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Baz1 dogal antimikrobiyal bilesiklerin S. enteritidis,
E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes lizerine etkinliginin

taze tavuk eti sisteminde incelenmesi
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ITU Fen Bilimleri Enstitiisii, Gida Miihendisligi Programi, 34469, Ayazaga, Istanbul

Ozet

Bu c¢alismada dogal antimikrobiyal maddeler (greyfurt cekirdek ekstrakti: GFSE, nisin ) ve
modifiye atmosfer paketleme yéntemi kullanarak tavuk kiymasi ve formulasyonlarinda (GFSE,
NaCl ve sarimsak tozu ilavesi) bulunmasi/cogalmasi muhtemel patojen bakterilerin (S. enteritidis,
E. coli O157:H7, L. monocytogenes 4b) 4°C ve 10°C’de kontrolii amaglanmistiv. Antimikrobiyal
maddelerin etkinligi ilk asamada in-vitro test edilmistir. Tryptic Soy Broth’da (TSB) nisin (+ 20
mM EDTA) S. enteritidis ve E. coli O157:H7 iizerinde énemli etki gostermemistir. Ote yandan nisin
(pH: 3.44-5.22, 73-500 ppm’de) tek basina L. monocytogenes iizerinde kuvvetli bakterisit etkilidir.
Greyfurt ¢ekirdek ekstrakti (GFSE) (60-300 ppm) TSB de tiim patojenlere bakterisittir. GFSE (3000
ve 6000 ppm) ilavesi ile modifiye (%70 CO, + % 30 N,) ve aerobik (%21 O, + %79 N,) paketlenen
tavuk kryymasimin 10°C’ de 6 giin depolanmasinda S. enteritidis ve E. coli O157:H7’ nin gelisimi
tizerinde GFSE, siire ve paket tipi onemlidir (p<0.05). Formulasyonlarda (6000 ppm GFSE’ nin
NaCl ve/veya sarimsak ile bilegsimleri) 10°C’lik depolamada patojen bakterilerin gelisiminin 6n-
lenmesinde, S. enteritidis ve E. coli icin GFSE, NaCl ve paket tipi, L. monocytogenes i¢in ise bunla-
ra ilaveten sarimsak énemli (p<0.05) etkide bulunmustur. Soguk depolamada(4 C) GFSE ve MAP
kullamimi ile S. enteritidis ve E. coli kontroliinde, MAP in ilave katkisi belirlenmemistir. Nisinin
(250 ppm) tavuk kiymasinda MAP ile kombinasyonu soguk depolamada L. monocytogenes’in kont-
roliinii saglamus, 6 giin sonunda kontrol-aerobik orneklere gore bakteri sayisini 2,5 log diistirmiis-
tiir.

Anahtar Kelimeler: Salmonella, E. coli O157:H7, Listeria, greyfurt ¢ekirdek ekstrakti, nisin, tavuk eti, MAP.
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The investigation of some natural
antimicrobial compounds on activities
of S. enteritidis, E. coli O157:H7 and
L. monocytogenes in fresh chicken
meat systems

Extended abstract

In the first part of this study, the effectiveness of nat-
ural antimicrobial substances [nisin (0-500 ppm)
and/or EDTA (20 mM); grapefruit seed extract;
GFSE (0-300 ppm)] on the growth of each patho-
genic bacteria (S. enteritidis, E. coli O157:H7, L.
monocytogenes 4b) on the level 5 log;y/ml were in-
vestigated in Tryptic Soy Broth (TSB) media.

In the second part of the study, the effects of addition
of grapefruit seed extract, nisin, garlic powder and
NaCl on the bacteria were investigated in minced
chicken meat samples or formulations under differ-
ent temperature storage (4 and 10°C) and packaging
(aerobic and modified atmosphere) conditions.

In microbial culture media, nisin-20 mM EDTA
combination did not exhibit an inhibition effect on S.
enteritidis and E. coli O157:H7 (p>0.05), whereas
73-500 ppm nisin alone in the pH range of 3.44-5.22
showed strong bactericidal effect (p<0.05) on L.
monocytogenes It was also observed that 20 mM
EDTA itself at pH 5,22 had a bacteriostatic effect on
S. enteritidis and E. coli O157:H7. Grapefruit seed
extract (60-300 ppm) was found to have a bacteri-
cidal effect at pH 6.0 against all pathogenic micro-
organisms in the first hour and at the end of the 24-
hour incubation period (p>0.05) in TSB.

The number (log,y CFU/g) of S. enteritidis and L.
monocytogenes in minced chicken meat samples
treated with 2000 ppm GFSE was found to be 0.5
logp and 1 log;) CFU/g less respectively than in
control at 4°C over the 6-day storage period. It was
found that all factors (GFSE, period and packaging
type) had a significant effect on the growth of S. en-
teritidis and E. coli O157:H7 over the 6-day storage
period in minced chicken meat samples which were
treated with 3000 and 6000 ppm of GFSE and pack-
aged under aerobic (%21 O,+%79 N;) and modified
atmosphere packaging (MAP) (%70 CO2+% 30N,)
conditions at 10°C (p<0.05). High concentration
level of GFSE (6000 ppm) was more effective in in-
hibitions of S. enteritidis and E. coli O157:H7. The
growth of these pathogenic bacteria was also inhib-
ited using modified atmosphere packaging (p<0.05).

