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Doktora Tezi

OZONLAMANIN MARUL, ISPANAK VE MAYDANOZLARDA MIKROBIYEL
INAKTIVASYON VE RAF OMRU UZERINE ETKISI

Hakan KARACA

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Y. Sedat VELIOGLU

Ayiklanip dogranmis taze meyve ve sebzelerde iirlin gilivenliginin saglanmasi ve raf
omriinlin uzatilmast amaciyla iizerinde en ¢ok durulan yoOntemlerden biri ozon
uygulamasidir. Bu ¢alismada; distile su, ozonlu su (12,0+£0,5 ppm) ve klorlu su (100 ppm)
ile yikama uygulamalarinin, ayiklanip dogranmis marul, 1spanak ve maydanozlara inokiile
edilmis Escherichia coli ve Listeria innocua sayilarinin azalmasina ve sebzelerin bazi
kimyasal Ozelliklerine (klorofil a, klorofil b, askorbik asit ve toplam fenolik madde
icerikleri ile antioksidan aktivite degerleri) etkileri incelenmistir. Ayrica, farkli dezenfektan
uygulamalarinin maydanozlarda s6z konusu mikroorganizmalarin gelisimleri ve iirlinlin
kimyasal ozellikleri ilizerine etkileri de 15 giinliik soguk depolama (51 °C) siiresince
incelenmistir. Bunlarin yani sira, maydanozlarda dogrudan ozon gazi uygulamasinin
(95012 ppm, 20 dakika) bu mikroorganizmalarin inaktivasyonuna ve iriiniin kimyasal
Ozelliklerine etkisi belirlenmistir.

Her ii¢ sebzede de 5 ve 15 dakika siireli ozonlu su uygulamasmin mikrobiyel
inaktivasyonda etkili oldugu goriilmistiir. On bes dakikalik distile su uygulamasi E. coli ve
L. innocua sayilarmin azalmasinda sinirli bir etki (~1 logaritmik birim) gosterirken, en
yiikksek etki klorlu su uygulamasinda (sirasiyla yaklasik 3 ve 2,3 logaritmik birim)
goriilmiistiir. Bu siirede ozon uygulamasiyla elde edilen en yiiksek azalma marulda
gerceklesmis olup E. coli ve L. innocua’da sirasiyla 2,22 ve 2,24 logaritmik birimdir.
Incelenen her ii¢ sebzede de L. innocua inaktivasyonunda ozonun etkinligi klorunkine yakin
bulunmustur. Klorlu su uygulamasinda ispanaklarin fenolik madde iceriginin azalmasi
(p<0,05) disinda; denenen siirelerde, farkli yilkama uygulamalarinin sebzelerde incelenen
kimyasal 6zellikler {izerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Farkli yikamalar
uygulanip 5 °C’de depolanan maydanozlarda E. coli sayisinin depolama boyunca azaldigi,
L. innocua sayisinda ise 6nemli bir degisiklik olmadig1 belirlenmistir. Maydanozlardaki
klorofil a, klorofil b, askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri ile antioksidan aktivite
degerleri depolama siliresince azalmig ancak kontrol Ornekleri ile farkli yikama
uygulamalarina maruz kalmis Ornekler arasinda saptanan fark istatistiksel agidan 6nemli
bulunmamistir (p>0,05). Maydanoz 6rneklerine dogrudan uygulanan ozon gazi E. coli
sayisinda 1,31, L. innocua sayisinda ise 1,14 logaritmik birimlik azalmalar saglamistir. Bu
uygulama maydanozlardaki klorofil a ve klorofil b diizeylerinde énemli bir degisime yol
acmazken, askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri ile antioksidan aktivite
degerlerinde sirasiyla %40, %12 ve %41°lik azalmalara neden olmustur (p<0,05).

Ekim 2010, 91 sayfa

Anahtar Kelimeler: Ozon, Marul, Ispanak, Maydanoz, Escherichia coli, Listeria innocua,
Klorofil, Askorbik asit, Toplam fenolik madde, Antioksidan aktivite
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Effect of ozonation on microbial inactivation and shelf life of lettuce, spinach and
parsley

Hakan KARACA

Ankara University
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Supervisor: Prof. Dr. Sedat VELIOGLU

Ozone application is one of the most frequently investigated techniques to ensure food
safety and extend the shelf life of fresh-cut fruits and vegetables. In this study, the effects of
distilled water, ozonated water (12+0,5 ppm) and chlorinated water (100 ppm) on
reductions of Escherichia coli and Listeria innocua inoculated on lettuce, spinach and
parsley and on some chemical parameters (chlorophyll a, chlorophyll b, ascorbic acid and
total phenolic contents and antioxidant activity) of these vegetables were investigated.
Besides, the effects of various sanitizing agents on the growth of E. coli and L. innocua and
chemical parameters of parsley were examined during cold storage (5+1 °C) for 15 days.
Moreover, the efficiency of gaseous ozone treatment (95012 ppm, 20 min) on microbial
inactivation of E. coli and L. innocua and the effects of this treatment on chemical
parameters of parsley were also determined.

Ozonated water washes for 5 and 15 min were both effective in microbial inactivation in all
vegetables tested. Washing with distilled water for 15 min had a limited effect (~1 log
reduction) in E. coli and L. innocua inactivation whereas chlorinated water wash was the
most effective treatment resulted in nearly 3 and 2.3 log reductions, respectively. The
maximum reductions achieved after ozonated water treatment for 15 min were 2.22 and
2.24 log units for E. coli and L. innocua, respectively, and observed in lettuce. For all three
vegetables tested, the efficiency of ozonated water in inactivation of L. innocua was so
close to that of chlorinated water. Results showed that washing treatments, for the
treatments times tested, did not have any detrimental effects on the chemical components of
the vegetables with the exception of slight reduction (p<0.05) in total phenolic content of
spinach washed with chlorinated water. On parsley treated with various washing treatments,
a steady decline was observed in the number of E. coli whereas L. innocua could survive
and its growth continued throughout storage at 5 °C for 15 days. Chlorophyll a, chlorophyll
b, ascorbic acid and total phenolic contents and antioxidant activity of parsley were all
reduced throughout storage with no significant differences among samples treated with
different washing solutions (p>0.05). Gaseous ozone applied directly to the parsley samples
resulted in 1.31 and 1.14 log reductions in the numbers of E. coli and L. innocua,
respectively. This treatment did not affect chlorophyll a and chlorophyll b levels in parsley,
however, caused 40, 12 and 41% of reductions in ascorbic acid and total phenolic contents
and antioxidant activity, respectively.

October 2010, 91 pages

Key Words: Ozone, Lettuce, Spinach, Parsley, Escherichia coli, Listeria innocua,
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1. GIRIS

Minimal islem gormiis gidalar, ozellikle de ayiklanip dogranmis taze meyve ve
sebzeler, kullanim kolaylig1 nedeniyle tiiketicilerin ilgisini her gegen giin daha fazla
¢cekmekte ve bu gidalara duyulan talep stirekli bir artis gostermektedir. Stiphesiz bu ilgi
ve talep artiginin bir baska nedeni de Diinya Saglik Orgiiti (WHO) ve Gida-Tarim
Orgiitii (FAO) gibi kuruluslarin kanser ve kardiyovaskiiler hastalik riskinin azaltilmas1
icin miimkiin oldugunca dogal haldeki meyve ve sebze tiiketiminin artirimini
onermesidir (Allende vd. 2006). Bu tiir gidalar, lilkemiz piyasasina da hizla girmis ve

ozellikle ¢alisan kesimin yogun bir sekilde tercih ettigi lirtinler haline gelmistir.

Minimal islem gormiis gidalarin raf 6mriinii kisitlayan faktorler igerisinde enzimatik
esmerlesme, yiizeyde beyazlasma, artan etilen iiretimi ve solunum en Onemli yeri
tutmaktadir. Bu tiir iiriinlerde devam eden mikrobiyel aktivite de {irliniin raf émriinii
smirlar. Ayrica taze triinlere, 6zellikle de sebzelere; Escherichia, Listeria, Salmonella
ve Shigella gibi bazi bakteri cinslerinin patojen tiirlerinin kontaminasyonu zaman
zaman so6z konusu olabilmektedir (Scifo vd. 2009). Bu durum, gida kaynakl
hastaliklara yol agarak tiiketici saglig1 igin ciddi bir risk olusturmaktadir. Nitekim 1996—
2006 yillar1 arasinda, sadece ABD’nde, taze lriinlerden kaynaklanan 72 adet gida
kaynakli hastaligin yasandigr ve bunlarin % 25’inin taze dogranmus iiriin kaynakli
oldugu bildirilmistir (Anonymous 2007). 2006 yilinda taze dogranmis 1spanaklardaki
Escherichia coli O157:H7 serotipi, 3 kisinin oliimiine ve yaklastk 200 Kkisinin
hastalanmasina neden olmus ve iilke ¢apinda tiim taze 1spanaklar raflardan toplatilmistir
(Lee ve Baek 2008). Gegmiste Listeria monocytogenes ile kontamine olmus ¢ig sebze
salatalarimin tiiketimiyle iligkilendirilen gida kaynakli hastaliklar da s6z konusu

olmustur (Ho vd. 1986).

Minimal islem goérmiis meyve ve sebzelerde raf Omriinii uzatabilmek ve potansiyel
patojen kontaminasyonlarnin Oniine geg¢mek ic¢in; depolama Oncesi iiriiniin ¢esitli
dezenfektanlarla muamele edilmesi siklikla uygulanan bir yontemdir. Bu amagla klor
bazli dezenfektanlar gida sanayisinde wuzun yillardan beri yaygin olarak

kullanilmaktadir.  Ancak bu  dezenfektanlarn, patojenik ve fekal baz



mikroorganizmalarin, bunlarin spor formlarin ve viriislerin inaktivasyonunda yetersiz
kaldig1 bildirilmistir (Kim vd. 1999). S6z konusu dezenfektanlar ayrica, suda ve gidayla
temas ettigi ylizeylerde organik maddelerle reaksiyona girerek, trihalometanlar gibi
toksik nitelikli bilesikler olustururlar. Bu nedenle; Almanya, Hollanda, Isvi¢re ve
Belgika basta olmak iizere bir¢ok iilkede klor bazli dezenfektanlarin taze dogranmis
tirtinlerde kullaniminin yasaklanmasi diistiniilmektedir (Beltran vd. 2005). Bu durum,
klora alternatif olabilecek farkli dezenfektanlarin arayisina biiylik bir ivme

kazandirmistir.

Taze meyve sebzelerin raf Omiirlerinin artirllmasinda son yillarda arastirilan
alternatiflerin basinda ozon uygulamalari1 gelmektedir. Ozon, Avrupa’da uzun yillardan
beri kullanilan, ABD’nde ise kullanimi son yillarda yaygin olarak denenen giiclii bir
oksidan ve dezenfeksiyon maddesidir. ABD’nde GRAS (Generally Recognized as Safe)
statiisiine alinan (Graham 1997) ve gida uygulamalarinda kullanimina izin verilen
ozonun (Anonymous 2001), kullanim alanlarinin ve etkinliginin arastirilmasina bilim
insanlarinin ve gida iireticilerinin ilgisi giin gegtikce artmaktadir. Ozonun en Onemli
avantaji geride kalmnti birakmamasidir. Ozellikle son yillarda gerceklestirilen
calismalarda ozon uygulamalari yogun bir sekilde denenmis ve bir¢ok {iritinde
mikroorganizma inaktivasyonu (Selma vd. 2008a), pestisitlerin giderimi (Gabler vd.
2010), mikotoksin degradasyonu (Karaca vd. 2010) ve iiriiniin raf dmriiniin uzamasinda
(Beltran vd. 2005) oldukga etkili sonuglar alinmistir. Bununla birlikte, ozon yiiksek
oksidasyon kapasitesiyle bazi gida bilesenlerine zarar verebilir. Bu da {iriinde kalite
kayiplarina yol acip iriinlin tliketici tarafindan tercih edilmemesine neden olabilir.
Gergeklestirilen caligmalar, her iiriine ve her prosese spesifik olarak, maksimum
mikroorganizma inaktivasyonunu saglayacak, bunu yaparken de {iriiniin kalite
ozelliklerini olumsuz yonde etkilemeyecek islemlerin optimizasyonuna duyulan geregi

ortaya koymaktadir.

Son yillarda iilkemizde ve diinyada tiiketimleri hizla artan iirlin gruplarindan biri yaprak
sebzelerdir. Tiketim Oncesi bu tir gidalarin klor ve ozon gibi kimyasal ajanlarla
muamele edilmesi son yillarda detaylica arastirilan konulardandir. Bu calismada,

ayiklanip dogranmis marul, 1spanak ve maydanozlara inokiile edilmis E. coli ve L.



innocua inaktivasyonunda ozonlu suyla (12,0+0,5 ppm) yikama uygulamasinin etkinligi
ve bu uygulamanin s6z konusu sebzelerin klorofil a, klorofil b, askorbik asit ve toplam
fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerleri lizerine etkisi incelenmistir.
Ozonlu suyla yikama ile elde edilen sonuglar, saf su ve klorlu su (100 ppm)
uygulamalarindan elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir.  Ayrica, farklh
dezenfektanlarla muamele edilen maydanozlarda E. coli ve L. innocua
mikroorganizmalarmin gelisimleri ile orneklerin klorofil, askorbik asit ve toplam
fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerleri 15 giinliik soguk depolama
(5+1 °C) siiresince izlenmistir. Son olarak ozon gazi uygulamasinin (950+12 ppm, 20
dakika) maydanozlarda E. coli ve L. innocua inaktivasyonundaki etkinligi ve bu
uygulamanin klorofil, askorbik asit ve toplam fenolik madde icerikleri ve antioksidan

aktivite degerleri lizerine etkisi belirlenmistir.

