

Sekil 4.4 Kofte harc ilavesi ve 422 °C depolamanin E. coli sayim sonucuna etkisi
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Sekil 4.5’te kofte harci ilave edilen, 1smlanan ve 412 °C depolanan orneklerde E. coli
sayim sonuglar1 verilmistir. Isinlama ve kofte harci ilavesi TSA besiyerinde 1,68 log birim
(TSA: 5,80’den 4,12 log kob/g’a) ve VRBA besiyerinde 1,30 log birim (VRBA: 4,98’den
3,68 log kob/g’a) azalmaya yol agmustir.

L
3 o .
,o-ﬁ hdl Y ¢ -
z - ——t— —k A
=2
=1 1]
=6
z I“ See
:I/." -\ “
- Swo -
z ~~ Lt - -u
] -~ e, rmmmmE T, ————
g 4 ""i-._ -------- il - - -. ------ Qe e ::
S5 T~ ~9--"""" -
3
2
0 2 4 6 8 10
Zaman (gin)
—+—Kontrol TSA - 4 - IsmlamatKéfie harci ilavesi TSA
——Kontrol VRBA =@~ - [smlama+Ko6fte harcilaves: VRBA

Sekil 4.5 Isinlama, kofte harc ilavesi ve 442 °C depolamanin E. coli sayim sonucuna
etkisi

Karadag ve Giines (2007), hazir taze kofte ve kiymada toplam mezofil aerobik bakteri
(TMAB) icin D degerlerini sirasiyla 0,86 ve 1,26 kGy olarak tespit etmistir. 4 °C’de
depolanan 6rneklerde TMAB sayis1 tiim koftelerde kiymadakindan daha az bulunmustur.
Isinlanmis kofte orneklerinde kiymaya gore daha fazla mikrobiyel inaktivasyon, daha
diisik lipit oksidasyonu ve daha az istenmeyen duyusal ozellik gozlenmistir. Kofte
hazirlamada kullanilan baharat karisimi ile 1sinlama sonucu olusan kalite 6zelliklerindeki
bozulma azalirken mikrobiyel inaktivasyon arttirmistir. 3 kGy dozda 1sinlanan kdoftelerin
depolamanin ilk 3 giiniinde kalitelerinde dnemli miktarda degisim gozlenmezken, TMAB
sayis1 4 log birim azalarak raf dmrii mikrobiyel ag¢idan 14 giin uzatilmistir. Daha yiiksek

doz ve daha uzun depolama sonucu kalitede istenmeyen degisiklikler tespit edilmistir.

51



Kiyma icin onerilen dozlarin kalitede belirgin bir degisime neden olmadan kofte i¢in de

giivenle kullanilabilecegi belirtilmistir (Karadag ve Gunes 2008).

Calismamizda yapilan istatistiksel degerlendirmede giinler, uygulamalar ve besiyerleri
ortalamalar1 arasindaki farkin E. coli sayis1 bakimindan istatistiksel olarak énemli oldugu
bulunmustur (p<0,05). Cizelge 4.3’de goriildiigii iizere, 2.; 4.; 6. ve 8. giinlerin ortalamalari
ile 8. ve 10. giinlerin ortalamalarinin benzer oldugu; ancak 0. giin ortalamasinin diger
giinlerin ortalamalarindan farkli oldugu gozlenmistir (p<0,05). 6.; 8. ve 10. giinlerin
ortalamalarmin da benzer oldugu bulunmustur. Ayni ¢izelgede, 4+2 °C’de 10 giinliik
depolamada uygulamalara gore sayim ortalamalari ve standart sapmalar1 verilmistir.
Kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve 1sinlama+kdfte harci ilavesi uygulamalarinin

ortalamalarinin istatistiksel agidan birbirinden farkli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.4’te 412 °C’de depolanan Orneklerde E. coli i¢in hesaplanan % subletal hasar
ortalamalart ve standart sapmalar1 verilmistir. Subletal hasarli hiicre membran
gecirgenligindeki degisimler sonucu ¢ogu segici bilesenlere karsi hassasiyet kazanir ve
selektif besiyerinde gelisme yetenegini kaybeder. Subletal hasarli hiicreler se¢ici olmayan
besiyerinde c¢ogalir ve koloni olusturur ancak secici besiyerinde genelde koloni
olusturamaz. Yiizde subletal hasar, segici olmayan ortamdaki sayim sonucu ile segici
ortamdaki sayim sonucu arasindaki farkin seg¢ici olmayan ortamdaki sayim sonucuna
boliintip 100 ile ¢arpilmasiyla hesaplanir (Besse vd. 2000). En yiiksek hasar orani 1sinlama
uygulamasinda gozlenmis; bunun nedeninin ise, ilk anda iyonlastirict radyasyonun
DNA’daki kimyasal baglari kirmasi ve hiicre gegirgenliginde degisime neden oldugu
diistiniilmektedir. Mikroorganizmanin radyasyon duyarlilig1, iyonlastirict radyasyonun
direkt ve indirekt etkisine gosterdigi hassasiyet yaninda tek ve g¢ift iplik¢ik kirilmalarini
onarim yetenegine baglidir. Lacroix vd. (2004), kiymada E. coli ve S. Typhi’nin radyasyon
duyarliligin1 arttirmada en etkili bilesinin transsinamaldehit oldugunu tespit etmistir
Transsinamaldehit hedef bakterideki aminoasit dekarboksilazi inhibe etmekte (Wendakoon
ve Sakaguchi 1995) ve iyonlastirici radyasyon DNA’daki kimyasal baglar1 kirmakta veya

hiicre gegirgenliginde ve diger hiicresel fonksiyonlarda degisime neden olmaktadir. Bunun
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sonucunda antimikrobiyel molekiiller ve hiicre membrani arasindaki temas kolaylasmakta
ve inhibisyon etkisi artmaktadir. Tiiketime hazir hamburgerde hijyenik kalitenin
saglanmasinda gama 1simlamanin kullanilabilecegi ve i1smmlama sonucu duyusal kalitenin

korunmasi i¢in biberiyenin kullanilmasi 6nerilmistir (Lee vd. 2005).

Cizelge 4.4 412 °C’de 10 giin depolanan 6rneklerde E. coli i¢in hesaplanan subletal hasar
(%) ortalamalar1 ve standart sapmalari

Uygulama
Isinlama Kofte harci ilavesi Isinlama+tkofte harcr ilavesi
Subletal 63,63 31,61 62,64
hasar (%) +2,51 +18,34 +12,55

Isinlamay1 takiben canliligmi siirdiiren hiicrelerin ayni ortamda tutulmasi subletal hasarli
hiicrelerin inaktivasyonuna neden olabilir ve bunun sonucunda da depolama siiresince
inaktivasyon diizeyi artar. Subletal hasarli hiicreler hasar1 onaramaz ve segici ortamda
bulunan maddelere kars1 direng gosteremez. Vurgulu elektrik alani, 2000 ppm sorbik asit
ilavesinin pH 3,8’de kombine uygulamasi1 Dekkera bruxellensis ve S. cerevisiae suslarinda
5 log birimden daha yiiksek inaktivasyon saglamistir (Somolinos vd. 2007). Subletal hasarl
hiicrelerin inaktivasyonu yaninda canliligini stirdiiren hiicrelerin bir kisminda da depolama

stiresince hasar ve inaktivasyon gézlenmistir.