A statistically significant difference was found be-
tween packaging methods for L. monocytogenes,
whereas no statistically significant difference was
found between the inhibition effects of 3000 and
6000 ppm GFSE.

In the formulation study, the effects of eight different
combinations of GFSE (6000 ppm) with garlic pow-
der (% 2 w/w) and NaCl (% 2 w/w) on pathogenic
microorganisms were investigated under aerobic
and modified atmosphere packaging conditions at
10°C during 6-day storage period. The results
showed that growths of S. enteritidis and E. coli
O157:H7 were significantly influenced by GFSE,
NaCl, time and packaging method at 10°C. In addi-
tion to these factors, garlic powder had a significant
(inhibitory) effect on L. monocytogenes growth
(p=0.018). It was observed that treated samples with
GFSE resulted in a reduction of 2 log;y mean for S.
enteritidis and E. coli O157:H7 counts compared to
controls over the first 3-day storage period. How-
ever, no further reduction activity was observed at
the end of the 6-day storage period. MAP packaging
resulted in 1 log;y mean reduction for S. enteritidis
and 2 log;y mean reduction for E. coli O157:H7
compared to aerobic packaging over the 6-day stor-
age period. During the first 3 days of storage the
growth of L. monocytogenes was controlled with
GFSE. At the end of 6 days storage, the number of L.
monocytogenes was lowered by 2.5 log;) mean com-
pared to controls with the addition of GFSE. MAP
packaging led to a reduction of 1 log;y mean for L.
monocytogenes compared to aerobic packaging.

The addition of GFSE (6000 ppm) resulted in ap-
proximately 2 log;y reduction of S. enteritidis after
24 h at 4°C in aerobic packages. MAP packaging
did not provide any advantage in the reduction of S.
enteritidis. It was found that packaging method did
not have a significant effect on E. coli O157:H7
(p=0.279). GFSE and MAP packaging was found to
be effective in controlling Listerial growth at 4°C.

It was found that nisin had a significant inhibition
(p<0.05) effect on L. monocytogenes growth in
minced chicken meat at 4°C. At the end of 6 days,
the use of 250 ppm nisin with modified atmosphere
packaging lowered Listeria counts by 2.5 log;) mean
compared to aerobic-controls.

Keywords: Salmonella, E. coli O157:H7, Listeria,
grapefruit seed extract, nisin, chicken meat, MAP.
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Giris

Gida kaynakli patojen bakteriler enfeksiyon ve-
ya intoksikasyona neden olarak halk sagligini
etkilemekte, 6te yandan tedavi giderleri ve isgii-
cli kayb1 gibi 6nemli ekonomik kayiplara da yol
acmaktadir. WHO tarafindan yapilan degerlen-
dirmede bu patojenler arasinda son 20 - 30 yilda
S. enteritidis’de ¢arpici bir artis oldugu belirtil-
mektedir. Salmonellozis, diinyada en sik rapor
edilen gida kaynakli hastaliklardan birisidir
(Schlundt, 2002). Hastalik etmeni oldugu yillar-
dir bilinen E. coli ise son yillarda verositotoksin
iireten E. coli (VTEC) suslariin belirlenmesi ile
yeniden ilgi odagi olmustur (Bell ve Kyriakides,
2002). Vakalarin ¢ogunun yeterince 1sil iglem
uygulanmamig gidalarin tiiketimi ile ortaya ¢ik-
t1g1 ifade edilmistir (Bacon ve Sofos, 2003). Et
ve et iiriinlerinden siklikla izole edilen patojenik
diger bir bakteri L. monocytogenes ise Ozellikle
hamile kadinlar ve bagisiklik sistemi zayif bi-
reyler acisindan potansiyel risk kaynagidir
(Lopez-Mendoza vd., 2007).

Gidanin giivenligi ve kalitesi iizerinde cesitli
faktorlerin (engellerin) tekli veya birlikte etkile-
ri vardir. Gida muhafazasinda engellerin opti-
mum kombinasyonu, mikrobiyal stabiliteyi ol-
dugu kadar gidanin duyusal, besinsel, toksiko-
lojik ve ekonomik niteliklerini de olumlu yonde
etkilemektedir (Leistner, 1992).

Gida endiistrisinde kullanilan dogal antimik-
robiyal maddeler bitkisel (esansiyel yaglar,
ekstraktlar vd.) hayvansal (lizozim, laktoferrin,
laktoperoksidaz sistem) ya da mikrobiyal kay-
nakli bakteriyosinler (kolisinler, nisin, subtilin
gibi lantibiyotikler ve pediosinler, laktisin,
kolistin) olabilmektedir.