Baz1 mikroorganizmalarin yiiksek patojenitesi nedeniyle, laboratuvar denemelerinin
patojen mikroorganizmalarin kendileriyle gerceklestirilmesi c¢ogu kez tehlikeli
olabilmektedir. Bu nedenle inaktivasyon ¢alismalarinda; patojenitesi, test edilmek
istenen mikroorganizmaninki kadar yiiksek olmayan, ancak ayni deney kosullarinda
(kimyasallarla muamele, depolama vb.) patojen mikroorganizma ile benzer sekilde
davranan organizmalarin model olarak kullanimi siklikla bagvurulan bir yontemdir
(Vaz-Velho vd. 2001). Nitekim patojen L. monocytogenes yerine patojen olmayan L.
innocua’nin (Vaz-Velho vd. 2006, Fan vd. 2007) ve patojen E. coli O157:H7 yerine
patojen olmayan E. coli susunun (Yokoigawa vd. 1999, Gleeson ve O’Beirne 2005)
kullanildig birgok ¢alisma s6z konusudur. Tarafimizdan yiiriitiilen ¢alismada da patojen
L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 yerine bu mikroorganizmalarla yiiksek fenotipik
benzerlik gosteren ve patojen olmayan L. innocua ve E. coli Tip 1 susu model

organizmalar olarak kullanilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Meyve ve Sebzelerin Beslenmedeki Yeri ve Onemi

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser, iilkemizde ve diinyada gergeklesen Oliimlerin
nedenleri arasinda ilk iki siradadir. Bu hastaliklarin ve diger birgok hastaligin énlenmesi
i¢in yeterli meyve ve sebze tiiketimi birgok kurulus [Diinya Saglik Orgiitii (WHO), Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO), ABD Tarim Dairesi (USDA) ve Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA)] tarafindan 6nerilmektedir (Allende vd. 2006). Esasen meyve ve sebze
tilketiminin saglik tizerine olumlu etkileri eskiden beri bilinmektedir. Meyve ve sebzeler
bu 6zelliklerini sahip olduklar1 biyoaktif bilesenlere (fitokimyasallara) ve 6zellikle de
antioksidan bilesenlerine borgludurlar (Gupta ve Prakash 2009). Antioksidanlar, serbest
radikalleri ortadan kaldirarak onlarin hiicredeki biyomolekiillere (proteinlere, lipitlere

ve DNA’ya) zarar vermelerini engeller (Shahidi 2004).

Yesil yaprakli sebzeler de antidiabetik, antihistaminik, antikarsinojenik ve antibakteriyel
etkileriyle saglik tlizerine son derece Onemli faydalar1 olan sebze gruplarindandir
(Subhasree vd. 2009). Zengin diyet lifi, vitamin, mineral, karotenoid ve fenolik madde
iceriklerine sahiptirler. Ozellikle icerdikleri C vitamini, fenolik ve karotenoid
bilesiklerin bu sebze grubunun toplam antioksidan kapasitesine katkisi biiyiiktiir
(Isabelle vd. 2010). Gergeklestirilen ¢aligsmalar, klorofillerin antimutajen (Negishi vd.
1997) ve antikarsinojenik (Chernomorsky vd. 1999) etkilerini ortaya koymustur. Ayrica
Klorofiller (klorofil a ve klorofil b) yiiksek antioksidan aktiviteye sahip karotenoid
bilesiklerle birlikte iiriiniin kalitesinde ve pazarlanmasinda biiylik 6neme sahip renkten
sorumludurlar (Pennington ve Fisher 2009). Iste bu nedenle ABD Tarim Dairesi
(USDA) o6zellikle koyu yesil renge sahip yaprak sebzelerin haftada en az birkag kez
tiiketilmesini 6nermistir (Anonymous 2008a).

Cesitli kuruluslar tarafindan yapilan oneriler ve toplum bilincinin artmasi sonucu taze
meyve ve sebzelere duyulan talepte biiyiik bir artis s6z konusudur. Bu artis taze meyve
ve sebze tiretiminin artmasi ve 6zellikle meyve ve sebzelerden hazirlanan tiikketime hazir

(ready to eat) gidalarin iiretimini gergeklestiren sektoriin biiylimesiyle sonu¢lanmaktadir



(Turatti  2007). Bu iriinlerde  gergeklesebilecek  patojen  mikroorganizma
kontaminasyonlart nedeniyle gida kaynakli hastaliklar da haliyle artis gostermektedir
(Beuchat 1999a).

2.2 Meyve ve Sebzelerde Bulunabilen Patojen Mikroorganizmalar

Meyve ve sebze sektoriinde gerek hammaddenin mikrobiyel yiikii, gerekse iiretim
ve/veya liretim sonrasi iirline bulasan mikroorganizmalar, sektoriin en Onemli
sorunlaridan birini olusturmaktadir (Karaca ve Velioglu 2007). Uriine bulasan
mikroorganizmalar patojen nitelikteyse, tiiketici saghigimi tehlikeye sokacak durumlar

s0z konusu olabilmektedir.

Meyve ve sebzelerin yetistigi bahgeler/tarlalar agik sistemler oldugundan bu
ortamlardaki iirinlere mikroorganizma bulagmasinin 6niine tamamen gegmek miimkiin
degildir (Vurma vd. 2009). Uriiniin kirli sularla yikanmasi, uygun olmayan giibre
kullanim1 ve dogadaki diger canlilardan (kus, yabani hayvanlar, sinek vb.) gelebilecek
diski materyali hasattan onceki 6nemli kontaminasyon kaynaklaridir. Hasattan sonra
tirlinlin islenmesi sirasinda kirli yitkama suyu ve ekipman kullanimi, tiretimde gérev alan
personelin yetersiz hijyen bilgisi ve depolama/tasima sirasinda uygun olmayan sicaklik
ve havalandirma sartlar1 ile kontamine {iriinden gergeklesebilecek capraz

kontaminasyon gida giivenligi riski olusturmaktadir (Klockow ve Keener 2009).

Kontaminasyonlariyla zaman zaman meyve ve sebzelerde saglik riski olusturup gida

kaynakli hastaliklara neden olan belli basli mikroorganizmalara asagida deginilmistir:

2.2.1 Diyarejenik Escherichia coli (DEC)

Enterobacteriaceae familyasina bagli olan Escherichia; Gram negatif, ¢ubuk seklinde,
sporsuz, fakiiltatif anaerob bakterilerden olusur. Escherichia coli’nin dogada bulundugu
yegane yer, insan ve diger memeli hayvanlarin ve kanatlilarin bagirsak sistemleri ve

dolayisiyla bunlarin digkilaridir. Bu yiizden bir gida maddesinde, igme veya kullanma



suyunda bu mikroorganizmaya rastlanmasi, o gidaya dogrudan ya da lagim suyu

araciligiyla diski bulagtiginin bir géstergesidir (Halkman vd. 2003).

Kauppi vd. (1998) E. coli suslarinin gelisim araliginin 7,5-49 °C oldugunu bildirmistir.
Pastorizasyon veya kaynatma sicakliginda inaktive olan E. coli, memeli hayvanlarin

bagirsaklarinda gelismeye adapte olmus oldugundan en iyi viicut sicakliginda gogalir.

Bagirsak florasinin dogal bir tiyesi halindeki E. coli ile konak organizma arasinda
uyumlu bir iliski oldugundan, bakteri normalde hastalik yapmaz. Ancak bir baska konak
organizmanin bagirsaginda hastalik etmeni olabilir. Ornegin bazi hayvanlarda etkisiz
olan baz1 E. coli tipleri, insana bulastiginda hastalik yapabilir (Unliitiirk ve Turantas
1998).

E. coli’nin patojen tiirleri, etki gosterdigi dokular ve etki mekanizmalarina gore
gruplandirlirlar. Ishalli hastaliklara neden olan E. coli tipleri: enterotoksijenik E. coli
(ETEC), enteroinvazif E. coli (EIEC), enteropatojenik E. coli  (EPEC) ve
enterohemorajik E. coli (EHEC)’dir. EHEC grubu iginde yer alan E.coli O157:H7 adli
serotip, kanli ishale ve hatta 6liime yol agabilen, glinlimiizde gida kaynakli patojenler
i¢inde en tehlikelisi olarak bilinen bakteridir. Ismindeki “O” somatik hiicredeki, “H” ise
flagelladaki antijeni belirtmektedir. Bu mikroorganizma, bagirsak yiizeyinde ciddi
hasarlara neden olan giiclii toksinleri yiiksek diizeylerde iiretip kanli ishal hastaligina
neden olmaktadir. Ayrica beyinde ve bdobreklerde kalici fonksiyon kayiplarina yol
acabilmektedir (Halkman vd. 2001).

Gegmiste E. coli O157:H7 ile kontamine olan marul (Achers vd. 1998), maydanoz
(Naimi vd. 2003) ve 1spanak (Lee ve Baek 2008) gibi {iriinlerin tiiketilmesiyle
gerceklesen gida kaynakli hastaliklar bildirilmistir.

2.2.2 Listeria

Listeria; Gram pozitif, kisa-gubuk seklinde, sporsuz, kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerob,

25°C’de hareketli ancak 37°C’de hareketsiz bir bakteri cinsidir. Bu cinse ait tiirler, kati



yiizeylere yapisip orada gelismelerini saglayacak ve cok zor uzaklastirilabilecek
biyofilmler olusturabilirler. Ayrica yiiksek tuz konsantrasyonu, yliksek pH ve diisiik-
yiiksek sicaklik gibi zorlu kosullardan canli olarak ¢ikabilirler. Bu cinse ait bakteriler;
insan ve hayvan diskisi, toprak, bitki, silaj, sehirlerin ve isletmelerin atik sular1 gibi

farkl1 ortamlarda yaygin olarak bulunabilirler (Unliitiirk ve Turantas 1998).

Listeria cinsi taksonomik olarak 6 tiire ayrilir. Bunlar: L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
seeligeri, L. innocua, L. welshimeri ve L. grayi’dir. Bunlardan L. monocytogenes
insanlarda ve hayvanlarda, L. ivanovii ise sadece hayvanlarda hastalik etmenidir. L.
monocytogenes’in tiim suslar1 patojen degildir. Patojen Listeria tiirleri tarafindan
olusturulan infeksiyon hastaligina “listeriyoz” denir. Hastalik; beyin iltihabi, septisemi,
konjunktivit, gastroenterit, mukozada lezyonlar, cilt hastaliklar1 ve lenf diigimlerinde
sisme gibi cesitli sekillerde ortaya c¢ikmaktadir. L. monocytogenes o6zellikle anne
karnindaki fetuslari, hamileleri, yaglilar1 ve bagisiklik sistemi zayiflayan bireyleri
infekte eder. Hastalik seyrek goriilmekle birlikte 6liim orani oldukga yiiksektir (Tunail
2000).

Insanlarda goriilen listeriyoz genellikle L. monocytogenes ile kontamine gidalarin
tilketimi sonucu gergeklesmektedir. Bazi peynir gesitleri (Kagkli vd. 2009), pismis et
tirlinleri (Sheen ve Hwang 2008) ve tiiketim Oncesi herhangi bir iglem gerektirmeyen
hazir gidalar (Allende vd. 2007a), L. monocytogenes’in gelisimine ve canliligin
sirdlirebilmesine elverigli oldugundan risk tasiyan gidalardir. Sebze tiiketiminden
kaynaklanan risk ile listeriyoz salginlar1 arasinda bir iliski oldugu farkli arastiricilar
tarafindan ileri stirtilmiistiir (Schlech vd. 1983; Ho vd. 1986). Ayrica sebzeler L.
monocytogenes gelisimi i¢in uygun substratlar olarak goriilmektedir (Farber vd. 1998,
Aytac vd. 2010). Ancak s6z konusu mikroorganizmanin bu tiir gidalarda goriilme siklig1

genelde %10 un altinda bulunmustur (Brackett 1999).

Listeria tiirleri 1-45 °C araliginda gelisme yetenegine sahiptir, yani mikroorganizma
buzdolab1 sicakliginda rahatlikla gelisebilir. Bu durum, gida muhafazasinda soguk

zincir uygulamasmin séz konusu bakterinin gelisimini siirlandiramayacaginin  bir



gostergesidir ve gidalart Listeria riskinden korumada o6nemli bir problem
olusturmaktadir (Ekici vd. 2004).

2.2.3 Salmonella

Salmonella; ¢ubuk seklinde, hareketli (hareketsiz olan S. gallinarum ve S. pullorum
hari¢), spor olusturmayan ve Gram negatif bir bakteri cinsidir. E. coli gibi bu bakteri de,
insan ve diger memeli hayvanlarin ve kanatlilarin bagirsak sistemlerinde ve dolayisiyla
bunlarin digkilarinda bulunur. 2500’e kadar serotipi bulunmasina karsin bunlardan 50

kadar insanlarda siklikla gériilen hastaliklara neden olmaktadir (Unliitiirk ve Turantas

1998).

Kontaminasyonuyla siklikla problem yaratan Salmonella Tiirkiye’de de gida kaynakli
hastalik etmeni mikroorganizmalar siralamasinda basi gekmektedir. Ulkemizde 1999 ve
2000 yillarinda rapor edilen sirastyla 84340 ve 77515 gida kaynakli hastalik vakasinda
%34’liik payla her iki senede de Salmonella ilk sirada yer almistir (Anonymous 2002).