Dondurarak depolama:

E. coli i¢in -12+2 °C’de 50 giinliikk depolamada kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve
1sinlama+kofte harci ilavesi sonucu genel ve selektif besiyerinde elde edilen sayim

sonuglariin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalar Cizelge 4.5°te

verilmistir.
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Cizelge 4.5 -12+2 °C’de 50 giinliik depolamada E. coli sayim sonuglarinin (log kob/g)
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalari

Uygulama 0 5 10 15 25 35 50 Ortalama
< 809 7,67 7,13 7,04 5,95 6,34 6,02
£ 1084 0,67 40,54 0,95 +0,79 0,67  £0,53
S 6,557"
=
g +1,085
2 < 7,31 7.42 6,39 6,35 5,38 5,04 5,66
g +1,31  +0,71 +0,55  +0,84 +0,87  £0.28 0,53
< 066 5,81 6,03 5,58 4,61 4,18 4,17
© £ 1046  +0,68  +0,08  +0,07 +0,24 40,85  +0,63 .
= 4,803
<
g é 5,13 5,33 5,20 4,61 3,31 2,96 3,67 +1,176
ﬁ; +0,91 0,76  +0,15  +0,25 +1,16  +1,01 0,53
Z < 768 6,71 6,19 6,01 5,85 4,98 4,50
;E 2 10,19  +035 +0,37  +0,39 +0,19  £0,12  +0,42 5 708"
a 2
= é 7,21 6,31 5,89 5,61 5,14 4,69 4,40 +1,009
Q
& ﬁ; +0,25 40,55 +0,40  +0,28 +0,17  +027  +0,41
v
. < 580 4,72 4,54 3,99 3,79 3,09 3,29
27 £ 1039 4077  +053 4036 +0,55  +0,17  +0,59 d
¥z 3,864
< =
s < 4,98 4,38 4,16 3,48 2,94 2,47 2,74 +1,001
=R
ESa § +0,54  £0,85  +037 030 +0,27  +0,40  £0,61

6,608" 6,043  5656¢ 5335+ 4,622  4219% 4304+

Ortalama +1,270  +1,283  £1,039 1,236  +£1,227 =*1,334 1,156

* Depolama siiresi ortalamalarimin karsilastirilmasinda biiytlik harfler, uygulama ortalamalarinin
karsilagtirllmasinda kiigiik harfler kullanilmis olup, ayni veya ortak harf tasiyan ortalamalar
arasindaki farklilik istatistik olarak énemli degildir (p>0,05).
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Isinlanan ve -1242 °C depolanan 6rneklerde E. coli i¢in alinan sayim sonuglar1 Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Kontrol 6rneginde 50 giin sonunda genel ve selektif besiyerinde 8,09 log
kob/g ve 7,31 log kob/g baslangi¢ E. coli sayilar sirasiyla 6,02 log kob/g ve 5,66 log
kob/g’a azalmistir. 0,5 kGy TSA besiyerinde 2,49 log birim (TSA: 6,66 log kob/g’dan 4,17
log kob/g’a) ve VRBA besiyerinde de 1,46 log birim (VRBA: 5,13 log kob/g’dan 3,67 log
kob/g’a) azalmaya yol agmustir.
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Sekil 4.6 Isinlama ve -12+2 °C depolamanin E. coli sayim sonucuna etkisi

Dondurma islemi vejetatif hiicrelerin radyasyona direncliliginde 6nemli bir artisa neden
olmaktadir. Mikroorganizmalarin radyasyon direngliligi, dondurulmus ortamlarda, oda
sicakligma gore 2-3 kat artmaktadir. Bu artisa, ortam dondugu zaman serbest radikallerin
immobilize olmasi1 ve serbest difiizyonun egellenmesi neden olmaktadir. Boylece
dondurulmus durumda OH' iyonlar1 ile DNA’nin indirek hasar1 6énlenmekte ve daha fazla
doz uygulanmasi gerekmektedir. Sicaklik ile direnclilikte degisim su aktivitesi yiiksek
gidalarda direk etkinin 6nemini gostermektedir (Dickson 2001). Isinlama ve dondurarak
depolamanin tavuk etinde bakteri gelisiminde belirgin azalma sagladig1 ve biyokimyasal

karakteristiklerin stabilizasyonunu sagladigi Javanmard vd. (2006) tarafindan gosterilmistir.

55



Kombine uygulama toplam mezofil aerobik bakteri sayisini ve koliform sayisini azaltmada
tek basina uygulamadan daha etkilidir. Doza bagli olarak bakteri sayisinda azalma

gozlenmistir.

Sekil 4.7°de kofte harci ilave edilen ve -12+2 °C depolanan 6rneklerde E. coli i¢in alman
saymm sonuglar1 gosterilmistir. Genel ve selektif besiyerinde kontrol 6rneklerinde E. coli
sayimlar1 sirastyla 2,07 (TSA: 8,09 log kob/g’dan 6,02 log kob/g’a) ve 1,65 log birim
(VRBA: 7,31 log kob/g’dan 5,66 log kob/g’a) azalmistir. Baharat ilaveli ornekte 7,68
(TSA) ve 7,21 (VRBA) baslangi¢ E. coli sayist 50 giin depolama sonunda sirasiyla 4,50 ve
4,40 log kob/g’a azalmistir.

E. coli sayist (log kob/g)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (giin)
—t— K ontrol TSA - - ofte harciilavesi TSA
—— Kontrol VRBA =2&=-Kofte harcilavest VRBA

Sekil 4.7 Kofte harci ilavesi ve -12+2 °C depolamanin E. coli sayim sonucuna etkisi

Kofte harci ilave edilen, 1sinlanan ve -124+2 °C depolanan Orneklerde E. coli sayist Sekil
4.8°de verilmistir. Genel besiyerinde 2,51 log birim (TSA:5,80 log kob/g’dan 3,29 log
kob/g’a) ve selektif besiyerinde 2,24 log birim (VRBA: 4,98 log kob/g’dan 2,74 log

kob/g’a) azalma gozlenmistir. Isinlama esnasinda gida bilesenlerinin mikroorganizmalar
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icin koruma sagladigi iyi bilinmektedir (Josephson ve Peterson 1983). Cogu hazir gida
temel bilesen olarak baharat igerir. Baharatta hijyen amaciyla gama 1sinlamasinin
kullanilmas1 yaygin olarak calisilmistir. Ancak, gida bilesenleri olarak baharatin gida

mikroflorasinin radyasyon duyarliliina etkisi arastirilmamistir.