Modifiye Atmosfer Paketleme (MAP) son 20
yilda, taze ve minimal islenmis gidalar ile et ve
et uriinlerinin muhafazasinda yaygin bi¢imde
kullanilmaktadir. Bu yontemle ortama gaz kari-
simu verilerek giday1 cevreleyen paket atmosfe-
rinin bilesimi degistirilmektedir (Skandamis ve
Nychas, 2002).

Dogal antimikrobiyal maddeler kapsaminda de-
gerlendirilen bakteriyosinler, baz1 bakteriler ta-
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rafindan iiretilen ve benzeri bakteri gruplarinin
gelismesini Onleyen veya onlar iizerinde bakte-
risit etki gdsteren proteinlerdir (Abee vd., 1995).
Nisin, antimikrobiyal madde olarak giliniimiizde
kullanilan tek bakteriyosindir (Cleveland vd.,
2001). Nisin antimikrobiyal olarak en ¢ok laktik
asit bakterilerine ve Clostridia tiirlerine karsi
etkilidir ve hedef bakterilerde hiicre membrani
gecirgenligini etkileyerek diisiik molekiil agir-
likli sitoplazmik bilesenlerin hiicre disina ¢ik-
masina neden olmaktadir (Gill ve Holley, 2000).
Nisin, kiir edilmis vakum ambalajli et iirlinle-
rinde yaygin bir deneme alani bulmustur
(Cleveland vd., 2001).

Bitkisel kaynakli bir antimikrobiyal madde olan
greyfurt cekirdek ekstrakti (GFSE), greyfurt
meyvesinin ¢ekirdek ve pulpundan elde edilir.
GFSE, dogal bir antimikrobiyal olup sivi ve toz
formda bulunmaktadir. GFSE genis spektrumlu
bakterisit, fungisit, antiviral ve antiparazitik etki
gosteren bilesiktir. Tibbi, kozmetik vd. kullanim
alanlar1 yaninda meyve-sebze ve etlerin dezen-
feksiyonunda uygulama alani bulmustur. GFSE
bioflavonoidler ve polifenolik bilesiklerin bir
kombinasyonundan olusup, antimikrobiyal 6zel-
liklerinden sorumlu olan aktif quaternary amon-
yum bilesiginin, bir ‘diphenol hydroxy-benzene’
kompleksi oldugu diistiniilmektedir. Sivi GFSE,
A.B.D.’de % 60 greyfurt ekstrakt materyali ve
% 40°da bitkisel gliserin ile standardize edilmis-
tir (Anon., 2006a, 2006b).

Deneysel ¢calismanin kapsami

Bu calismada dogal antimikrobiyal maddelerden
nisin (nisaplin) tek veya EDTA ile kombine edi-
lerek, sodyum laktat (NaL) ve greyfurt ¢ekirdek
ekstraktt (GFSE; citril - 200)’nin antimikrobiyal
etkinligi in-vitro ortamda, GFSE ve nisin (vali-
sin) gida (beyaz et; tavuk gogilis eti kiymasi)
matriksinde ve formulasyonlarda (GFSE’nin
NaCl ve/veya sarimsak tozu ile farkli bilesimle-
ri) aerobik ve modifiye paket atmosfe-rinde dii-
siik (4°C) ve/veya yiiksek sicaklik (10°C) depo-
lama sartlarinda arastirilmistir. Urii-niin raf 6m-
rli artirilirken inokule edilen patojen bakterilerin
(S. enteritidis, E. coli OI5T:H7, L.
monocytogenes 4b) inhibisyonu veya iiremesi-
nin kontrolii amag¢lanmustir.
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Materyal ve yontem

Bakteri kiiltiirleri

Kanatl etlerinden siklikla izole edilen bir pato-
jen bakteri olan S. enteritidis KUKEN 369
(SZH; Nationalen Salmonella-Zentrale,
Higienisches Institut, Deutschland), E. coli
O157:H7 ATCC 43894 ve L. monocytogenes
SLCC 2375 4b TSA (Tryptic Soy Agar) yatik
agarda 4°C’de, mikrobankta ve gliserolde -
18°C’de muhafaza edilmistir. Bakteriler in-vitro
deneme Oncesinde TSA yatik agardan iki kez
iist liste 35°C’de 18 saatlik siire ile TSA yatik
agara tazeleme yapilarak kullanilmistir. Et de-
neylerinde ise gliserolde muhafaza edilen bakte-
riler deneme Oncesinde steril 5 ml TSB-YE
(Tryptic Soy Broth - Yeast Extract) a 50 ul ilave
edilerek st tiste iki kez 35°C’de 18 saat taze-
lenmistir. Salmonella ve E. coli igin 18 saatlik
kiiltiirler peptonlu suda 10’/ml’ye kadar seyrelti-
lerek, daha zayif lireme gozlenen Listeria da ise
steril TSB-YE ile 1:1 veya 1:2 gibi seyreltilerek
inokulum olarak kullanilmistir.