2.2.4 Diger mikroorganizmalar

Taze meyve ve sebzelerde gida kaynakli hastalilara neden olan diger patojenler arasinda
Shigella, Yersinia, Clostridium, Bacillus ve Vibrio cinsleri ile viriisler (6rnegin hepatit
A) ve parazitler sayilabilir. Ayrica, bu tiir gidalara kontamine olabilen bazi kiif tiirleri
tarafindan iiretilen mikotoksinler (aflatoksin, okratoksin, patulin vb.) de insan saghg:

i¢in ciddi riskler olusturabilmektedirler.

2.3 Meyve ve Sebzelerin Dezenfeksiyonunda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Giiniimiizde klor, gida sanayiSinde en yaygin olarak kullanilan dezenfektan
konumundadir. Yiiksek oksidasyon giicii nedeniyle giiglii bir dezenfeksiyon maddesidir
ve ucuzdur. Genel kullanim sekli olan klorlu su, ya klor gazinin ya da hipoklorit
tuzlarinin (sodyum hipoklorit veya kalsiyum hipoklorit) suda ¢oziinmesiyle olusturulur.

Hazirlanan bu ¢6zelti, pH’ya bagl olarak farkli oranlarda klor gazi (Cly), hipoklordz asit



(HOCI) ve hipoklorit iyonlart (OCI") igerir (Suslow 1997). Klorlu bilesiklerin suda

verdigi temel reaksiyonlar asagida verilmistir:

NaOCl+H,0 <>NaOH+HOCI
HOCI«>H"+OCI
HOCI+HCI <>H,0+Cl;

Serbest Kklor (elverisli Klor veya reaktif klor) terimi oksidasyon reaksiyonlari veya
dezenfeksiyon i¢in kullanilabilen herhangi bir formdaki klor i¢in kullanilir. Toplam klor
ise suda bulunan serbest klor ve bagli klorun toplamidir ve halen dezenfeksiyon ve
organik madde oksidasyonu i¢gin kullanilabilen formdadir. Bagli klor bilesikleri serbest
klor formlarindan daha stabildirler ve dezenfeksiyon reaksiyonlarin1 ¢ok daha yavas
gercgeklestirirler. Aktif klor bilesiklerinden bakteri dezenfeksiyonunda en etkin olani su
ile hidroliz sonucu olusan hipokloréz asittir. Bu asit en yiiksek konsantrasyona pH 6’da
ulagsa da aktivite ve stabilite kavramlar: birlikte diisiiniildiigiinde dezenfeksiyon i¢in en

uygun pH araligi 6,5-7,5°dir (Suslow 1997).

Klor bilesiklerinin antimikrobiyel etkileri bir¢ok enzimin ve yapisal proteinin —SH
gruplarinin  oksidasyonuna dayanir. Ayrica, membranin zarar gormesi, protein
sentezinin  bozulmasi, niikleik asitlerle gerceklesen reaksiyonlar ve hiicre

metabolizmasinin engellenmesi de s6z konusudur (Ray 2004).

Klorun meyve-sebzeler iizerindeki bazi mikroorganizmalari gidermede sinirli etkiye
sahip oldugu bilinmektedir (Erkmen 2001). Bircok arastirici tarafindan (Gomella 1972,
Scarpino vd. 1972, Beuchat 1996) klorun o6zellikle mikroorganizmalarin spor
formlarinin, fekal ve patojenik mikroorganizmalarin ve viriislerin inaktivasyonunda
nispeten etkisiz kaldigi bildirilmistir (Kim vd. 1999). Klorun bir bagka olumsuzlugu da
suda ve gidayla temas ettigi ylizeylerde organik bilesiklerle reaksiyona girerek toksik
bilesikler olusturmasidir. Ornegin trihalometan (THM) bilesikleri, ¢oziinebilir organik
bilesiklerin serbest klor formlar1 (HOCI, OCIl) tarafindan klorlanmasi sonucu olusan
karsinojenik bilesiklerdir. Bu nedenle ABD’nde i¢gme sularinda toplam THM sinir1 100
ppm olarak belirlenmistir (Kim vd. 1999).



Taze meyve ve sebzelerde iiriin giivenliginin saglanmasi i¢in bircok dezenfektan madde
klor bazli kimyasallara alternatif olarak denenmektedir. Gerek evsel gerekse endiistriyel
boyutta kullamimlar1 arastirilan bu dezenfektanlarin etken bilesikleri organik asitler,
kalsiyum oksit, polysorbat 20 (Tween 20) vb. olabilmektedir. Ozellikle endiistriyel
boyutta taze meyve ve sebzelerin raf dmiirlerinin artirilmasinda son yillarda arastirilan
alternatif dezenfektanlarin arasinda ise hidrojen peroksit, klor dioksit ve ozon
sayilabilir. Klordan daha yiiksek oksidasyon kapasitesine sahip olan hidrojen peroksit,
marul gibi yaprak sebzelerin raf Omiirlerinin uzatilmasi amaciyla denenmis ve basarili
sonuglar elde edilmistir (Gopal vd. 2010). Yiiksek ¢oziniirligii ve oksidasyon
potansiyeli, iirlinde yabanci tat ve koku birakmamasi ve toksik nitelikli bilesikler
olusturmamasi nedeniyle klor dioksitin de gida uygulamalarina uygunlugu yogun bir
sekilde arastirilmaktadir (Gomez-Lopez vd. 2009). Uriin giivenliginin saglanmasi

amaciyla test edilen bir diger alternatif de ozon uygulamalaridir.

2.4 Meyve ve Sebze islemede Ozon Kullanim

Meyve ve sebzelerin dezenfeksiyonu amaciyla kullanilan bazi kimyasallarin, mikrobiyel
inaktivasyonda yetersiz kalmalar1 ve insan sagligina zararh bilesikler olusturmalar1 gibi
bazi olumsuzluklar1 s6z konusudur. Bu nedenle gida endiistrisi, gidalarda yaygin olarak
bulunabilen ve yeni ortaya ¢ikan patojenlerin inaktivasyonunda etkin, iirlinde kalite
kayiplarina yol agmayan, mevcut gida proseslerine kolay adapte edilebilen ve ¢evreyle
dost uygulamalarin arayis: icindedir. Iste ozon, tiim bu beklentilere cevap verebilen bir
uygulama olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ozon, i¢cme suyu dezenfeksiyonunda
Avrupa’da uzun siiredir kullanilan ABD’nde ise kullanim1 6zellikle son yillarda yaygin
olarak denenen giiglii bir oksidan ve dezenfeksiyon maddesidir. ABD’nde GRAS
(Generally Recognized as Safe) statiisiine alinan (Graham 1997) ve gida
uygulamalarinda kullanimina izin verilen ozonun (Anonymous 2001), kullanim
alanlarinin ve etkinliginin arastirilmasina bilim insanlarmin ve gida iireticilerinin ilgisi
giin gectikge artmaktadir. Ulkemizde ise ozonun siselenmis i¢cme sular1 disinda gida
uygulamalarinda kullanimina iliskin herhangi bir yasal diizenleme bulunmamaktadir.

Brom igeren sularin ozonlanmasiyla olusan toksik nitelikli bromatin siselenmis igme
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sularinda bulunabilecegi maksimum diizey 3 mikrogram/L olarak bildirilmistir
(Anonymous 2005). Ozon o6zellikle son yillarda gergeklestirilen ¢aligmalarda yogun bir
sekilde denenmis ve meyve-sebzeler dahil birgok gidada mikroorganizmalarin
inaktivasyonu, tarimsal ila¢ kalintilarinin ve mikotoksinlerin giderimi ve iirtinlerin raf

Omiirlerinin uzatilmasinda etkili sonuglar alinmistir.

Meyve ve sebzelerin ozonla muamele edilmesi ya depo atmosferine gaz halde ozon
verilmesi ya da bu iiriinlerin ozonlu suyla yikanmasi gibi iki farkli uygulamayla

gerceklestirilebilir (Karaca ve Velioglu 2007).
2.4.1 Ozonun genel ozellikleri
Ozon (O3); havadaki oksijen molekiiliiniin (O) yiiksek bir enerji etkisi ile atomlarina

ayrismasit ve bu kararsiz atomlarin bir bagka oksijen molekiili ile hizla birlegsmesi

sonucu olusur. Bu olusum Sekil 2.1’de sematize edilmistir.

30, > 203 +1s1veisik

«—

Sekil 2.1 Ozon molekiiliiniin olusumu

Yiiksek enerji dogada, giinesten gelen UV isinlarindan (188 nm dalga boylu) veya
yagmurlu havalarda ¢akan simgeklerden kaynaklanir (Suslow 2004). Endiistriyel ozon
gaz1 iiretimi ise dogadaki olusumun mantigiyla UV 151k veren lambalar kullanilarak ya
da daha ¢ok “Corona Desarj Metodu” denen ve Sekil 2.2°de ¢alisma ilkesi sematize

edilmis metotla gergeklestirilmektedir.

Hava veya oksijen varliginda, desarj araligina uygulanan yiiksek voltajli alternatif akim,
oksijen molekiiliindeki elektronlart uyarir ve ayrilmalarimi saglar. Olusan kararsiz
oksijen atomlar1 derhal baska bir oksijen molekiiliiyle birlesir ve ozon molekiiliiniin
olugsmasini saglar. Desarj araligina besleme gazi olarak hava verildiginde kiitlece %1-3,

saf oksijen gazi verilmesi halinde %6 verimle ozon elde edilebilmektedir (Giizel-
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Seydim vd. 2004). Bunlardan baska kimyasal, termal ve elektrolitik metotlarla da ozon
elde edilebilmektedir (Kim vd. 1999).

T | g Elektrot (yiiksek gerilimli)

S, . 1 Seramik dielektrik ylizey

} Dar desarj araligt

| —>  Elektrot (disiik gerilimli)

O,

v

Sekil 2.2 Corona Desarj Metodu ile ozon elde edilisi

Sulu ¢ozeltilerinde oldukg¢a kararsiz, havada ise nispeten daha stabil bir yapiya sahip
olan ozon, ¢ok cabuk bir sekilde oksijen molekiiliine doniisiir. Bu yiizden depolanamaz,
birikmez ve uygulamada kesiksiz iretim gerektirir. Bununla birlikte, ozonun
dermatolojik tedavilerde kullanilmak {izere rafine edilmemis zeytinyaglarinda
depolanabildigi bilinmektedir. Ozon, oksijen disinda bagka bir kalint1 olusturmaz. Oda
sicakligr ve buzdolabr sicakliginda gaz halde bulunan ozon “firtina sonrasi taze hava
kokusu” olarak tarif edilen karakteristik ve keskin bir kokuya sahiptir. Ozon, 2,07
mV’luk oksidasyon potansiyeline sahipken; hidrojen peroksit (H,O,), hipokloroz asit
(HOCI), klor (Cly) ve klordioksitin (CIO,) oksidasyon potansiyelleri sirasiyla 1,78; 1,49;
1,36 ve 1,27 mV’tur. Gorildigii gibi ozonun oksidasyon potansiyeli diger oksidan

ajanlarin potansiyellerinden oldukca ytiksektir.

Gerek mikrobiyel inaktivasyonda, gerekse kimyasal kalintilarin giderilmesinde ozonun
etkinligi ¢evresel faktorlere biiyiikk dlclide baglhidir. Sulu ortamda sicakligin diigmesi
ozonun ¢oziinebilirligini arttirdigindan etkinligini de arttirmaktadir. Bu durumun tersi
de s6z konusudur. Yani ortam sicakliginin artmasiyla ozon dekompozisyonu da
hizlanmaktadir. pH azalist ortamdaki ozon stabilitesini ve dolayisiyla etkinligini
arttirmaktadir. Ozon etkinligini arttiran bir diger faktor de ortamin bagil neminin

artmasidir (Kusgu ve Pazir 2004).
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Yukarida bahsedilen faktorlere ilaveten ozonun mikrobiyel inaktivasyon ve/veya kalinti
gidermedeki giicii lizerine etki eden bir bagka 6nemli faktor de ortamin ozon talebidir.
Ozon, son derece reaktif bir molekiildiir ve klorun tersine 6zellikle sulu ortamda hic
stabil degildir. Ister gaz halde, ister suda ¢oziinmiis halde olsun, bulundugu ortamdaki
organik ve/veya inorganik tiim maddelerle herhangi bir secicilik gostermeksizin
tepkimeye girer. Ozonun bu 6zelligi “ortamin ozon talebi” ve “kalintt ozon” gibi
kavramlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Kim vd. 2003). Kalinti ozon; hedef
gidaya ozon uygulamasinin ardindan ortamda saptanabilen ozon konsantrasyonu
demektir. Ozonun oksidasyon etkinligi (6rnegin mikroorganizmalari inaktive etmesi)
uygulanan ozon dozundan ¢ok, ortamda mevcut kalint1 ozon miktarina baglhdir. Kalinti
ozon seviyesi, yani ozonun etkinligi, uygulama kosullarinda ozonun stabilitesine ve
ozon talebi bulunan maddelerin ortamdaki yogunluguna ¢ok biiyiik 6l¢iide baglidir. Saf
su diger ortamlarla kiyaslandiginda ozon istegi en az olan ortamdir. Sudaki safsizliklar
(6rnegin mineral maddeler) uygulanan ozonla tepkimeye girer ve ortamin ozona olan
gereksinimini arttirir. Tarafimizdan gergeklestirilen bir c¢alismada, ozonla patulin
degradasyonunun metal iyonlar1 varliginda azaldigi, metal iyonlariin kelat ajanlari ile
baglanmasi halinde ise ozonla degrade olan patulin miktarmin arttigi belirlenmistir
(Karaca ve Velioglu 2009). Ozon uygulanan ortam, gida gibi organik materyalce zengin
bir ortam ise, ozonun etkinligini belirleyen oksidasyon giiciiniin bir kism1 ortamdaki
bilesikleri okside etmek iizere harcanacak ve ozonun etkinligi daha da azalacaktir (Kim
vd. 1999).