E. coli sayis1 (log kob/g)

4
THe-a - -
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1
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Zaman (giin)
—— Kontrol TSA — B [nnlamat+Kofte harciilavesi TSA
—— Kontrol VRBA = 2= [mnlamatKofie harciilavesi VRBA

Sekil 4.8 Isinlama, kofte harci ilavesi ve -1242 °C depolamanin E. coli sayim
sonucuna etkisi

Calismamizda yapilan istatistiksel degerlendirmede giinlere, uygulamaya ve besiyerlerine
gore E. coli sayisindaki degisim istatistiksel agidan onemlidir (p<0,05). Cizelge 4.5’te
gorildiigii iizere 10. ve 15. giin ortalamalarinin benzer oldugu gozlenmistir. 25. ve 50. giin
ortalamalarmin ve 35. ve 50. giin ortalamalarinin benzer oldugu bulunmustur. Ayni
cizelgede, -124+2 °C’de 50 giinliik depolamada uygulamalara gére sayim ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 verilmistir. Kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve 1sinlama+kofte harci
ilavesi uygulamalarinin ortalamalarinin istatistiksel agidan birbirinden farkli oldugu

bulunmustur (p<0,05).
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-12+2 °C’de depolanan orneklerde E. coli i¢in hesaplanan subletal hasar (%) ortalamalar
ve standart sapmalar ¢izelge 4.6’da verilmistir. En yiliksek hasar orani 1sinlama+ kofte

harci ilavesi uygulamasinda gozlenmistir.

Cizelge 4.6 -1242 °C’de 50 giin depolanan 6rneklerde E. coli i¢in hesaplanan subletal hasar
(%) ortalamalar1 ve standart sapmalari

Uygulama
Isinlama Kofte harci ilavesi Isinlama-+kofte harci ilavesi
Subletal 67,59 20,13 72,00
hasar (%) +7,05 +10,39 +1,61

ki farkli pH degerinde vurgulu elektrik alanmnin etkisini ¢alisan Saldana vd. (2009)
tarafindan L. monocytogenes ve S. aureus susglari i¢in pH 4,0 ve 7,0’de ve S. Typhimurium
suslar1 i¢in pH 7,0°de 6nemli bir subletal hasar gézlenmemistir. E. coli suslari igin subletal
hasar gozlenmistir. Vurgulu elektrik alam1 uygulamasinda direncin ve subletal hasarin
bakteri suslarinda farklilik gosterdigi ve uygulama ortaminin pH degerine bagli oldugu
sonucuna vartlmistir. Somolinos vd. (2008) tarafindan yapilan diger bir calismada yiiksek
hidrostatik basing uygulamasi sonucu yiiksek oranda subletal hasarli hiicre elde edilmistir.
E. coli ve L. monocytogenes’de gozlenen inaktivasyon ve subletal hasar pH ve uygulama
ortaminin kompozisyonuna bagl iken, S. cerevesiae i¢in test edilen kosullarda bu sekilde

bir iliski bulunmamustir.

4.2.2 Isinlama ve baharat ilavesinin S. aureus sayim sonuclarina etkisi

Sogukta depolama:

S. aureus i¢in 412 °C’de 10 giinliik depolamada kontrol, 1s1nlama, kofte harci ilavesi ve
1sinlama+kofte harci ilavesi sonucu genel ve selektif besiyerinde elde edilen sayim

sonuglarin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalar c¢izelge 4.7°de

verilmistir.
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Cizelge 4.7 412 °C’de 10 giinliik depolamada S. aureus sayim sonuglarinin (log kob/g)
ortalamalart arasindaki farkliliklar ve standart sapmalari

Uygulama 0 2 4 6 8 10 Ortalama
< 6,61 6,55 6,52 6,44 6,20 6,25
7]
[ +0.4 + +0,44 + +0,2 +0,41
2 0,46 0,56 0, 0,33 0,23 0, 6.3228"
é < 6,43 6,38 6,26 6,16 6,08 5,99 +0,3863
B +0.40 +0,55 +0,42 +0,23 +0,24 +0,41
< 5,11 5,06 445 4,64 425 4,06
- £ 1052 40,60 +0,97 +0,54 +0,68 +0,51 |
g 4,440
<
5§ L 496+ 4380 4,13 426 3,84 3,72 +0,701
= 0,52 +0,49 +1,05 +0,48 +0,60 +0,38
< 6,98 7,01 6,61 6,92 6,92 6,54
— m
§ . = 40,24 0,24 +0,13 +0,08 +0,09 +0,19 6.7342°
>
:é; =R 6,90 6,95 6,27 6,79 6,59 6,33 +0,2905
M B +017 +0,18 +0,18 +0,12 +0,24 +0,19
< 5,53 5,40 4,73 4,54 4,85 4,53
(D)
& 7 £ 1070 +0,62 +0,92 +0,54 +0,79 +0,64
% E 4,797
E8 « 5,35 5,26 4,54 4,08 4,47 428 +0,723
= <
éﬂ B 0,65 +0,63 +0,95 +0,23 +0,57 +0,47
5,984% 5926 54428 5,480° 5,398 52128
Ortalama
+0,892  +0,952  £1,182  +1,193  +£1,200 +1,172

* Depolama siiresi ortalamalarinin karsilastirllmasinda biiyiik harfler, uygulama ortalamalarimin
ortak harf tagiyan ortalamalar

karsilastirllmasinda kii¢lik harfler kullanilmis olup, ayni veya
arasindaki farklilik istatistik olarak 6énemli degildir (p>0,05).
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Isinlanan ve 4£2 °C depolanan orneklerde S. aureus i¢in alinan sayim sonuglari Sekil
4.9°da gosterilmistir. Kontrol 6rneklerinde depolama siiresince S. aureus popiilasyonu TSA
besiyerinde 6,61 ile 6,25 log kob/g ve BPA besiyerinde 6,43 ile 5,99 log kob/g
diizeyindedir. 0,5 kGy’de 1sinlanan 6rneklerde S. aureus popiilasyonu, depolamada TSA
besiyerinde 5,11 ile 4,06 log kob/g ve BPA besiyerinde 4,06 ile 3,72 log kob/g diizeyinde
kalmistir. 0,5 kGy 1s1nlama dozu genel besiyerinde 1,05 log birim azalmaya neden olurken
selektif besiyerinde 1,24 log birim azalmaya neden olmustur. TSA besiyerindeki sonuclara

gore 2 kGy 1sinlama dozu yaklasik 2 log azalmaya yol agmaktadir.
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Sekil 4.9 Isinlama ve 4+2 °C depolamanin S. aureus sayim sonucuna etkisi