In-Vitro inhibisyon denemelerine hazirhk
prosediirii

Antimikrobiyal madde olarak nisin (nisaplin), di
sodyum EDTA ve greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti-
nin (GFSE;Citril-200) hemen deneme oncesi
hazirlanan stok c¢ozeltilerinden, sodyum laktat
ise direkt olarak, TSB (Tryptic Soy Broth)
(Acumedia, Maryland, A.B.D.) iceren deney
tiiplerine gerekli hacimde (< 1 ml) ilave edilmis-
tir. Antimikrobiyal madde kullanilma-diginda
korleri (nisin i¢in 0.02 N HCI, digerleri i¢in ste-
ril saf su) kullanilmistir. TSB besiyeri, toplam
hacim 10 ml’ye tamamlandiginda formulasyonu
karsilayacak derisimde hazirlan-mistir. Tepki-
Yiizey dene-melerinde minimum pH olarak, %
1 laktik asitin TSB besiyerinde meydana getir-
digi pH: 3.44 secilmistir. pH ayarlamasi 1 N
HCI ve 5 N NaOH ile yapilmis-tir. Deney tiipleri
inokulasyon 6ncesinde 121°C’de 15 dak. sterilize
edilmistir.

In-vitro test tiiplerinde bakteri sayisinin
standardizasyonu

Mc Farland Standardlarindan yararlanarak bak-
teri konsantrasyonu 10° kob/ml tahminlenen
tipten 1 ml alinarak 9 ml peptonlu suya ilave
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edilerek 107 kob/ml diliisyonu hazirlanmus, ste-
ril besiyeri+antimikrobiyal igeren test tiiple-rine
0.1 ml (100 pl) ilave edilerek, 10 ml hacminde
yaklasik 5 logjp kob/ml diizeyinde baslangic
bakteri sayis1 saglanmistir.

Inokulasyon, inkiibasyon sartlar1 ve mikro-
biyolojik sayim

Farkli konsantrasyonlarda inhibitér madde ige-
ren veya igermeyen (kor) deney tiliplerindeki
TSB ortamina 0.1 ml inokulasyon yapildiktan
sonra deney tiipleri 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. GFSE ile inhibisyon denemeleri 1
saat (35°C’deki su banyosunda) ve 24 saat
(etlivde) i¢in olmak lizere, ayni sartlardaki 2 ay-
r1 deney seti ile gergeklestirilmistir. Inkiibas-yon
sonrasi ortamdaki bakteriyel gelismenin durdu-
rulmasi icin deney tiipleri buzlu su igine alina-
rak sogutulmus (10 dak.), analiz edilinceye ka-
dar gegen siire iginde tiipler 4°C’de muhafaza
edilmistir. Bakteri sayimlar1 dokme plak yonte-
mi ile TSA (Tryptic Soy Agar) (Acumedia,
Maryland, A.B.D.) kiiltiir ortam1 kullanilarak
yapilmis, petri kutular1 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmis ve sayimlar bu siire sonunda yapilmustir.

Tavuk kiymasina antimikrobiyal ilavesi,
inokulasyon, depolama sartlar: ve mikrobiyo-
lojik sayim

Tavuk kiymasi, -18°C’de dondurulmus tavuk
gogiis etinin 1 gece 4°C’de ¢oziindiiriilerek par-
calart dezenfekte edilen kiyma makinasinda
(Moulinex-Model HVS, Fransa) kiyma cekil-
mesi ile hazirlanmgtir.

Antimikrobiyal maddelerin hemen deneme 6n-
cesinde stok c¢ozeltileri hazirlanmistir. Nisin
(valisin) steril su ile hazirlanan 0.02 N HCI ige-
risinde, GFSE stok ¢o6zeltisi ise steril su ile ha-
zirlanmistir ve 25 g tavuk kiymasi igeren aero-
bik ve MAP paketlere maksimum 1 ml ilave
edilerek gerekli konsantrasyon saglanmstir.
Antimikrobiyal ilave edilmediginde ise icinde
hazirlandiklar1 sivi kullanilmistir. Bunu takiben
paketlere her bakteri i¢in 0.25 ml (250 pl, ette
yaklasik 10°/g) inokulum ilave edilerek ilave
sonunda paketler silindir bir ¢ubuk yardimi ile
paket disindan iyice homojenize edilmistir.
Formulasyon ¢alismasinda NaCl ve sarimsak
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tozu % 2 (w/w) oraninda tavuk kiymasina ilave
edilmistir. Daha sonra ambalajlama makinasin-
da (Multivac ambalajlama makinasi, Sepp
Haggenmiiller GmBH & Co. KG, Wolfertsch-
wenden, Almanya) uygun atmosferde (aerobik/
modifiye) ambalajlanarak kapatilmistir ve 4 ve-
ya 10°C’de sogutmali inkiibatér (Niive, ES 110
sogutmali inkiibator, Istanbul, Tiirkiye) icerisin-
de gerekli siirelerde depolanmistir. Depolama
siiresi sonunda sogutucuya alinan paketlerde
mikrobiyolojik sayimlara gecilmistir