Ozon, yiiksek dozlarda viicuda alindiginda toksik etkiler gosterebilmektedir. Bu nedenle
giinde 8 saat kesintisiz ozona maruz kalabilecek iscilerin sagligini korumak adina
havada bulunacak ozon gazi konsantrasyonu ABD Cevre Koruma Dairesi
(Environmental Protection Agency) tarafindan 0,075 ppm ile simirlandirilmistir
(Anonymous 2008b). Bu yasal diizenlemeler c¢ergevesinde ozon, igme sularmin
dezenfeksiyonunda uzun zamandir kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise, ozonun gida
sektorliinde kullanimina izin verilmesiyle birlikte (Anonymous 2001) etkinliginin ve

farkli uygulama alanlarinin arastirilmasi hiz kazanmastir.
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2.4.2 Mikrobiyel inaktivasyon i¢in ozon kullanimi

Ozon, mikroorganizmalari, énemli hiicresel bilesenlerini ileri derecede oksidasyona
ugratarak inaktif hale getirir. Mikroorganizmalarin hiicre yiizeyleri, ozonlama isleminin
oncelikli hedefi durumundadir. Hedef mikroorganizmanin ozonla etkisiz hale
getirilmesinde iki temel mekanizma 6nerilmektedir. Birinci mekanizma protein, peptit
ve enzimlerin aminoasit ve siilfidril gruplarinin okside olmasi ve kisa peptitlerin
olusmasidir. Ikinci mekanizma ise, ¢oklu doymamuis yag asitlerinin, asit peroksitlerine
okside olmasidir. Ozon, hiicre yiizeyindeki doymamis yaglarin etrafin1 sarar. Bu durum
hiicrelerin bozulmasi ve hiicresel bilesiklerin hiicre disina sizmasi ile sonuglanir.
Geleneksel olarak kullanilan dezenfektan klor, segici olarak hiicre i¢i enzimlerine zarar
verirken, ozon, herhangi bir segicilik gostermeksizin hiicre i¢i proteinlerini okside eder
ve hizli hiicre 6liimlerine neden olur. Hiicre oliimleri ayrica niikleik asitlerin gordigii

zarar nedeniyle de olusabilir (Giizel-Seydim vd. 2004).

Ozonun cesitli mikroorganizma tiirleri ilizerine etkinligi bir¢ok arastirmaci tarafindan

incelenmistir. Bu ¢aligmalarin bir kism1 EK 1°de 6zetlenmistir.

Gergeklestirilen bir calismada, depo atmosferine uygulanan ozon gazinin, ticari
ambalajlardan gecebilme giiciiyle, yesil ve mavi kiiflerdeki spor olusumunun
kontroliindeki etkinligi arastirilmistir. Yesil kiif etmeni P. digitatum ve mavi kiif etmeni
P. italicum ile inokiile edilmis portakallar ¢esitli ticari ambalajlar ile paketlenmis ve
deponun farkli kisimlarina yerlestirilmistir. Ambalajlamalar; oluklu karton kolilere
meyvelerin dogrudan yerlestirilmesi, polietilen torbalara konulan meyvelerin karton
kolilere yerlestirilmesi ve geri doniigiimlii plastik kutulara meyvelerin polietilen torbali
veya torbasiz olarak yerlestirilmesi olmak tlizere dort farkl sekilde gergeklestirilmistir.
Inokiile edilmis meyvelerden, paketlerin belli kisimlarina belli miktarlarda konulmus ve
paketler deponun farkli kisimlarina yerlestirilmistir. 0,72 ppm (v/v) ozon atmosferinde
13 giin tutulan paketlerde ozon seviyesi, ozon penetrasyonu ve kiiflerin spor
olusturmalar1 incelenmistir. Calisma sonuglarina gore; geri doniisiimlii plastik kutular
gozenekli yapist sayesinde karton kutulara gore, ozon gecirgenligi acisindan daha

olumludur. Plastik kutulardaki meyvelerden de torbasiz konanlar, torbali konanlara gore
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daha cok ozona maruz kalmistir. Denenen ambalaj uygulamalarindan sadece geri
doniistimlii plastik kutulara torbasiz olarak yerlestirme uygulamasi, ozon penetrasyonu
(%82) bakimindan kabul edilebilir bulunmustur. Sadece bu uygulama kullanilarak
paketlenmis meyvelerde kiif sporlanmasi Onlenmistir. Ayrica aymi paket icinde de
ortadaki meyvelerin, iist taraftaki meyvelere gére ozona maruz kalmalar1 daha kisithidir.
Sonuglar kiif sporlanmasinin kontrolinde ozonun etkinligi, ozonun penetrasyon
Ozelliklerine, 6zellikle de meyveyle ozonun temas siiresine bagli oldugunu gostermistir

(Palou vd. 2005).

Beuchat vd. (1999) calismalarinda A. flavus ve A. parasiticus kif tiirlerinin ozonla
inaktivasyonunu incelemislerdir. 25 °C’de 1,74 ppm ozona maruz birakilan A. flavus
sporlarinin D degeri pH 5,5 ve 7,0’de sirasiyla 1,72 ve 1,54 dak olarak bulunmustur. A.
parasiticus sporlari igin ise D degerleri sirastyla 2,08 ve 1,71 dak olarak bulunmustur. D
degerinin ortamdaki canli sporlarin % 90’inin 6ldiiriilmesi i¢in gereken islem siiresi
oldugu diistiniildiigiinde A. parasiticus’un A. flavus’tan daha direngli oldugu ve her iki
kif tiriiniin de ozona karst pH 5,5’te, pH 7’de oldugundan daha diren¢li oldugu

gorilmiistiir.

2.4.3 Meyve ve sebzelerin fizyolojisi ve kalite 6zellikleri iizerine ozonun etkisi

Ozon, yiiksek oksidasyon kapasitesiyle bir yandan bir¢ok mikroorganizmanin
inaktivasyonunu saglarken bir yandan da uygulandigi gidanin kimyasal bilesiminde,
fizyolojisinde ve kalite parametrelerinde degisikliklere neden olabilmektedir. Meyve ve
sebzeler ozonla ve klorla muamele gibi kimyasal uygulamalar da dahil olmak tizere dis
etmenlerden kolaylikla etkilenebilen hassas gidalardandir. Depo atmosferine verilerek
ya da yikama suyuna ilave edilerek bir¢ok meyve-sebzede uygulanan ozon bu {iriinlerin

cesitli 6zelliklerine olumlu ya da olumsuz etkilerde bulunmustur.

Ozon uygulamasinin taze dogranmig marullarda solunum aktivitesini etkilemedigi
(Beltran vd. 2005), kerevizlerde ise azalttig1 (Zhang vd. 2005) bildirilmistir. Ug¢ hafta
siiresince 0,3 ppm ozona maruz kalan seftalilerin de solunumu ve etilen {iretimi kontrol

orneklerinden farkli bulunmamustir (Palou vd. 2005). Depo ve konteynir atmosferinden

15



etilen gazinin uzaklastirilmasi tarimsal {irlinlerin olgunlasma prosesini yavaslatarak
zararlanmalarinin gecikmesine ve raf omiirlerinin uzamasina neden olur. Skog ve Chu
(2001) ozonun, soguk depo atmosferindeki etilen seviyesini azalttigini ve boylece etilen
iireten ve etilene duyarli {riinlerin birlikte daha uzun siire tasinabilecegini veya

depolanabilecegini ileri stirmiislerdir.

Kesintisiz ozon gazi uygulamasi (0,3 ppm) 5 hafta boyunca 5 °C ve %90 bagil nemde
depolanan seftalilerde su kaybini artirmistir. Bu durum ayni sartlarda 4 hafta depolanan
tiziimlerde gozlenmemistir (Palou vd. 2002). Nadas vd. (2003) 1,5 ppm ozon igeren 2
°C’deki atmosferde 3 giin depoladig: cilekleri daha sonra oda sicakligina tagimiglardir.
Ozonlanan 6rneklerde soguk depolama sonrasi kontrol 6rneklerine gore daha az kiitle
kayb1 goriilmiis, ancak oda sicakliginda depolama sonrast bu fark istatistiksel agidan
onemli bulunmamistir. Ozonun, meyvenin terlemesini smirlandirarak su kaybin
azalttig1 distiniilmektedir. Ancak bu etki meyve oda sicakligina getirilince ortadan

kalkmistir. Daha sonra kiitle kayb1 artis gostermistir (Nadas vd. 2003).

Ozonlu su (~ 10 ppm, 17 °C) igine 10 dakika daldirilan kerevizlerin toplam seker
igeriklerinde kontrol 6rneklerine gore herhangi bir farklilik saptanmamistir (Zhang vd.
2005). Perez vd. (1999) gilekleri 6nce 0,35 ppm ozon atmosferinde 3 giin, daha sonra 20
°C’de normal atmosferde 4 giin depolamistir. Tim Orneklerde once sakaroz miktari
azalmis, glukoz ve fruktoz miktar1 artmis, sonra hepsinin miktar1 azalmistir.
Artma/azalma egilimleri ayni olmasina ragmen ozonlanmis ve ozonlanmamis 6rnekler
arasindaki istatistiksel fark anlamli bulunmustur. Arastirmacilara gére bu durum, ozon
uygulamasiyla olusmus oksidatif stresin bir sonucu olarak sakaroz par¢alanma iz-

yollariin tetiklenmesinden kaynaklanmis olabilir (Perez vd. 1999).

Bitkilerde bulunan polifenol oksidaz enzimlerinin aktivitesiyle ortaya ¢ikan enzimatik
esmerlesme reaksiyonlart meyve ve sebzelerde renk degisimlerine neden olmaktadir.
Zhang vd. (2005) ozon uygulamasinin taze dogranmis kerevizlerde polifenol oksidaz
aktivitesini inhibe ettigini saptamistir. Benzer sekilde Barth vd. (1995) 0,3 ppm’lik ozon
atmosferinde depoladigi bogirtlenlerdeki peroksidaz aktivitesinin siirekli azaldigini ve

depolama sonunda kontrol drneklerine gore gok diisiik oldugunu saptamislardir. Ote
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yandan 0,1 ppm ozon uygulanan 6rneklerde kontrol orneklerine goére daha yiiksek

peroksidaz aktivitesi tespit edilmistir.

Ozon atmosferinde depolanan seftali, liziim ve turunggillerde herhangi bir fitotoksik
yaralanma gozlenmemistir (Palou vd. 2001, Palou vd. 2002). Benzer sekilde ozonlu
suyla muamele edilen havuglarin (Klaiber vd. 2004) ve kerevizlerin (Zhang vd. 2005)

duyusal kalitesinde herhangi bir olumsuzluk saptanmamustir.

Meyvelerin duyusal kalitesi iizerine ozonun en belirgin olumsuzlugu iiriiniin aromasi
tizerinedir. Sogukta ozon atmosferinde depolanan ¢ileklerin aromasinda geri
dontlisiimsiiz kayiplar gézlenmistir (Perez vd. 1999, Nadas vd. 2003). Ozon, gileklerin
ucucu bilesik yayilimin1 %40 oraninda azaltmistir. Bu durum, aroma biyosentezinden
sorumlu enzimler (lipoksijenaz, hidroperoksit liyaz ve alkol agiltransferaz) ile
iliskilendirilememistir, ¢iinkii ozonla muamele bu enzimlerin aktivitelerinde herhangi
bir degisiklige neden olmamistir. Nadas vd. (2003) aroma kaybinin meyveden yayilan
ucucu Dbilesiklerin ozonla oksidasyonu sonucu gergeklesmis olabilecegini

belirtmektedir.

Yukarida belirtilen caligmalardan da anlasilacagi gibi ozonlama isleminin gidalarin
fizyolojisi ve kalite 6zellikleri tizerine etkisi oldukca biiytik bir farklilik gostermektedir.
Bu farklilik:

) Gidanin kimyasal bilesimine

i) Uygulanan ozon dozuna

iii)  Uygulama sekli ve siiresine
bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle her iirline ve her prosese spesifik olarak,
maksimum inaktivasyon etkinligi saglayacak, bunu yaparken de {iriiniin kalite
Ozelliklerini bozmayacak ozonlama islemlerinin optimizasyon caligmalarina gerek

duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Farkli yikama uygulamalarinin farkli sebzelerde mikrobiyel inaktivasyon ve bazi kalite
kriterleri lizerine etkisinin incelenmesi amaciyla materyal olarak marul, 1spanak ve
maydanoz 6rnekleri kullanilmistir. Depolama ve dogrudan o0zon gazi uygulamalarinda

ise kullanilan materyal maydanozdur.