Sogukta depolanmis (3-5 °C) 1sinlanmamis laboratuvarda tavuk etinden hazirlanan yemekte
28 giinliik depolamada S. aureus canli sayimlarinin 2 log birim azaldigi Adu-Gyamfi vd.
(2008) tarafindan tespit edilmistir. 2 kGy 1simnlama S. aureus sayimlarini yaklasik 5 log
birimi azaltmistir. 3 kGy 1smlama ise S. aureus sayimlarmi tespit seviyesinin altina
indirmistir. Thayer ve Boyd (1992), S. aureus inokiile edilen (8x10° kob/g) mekanik olarak

ayrilmis tavuk etini 1,50 kGy’de isinladiginda canli sayimi alamamistir. Kolsarict ve
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Kirimea (1995) tavuk etinde Staphylococcus’un 3 kGy doza kadar direngli oldugunu
dogrulamistir. Idziak ve Incze (1968), tavuk karkaslarinda S. aureus sayimlarinda 5-7 kGy
doz uygulamasinin 11 log birim azalmaya yol agtigin1 gézlemistir. Thayer vd. (1997) 1,5-3
kGy doz uygulamasinin ve 5 °C depolamanin bizon, devekusu, kertenkele, timsah etlerinde
S. aureus sayimlarinit biliyllk oranda azalttig1 sonucuna varmistir. 3 kGy 1sinlama
uygulamasi sogukta depolanan tavsan etinde S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis ve

Enterobacteriaceae sayimlarinda sirasiyla 3; 3; 1,4 ve 4 log birim azalmaya yol agmistir

(Badr 2004).

Vural vd. (2006), pismemis koftede artan 1sinlama dozuna bagli olarak mikrobiyel florada
belirgin bir azalma oldugunu gostermistir. Fekal koliform bakteri, koliform bakteri ve
S. aureus sayisi sirastyla 2 kGy, 3 kGy ve 7 kGy doz uygulandiginda elimine edilmistir.
4 °C’de depolama siiresince bakteri popiilasyonu sistematik olarak artmistir. Kofte ile
yapilan bagka bir ¢calismada 1,5 kGy ve 3,0 kGy dozlarinda TMAB sayisinda yaklasik 0,7
log ve 1 log birim azalma rapor edilmis ve 4°C’de depolama sonucunda TMAB sayisinda

belirgin fark gdzlenmemistir (Aytac vd. 1994).

Depolama siiresince S. aureus sayimlarinda azalma gozlenmistir. Sekil 4.10°da kofte harci
ilave edilen ve 442 °C depolanan orneklerde S. aureus sayisi gosterilmistir. Genel ve
selektif besiyerinde kontrol 6rneklerinde sirastyla 0,36 (TSA: 6,61 log kob/g’dan 6,25 log
kob/g’a) ve 0,44 log birim (BPA: 6,43 log kob/g’dan 5,99 log kob/g’a) azalma gdzlenirken,
baharat ilaveli orneklerde 0,44 (TSA: 6,98 log kob/g’dan 6,54 log kob/g’a) ve 0,57 log
birim (BPA: 6,90 log kob/g’dan 6,33 log kob/g’a) azalma gozlenmistir. Gram negatif
bakteriler esansiyel yaglarin antibakteriyel aktivitesine karst Gram pozitif bakterilerden

daha direnglidir (Agaoglu vd. 2007).
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Sekil 4.10 Kofte harci ilavesi ve 442 °C depolamanin S. aureus sayim sonucuna etkisi

Akgul ve Kivanc (1989), kefe kimyonunun (Laser trilobum) S. aureus sayimlarinda
azalmaya neden oldugunu, gelismenin depolama sicakligina, baharat diizeyine,
inokiilasyona ve kiyma oOrneklerine gore degisiklik gosterdigini belirtmistir. Diisiik
sicaklikta saklanan ve orta veya yliksek oranlarda yag iceren kiymadan hazirlanan koftede
baharat kullaniminin uygun olabilecegi sonucuna varilmistir. Kivanc ve Akgul (1991),
yaptiklart diger bir ¢calisma sonucunda, diisiik yag iceren ve 7 °C’de depolanan koftenin
hijyenik kalitesinin kefe kimyonu ilavesi ile gelistigini bulmustur. Baharat ilavesinin % 1
oldugu durumda az ya da hi¢ inhibisyon gdzlenmez iken, toplam canli, koliform,
psikrotroflar ve maya-kiifleri igeren dogal floranin gelisimi 7 °C’de % 2 baharat diizeyinde
belirgin olarak inhibe edilmistir. Azalan yag igerigi ve artan su ile protein iceriginde
baharatin  inhibe edici etkisi artmistir. Baharatin etkinliginin, azalan su ve protein

iceriginde ve artan yagda kayboldugu belirgindir.
Sekil 4.11°de kofte harci ilave edilen, 1sinlanan ve 4+2 °C depolanan orneklerde S. aureus

sayim sonuglar1 gosterilmistir. Isinlama+kofte harci ilavesi uygulamas: genel besiyerinde

1 log birim (TSA: 5,53 log kob/g’dan 4,53 log kob/g’a) ve selektif besiyerinde 1,07 log
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birim (BPA: 5,35 log kob/g’dan 4,28 log kob/g’a) azalma goézlenmistir. Kontrol
orneklerinde TSA ve ve BPA baslangi¢ sayis1 6,61 ve 6,43 log kob/g’dan sirastyla 6,25 ve
5,99 log kob/g’a azalmistir. Cesitli dozlarda 1sinlanan ve buzdolabi sicakliginda 7 giin
depolanan Tekirdag koftesinde 3,2 kGy doz uygulamasi E. coli O157:H7 ve S. aureus
sayimlarini tespit edilebilir diizeye indirirken, S. Typhimurium i¢in etkisiz kalmistir. 4,5

kGy’de 1sinlanan orneklerde, calisilan mikroorganizmalar tespit edilmemistir (Gumus vd.