Thin Agar Layer (ince Agar Tabakasi -
TAL)yonteminde 14 + 14 ml [alt tabakada segi-
ci besiyeri Xylose Lysine Deoxycholate
(XLD) Agar, Cefixime-Tellurite Sorbitol
McConkey (SMAC - CT) Agar veya Oxford
Listeria Selective Agar, 14 ml + iist tabakada
TSA, 14 ml] seklinde 2 tabaka halinde hazirla-
nan besiyerine slirme plak yontemi ile ekim ya-
pilir. Segici besiyerleri, supplementleri ve TSA
Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) temin
edilmistir. Toplam aerobik mezofilik bakteri sa-
yimi (total plate count) TSA agar kullanilarak
dokme plak yontemi ile yapilmistir. Petri kutu-
larinda sayim 35°C’de 24 saat inkiibasyon so-
nunda yapilmistir. Tipik Salmonella enteritidis
kolonileri XLD agarda koyu gri koloniler, E.
coli O157:H7 kolonileri olarak SMAC - CT
agar da renksiz koloniler, Listeria kolonileri ise
Oxford Listeria agar da ise siyah-yesil, siyah
zonlu kolonilerdir.

Istatistik analizler

Veriler Minitab-12 bilgisayar programi kullani-
larak ANOVA varyans analiziyle istatistiksel
olarak degerlendirilmistir.

Deneysel ¢calismanin sonuclari

Nisinin in-vitro ortamda patojen bakteriler
iizerinde antimikrobiyal etkileri

Farkli pH diizeyleri (3.44-7.00) ve nisin kon-
santrasyonlarinin (0-500 ppm) S. enteritidis ve
E. coli O157:H7 tizerindeki etkileri EDTA var-
liginda (20 mM) ‘Merkezi Birlesik Desen’ kul-
lanilarak Tepki Yiizey Yontemi ile incelen-
mistir. L. monocytogenes ile yiiriitiilen ¢aligsma-
da ise deney kosullar1 ayni kalmig ancak
besiyerine EDTA ilave edilmemistir. Deneme-
ler, TSB besiyeri ortaminda 35°C’de 24 saatlik
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inkiibasyonla gerceklestirilmistir. Buna gore S.
enteritidis ve E. coli O157:H7 nin gelisiminde
pH’nin etkisi dnemli iken (p<0.05), nisinin bak-
teri inaktivasyonunda etkisinin 6nemli olmadig:
(p>0.05) bulunmustur. EDTA 20 mM ve
pH:5.22’de tek basina bu bakteriler iizerinde
bakteriostatik etkili bulunmustur. Nisinin L.
monocytogenes iizerindeki antimikrobiyal etkisi
incelendiginde, nisin ve pH’nin bakteri gelisi-
minde etkisi Onemli bulunmustur (p<0.05).
Nisinin besiyerine 73-500 ppm ilavesinin 3.44-
5.22 pH degerleri arasinda L. monocytogenes
iizerinde kuvvetli bakterisit etki gosterdigi go-
rilmiistiir (Sekil 1).

log (kob/ml)

Sekil 1. Nisin konsantrasyonu ve pH 'nin
35°C’de 24 saat sonunda L. monocytogenes
tizerine etkisi

Gill ve Holley (2003) tarafindan yapilan calis-
mada ortamda EDTA icin 24°C’de 60 saat
inkiibasyonla pH:6.0’da saptanan MIC degerleri
E. colive S. typhimurium’da sirastyla 1000 ppm
ve >2000 ppm olarak belirlenmistir. Bizim ¢a-
lismamizda 20 mM EDTA (7445 ppm) pH
5.22’de gram negatiflere tek basina bakteriosta-
tik etkili bulunmustur.

Boziaris ve digerleri (2007)’nin L. Monocytoge-
nes’in in-vitro ortamda farkli a,, ve pH deger-
lerinde nisinle indirgenmesini inceledikleri ¢a-
ligmada artan tuz ve nisin konsantrasyonu ve
diistik pH degerlerinin bakteride daha yavas ge-
lisme hiz1 ve lag fazinin uzamasiyla sonuglan-
digimm1 gostermiglerdir. Diisiik pH degerlerinde
nisinin ¢Oziiniirligl, stabilitesi ve antimikrobi-
yal etkisi artmaktadir (Delves - Broughton, 1987).
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Greyfurt ¢ekirdek ekstraktinin (grapefruit
seed extract: GFSE) in-vitro ortamda patojen
bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkileri
On denemede besiyerine 300 ppm saf GFSE
ilavesi ile 3 patojen bakteride tam inaktivasyon
gozlendigi icin, daha diisiik konsantrasyonlarda
GFSE’nin (30-300 ppm) ilk bir saatte ve 24 saat
sonundaki bakteri gelisimine etkisine bakilmig-
tir (35°C, pH:6.0). Denemelerde taze tavuk eti
pH’s1 olan pH:6.0 secilmistir.

GFSE’nin S. enteritidis, E. coli O157:H7 tize-
rinde ilk 1 saatteki etkisi incelendiginde, kont-
rolde bakteri sayisinda stabilite gozlenirken 24
saat sonunda 3 logo kadar artmistir. GFSE 60 -
300 ppm de 10. dak. dan itibaren ilk 1 saatte ve
24 saat sonunda bu bakterilerde bakterisit etki
gostermistir.