Marul, 1spanak ve maydanoz Ornekleri Ankara’daki bir marketten gilinliik olarak temin
edilmistir. Laboratuvara getirilen ve cesme suyuyla yikanan orneklerin fazla suyu
santrifiij esasli bir sebze kurutucuda (Ugsan Plastik, Istanbul) uzaklastirilmistir.
Homojen bir ornek kitlesi saglamak amaciyla; maydanozlarin sap kisimlari
yapraklarindan ayrilip atilmis, marul ve 1spanaklarda ise bariz yapisal farklilik gosteren
orta damar kismi bir bicak yardimiyla kesilip ayrilmis ve sadece yesil kisimlar analiz

i¢in kullanilmastir.

Mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilan mikroorganizma kiiltiirleri (E. coli Tip 1 [NRLL
B-3008] ve L. innocua [NRLL B-33314]) Ankara Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarlarmin kiiltiir koleksiyonundan
temin edilmistir. Kullanilan besiyerleri ve diger malzemeler (MRD, TSB, PALCAM,
PALCAM Supplement, VRBA Fluorocult ve organik c¢oziiciiler) Merck markadir.
Calismada kullanilan yiiksek safliktaki su, TKA marka bir su aritma cihazindan (TKA
Water Purification Systems GmbH, Niederelbert, Almanya) alinmistir. Mikrobiyolojik
analizlerde kullanilacak tiim malzemeler (distile su, cam malzemeler, pensler, kurutma
kagitlari, vb.) 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak (Hirayama, HA-300M, Saitama,
Japonya) steril edilmistir.

3.2 Yontem

Bu tezde gerceklestirilen deneysel ¢alismalar, mikrobiyolojik ve kimyasal denemeler

olmak iizere 2 koldan vyiritilmiistir. Mikrobiyolojik calismalarda kullanilan bitki
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materyali, ¢esitli yitkama islemleri ve ozon gaziyla muamele Oncesi inokiilasyon ve
dezenfeksiyon islemlerine tabi tutulmustur. Mikrobiyolojik deneyler boyunca aseptik

kosullarda ¢alisiimistir.
3.2.1 Mikrobiyolojik analizler
3.2.1.1 inokiilasyon sivisinin hazirlanmasi

Gliserol ¢ozeltisi igerisinde (gliserol:TSB, 20:80, v/v) ve -18 °C’de saklanan E. coli ve
L. innocua kiiltiirlerinden 50 pL alinip, test tiipli i¢erisindeki 10 mL TSB’ye agilanmis
ve 37 °C’de 24 saat etiivde (Niive, EN 400, Ankara) inkiibasyona birakilmigtir. Siirenin
sonunda bu besiyerinden de 20 pL alinip 10 mL’lik taze TSB’ye yeniden agilanmis ve
37 °C’de 24 saat tekrar inkiibasyona birakilmistir. Bu ikinci inkiibasyondan sonra elde
edilen s1v1 besiyerinin tiimii 1 L steril tuz-pepton ortamina (MRD) ilave edilmis ve bu
ortam inokiilasyon sivisi olarak kullanilmistir. Daha sonra gergeklestirilen ekimler, bu
yontemle elde edilen inokiilasyon sivilarmimn 6,4x10” kob/mL diizeyinde E. coli veya

5,6x10" kob/mL diizeyinde L. innocua icerdigini gostermistir.
3.2.1.2 Sebze orneklerinin mikrobiyolojik analize hazirlanmalar:

Marul ve 1spanak yapraklari paslanmaz ¢elik bir bigak yardimiyla yaklagik 2cm x 2cm
boyutlarinda dogranmistir. Dogranmis bu Ornekler ve maydanoz yapraklar lastik
bantlarla gevsekce baglanip 10’ar g’lik porsiyonlar haline getirilmistir. Hazirlanan
ornekler steril bir beher igerisindeki 1/10 oraninda seyreltilmis sodyum hipoklorit
¢ozeltisine (Sigma-Aldrich, 9%10-13 etkin klor, Steinheim, Almanya) 15 dakika
daldirilarak dezenfekte edilmistir. Sodyum hipoklorit ¢6zeltisinin  bu oranda
seyreltilmesi ile 350 ppm diizeyinde serbest klor miktarina ulasilmis ve bu miktarin
Ol¢timii, ornekten gerekli seyreltmeler yapilarak, klor test Kitleriyle (Macherey-Nagel,
Quantofix, 1-100 mg/L, Duren, Almanya) gerceklestirilmistir. Steril bir pens ile
dezenfeksiyon sivisindan ¢ikarilan dezenfeksiyonlari tamamlanmis sebze drnekleri steril
bir bagka beher igerisindeki steril suda birka¢ saniye ¢alkalanarak durulanmig ve steril

kurutma kagitlar1 tizerinde 30 dakika kurumaya birakilmistir. Dezenfeksiyon oncesi ve
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sonrast her bir sebze icin saptanan mikroorganizma yogunlugu Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.1 Dezenfeksiyon Oncesi ve sonrast her bir sebze igin saptanan
mikroorganizma yogunluklari

E. coli (kob/g sebze) Listeria spp. (kob/g sebze)
Dezenfeksiyon  Dezenfeksiyon  Dezenfeksiyon  Dezenfeksiyon
oncesi sonrasi oncesi sonrasl
Maydanoz <100 <100 <100 <100
Marul <100 <100 <100 <100
Ispanak <100 <100 1,1x10° <100

Gorildigi gibi mikrobiyolojik analizlerde kullanilan hammaddelerde E. coli ve L.
innocua yogunluklari; uygulanan inokiilasyon sivisindaki mikroorganizma yogunluklari
(srastyla 6,4x107 kob/mL ve 5,6x10" kob/mL) diisiiniildiiginde ihmal edilebilecek
diizeydedir.

3.2.1.3 inokiilasyon ve ekim yontemleri

Dezenfeksiyon ve kurutma islemleri tamamlanmis sebze ornekleri, yukarida hazirlanist
anlatilan ve manyetik bir balikla siirekli karistirilan inokiilasyon sivisina atilmis ve
tamami bu sivi icerisinde kalacak sekilde 10 dakika boyunca bekletilmistir. Siire
sonunda steril bir pens yardimiyla ¢ikarilan Ornekler yine steril kurutma kagitlari
tizerinde oda sicakliginda 6 saat kurumaya birakilmistir. Bu siire mikroorganizmalarin
sebze yiizeyine dogal kontaminasyon sartlarindaki gibi kuvvetlice yapisabilmesi igin
gereklidir (Olmez 2010). Bdylece sebzelerin inokiilasyon islemi tamamlanmistir.
Herhangi bir isleme tabi tutulmayacak Ornekler dogrudan mikrobiyolojik ekime
alinirken diger 6rnekler ya steril beherlerde farkli yikama islemleriyle (saf su, klorlu su

veya ozonlu su ile) ya da gazlama diizeneginde ozon gaziyla muamele edilmistir.

Orneklerin mikrobiyolojik analizleri aseptik kosullarda, Halkman (2005) tarafindan

belirtilen yontemler esas alinarak gergeklestirilmistir. E. coli analizi Fluorocult® VRB
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agarda ve L. innocua analizi PALCAM agarda yayma ekim metodu kullanilarak
yapilmustir. Ekimler sonrasi Fluorocult® VRB agar 37 °C’de 18 saat ve PALCAM agar
37 °C’de 36 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.2.1.4 Yikama ve depolama yontemleri

Klor bazli ticari bir tiriiniin (Ecolab, Ecolab Temizleme Sistemleri A.S., Tirk Henkel,
Kocaeli) steril distile su igerisinde, 2 @/L oraninda ¢o6zdiirilmesiyle yikama
uygulamalarinda kullanilacak klor ¢ozeltisi elde edilmistir. S6z konusu ticari
dezenfektanin bu oranda kullanimiyla suda 100 ppm diizeyinde serbest klor miktarina
ulagilmis ve bu miktarin Sl¢limii klor test kitleriyle gergeklestirilmistir. Sebzelerin
ozonlu suyla muamelesinde ise literatiirde en etkin ozonlama metodu oldugu bildirilen
dogrudan gazlama (bubbling) yontemi kullanilmistir (Kim vd. 1999; Achen ve Yousef
2001). Ozon gazi, 30 g/saat kapasiteli bir ozon jeneratoriinden (OPAL, OG20, Ankara)
elde edilmistir. Ortam havasini kullanan jeneratdr, icerisindeki mekanizmayla havadaki
oksijeni konsantre etmekte ve ozon iiretiminde bu konsantre oksijen gazini besleme
olarak kullanmaktadir. Ozon gazinin bir debi 6lger (Rite flow flowmeter 150 mm, Size
2, Bel-Art Products, Pequannock, NJ, ABD) kullanilarak belirli bir hizda (827 mL/dak)
ozonlama ortamina verilmesi saglanmistir. Ozon gazi, silikon bir hortum ile 1 L ultra
saf su (5£1°C) igeren cam beher igine daldirilmistir. Hortumun ucundaki paslanmaz
celik bir filtreyle (Fisher Scientific, Solvent Inlet Filter, 10 um goézenek ¢apli) gaz
kabarciklarmin miimkiin oldugunca kii¢lik baloncuklar haline getirilmesi ve suda etkin

bir sekilde ¢éziinmesi saglanmistir.

Yikamalar 15’er dakikalik siirelerde uygulanmis ve islemler boyunca siirekli galisan

manyetik karistirici ile etkin bir karistirma saglanmaistir.

Yikama iglemleri tamamlanan 6rnekler steril bir pens yardimiyla yikama ¢ozeltilerinden
cikarmis, fazla sularinin giderilmesi amaciyla 30 dakika steril kurutma kagitlar1 tizerine
birakilmistir. Farkli yikama uygulamalariin farkli sebzelerde mikrobiyel inaktivasyon
etkinligini goérmek icin marul, 1spanak ve maydanoz Orneklerinde yikama

uygulamalarindan hemen sonra mikrobiyolojik ekimler gergeklestirilmistir.
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Farkli yikama uygulamalariyla muamele edilen iiriinde depolama siiresince mikrobiyel
gelisim ve kalite parametrelerinin degisimini izlemek amaciyla, saf su, klorlu su ve
ozonlu suyla yikanmis maydanoz ornekleri kullanilarak depolama ¢alismalari
gerceklestirilmistir.  Yikanip sularindan arindirilmis  6rnekler steril  stomacher
posetlerine (dis1 aliminyum folyoyla kapli) alinmis ve bu posetlerin agizlart bir 1s1l
kapatma makinesiyle (Audionvac, VMS 153, Weesp, Hollanda) kapatilmistir. Daha
sonra 5+1°C’ye ayarlanmis sogutmali inkiibatorlere (Velp Scientifica, FTC-90I, Italya)
yerlestirilen maydanozlardan 5’er gilin araliklarla ornek alinip g¢esitli analizler

gerceklestirilmistir.

3.2.1.5 Gaz ozon uygulamasi

Gaz ozon uygulamasi tarafimizdan 6zel olarak yaptirilan, 4,5 L hacimli silindirik bir
cam diizenekte (hiicrede) gerceklestirilmistir (Sekil 3.1). Hiicrenin cam kapagi gaz
sizintisin1 onlemek amaciyla hiicreye 4 tarafindan kiskaglarla tutturulmustur. Bolim
3.2.1.4’te detaylar1 anlatilan ozon jeneratoriinden gelen ozon gazi, 6ncelikle i¢i saf su
dolu bir gaz yikama sisesinden gegcirilerek belirli oranda nemlendirilmis, daha sonra
silikon Dbir hortum ile hiicre kapaginda bulunan delikten hiicre igine verilmistir.
Kapaktaki diger delikten gelen ¢ikis hatti bir baska gaz yikama sisesi icerisindeki
%2’lik potasyum iyodiir ¢ozeltisine daldirilmig ve ozonun fazlasi bu yolla nétralize

edilmistir.

Hiicre kapaginin iizerinde gerektiginde ornek almmasimi saglayacak 4 delik
bulunmaktadir ve bu delikler ozona dayanikli silikon tipalarla (Cole Parmer, No: 8,
Niles, IL, ABD) kapatilmistir. Hiicre igerisindeki ozon konsantrasyonu, gazin ilk
verilisinden yaklasik 2 saat sonra, stabil bir diizeye ulasinca, ozon uygulanacak
maydanoz ornekleri hiicre icine yerlestirilmistir. Bu islem, alt yiizeyindeki bir kanca
vasitasiyla ozonlanacak Ornegi tutan bir silikon tipanin, hiicre kapagindaki bir baska
tipayla degistirilmesiyle gerceklestirilmistir. Ozonlama oncesi inokiilasyon sivisina
daldirilmis (mikrobiyolojik analizlerde kullanilacak) veya daldirilmamis (kimyasal

analizlerde kullanilacak) maydanozlar, belirtilen sistemde, oda sicakliginda 20 dakika
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ozon gazi ile muamele edilmistir. Portatif bir termo-higrograf (Springfield Precision
Instruments, Springfield Precise Temp., Wood Ridge, NJ, ABD) ile gergeklestirilen

olgtimlerle, ozonlama islemi boyunca hiicre igerisindeki sicakligin 21,0+2.1 °C ve bagil

nemin %80+5 oldugu gozlenmistir.