2008).
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Sekil 4.11 Isinlama, kofte harci ilavesi ve 412 °C depolamanin S. aureus sayim sonucuna
etkisi

Oda sicakligi ve buzdolabi sicakliginda saklanan ¢ig kofte orneklerinde mikrobiyolojik
karakteristikler ve pH degerleri Ardic ve Durmaz (2006) tarafindan belirlenmistir. TMAB,
koliform, maya ve kiif, laktik asit bakterileri ve S. aureus sayimlar1 belirgin olarak
depolama sicakligindan etkilenmistir. S. aureus sayimi buzdolab1 sicakliginda depolamada
azalirken oda sicakliginda artmistir. Gidada S. aureus gelisimi pH, baslangi¢c S. aureus
sayisi, depolama kosullari, tuz miktari, nem ve rekabetci flora gibi birtakim faktdrlerden

etkilenmektedir (Noleto vd. 1987, Samelis ve Metaxopoulos 1998, Sagun vd. 2003).
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Tiiketime hazir ¢ig kofte ornekleri ile yapilan baska bir ¢aligmada, 1sinlamanin dozuna
bagli olarak TMAB sayisinin azaldig1 gosterilmistir. 2 kGy 1sinlama koliform bakterilerin
ve E. coli’nin inhibe edilmesinde yeterli iken, Staphylococcus spp. eliminasyonu i¢in 4 kGy
yeterli olmaktadir. Cig koftenin mikrobiyolojik kalitesinin saglanmasinda 7 kGy doz
uygulamasinin gerekli oldugu vurgulanmistir (Yildirim vd. 2005). Gezgin ve Gunes (2007)
tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise, 2 kGy’de 1sinlamanin ¢ig koftenin raf dmriinii
uzatmada ve E. coli O157:H7 ve diger bakterilerin sayisini azaltarak giivenligini saglamada
potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir. TMAB sayis1 artan 1sinlama dozu ile azalmis ve
D degeri 0,83 kGy olarak bulunmustur. 2 kGy’de 1sinlanan ve 4 °C’de depolanan
orneklerde 5,1 log kob/g olan E. coli O157:H7 sayis1 1 giinliik depolama sonrasinda tespit
edilemeyen diizeye inmistir (<1 log kob/g).

Calismamizda yapilan istatistiksel degerlendirmede giinlere, uygulamaya ve besiyerlerine
gore S. aureus sayisindaki degisim istatistiksel agidan onemlidir (p<0,05). Cizelge 4.7°de
goriildiigli lizere, 0. ve 2. giin ortalamalarinin benzer oldugu ve diger giinlerden farkl
oldugu gozlenmistir. 4.; 6.; 8. ve 10. glin ortalamalar1 da birbirine benzerdir. Ayni
cizelgede, 4+2 °C’de 10 giinliik depolamada uygulamalara gore sayim ortalamalar1 ve
standart sapmalar1 verilmistir. Kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve 1ginlama+kofte harci
ilavesi uygulamalarinin ortalamalarinin istatistiksel agidan birbirinden farkli oldugu

bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.8’de 4+2 °C’de depolanan orneklerde S. aureus igin hesaplanan subletal hasar
(%) ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. En yiiksek hasar 1sinlama uygulamasinda
gozlenmistir. Quattara vd. (2002) 1sinlama, dogal baharat bilesikleri ve ¢apraz baglanmis
film kaplamasinin kombine uygulamasmin sigir kiymasmin kalitesi iizerine etkisini
calismistir.  Antimikrobiyel etkinin biiyik ¢ogunlugunun gama radyasyonundan
kaynaklandig1 belirlenmistir. Askorbik asitin tek basina kullanim1 ve ¢apraz baglanmis film
ile kombine edilmesi 1smlanmamis drneklerde bakteriyel gelismede belirgin bir azalmaya
neden olmustur. Ancak, kombine uygulamalar isinlamanin antimikrobiyel etkinligini

belirgin olarak arttirmamistir. Enterobacteriaceae ve diger Gram negatif bakteriler
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(koliform grup bakteriler ve Pseudomonas spp.) isinlamaya karsi Gram pozitif
bakterilerden (B. thermosphacta, S. aureus ve laktik asit bakterileri) daha duyarhdir.
Askorbik asit ve baharat tozu igeren ¢apraz baglanmis film kaplamasi 1sinlama sonrasi
depolamada lipit oksidasyonunu ve —SH radikal iiretimini azaltmistir. Isinlama ile dogal
bitki ekstraktlarinda marinasyon sinerjistik etki gdstermis ve toplam mikrobiyel yiikii

azaltmis ve 4 °C’de depolamada ¢ogalmay1 kontrol etmistir.

Cizelge 4.8 412 °C’de 10 giin depolanan 6rneklerde S. aureus i¢in hesaplanan subletal
hasar (%) ortalamalari ve standart sapmalari

Uygulama
Isinlama Kofte harc ilavesi Isinlama-+kofte harci ilavesi
Subletal 51,98 38,04 41,75
hasar (%) 116,47 £12,30 21,28

Jo vd. (2004), ticari olarak hazirlanmis marine edilmis sigir pirzolasinda S. aureus,
B. cereus, S. Typhimurium ve E. coli i¢in D degerlerini sirasiyla 0,663+0,01; 0,594+0,05;
0,63610,02 ve 0,538+0,01 kGy olarak belirlemistir. 20 °C’de 9 giinliik depolamada dort
patojenin sayisi ¢ok az artmistir. Baglangigta 1 log kob/g canli sayisi tespit edilen 3 kGy’de
1s1nlanan ve sogukta depolanan drnekte iki haftalik depolama sonunda sayim alinamamustir.
Isinlama sonucu olusan sublethal hasar hiicrelerin ¢evresel faktorlere olan hassasiyetini
arttirmaktadir (Grant ve Patterson 1992). Benzer olarak, isinlama ile hasar goren

S. Typhimurium hiicreleri sogukta depolamada gelismemistir (Thayer vd. 1992).
Dondurarak depolama:

S. aureus i¢in -124+2 °C’de 50 giinliik depolamada kontrol, 1s1nlama, kofte harci ilavesi ve
1sinlama+kofte harci ilavesi sonucu genel ve selektif besiyerinde elde edilen sayim

sonuglariin ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalar1 c¢izelge 4.9’da

verilmistir.
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Cizelge 4.9 -12+2 °C’de 50 giinliik depolamada S. aureus sayim sonuglarinin (log kob/g)
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar ve standart sapmalari

Uygulama 0 5 10 15 25 35 50 Ortalama
< 661 6,62 6,62 6,11 6,20 6,21 5,89
= £ 1046 050 041 0,16 039  +0,54 =057 6.2
b )
e
v . 643 644 646 573 607 601 567 +0,5065
D 4040 +043 044 046 043  +0.67  +0.65
< Sl 542 5.04 531 4,83 5.6 4,64
o £ 105 075 091 086 0,59 +0,63 =0,76 a
= 4,977
<
g. < 496 5,20 4,82 5,13 4,59 4,96 4,39 +0,673
B 052 0,73  +0.85 090 4048  +078  +0.82
7 ~ 698 6,74 6.86 6,89 7.16 6,72 6,72
kS £ 1024 1044 £0.17 0,17 011 =021 0,12 00
5 :
—
% < 690 6,66 6,72 6,73 7,03 6,45 649  +0,2767
?5 & 017 041  £0,12  £031 0,07 025 +027
< 553 5.46 5,57 5,79 5,77 5,50 548
o
=7 £ 1070 +1,07 +0.83 0,96 +081 =048 0,80
VRS 5.493°
t =
E5 . 535 523 540 562 552 533 534 0673
_ <
S D 40,65 097 0,75 094 0,74  +045  +0.65
5984 5972 5938 5915 5897 5806 5,576
Ortalama 40,892 +0,890 +0,943 +0,828 +0,984 +0,751 +0,934