Ji-Yeun ve digerleri (2007)’nin GFSE’nin S.
typhimurium tzerine etkisini arastirdigi bir ca-
lismada, 37°C’de 20 pg/ml GFSE varliginda 8
saat bakterinin gelisiminin inhibe olmadig1 gos-
terilmistir ki bizim c¢aligmamizda da 30 ppm
konsantrasyonda ilk 1 saat i¢inde bakteri canli-
l1g1in1 korumustur.

GFSE’nin L. monocytogenes lizerinde ilk 1 saat-
teki etkisi incelendiginde kontrolde bakteri sayi-
sinda stabilite gozlenirken, 24 saat sonunda 3
logio kadar artmis, 60 - 300 ppm de 1. dak. dan
itibaren 1 saatte ve buna paralel olarak 24 saat
sonunda kuvvetli bakterisit etki meydana gel-
mistir. GFSE’nin 30 ppm konsantrasyonunda
ise 1 saat i¢inde bakteri sayis1 1 logjo’a diigmiis-
ken, 24 saat inkiibasyon sonunda Listeria sayisi
daha yiiksek ¢ikmistir. Bu durum bakterinin dii-
siik antimikrobiyal konsantrasyonuna zaman
icinde direng gelistirebildigini gostermistir (Se-
kil 2).

Xu ve digerleri (2007) tarafindan yapilan c¢alis-
mada, GFSE’nin gida kaynakli patojen bakteri-
lere etkisi in-vitro ve minimal islenmis sebze-
lerde test edilmis, sonugta Salmonella i¢in MIC
degeri 15, L. monocytogenes igin 64 ppm bu-
lunmustur. Xu ve digerlerinin Salmonella ve
Listeria i¢in MIC bulgular1 bizim bulgularimiza
yakin olup Xu ve digerlerinin ¢alismasinda bas-
langi¢ bakteri sayist 7 logjo olup, inkiibasyon
stire ve sicakligi ise 30°C’de 48 saattir.
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Sekil 2. Farkli konsantrasyonlarda (0-30-60-
150-300) GFSE varliginda 35°C de 24 saat so-

nunda test organizmalar: sayilarindaki degisim-
ler (pH: 6.0)

GFSE’nin Gr(-) ve (+) bazi bakteri izolatlarina
antibakteriyel etkilerine 1:1 ila 1:512 arasinda
degisen konsantrasyonlarda, degisen zaman ara-
liklarinda bakilmis ve 1:512 (1953 ppm) lik
dilisyonda hem bakterisit hem de non-toksik
kalmistir. GFSE 1:1 den 1:128 (7812 ppm)e ka-
darki konsantrasyonlarda yine bakterisit fakat
toksik (insan deri fibroblast hiicrelerine) bulun-
mustur (Heggers vd., 2002).

Tavuk kiymasinda patojenlere kars:
antimikrobiyal ve ambalaj (Aerobik-MAP)
uygulamalari

Denememizde antimikrobiyal etkili GFSE ile
gida iriinlerinin raf Omriinii uzatan modifiye
ambalaj teknigi kombine edilerek ‘engel tekno-
lojisi’ uygulamasinin tavuk kymasina inokule
edilen patojen bakteriler iizerindeki etkisini
gormek amaglanmistir. GFSE konsantrasyonu 2
diizeyde (3000 ve 6000 ppm) calisilmistir. Am-
balaj atmosferi bilesimi aerobik paketler i¢in
%21 0,+%79 N, ve modifiye atmosfer paketler
i¢cin %70 CO,+%30 N, olarak se¢ilmistir.

GFSE ilavesi ve MAP’1n (%70 CO2+%30 N»)
kombine edilerek 10°C’de 6 giin depolanmasi
ile aerobik depolamaya kiyasla mikrobiyal faa-
liyette belirgin bir sinirlanma goériilmiistiir. 6000
ppm GFSE ilavesinde, aerobik depolamada 4.5
logjo’luk toplam bakteri sayisindan, 6 giin so-
nunda yaklasik 8.5 log;o bakteri sayisina ulasil-
misken MAP’ta say1 6 logjo civarinda kalmus,
buna paralel olarak inokule edilen patojenlerde
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de Salmonella’da ve Listeria’da yaklasik 0.5
logio ve E. coli’de yaklasik 1 log;¢’luk artiglar
kaydedilmistir ki aerobik paketlemeden daha
sinirlt diizeydedir. Patojen bakterilerin nisbeten
yiiksek sicaklikta kontrolii saglanmistir (Sekil 3,
4,5).