Ozon Nemlendirme Ozonlama  Ozonlanacak  %2’lik potasyum
Jeneratorli  diizenegi hiicresi ornek iyodiir ¢ozeltisi

Sekil 3.1  Gaz ozon uygulamasinin gerceklestirildigi diizenek

3.2.2 Kimyasal analizler

Yukarida da deginildigi gibi bu tezdeki deneysel ¢alismalar, mikrobiyolojik ve kimyasal
denemeleri kapsamaktadir. Bolim 3.2.1°de detaylica anlatilan sebze o6rneklerinin
analize hazirlanmalar1 (dezenfeksiyon ve inokiilasyon basamaklari harig), yikama ve
depolama uygulamalar1 ile ozon gaziyla muamele yontemleri kimyasal analizlerin
gerceklestirilecegi  orneklere de -aseptik kosullar disinda- tamamen ayni sekilde

uygulanmustir.
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3.2.2.1 Klorofil a ve klorofil b tayini

Teng ve Chen (1999) tarafindan i1spanaklarda uygulanan yontem, Kkigiik bir
modifikasyonla, tarafimizdan marul, 1spanak ve maydanozlarda kullanilmistir. Farkli
uygulamalara maruz birakilmis sebze orneklerinden 10 g kadar alinip kiigiik boy bir
laboratuvar pargalayicisinda (Waring Blender) iyice pargalanmistir. Daha sonra bu
kitleden +0,001 g duyarlilikla 1 g 6rnek hassas terazide plastik bir behere tartilmis ve
tizerine 100 mL %99,8’lik metanol ilave edilmistir. Beherin etrafina buz sarilmis ve
beherin icerisindeki karisim bir ezme makinesinde (Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG, Silent Crusher M, Schwabach, Almanya) homojenize edildikten sonra kaba filtre
kagidindan bir santrifiij tiipline siiziilmustiir. Bu stiziintii 9500 devir/dakika hizda 10
dakika santrifiij (Sigma, Model 2-16, Osterode, Almanya) edilmistir. Islem sonunda iist
kissm 0,45 um gozenek capli teflon bir mikrofiltreden (Millipore Millex-LCR,
Hydrophilic, PTFE, Bedford, MA, ABD) vida kapakli, amber renkli sisclere
stiziilmiistiir. Bu siiziintii yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) cihazinda analiz

edilmistir. HPLC kosullar1 Cizelge 3.2’de verilmistir.

3.2.2.1.1 Klorofil a ve klorofil b standart egrilerinin ¢izimi

Klorofil a ve b standart maddelerden (Sigma C-5753 ve Sigma C-5878) stok ¢ozeltiler
(klorofil a i¢in 1 mg/25 mL [40 ppm] ve Klorofil b i¢in 1 mg/50 mL [20 ppm]’lik)
metanol igerisinde hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltilerden klorofil a icin 2, 4, 10 ve 20
ppm’lik ve klorofil b i¢in 0,5, 1, 2, 5 ve 10 ppm’lik standart ¢izeltiler yine metanol
icerisinde hazirlanmis ve HPLC cihazinda okumalar1 gerceklestirilerek kalibrasyon

egrileri cizdirilmistir. S6z konusu egriler, Sekil 3.2 ve 3.3°te gosterilmistir.

Klorofil standart egrilerinin ¢izilmesiyle 6rneklerdeki klorofil miktarlarinin kantitatif
hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Yukarida anlatilan yonteme gore ekstrakte edilip
HPLC’de okumas1 gerceklestirilen bir 1spanak ornegi i¢in yapilan hesaplama asagida

ornek olarak verilmistir.
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Cizelge 3.2  Klorofil a ve klorofil b analizi i¢in HPLC cihazinda kullanilan
kromatografi kosullari

Sistem Shimadzu (Prominence Serisi)
Pompa LC-20AD
Kolon Firmi (sicakligr) CTO-10AS VP (25 °C)
Detektor Diyot array detektor (SPD M20A)
Mobil faz Asetonitril:metanol:kloroform:n-hekzan (75:10:7,5:7,5;
v/v/vIv), isokratik akig
Kolon Phenomenex (Luna 5, C18, 100A, 250 x 4,6mm,
Torrance, CA, ABD)
Elusyon stiresi 70 dakika
Enjeksiyon hacmi 20 uL
Akis hizi ImL/dakika
7000000 +
5000000 y= 16(2965x - 251590
R°=0,9994
5000000 -
= 4000000 -
© 3000000 -
2000000 -
1000000 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50
konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.2 Klorofil a standart egrisi
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4000000 ~
3500000 -
3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000 -

0 ‘ ‘ ‘ ‘ )

0 5 10 15 20 25

konsantrasyon (ppm)

y = 175147x - 77339
R%=0,9985

alan

Sekil 3.3 Klorofil b standart egrisi

HPLC cihazinda elde edilen klorofil a pikinin alani 1185082 bulunmustur. Bu deger,

kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde yerine kondugunda:

y =166965x — 251590
1185082 =166965x — 251590

X =8,6046 olarak bulunmustur

Bu deger, 100 mL ekstraktin klorofil a konsantrasyonudur. Oyleyse 100 mL’deki

klorofil a miktarz:

8,6046/10 = 0,8646 mg’dur.

Bu, ayni zamanda 1 g 1spanaktaki klorofil a miktaridir. Oyleyse 1 kg 1spanaktaki

klorofil a miktarz:

8,6046x1000 = 860,46 mg’dir.

Taze 1spanakta (kuru madde orani, KM: %7,68) saptanan bu deger, KM iizerinden

hesaplandiginda
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100x860,46

klorofil a = =11203 mg/ kg KM

sonucuna ulasilir.

3.2.2.2 Askorbik asit tayini

Reyes vd. (2007) tarafindan Onerilen yontem, smirli bir modifikasyonla, yaprak
sebzelerde askorbik asit diizeyini belirlemek amaciyla kullanilmigtir. Plastik bir behere
blenderda iyice pargalanmis yaklasik 10 g ornekten +0,001 g duyarlilikla 4 g 6rnek
tartilmis ve tlizerine %3’liik sitrik asit ¢ozeltisinden 24 mL ilave edilmistir. Bu karigim,
ezme makinesinde, beherin etrafina buz sarilarak homojenize edilmis ve kaba filtre
kagidindan bir santrifiij tiipline siiziilmiistiir. Stzinti 10000 devir/dakika hizda 10
dakika santrifiij edilmistir. Ust kisim, islem oncesinde 6nce 3 mL metanol ve bunu
takiben 3 mL su ile sartlandirilip bos bir siringa ile birkag kez hava gegirilip kurutulmus
bir kat1 faz ekstraksiyon kartusundan (Phenomenex, Strata C18-E, 55um, 70A, 100 mg,
Torrance, CA, ABD) gegirilerek temizlenmis ve Cizelge 3.3’te verilen kosullarda HPLC

cthazinda analiz edilmistir.

3.2.2.2.1 Askorbik asit standart egrisinin ¢izimi

L-askorbik asit standardinin (Aldrich A9,290-2) %3’liik sitrik asit ¢ozeltisi icerisinde
cozdiiriilmesiyle askorbik asit stok c¢ozeltisi (500 ppm’lik) elde edilmistir. Bu stok
cozeltiden de 250, 100, 50 ve 25 ppm’lik standart ¢ozeltiler yine %3’liikk sitrik asit
cozeltisi igerisinde hazirlanmis ve HPLC cihazinda okumalar gergeklestirilerek

askorbik asit standart egrisi ¢izilmistir. S6z konusu egri Sekil 3.4’te verilmistir.

Askorbik asit standart egrisinin ¢izilmesiyle orneklerdeki askorbik asit miktarlarinin
kantitatif hesaplamalar1 gerceklestirilmistir. Yukarida anlatilan yonteme gore ekstakte
edilip HPLC’de okumas1 gergeklestirilen bir maydanoz 6rnegi i¢in yapilan hesaplama

asagida ornek olarak verilmistir.
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Cizelge 3.3 Askorbik asit analizi i¢in HPLC cihazinda kullanilan kromatografi kosullar

Sistem

Shimadzu (Prominence Serisi)

Pompa

Kolon Firini (sicakligr)
Detektor

Mobil faz

Kolon

Eliisyon siiresi

Enjeksiyon hacmi

LC-20AD

CTO-10AS VP (25 °C)

Diyot array detektor (SPD M20A)

%2’lik potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ¢ozeltisi
[o-fosforik asit ile pH’s1 2,4’ ayarlanmis], isokratik akis
Phenomenex (Jupiter 5Sum, C18, 300A, 250 x 4,6mm,
Torrance, CA, ABD)

35 dakika

20 uL

Akis hizi 0,5 mL/dakika
70000000 ~
60000000 - y= 12(3423x - 519842
R®=0,9997
50000000 -
40000000 -
c
o
©
30000000 -
20000000 -
10000000 -
O I I I I I 1
0 100 200 300 400 500 600
konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.4 Askorbik asit standart egrisi
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HPLC cihazinda elde edilen askorbik asit pikinin alani 21039438 bulunmustur. Bu

deger, kalibrasyon egrisinden elde edilen denklemde yerine konuldugunda:

y =120423x —519842

21039438 =120423x —519842
x =179,03 olarak bulunmustur.

Bu deger, 28 mL ekstraktin askorbik asit konsantrasyonudur. Oyleyse 28 mL’deki

askorbik asit miktar1:

179,03x28/1000 = 5,01 mg’dir.

Bu, aym zamanda 4 g maydanozdaki askorbik asit miktaridir. Oyleyse 1 kg

maydanozdaki askorbik asit miktari:
(5,01x1000) /4 =1253 mg’dur.
Taze maydanozda (KM orani %12,5) saptanan bu deger, KM {izerinden hesaplandiginda

Askorbik asit = % =10024 mg / kg KM

sonucuna ulasilir.
3.2.2.3 Toplam fenolik madde tayin yontemi

Sebzelerdeki toplam fenolik madde igeriginin tespiti igin Singleton ve Rossi (1965)
tarafindan onerilen metot tarafimizdan modifiye edilip kullanilmistir. Blenderda
parcalanmis yaklasik 10 g 6rnegin 1,5 grami dogrudan bir santrifiij tiipiine tartilmis ve
tizerine 25 mL metanol:su karigimi (80:20, v/v) eklendikten sonra ezme makinesinde,
santrifiij tiipiiniin etrafina buz sarilarak homojenize edilmistir. Ornek, 220 devir/dakika

hizda orbital karistiricida (Biosan, OS-10, Riga, Litvanya) 1 saat siireyle ekstraksiyona
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birakilmis ve daha sonra 11000 devir/dakika hizda 10 dakika siireyle santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonrasi iistte kalan ekstrakt 0,45 pm gozenek c¢apli teflon filtreden vida kapakl
amber renkli siselere siizilmistiir. Bu siiziintiiden alinan 20 pL, 1580 uL distile su ve
100 uL Folin-Ciocalteu ayraci bir deney tiiptine konulup vorteks karistiricida (Heidolph
D-91126) karistirildiktan sonra 3 dakika karanlikta bekletilmistir. Daha sonra tiipe 300
uL sodyum karbonat c¢ozeltisi (%20’lik w/v) ilave edilip tekrar karistirilmis ve
karanhkta 2 saat daha bekletilmistir. Siire sonunda orneklerin spektrofotometrede
(Shimadzu, UV-1601, Kyoto, Japonya) 765 nm’de verdigi absorbans degerleri
kaydedilmistir.

3.2.2.3.1 Toplam fenolik madde miktarmmin hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan Grnek absorbansi, gallik asit standart egrisi yardimiyla
degerlendirilmistir. Bu amagcla, gallik asit standardi (Sigma G-7384) mutlak etanol
icerisinde ¢oziindiiriilerek, 500 mg/L konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlanmistir. Bu
stok ¢6zeltiden de 50, 100, 200, 300 ve 400 mg/L konsantrasyonunda standart ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltilere sebze 6rneklerine uygulanan islemler uygulanmis ve
765 nm dalga boyunda absorbanslari saptanmistir. Bu absorbans degerleri
konsantrasyona kars1 grafige aktarilinca gallik asit standart egrisi elde edilmis ve bu

standart egri Sekil 3.5°te gosterilmistir.

Orneklerdeki toplam fenolik madde miktar1 bu egriden elde edilmis ve mg gallik asit

esdegeri (gae)/’kg KM olarak verilmistir.

3.2.2.4 Antioksidan aktivite tayin yontemi

Yaprakli sebzelerde antioksidan aktivite tayini i¢in gidalarda yaygin olarak uygulanan
DPPH yontemi (Brand-Williams vd. 1995) kii¢ciik bir modifikasyonla kullanilmistr.
DPPH’ten (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Aldrich D-211400) 0,0025 g tartilip 100 mL
metanol igerisinde ¢Oziindiiriilmiistiir. Denemeler boyunca kullanilan bu ¢6zeltinin 515
nm’deki absorbansi yaklasik 0,800° diir ve bu deger 0,750’nin altina diisiince ¢ozelti

yeniden hazirlanmistir.
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Toplam fenolik madde analizi i¢in hazirlanan, metanol:su karigimi (80:20, v/v)
icerisindeki, santrifiijlenmis ve siiziilmiis sebze ekstraktindan 60 pL alimip 1940 uL
DPPH ¢ozeltisiyle karistirilmis ve 1 saat karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda
orneklerin spektrofotometrede 515 nm’de verdigi absorbans degerleri kaydedilmistir.