* Uygulama ortalamalarinin karsilagtirilmasinda kiiciik harfler kullanilmis olup, ayni veya ortak
harf tagiyan ortalamalar arasindaki farklilik istatistik olarak 6nemli degildir (p>0,05).
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Isinlanan ve -12+2 °C depolanan orneklerde S. aureus i¢in alinan sayim sonuclar1 Sekil
4.12°de gosterilmistir. 0,5 kGy 1sinlama dozu genel besiyerinde 0,47 log birim azalmaya
neden olurken selektif besiyerinde 0,57 log birim azalmaya neden olmustur. 0,5 kGy’de
1sinlanan orneklerde S. aureus popiilasyonu depolamada TSA besiyerinde 5,11 ile 4,64 log
kob/g ve BPA besiyerinde 4,96 ile 4,39 log kob/g diizeyinde kalmistir. Kontrol
orneklerinde depolama siiresince S. aureus popiilasyonu TSA besiyerinde 6,61 ile 5,89 log

kob/g ve BPA besiyerinde 6,43 ile 5,67 log kob/g diizeyindedir.
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Sekil 4.12 Isinlama ve -12+2 °C depolamanin S. aureus sayim sonucuna etkisi

3 kGy’de 1sinlanan ve dondurarak depolanan mekanik olarak ayiklanmis tavuk etinde
S. aureus popiilasyonunda kontrol ile kiyaslandiginda 2,54 log birimi azalma gozlenmistir
(Gomes vd. 2006). Jo vd. (2005) yaptiklar1 diger bir ¢alismada, hayvansal hazir gidalarda
(ticari olarak bulunan baharatli ve pismis sigir eti, kizarmig yumurta ve jambon) D
degerlerini sirasiyla S. aureus, L. ivanovii, S. Typhimurium ve E. coli i¢in 0,34+0,01,
0,24+0,02; 0,24+0,01 ve 0,27£0,01 kGy olarak bulmustur. 3 kGy 1sinlama dozunda canl
hiicre tespit edilmemistir. Test edilen ornekler i¢cinde jambona inokiile edilen E. coli,

1sinlamaya en direngli olarak tespit edilmistir. E. coli 0,95 su aktivitesi degerinde
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gelismektedir ve 1sinlanmamis ve 1 kGy’de 1sinlanmig drneklerde yavas diizeyde gelisme
gostermistir. Jambon disindaki oOrneklerde 2 kGy ve daha yiliksek dozlarda isinlama

sonucunda 1smlama ile hasar gérmiis hiicrelerin geri kazanimi ve gelisimi gézlenmemistir.

Sekil 4.13’te kofte harci ilave edilen ve -12+2 °C depolanan orneklerde S. aureus igin
alinan sayim sonuglari gosterilmistir. Baharat ilavesi kontrol ile kiyaslandiginda TSA
besiyerinde 0,26 log birim (TSA: 6,98 log kob/g’dan 6,72 log kob/g’a) azalmaya yol
acarken BPA besiyerinde 0,41 log birim (BPA: 6,90 log kob/g’dan 6,49 log kob/g’a)
azalmaya neden olmustur. Kontrol 6rneginde baslangic S. aureus popiilasyonu depolama
stiresince 6,61°den 5,89 log kob/g’a azalirken selektif besiyerinde 6,43’ten 5,67 log kob/g’a

azalmstir.

S, aurens savist (log kob/g)
[=p

1
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Zaman {giin)
—t—Kontrol TSA -4 -Kofte harciilavest TSA
—k— [{ontrol BPA === 6fte harciilavesi BPA

Sekil 4.13 Kofte harci ilavesi ve -1242 °C depolamanin S. aureus sayim sonucuna etkisi

Sarimsak, zencefil, karanfil, karabiber ve yesil biberin patojen bakteriler ve mayalara kars1

gosterdigi antimikrobiyel etkisi incelenmistir (Arora ve Kaur 1999). Sadece sarimsak ve
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karanfilin antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sarimsagin bakterisidal etkisi
1 saatlik inkiibasyonda belirgindir ve 3 saatlik inkiibasyonu takiben S. epidermis ve
S. Typhi’nin % 93’1 dlmiistiir. Mayalar ise, sarimsak ekstraktinda 1 saat ve karanfilde 5

saat icinde tamamen Olmiistiir.

Kofte harci ilave edilen, 1sinlanan ve -12+2 °C depolanan 6rneklerde S. aureus sayis1 Sekil
4.14’te gosterilmistir. Isinlama+kofte harct ilavesi S. aureus sayimlarinda genel besiyerinde
0,72 log birim (TSA: 6,61 log kob/g’dan 5,89 log kob/g’a) ve selektif besiyerinde 0,76 log
birim (BPA: 6,43 log kob/g’dan 5,67 log kob/g’a) azalmaya neden olmustur. S. aureus
say1s1 kontrol 6rneginde genel besiyerinde 6,61°den 5,89 log kob/g’a ve selektif besiyerinde
6,43’den 5,67 log kob/g’a azalmistir.

S. aureus sayisi (log kob/g)

8]

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Zaman (giin)
——Kontrol TSA =B Tznlamat+Koéfte harciilavesi TSA
—— Kontiol BPA === Tanlamat+Kéfte harciilavesi BPA

Sekil 4.14 Isinlama, kofte harci ilavesi ve -12£2 °C depolamanin S. aureus sayim
sonucuna etkisi

Agaoglu vd. (2007) yaptiklar1 ¢calismada et endiistrisinde siklikla kullanilan kimyon, tar¢in,
karanfil, kirmizibiber, rezene ve anasonun bazi mikroorganizmalar iizerine antimikrobiyel

etkisini incelemistir. Tar¢in, kimyon, karanfil ve rezenenin antimikrobiyel etkileri ugucu
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yaglarinda bulunan sirasiyla sinamik aldehit ve 6genol, karvon ve karvakrol, dgenol ve
Ogenol asetat, anetholiin etkisi ile agiklanabilir. Yapilan c¢alisma ile Gram pozitif
(S. aureus) bakterilerin baharat Orneklerine daha duyarli oldugu gosterilmistir. Gram
negatif bakteriler ile kiyaslandiginda Gram pozitif bakterilerin fenolik bilesiklere daha
duyarli olmasi ile bu durum aciklanabilir. Tarcin, karanfil ve kimyonun test edilen suslara

kars1 onemli antimikrobiyel aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.