6. Giin

-

O=-2NWHAUIONOOO
O T T T T T R

O AE
B MAP

Log (kob/g)

3000
GFSE (ppm)

6000

Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda GFSE varli-
ginda ve farkli iki ortam atmosferinde
(AE: aerobik, MAP: modifiye atmosfer paket)
10°C’de depolanan tavuk kryymasinda 6. giinde
S. enteritidis sayilart

Genel olarak, ilave edilen GFSE, rekabet¢i flo-
ranin da diisiik sayida oldugu ilk giin patojen
bakterilerde belirgin bir indirgeme saglamustir.
Depolamada 10°C gibi nisbeten yiiksek sicaklik
derecesinde, kiymaya GFSE ilavesi ve MAP
uygulamas1 birlikte acikca engel olusturmus,
ortamdaki patojen vd. bakteri faaliyetini sinir-
larken raf dmriinii de uzatmistir. Inhibisyonda
6000 ppm daha etkindir.
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda GFSE varli-
ginda ve farkli iki ortam atmosferinde
(AE: aerobik, MAP: modifiye atmosfer paket)
10°C’de depolanan tavuk kryymasinda 6. giinde
E. coli O157:H7 sayilar
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Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda GFSE varli-
ginda ve farkli iki ortam atmosferinde
(AE: aerobik, MAP: modifiye atmosfer paket)
10°C’de depolanan tavuk kiymasinda 6. giinde
L. monocytogenes sayilar

Tavuk kiymasmin farkh formulasyonlarinda
GFSE ve MAP’in patojenler iizerine etkisi
GFSE’nin (6000 ppm) sarimsak tozu (% 2 w/w)
ve tuz (NaCl, % 2 w/w) ile 8 farkli formulasyo-
nunun aerobik ve modifiye atmosferde paketle-
menin, 10°C’de test organizmalari lizerine etkisi
incelenmistir.

Buna gore, S. enteritidis ve E. coli O157:H7 nin
10°C gibi nisbeten yiiksek sicaklikta gelisiminde
GFSE, NaCl, siire ve paket tipi onemli (p<0.05)
etkide bulunmustur. L. monocytogenes ig¢in bu
faktorlere ilaveten sarimsak tozu da etkili bu-
lunmustur (Sekil 6).

Ortamda % 2 NaCl bulunmasi, 6. giin sonunda
S. enteritidis ve E. coli’de ortalama 1 logjo’a
yakin indirgenme saglamistir. GFSE ilk 3 giin-
liikk depolamada bu bakterilerde kontrole gore 2
logjp a yakin indirgenme saglarken 6. giin so-
nunda etkinlik diisiiktiir. GFSE ilk 3 giinliik de-
polamada bu bakterilerde kontrole gore ortala-
ma 2 logjo’a yakin indirgenme saglarken 6. giin
sonunda etkinlik diisiiktiir. Ilk 3 giinliik depola-
mada Listeria gelisimi kontrol altinda tutulur-
ken, 6 giin sonunda kontrole gore ortalama 3
logio asagida kalmistir

Soguk depolamada GFSE’nin MAP ile etkisi

Tavuk kiymasina 6000 ppm GFSE ilave edile-
rek areobik veya MAP paketlenmesiyle 4°C’de
6 gin boyunca patojen  bakterilerin

inaktivasyonu  incelenmistir.  Buna  gore
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Salmonella’nin inaktivasyonunda GFSE, siire ve
paket etkisi onemli bulunmustur (p < 0.05).
Bakteri sayilar1 1. ve 3. giinlerde birbirinden
onemli farkli ¢itkmamistir. Bakteri sayis1t GFSE
ilavesiyle 1 gilin sonra 2 logjo kadar (aerobik)
diismiistiir. MAP’ ta bu diisiis 1 log;o dur ve her
iki paket tipinde de 6 giin boyunca bakteri sayi-
larinda genel olarak stabilite gozlenmistir. MAP
paketleme Salmonella nin  indirgenmesin-de
avantaj saglamamistir.
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Formulasyon

Sekil 6. Greyfurt ¢ekirdek ekstrakti 'nin sarimsak
tozu ve tuzla kombinasyonlarinin MAP paket-
lenmig kiymada 10°C de patojenlerin gelisimine
etkisi*

*K: Kontrol, GFSE: 6000 ppm GFSE, NaCl: % 2 NaCl,
GFSE+NaCl: 6000 ppm GFSE+% 2 NaCl, Sa: % 2 sarimsak
tozu, GFSE+Sa: 6000 ppm GFSE+%?2 sarimsak tozu, Sa+NaCl:
% 2 sarimsak tozu +% 2 NaCl, GFSE+NaCl+Sa: 6000 ppm
GFSE+% 2 NaCl+% 2 sarimsak tozu
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E.coliO157:H7 nin kiymadaki inaktivasyonunda
GFSE ve siire etkisi 6nemli bulunmustur (p <
0.05). Paket etkisi ise Oonemsizdir (p= 0.279).
Bakteri sayilart 1. ve 3. giinlerde birbirinden
onemli diizeyde farkli ¢ikmamustir. Ilk giin so-
nunda bakteri sayis1 GFSE ilavesiyle aerobik
paketlemede 2.5 log;o kadar diismiistiir. MAP’
ta bu diisiis 1 log;o kadardir.