Cihazin sifirlanmasinda saf metanol, kor olarak ise metanol:su karisimi (80:20, v/v)

kullanilmustir.
0,6 -
05 - y =0,001x - 0,0244
R”=0,9992
0,4 -
[%2]
c
©
S 03 -
a8
©
0,2 -
0,1
0 I I I I I 1
0 100 200 300 400 500 600
konsantrasyon (ppm)

Sekil 3.5 Gallik asit standart egrisi

3.2.2.4.1 Antioksidan aktivite degerinin hesaplanmasi

Ornekte yapilmis okuma, standart egri yardimiyla degerlendirilmistir. Bu amacla, 63 mg
troloks (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid, Aldrich 23,881-3)
100 mL metanol icerisinde ¢oOziindiiriilerek, 2,5 mM’lik troloks stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden metanolle hazirlanan 0,5, 1,0, 1,5 ve 2,0 mM’lik

calisma standartlarindan 20’ser puL alinip igerisinde 1 mL DPPH ¢6zeltisi bulunan
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tiplere ilave edilmis ve tiip icerigi karigtirllmistir. Bu c¢ozeltiler 1 saat karanlikta
bekletilip 515 nm dalga boyunda verdigi absorbanslar Sl¢iilmiistiir. Bu absorbans
degerleri konsantrasyona karsi grafige aktarilip troloks standart egrisi elde edilmistir

(Sekil 3.6).

y = 2,8112x - 0,7333
R? = 0,9996

% inhibisyon

= N w B [6x) [e2} ~ [} (o]
o o o o o o o o o o
| | | | | | | | |

10 15 20 25 30 35

o
ol

troloks konsantrasyonu (uM)

Sekil 3.6 Troloks standart egrisi

Orneklerin antioksidan aktivite degerleri bu egriden elde edilmis ve pmoL troloks

esdegeri/g KM olarak verilmistir.
3.2.2.5 Kuru madde tayini

Depolama boyunca 6rneklerin su kaybetmesinden kaynaklanabilecek hatalarin oniine
gecebilmek icin klorofil, askorbik asit, toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite
degerleri sebzelerin KM miktarlari tizerinden verilmistir. KM igerikleri sebzelerin sabit
agirliga gelinceye kadar (yaklasik 24 saat) 105+5 °C’ye ayarlanmig etiivde (Niive, FN
120, Ankara) tutulmasiyla belirlenmistir (Gornicki ve Kaleta 2007).
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3.2.2.6 Sudaki ve havadaki ozon konsantrasyonunun él¢iilmesi

Ozonu suda etkin bir sekilde ¢ozebilmek i¢in jeneratoriinlin gaz ¢ikisindan gelen silikon
hortumun ucuna paslanmaz ¢elik bir filtre (Solvent Inlet Filter, Fisher Scientific, 10 pm
gozenek capli) takilmis ve hortum, 5+1°C’de 1 L ultra saf su igeren beher igine
dogrudan daldirilmistir. Su kitlesi 15 dakika ozonlanmis ve ozonlama islemi boyunca
siirekli calisan manyetik karistirici ile etkin bir karistirma saglanmistir. Ozonlanmis
sudan islem sonunda Ornekler alinip spektrofotometrik Ol¢iimler gerceklestirilmistir.
Ozonlama islemi 3 kez gergeklestirilmis ve asagida belirtildigi sekilde yapilan
hesaplamalara gore sudaki ozon konsantrasyonu ortalama 12,0+0,5 ppm olarak

bulunmustur.

Suda c¢oziinen ozon miktarmin tespitinde, ozonun indigo trisiilfonat kimyasalinin
rengini agmasi prensibine dayanan indigo Kolorimetrik Metot (Anonymous 1992)
kullanilmistir. Bunun igin dncelikle Indigo stok ¢ozeltisi, bu ¢dzeltiden de boya ¢dzeltisi
(Indigo 1I ¢bzeltisi) hazirlannmustir. 100 mL’lik bir 6l¢ii balonuna 10 mL boya ¢ozeltisi
ve 10 mL ozonlanmis su orneginden konulmus ve balon ¢izgisine kadar saf suyla
tamamlanmistir. Sahit numunede sadece boya ¢ozeltisi ve saf su vardir. Daha sonra
spektrofotometrede 600 nm’de absorbans Sl¢iilmiis ve asagida belirtilen denkleme gore

ornekteki ozon konsantrasyonu hesaplanmaistir.

100X (Abs, — Abs,)
f XbXV

O, konsantrasyonu(mg/L) =

Burada;

Abs;: Sahidin verdigi absorbans

Abs,: Ornegin verdigi absorbans

f: 0,42 L/mg.cm [sulu ozon i¢in 258 nm’deki absorpsiyon katsayist (e=2950/M.cm)’na
karsilik gelen faktor]

b: Isigin spektrofotometrede ¢ozelti igerisinde izledigi yol (1 cm)

V: Ornek hacmi (mL)’dir.
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Havadaki ozon konsantrasyonunun ol¢iimiinde ise Sekil 3.7°de bir gaz ornekleme
pompasi (Gastec Corporation, Model GV-100S, Kanagawa, Japan) ve igerisinde ozonla
reaksiyon verebilen indigo trisiilfonat kimyasali bulunan ozon gazi Ol¢iim tiipi
(Sensidyne, No. 182SA, 50-1000 ppm o6l¢iim aralikli, Clearwater, FL, ABD)
kullanilmigtir.  Gergeklestirilen 3 6l¢iim sonucunda maydanozlarin ozon gaziyla
muamele edildigi cam hiicre icerisindeki ozon konsantrasyonunun ortalama 950+12

ppm oldugu tespit edilmistir.

Ozon gazi1 Ol¢iim tiipii Gaz 6rnekleme pompasi

Sekil 3.7 Havadaki ozon gazi konsantrasyonunun dl¢timiinde kullanilan ekipman

3.2.3 istatistik analizler

Elde edilen veriler faktoriyel diizende varyans analizi (ANOVA) teknigi ile
degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

ile belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirmelerde MINITAB 13.0 ve MSTAT-C paket

programlarindan yararlanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Farkli dezenfektan cozeltileriyle muamele edilen, sogukta 15 giin depolanan ya da
dogrudan ozon gaziyla muamele edilen 6rneklerdeki klorofil a, klorofil b ve askorbik
asit diizeyleri HPLC cihaziyla gergeklestirilen analizlerle belirlenmistir. Ispanak
orneginden, Boliim 3.2.2.1°de agiklanan Klorofil tayin yontemi kullanilarak elde edilen

HPLC kromatogramlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

mAU
37.54429nm4nm (1.00)

@

525 klorofil a

27.5
22.5+
15.0

12.5+

10.0

7.57

5.0+4
N i
o.w—i\j

T T T T T T
10 20 30 40 50 60 min

AU
[459nm4nm (1.00)

0] klorofil b (b)

22.5+
20.0
17.54
15.0+
12.5+
10.0+

7.54

1 L__JJ\ Nl

T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 min

Sekil 4.1  Ispanak Orneginin klorofil diizeylerini gosteren kromatogramlar (a:429
nm, b:459 nm)
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Goriildigi gibi klorofil a ve klorofil b i¢in alikonma zamanlari sirasiyla 31 ve 21’inci
dakikalardir. Bu kromatogramlardaki piklerin detektérden alinan spektrumlari ise Sekil
4.2’de verilmistir. Klorofil a’nin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun 429 nm,

klorofil b’nin ise 459 nm oldugu goriillmektedir.

mAU &
2071201/ T

212

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 nm

mAU g
22.57T8.287 ;00

(b)

0.0—

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 nm

Sekil 4.2 (a) Klorofil a spektrumu, (b) Klorofil b spektrumu

Boliim 3.2.2.2°de agiklanan askorbik asit tayin yontemi kullanilarak maydanozdan elde
edilen kromatogram Sekil 4.3’te verilmistir. Bu kromatogramda yaklasik 8. dakikada

gelen askorbik asit pikinin detektdrden alinan spektrumu ise Sekil 4.4’te verilmistir.
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Askorbik asidin maksimum absorbans verdigi dalga boyunun 242 nm oldugu

goriilmektedir.

mAU
-242nm4nm (1.00)
2250

2000; — Askorbik asit

500

250+
o “ /\4J

-250-]

e e e e B s e e B . B B s B e . s s Sy B B S S
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 min

Sekil 4.3 Maydanozdaki askorbik asit pikinin kromatogrami

mAU

2500-{8.78/1.00
2250+
2000+
1750
1500
1250
1000

750

500

250+

LoD

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 nm

Sekil 4.4 Askorbik asit spektrumu
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4.1 Farkh Ozonlama Siirelerinin Mikrobiyel Inaktivasyon ve Bazi Kimyasal
Ozellikler Uzerine Etkileri

Farkli ozonlama siirelerinin marul, 1spanak ve maydanozlarda E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu ve bazi kimyasal bilesenler iizerine etkisi sirasiyla Cizelge 4.1, 4.2 ve
4.3’te verilmistir. Gerek 5 dakikalik, gerekse 15 dakikalik ozonlu su uygulamalarinin,
incelenen her ilic sebzede de mikrobiyel inaktivasyon saglamada etkin oldugu
belirlenmistir. Bes dakikalik uygulamalarla E. coli i¢in elde edilen 1,25-2,09 logaritmik
birimlik ve L. innocua i¢in elde edilen 1,54-2,17 logaritmik birimlik azalmalar
istatistiksel ag¢idan 6nemli bulunmustur (p<0,05). En yiiksek E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu (sirastyla 2,22 ve 2,24 logaritmik azalma) ozonlu suyla 15 dakika
muamele edilen marul 6rneklerinde goriilmiistiir. Ozonlu suyla muamele siiresi arttikea,
test edilen her iki mikroorganizmanin inaktivasyonu genel olarak artmistir. Ancak 5 ve
15 dakikalik ozon uygulamalari arasinda saptanan farklilik sadece 1spanaklarda E. coli

ve maydanozlarda L. innocua inaktivasyon sonuglari i¢in anlamli bulunmustur (p<0,05).

Ozonlu suyla yikama siiresinin uzatilmasiyla elde edilen mikrobiyel inaktivasyonun
etkinligi konusunda literatiirde celiskili bulgular mevcuttur. Ornegin Singh vd. (2002a)
ozonlu suyla (5,2 mg/L) 10 dakikalik yikamanin, havuglarda E. coli O157:H7
inaktivasyonunda 1 ve 5 dakikalik yikamalara gore daha etkin oldugunu bildirmislerdir.
Fakat ayni arastirmacilar 10 ve 15 dakikalik uygulamalar arasinda mikrobiyel
inaktivasyon etkinligi bakimindan fark bulamamugslardir. Achen ve Yousef (2001),
elmalardaki E. coli O157:H7’yi gidermek i¢in iki farkli ozonlama metodu (gazlama ve
daldirma) denemisler ve her iki metot icin de test edilen ii¢ farkli ozonlama siiresi (1, 3
ve 5 dak) arasinda mikrobiyel inaktivasyon saglamada Onemli bir fark tespit
edememisglerdir. Ozonla muamele siiresini uzatmanin ilave bir mikrobiyel inaktivasyon
etkinligi getirmedigi marullarda E. coli ile calisan Olmez (2010) ve L. monocytogenes

ile calisan Olmez ve Akbas (2009) tarafindan da bildirilmistir.
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Cizelge 4.1

ve bazi kimyasal dzellikler iizerine etkisi -

Farkli ozonlama siirelerinin marulda E. coli ve L. innocua inaktivasyonu

Mikroorganizma veya

Ozonlu suyla yikanma siiresi (dak)

ozellik 0 5 15
E. coli A B B
(log kob/g sebze) 6,61+0,06 4,52+0,09 4,39+0,09
L. innocua A B B
(log kob/g sebze) 6,62+0,03 4,45+0,09 4,38+0,08
Klorofil a 1612443477 159844408~ 15822+263"
(mg/kg KM)
Klorofil b A A A
(mg/kg KM) 7459+403 7086+82 6977+63
Askorbik asit A A A
(mg/kg KM) 2051+£222 20244236 2065+216
Toplam fenolik madde 928744937 923144712 91414153~
(mg gae/kg KM)
Antioksidan aktivite 100432 10857 944"

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-C) istatistiksel olarak farklihg1 gdstermektedir (p<0,05).

Cizelge 4.2

ve bazi kimyasal 6zellikler iizerine etkisi )

Farkli ozonlama siirelerinin 1spanakta E. coli ve L. innocua inaktivasyonu

Mikroorganizma veya

Ozonlu suyla yikanma siiresi (dak)

ozellik 0 5 15
E. coli A 5 .
(log kob/g sebze) 6,40+0,06 5,15£0,12 4,67+0,15
L. innocua A 5 .
(log kob/g sebze) 6,53+0,04 4,99+0,05 4,9240,01
Klorofil a 115054742~ 110527992 115554804
(ma/kg KM)
Klorofil b A A A
(mg/kg KM) 5068+180 50514256 5077+151
Askorbik asit A A R
(ma/kg KM) 4098+194 3969+269 4063+191
Toplam fenolik madde 148044153 148704187 14752707~
(mg gae/kg KM)
Antioksidan aktivite 574” 62497 s3i7h

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-C) istatistiksel olarak farklihg1 gdstermektedir (p<0,05).
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Cizelge 4.3  Farkli ozonlama siirelerinin maydanozda E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu ve bazi kimyasal 6zellikler {izerine etkisi

Mikroorganizma veya Ozonlu suyla yikanma siiresi (dak)

ozellik 0 5 15
E. coli A B B
(log kob/g sebze) 6,46+0,03 4,60+0,09 4,45+0,09
L. innocua A B c
(log kob/g sebze) 6,40+0,06 4,75+0,09 4,51+0,09
Klorofil a A A A
(mg/kg KM) 8622+216 8227+715 86861564
Klorofil b A A A
(mg/kg KM) 37454215 3674+396 3734+317
Askorbik asit A A A
(mg/kg KM) 10189+268 9911+125 10034+294
Toplam fenolik madde 2372748324 229589734 23352+840"
(mg gae/kg KM)
Antioksidan aktivite 119484 12]24A 11849

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-C) istatistiksel olarak farklihg1 gdstermektedir (p<0,05).