Calismamizda yapilan istatistiksel degerlendirmede uygulamaya ve besiyerlerine gore S.
aureus sayisindaki degisim istatistiksel acidan 6nemli (p<0,05) iken, giinlere gore S. aureus
sayisindaki degisim istatistiksel acidan 6nemli degildir (p>0,05). Cizelge 4.9’da goriildiigii
tizere, kontrol, 1sinlama, kofte harci ilavesi ve 1sinlama+kofte harci ilavesi uygulamalarinin

ortalamalarmin istatistiksel agidan birbirinden farkli oldugu bulunmustur (p<0,05).

Cizelge 4.10°da -12+2 °C’de depolanan 6rneklerde S. aureus i¢in hesaplanan subletal hasar
(%) ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. En yiiksek hasar 1sinlama uygulamasinda

gozlenmistir.

Cizelge 4.10 -12+2 °C’de 50 giin depolanan orneklerde S. aureus i¢in hesaplanan subletal
hasar (%) ortalamalar1 ve standart sapmalar1

Uygulama
Isinlama Kofte harc ilavesi Isinlama+tkofte harci ilavesi
Subletal 43,00 38,42 24,90
0
hasar (%) 411,07 +21,02 +22,82

Inaktive edilen hiicrelerin bagil yiizdesi literatiirde farklilik gdstermekte ve tiire, uygulama
ortamina, dogasina, stresin siiresine ve tespit yontemine gore degisiklik gostermektedir.
20 °C’de 20 kV/em elektrik alan1 uygulandiginda vurgu sayisina bagli olarak
E. coli O157:H7 hiicrelerinde % 35,92-43,36 hasar ve S. aureus hicrelerinde
% 17,26-30,86 hasar gozlenmistir (Damar vd. 2002).
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4.3 Replika Plate (RP) Yontemi ile Hasarh E. coli ve S. aureus Saptanmasi

Gida kaynakli patojenlerin izolasyonu ve belirlenmesine yonelik pek cok ydntem ve
besiyeri gelistirilmistir. Bu yontemler zenginlestirme, izolasyon ve dogrulamayi igeren
geleneksel mikrobiyolojik yontemlere dayanmaktadir. Zenginlestirme teknikleri zaman
alicidir ve dogrulama 6ncesi uzun zaman harcanmaktadir (Kang ve Fung 2000). Hedef
mikroorganizmalarin izolasyonu icin ticari kataloglarda ¢esitli segici besiyerleri
gelistirilmigtir. Bu tiir segici besiyerleri saglam organizmalarin se¢imine yonelik maddeler
icermektedir. Siklikla kullanilan segici maddeler organik boyalar, antibiyotikler, safra
tuzlar1 ve ylizey aktif maddelerdir. Ancak, bu tiir maddeler hedef organizmanin hasarh
hiicrelerinin onarimini inhibe edebilir. Secici olmayan besiyerleri saglam ve subletal hasarl
hiicrelerin  gelisimine olanak verirken karisik popililasyondan hedef patojenleri

ayiramayabilir (Kang ve Fung 1999).

4.3.1 E. coli i¢cin alinan RP sonugclar:

Sogukta depolama:

Isinlanan, kofte harci ilave edilen ve 4+2 °C depolanan 6rneklerde E. coli i¢in alinan RP
sonuglarina bazi ornekler Sekil 4.15°te gosterilmistir. TSA besiyerinde gozlenen koloniler
VRBA besiyerine aktarildiginda inkiibasyonu takiben ayni diizlemdeki kolonilerin gelistigi

gozlenmistir. Selektif besiyerinde koloni olusumu hasarin onarildigini gostermektedir.

Stres altindaki hiicrelerin 1sinlamay1 takiben geri kazanimi iki veya daha fazla saat
siirmektedir. Hiicrelerin geri kazaniminda besiyeri ve inkiibasyon kosullar1 6nem

kazanmaktadir (Monk vd. 1995).
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Genel besiyeri (TSA) Secici besiyeri (VRBA)

Sekil 4.15 Isinlama, kofte harci ilavesi ve 412 °C depolama kosullarinda E. coli i¢in elde
edilen RP Petri kutusu fotograflarina bazi érnekler
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Elma suyunda E. coli O157: H7 inaktivasyonunda CO, ve tar¢cinin kombine etkisinin
arastirilldigi calismada hasarli hiicrelerin geri kazanimi i¢in TAL yontemi kullanilmistir
(Yuste vd. 2002). Hasarl1 hiicrelerin geri kazaniminda TAL yonteminin TSA besiyeri kadar
etkili oldugu tespit edilmistir. Inkiibasyonun ilk saatlerinde, hasarli hiicreler geri
kazanilmakta ve TSA tabakasinda gelismekte ve segici ortamda bulunan maddeler TSA
tabakasina diflizlenmektedir. E. coli O157: H7, se¢ici besiyerinde gosterdigi reaksiyonlari

gostermekte ve diger mikroorganizmalarin gelisimi segici maddelerle inhibe edilmektedir.

Dondurarak depolama:

Isinlanan, kofte harci ilave edilen ve -124+2 °C depolanan 6rneklerde E. coli i¢in alinan RP
sonuglarina bazi drnekler Sekil 4.16’da gosterilmistir. TSA besiyerinde gozlenen koloniler
VRBA besiyerine aktarildiginda inkiibasyonu takiben ayni diizlemdeki kolonilerin gelistigi

gdzlenmistir.

Wu ve Fung (2001) ve Wu vd. (2001), 1s1l islem ve asit uygulamasi sonucu hasarli
hiicrelerin geri kazaniminda TAL yontemini uygulamis ve yiiksek diizeyde subletal hasarli

E. coli O157: H7 sayis1 elde etmistir.

Bozoglu vd. (2004) yiiksek hidrostatik basing uygulanan siitte depolama siiresince L.
monocytogenes, S. aureus, E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis’in hasar onarimini
incelemistir. iki tip hasar gozlenmistir. Ikinci tip hasar temel olandir ve onarimini takiben
yani ikinci tipten birinci tipe gegildiginde hiicreler segici olmayan besiyerinde koloni
olustururken se¢ici besiyerinde koloni olusturamaz. Segici ve segici olmayan besiyerinde
koloni olusumu hasarin tamamen onarilmasi sonucu gozlenir. Uygulamayi takiben hasarli
hiicrelerin belirlenmemesi ikinci tip hasarin mevcut olabilecegini gdsterir. Raf omrii
caligmalarinda ikinci tip hasarin onarilmasi igin gereken siire goz Oniinde

bulundurulmalidir.
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Genel besiyeri (TSA) Secici besiyeri (VRBA)

Sekil 4.16 Isinlama, kofte harci ilavesi ve -124+2 °C depolama kosullarinda E. coli i¢in elde
edilen RP Petri kutusu fotograflarina baz1 6rnekler
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4.3.2 S. aureus icin alinan RP sonuclari

Sogukta depolama:

Isinlanan, kofte harci ilave edilen ve 412 °C depolanan orneklerde S. aureus i¢in alinan RP
sonuglarina bazi drnekler Sekil 4.17°de gosterilmistir. TSA besiyerinde gozlenen koloniler
BPA besiyerine aktarildiginda inkiibasyonu takiben ayni diizlemdeki kolonilerin gelistigi

gozlenmistir. Selektif besiyerinde koloni olusumu hasarin onarildigini gostermektedir.