L. monocytogenes i¢in GFSE, 1. glin sonunda
aerobik ve MAP paketlemede GFSE ilavesiyle 1
log;o kadar diisiis meydana gelmistir, depolama
ile aerobik pakette kontrolde bakteri sayist 1.5
logjo artarken MAP’ta daha stabil kalmistir.
Listeria i¢in de GFSE, siire ve paket etkisi
onemli bulunmustur (p<0.05). MAP paketleme
bakterinin inhibisyonunda aerobik paketleme-
den daha avantajli bulunmugtur. GFSE ve MAP,
6 gilin sonunda Listeria’da kontrol-aerobik pa-
ketlere gore 3 log;o indirgenme saglamistir.

Tavuk kiymasinda L. monocytogenes iizerin-
de nisin (valisin) ve MAP Etkisi

Nisinin in-vitro deneme bulgularimizdan hare-
ketle etkili iki diizeyi secilmis ve aerobik ve
MAP paketlenerek 4°C’de 6 giin depolanmustir.
Bulgularin ANOVA varyans analizi ile istatistik
analizi yapilmistir. Buna gore nisin, paket tipi
ve depolama siiresi L. monocytogenes’in canli-
liginda 6nemli etkide (p<0.05) bulunmustur.
Kullanilan iki konsantrasyonun (73 ve 250 ppm)
etkisi istatistiksel olarak farklidir. Inhibisyonda
250 ppm daha etkindir. Depolamada 1. ve 3.
giinler istatistik olarak farkli degilken 3. ve 6.
giinler birbirinden farklidir. MAP, Listeria’nin
kontroliinde daha etkili paketleme yontemi ol-
mustur (Sekil 7).

Nisin Gr(+) organizmalara ve sporlarina karsi
koruyucu olmakla birlikte nisinin baska koruyu-
cu maddelerle kombinasyonlari, koruma-ya Gr(-
)’leri de dahil edebilir. EDTA, sitrik asit gibi
celatlayicilar, fosfatlar ve sodyum kloriir gibi
baglayict maddeler, lizozim, organik asitler ve
ylzey aktif maddelerden tween-20, vakum ve
CO; paketleme ile hidrostatik basing uygulama-
lar1 nisine sinerjistik etkili uygulamalardir
(Dawson, 2003).
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6.Giin
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Sekil 7. Nisin’in aerobik ve modifiye atmosfer
paketlenmis tavuk kiymasinda L. monocytogenes
gelisimine etkisi (4°C)

Pawar ve digerleri (2000)’nin c¢alismasinda,
buffalo eti kiymasinda 400 ve 800 1U/g nisinin
(Nisaplin) % 2.0 NaCl ile kombinasyonu,
inokule edilen 10° kob/g L. monocytogenes’in
4°C’de depolanmasi sirasinda inhibisyonunda
onemli etkide (listeriostatik) bulunmustur. Kont-
rolde 16 giin sonunda 6.4 log;o olan sayi, 800
IU/g nisin + %2 NacCl ilavesi ile 3.8 logo ka-
dardir. Bizim g¢alismamizda yaklasik 4.0 logi
olan baslangi¢ Listeria sayis1 4°C’de 6 giin de-
polama sonunda kontrol aerobik pakette 5.50
logio a ulasirken, 250 ppm nisinin (10000 IU/g)
modifiye atmosfer ile kombinasyonunda 3.0
log;o bulunmustur.

Sigir kiymasinda nisinin tek ve kekik esansiyel
yag1 ile kombine kullaniminda, % 0.6 esansiyel
yagin 1000 IU/g nisinle kombinasyonu, 4°C lik
depolama sirasinda, L. monocytogenes’t 2.0
logo cfu/g olarak saptanan Avrupa Birligi resmi
limitinin altina diisiirmiistiir. Bu ¢alismada nisin
kiymaya 500 ve 1000 [U/g diizeylerinde tek ba-
sina ilave edildiginde 4 ve 10°C’lik depola-
malarin 2. giiniinde sirasiyla 1 ve 1.5 log) dii-
zeylerinde indirgeme meydana getirmislerdir.
Ancak 1000 IU/g nisin ilavesinde 6. giinden iti-
baren Listeria sayilar1 artarak 4.4 logo a ulas-
mistir (Solomakos vd., 2008). Bizim caligma-
mizda da 6. giinde muamele 6rneklerin-de bak-
teri sayis1 baslangi¢ inokulasyon diizey-lerine
yakindir. Solomakos ve digerleri kiymada
nisinin antimikrobiyal aktivitesinin konsantras-
yon ve susa bagimli oldugunu bildirmistir.
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Sonug¢

Engel teknolojisi kapsaminda tavuk kiymasinda
GFSE’nin MAP’la kombinasyonu incelemeye
alinan patojen bakterilerin gelisimini 10°C’de
onemli olgiide geciktirmistir. Ote yandan
4°C’de depolanan tavuk kiymasinda GFSE ve
MAP’mn birlikte kullaniminda S. enteritidis ve
E. coli O157:H7 iizerinde MAP’1n bir etkisi be-
lirlenmemis, L. monocytogenes iizerinde ise
onemli diizeyde inhibisyona neden oldugu sap-
tanmigtir. Nisinin (>73 ppm) tavuk kiymasinda
4°C’de modifiye atmosfer ortaminda L.
monocytogenes’in gelisimini kontrol altina aldi-
&1 gézlenmistir.
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