Oda sicakliginda yiiksek basing uygulanan kanath iirlinlerinde S. Typhimurium, E. coli,
Y. enterocolitica, S. aureus ve L. monocytogenes geri kazaniminda geleneksel besiyerleri
ile TAL yontemi karsilastirilmistir (Yuste vd. 2003). TAL yontemi inokiile edilen
patojenlerin background floradan ayirt edilmesini saglamaktadir. TSA, secici besiyeri ve
TAL sayimlarinda belirgin fark gézlenmemistir. Baz1 uygulamalarda, tavuk kiymasina ve
stvi yumurtaya inokiile edilen S. Typhimurium ve sivi yumurtaya inokiile edilen
L. monocytogenes baslangigta TSA besiyerinde gelismemis ancak zenginlestirme
asamasindan sonra TSA, segici ortam ve TAL’da gelisme gdstermistir. TSA besiyerinde
gelisme gozlenmemesi tamamen inaktivasyonu veya subletal hiicrelerin olmadigi anlamina

gelmemektedir.

Dondurarak depolama:

Isinlanan, kofte harci ilave edilen ve -12+2 °C depolanan 6rneklerde S. aureus i¢in alinan
RP sonuglarina bazi ornekler Sekil 4.18’de gosterilmistir. TSA besiyerinde gozlenen

koloniler BPA besiyerine aktarildiginda inkiibasyonu takiben ayni diizlemdeki kolonilerin

gelistigi gozlenmistir.
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Genel besiyeri (TSA) Secici besiyeri (BPA)

Sekil 4.17 Isinlama, kofte harci ilavesi ve 4+2 °C depolama kosullarinda S. aureus igin elde
edilen RP Petri kutusu fotograflarina bazi érnekler



Genel besiyeri (TSA) Secici besiyeri (BPA)

Sekil 4.18 Isinlama, kofte harci ilavesi ve -12+2 °C depolama kosullarinda S. aureus igin
elde edilen RP Petri kutusu fotograflarina bazi 6rnekler



Replika Plate yontemi, 1sinlanan, kofte harci ilave edilen, sogukta depolanan (4+2 °C’de
10 giin) ve dondurarak depolanan (-12+2 °C’de 50 giin) 6rneklerde hasarli E. coli ve
S. aureus hiicrelerinin belirlenmesinde etkili bulunmustur. RP Petri kutularinda
inkiibasyonu takiben hasarli hiicrelerin onarildig1 ve besiyerinde koloni olusturdugu
gbzlenmistir. Hasarli hiicrelerin geri kazaniminda RP yonteminin TSA besiyeri kadar etkili

oldugu tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

1. Baharatta hijyen amaciyla gama 1smlamasmin kullanilmasi yaygin olarak
calisilmistir. Ancak, baharatin gidada bulunan mikroorganizmalarin radyasyon
duyarlilifina etkisi konusunda az sayida ¢aligma mevcuttur. Isinlama esnasinda gida
bilesenlerinin mikroorganizmalar i¢in koruma sagladigi bilinmektedir. Yapilan bu
aragtirma sonucunda, kofte harci ilavesinin E. coli’nin radyasyon duyarliligini
arttirirken S. aureus’un radyasyon direncinde artisa neden oldugu bulunmustur.
Kofte harci ilavesinin S. aureus i¢in gama radyasyonu ile inaktivasyona karsi
koruma sagladig1 sonucuna varilabilir.

2. Sogukta (412 °C) 10 giinliik depolamada ve dondurarak (-12+2 °C) 50 giinliik
depolamada 1sinlama, kofte harci ilavesi ve i1simlama+kdfte harci ilavesi sonucu
genel ve selektif besiyerinde E. coli ve S. aureus sayim sonuglari arasinda fark
gozlenmistir. Uygulamalarin E. coli ve S. aureus suslarinda subletal hasara yol
actig1 sonucuna varilabilir. Hasar gérmiis mikroorganizmalarin belirlenmesi son
tiriinde kalite ve gida giivenligi acisindan olduk¢a 6nemlidir.

3. Ismlama uygulamasinda gozlenen subletal hasar diizeyi diger uygulamalardan daha
yiiksektir. Tyonlastiric1 radyasyon DNA’daki kimyasal baglar1 kirmakta ve hiicre
gecirgenliginde degisime neden olmaktadir. Mikroorganizmanin radyasyon
duyarliligi, iyonlastirici radyasyonun direkt ve indirekt etkisine gosterdigi
hassasiyet yaninda tek ve ¢ift iplik¢ik kirtlmalarini onarim yetenegine baghdir.

4. Ismmlama sonucu canliligin siirdiiren hiicrelerin sogukta ve dondurarak depolama
kosullarinda tutulmasi subletal hasarli hiicre popiilasyonunda inaktivasyona neden
olmus olabilir. Depolama siiresince inaktivasyon diizeyinin artmasi, hasarin
onarilamadigini ve secici ortamdaki maddelere kars1 hassasiyeti gostermistir.

5. Replika Plate yOnteminin hasar gormiis patojenlerin geri kazaniminda etkinligi
degerlendirilmistir. Isinlanan, kofte harci ilave edilen ve 4+2 °C’de 10 giinliik
depolamada ve -1242 °C’de 50 giinliik depolamada E. coli ve S. aureus i¢in alinan

Replika Plate sonuglar1 hasarin onarildigini géstermistir. TSA besiyerinde gozlenen
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koloniler VRBA besiyerine aktarildiginda inkiibasyonu takiben ayni diizlemdeki
kolonilerin gelistigi gézlenmistir.

. Replika Plate yOonteminin ¢esitli uygulamalarda hasar goren bakteriler icin geri
kazanim ortam1 olarak diisiiniilebilecegi sonucuna varilabilir. Geri kazaniminda
secici besiyerine gore daha etkili oldugu ve segici olmayan besiyeri kadar da etkili

oldugu bulunmustur.
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