Singh vd. (2002b), daha fazla mikrobiyel inaktivasyon etkinligi saglamak i¢in yikama
siiresinin  uzatilmast yerine, yikama isleminin taze dezenfektan c¢ozeltilerle
tekrarlanmasinin daha mantikli bir iglem olabilecegini belirtmistir. Marullar1 her
seferinde taze hazirlanan ozonlu suyla (10 mg/L, 5 dak) ti¢ kez yikayan arastiricilar ilk
yikamayla elde ettikleri 1,12 logaritmik birimlik azalmaya ilaveten ikinci yikamayla
1,62 logaritmik birimlik bir mikrobiyel azalma daha elde etmislerdir. Bu durum,
sebzede bulunan mikroorganizmalarin taze ozon ¢dzeltisiyle muamelesi sonucu inaktive
olmasma baglanmistir. Ancak ozonlu suyla {giincli bir yikama, mikroorganizma
sayisinda ekstra herhangi bir azalma meydana getirmemistir. Bu durum ise
mikroorganizmalarin sebzenin kesik kenarlarindan dezenfektanin ulagamayacagi
derinliklere muhtemel penetrasyonu ile agiklanmistir. Dezenfektan uygulamalarinin
tekrarlanmasi ile ekstra mikrobiyel inaktivasyon etkinligi saglanabilecegi s6z konusu
caligmayla gosterilmigse de bu uygulamanin getirecegi ilave maliyet de goz Oniinde

tutulmalidir.

Ozonlu suyla farkli siirelerde muamele edilen marul, 1spanak ve maydanozlarin

kimyasal bilesenlerinde/6zelliklerinde meydana gelen degisimler de sirasiyla Cizelge
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4.1, 42 ve 4.3’te goriilmektedir. Ozonlu suyla yikama uygulamalari, incelenen
sebzelerin temel renk maddeleri olan klorofil a ve klorofil b’de smirli bir azalig
gerceklestirse de belirlenen bu farkliliklar istatistiksel agidan O6nemli bulunmamistir
(p>0,05). Buradan, ozonla yikama uygulamalarinin yaprak sebzelerde gorsel kaliteyi
olumsuz yonde etkilemedigi ¢ikarimi yapilabilir. Literatiirdeki arastirmalar da, cesitli
kimyasallarla gerceklestirilen yikama uygulamalarinin farkli sebzelerde herhangi bir
gorsel kalite kaybia yol agmadigini gostermistir. Ornegin, taze dogranmis marullari su,
ozonlu su (10 ve 20 mg/L) ve klorlu su (80 mg/L) ile yikayan Beltran vd. (2005) ve
¢esme suyu, sodyum hipoklorit (100 mg/L) ve klor dioksit (3 mg/L) c¢ozeltileriyle
yikayan Lopez-Galvez vd. (2010) yikama uygulamalarmmin hemen ardindan tim
orneklerde gorsel kalitenin iyi oldugunu ve farkli yikamalar uygulanmis Ornekler
arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir farkin bulunmadigini bildirmislerdir. Ayrica,
maydanozlarin askorbik asit ve kafeik asit ¢ozeltilerine daldirilmasi (Meir vd. 1995) ve
taze dogranmis roka, pazi ve hindibanin sitrik asit ¢ozeltisiyle yikanmasi (Ferrante vd.

2004) s6z konusu sebzelerdeki klorofil diizeyini etkilememistir.

Bu calismada, ozonlu suyla gerceklestirilen 5 ve 15 dakikalik muameleler marul,
1spanak ve maydanozun askorbik asit ve toplam fenolik madde icerikleri ve antioksidan
aktivite degerlerini istatistiksel agidan onemli diizeyde etkilememistir (p>0,05). S6z
gelimi, yikanmamis marul, 1spanak ve maydanoz orneklerinin askorbik asit icerikleri
sirastyla 2051, 4098 ve 10189 mg/kg KM olarak tespit edilirken, ozonlu suyla 5 ve 15
dakikalik yikamalar sonucunda bu degerler s6z konusu li¢ sebze i¢in sirasiyla 2024,
3969 ve 9911 mg/kg KM ve 2065, 4063 ve 10034 mg/kg KM olarak belirlenmistir.
Benzer sekilde, ozonlu suyla muamele edilmis kereviz (Zhang vd. 2005) ve marullarda
(Beltran vd. 2005, Hassenberg ve Idler 2005, Koseki ve Isobe 2006, Akbas ve Olmez
2007) askorbik asit iceriginin kontrol 6rneklerine gore istatistiksel agidan 6nemli bir

fark gostermedigi bildirilmistir.

Tam olarak pargalanmamis dokulardaki renk maddelerinin ve askorbik asit ile fenolik
maddeler gibi gidalarin antioksidan aktivite degerine Onemli katkida bulunan
bilesiklerin yikama uygulamalarindan etkilenmemesi esasen sasirtici bir sonug¢ degildir.

Ciinkii bu bilesikler fiziksel olarak zarar gérmemis saglam bitki dokularinda ¢ok iyi bir
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sekilde korunur (Santos ve Silva 2008). Ancak herhangi bir prosesle (ince dograma,
meyve-sebze suyuna isleme, vb) doku parcalanirsa bu bilesikler savunmasiz ve
korunmasiz kalir ve her tiirlii par¢alanmaya kars1 hassasiyet kazanirlar. Meyve ve sebze
sularinin ozonlanmasi sonucu meydana gelen renk degisimlerinin (Williams vd. 2004,
Tiwari vd. 2009a) ve askorbik asit kayiplarinin (Tiwari vd. 2008, Tiwari vd. 2009b) bu

nedenle gerceklestigi diisiiniilmektedir.

4.2 Farkh Yikama Uygulamalarinin Mikrobiyel Inaktivasyon ve Bazi1 Kimyasal
Ozellikler Uzerine Etkileri

Farkl1 sebzelerdeki mikroorganizmalar iizerine ¢esitli yikama uygulamalariin etkilerini
gormek igin gesitli denemeler gergeklestirilmistir. Bu amagla E. coli ve L. innocua ile
inokiile edilmis marul, 1spanak ve maydanoz ornekleri, saf su, ozonlu su ve klorlu su ile
15 dakika siireyle yikanmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6’da

verilmigtir.

Sebzelerin suyla yikanmasi sonucu her ii¢ sebzede de gerek E. coli gerekse L. innocua
sayisinda sinirlt bir azalis gergeklesmistir. Suyla muamele edilen marul, 1spanak ve
maydanozda sirasiyla 1,11; 0,99 ve 1,12 logaritmik birimlik E. coli azaliglari

gozlenirken, L. innocua i¢in bu oranlar 1,29; 1,17 ve 0,71 olarak belirlenmistir.

Literatiirde ¢esitli {riinlerde gerceklestirilen suyla yikama c¢alismalart da
mikroorganizma sayilarinda yaklagik 1 logaritmik birimlik azalmalarla sonuglanmustir.
Ornegin suyla yikamayla E. coli sayisindaki azalma yesil biberlerde 1,5 logaritmik
birim olarak gerceklesirken (Han vd. 2000), marullarda 0,41 logaritmik birimde
kalmustir (Olmez 2010). Mikroorganizmalarin suyla azaltilmasinda elde edilecek basar,
test edilen iiriin (Singh vd. 2002a) ve mikroorganizma (Adams vd. 1989) tiirliniin yani
sira yitkama uygulamasinin siiresine (Singh vd. 2002a), incelenen {iiriiniin kismina
[kabuk, meyve eti vb.] (Achen ve Yousef 2001) ve uygulanan inokiilasyon metoduna
(Singh vd. 2002b) bagli olarak degisiklik gosterebilmektedir.
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Cizelge 4.4  Farkli yikama uygulamalarinin marulda E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu ve bazi kimyasal 6zellikler lizerine etkisi
Mikroorganizma Yikama Uygulamasi

veya ozellik Yikanmamig Su Ozon Klor

E. coli A B c D
6,41+0,01 5,30+0,06 4,34+0,06 3,53+0,20

(log kob/g sebze)
L. innocua 6.45+0,02° 5,160,048 4,38+0,05C 4,16+0,05°
(log kob/g sebze)
Klorofil a 1635842014 16099::693" 163844484~ 167364293
(mg/kg KM)
Klorofil b A A A A
(mg/kg KM) 7920+60 7730+300 7882+212 7977+289
Askorbik asit A A A A
(mg/kg KM) 1999+190 1969+172 1941+137 1966+110
Toplam fenolik
madde 8681+454" 8366+836" 8748+464" 7489+3127
(mg gae/kg KM)
Antioksidan aktivite 26487 7945A 956" R4+112

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-D) istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0,05).

Tarimsal {riinlere, potansiyel kontaminasyonlarin onlenmesi ve bu {irlinlerin raf

Omiirlerinin uzatilmasi i¢in yikama suyuna cesitli dezenfektan maddelerin eklenmesi

kaginilmaz goriilmektedir. Nitekim gergeklestirilen bu ¢alismada da ozon ve klor

uygulamalari ile E. coli ve L. innocua inaktivasyonunda saf suyla yikamaya gore daha

iistlin sonuglar gézlenmistir.

Bu c¢aligmadaki verilere gore; gerek E. coli gerekse L. innocua igin en yiiksek
inaktivasyon oranlari, klorlu suyla yikama sonucunda elde edilmistir. E. coli sayilarinda
klorlu suyla yikama uygulamasi marul, 1spanak ve maydanozlarda sirasiyla 2,88; 2,70

ve 2,98 logaritmik birimlik azalmalar saglarken, ozonlu suyla yikama sonucu

gerceklesen azalmalar sirasiyla 2,07; 1,70 ve 2,20 diizeyinde gerceklesmistir.
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Cizelge 4.5 Farkli yikama uygulamalarinin 1spanakta E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu ve bazi kimyasal 6zellikler iizerine etkisi
Mikroorganizma veya 6zellik Yikama Uygulamasi
Yikanmamis Su Ozon Klor
E. coli A B c D
6,36+0,04 5,37+0,09 4,66+0,19 3,66+0,18
(log kob/g sebze)
L. innocua 6,42+0,02" 5,25+0,09° 4,36+0,01° 4,18+0,04°
(log kob/g sebze)
Klorofil a 109214442%  10682+601° 105324596  9925+495"
(mg/kg KM)
Klorofil b A A A A
(mg/kg KM) 4885+209 4873+305 4803+261 45424334
Askorbik asit 351741347 34504158" 3440+104” 33344132
(mg/kg KM)
Toplam fenolik madde 148924133%  150674846"  14409+4553"% 1294145598
(mg gae/kg KM)
Antioksidan aktivite 53477 50-40A 55.43A 5048~

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-D) istatistiksel olarak farklilig1 gostermektedir (p<0,05).

Cizelge 4.6  Farkli yikama uygulamalarinin maydanozda E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu ve bazi kimyasal 6zellikler iizerine etkisi
Mikroorganizma Yikama Uygulamasi

veya ozellik Yikanmamig Su Ozon Klor

E. coli A B c D
6,58+0,04 5,46+0,09 4,38+0,06 3,60+0,06

(log kob/g sebze)
L. innocua 6,59+0,01% 5,88+0,03° 4,40+0,07° 4,36+0,03¢
(log kob/g sebze)
Klorofil a 9383+232% 9215+176" 9085+554" 91144680
(mg/kg KM)
Klorofil b A A A A
(mg/kg KM) 3762+42 3720+£19 3677136 3643+135
Askorbik asit 10964+56 1084155 113574127 11316124
(mg/kg KM)
Toplam fenolik
madde 23914+839" 23477+324" 22789+826" 22664+125"
(mg gae/kg KM)
Antioksidan akivite 116+6~ 11544 116+47 112462

(uM troloks/g KM)

" Aymi satirdaki farkli harfler (A-D) istatistiksel olarak farkliligi gostermektedir (p<0,05).
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Singh vd. (2002a) ozonlu suyla (9,7-16,5 mg/L) 10 dakikalik yikama uygulamasi
sonunda marul ve havuglardaki E. coli O157:H7’nin 1,41-1,80 logaritmik birim
azaldigin1 bildirmigtir. Suyun 20 °C’de 2-64 dakika siiresince ozonlanmas: ile elde
edilen 1,7-8,9 mg/L’lik ozon dozu yabanmersinlerindeki E. coli O157:H7’de 2
dakikalik uygulama sonucunda 1,3 ve 64 dakikalik uygulama sonucunda 4,9 logaritmik
birimlik azalmalara neden olmustur (Bialka ve Demirci 2007). E. coli O157:H7 inokiile
edilmis marullarin 10 ppm’lik ozonlu suyla 10 dakika yikanmasi ile 2,15 logaritmik
birimlik bir azalma ger¢eklesmistir (Singh vd. 2002b). Sharma vd. (2002) ozonlu suyla
(21 ppm) yikama ve basing uygulamasi kombinasyonu ile alfalfa ¢ekirdeklerinde E. coli
O157:H7 inaktivasyonu flizerine c¢aligmislardir. Arastirmacilar E. coli O157:H7
popiilasyonunda, 8 ve 12 psi’lik hidrostatik basin¢ ve ozonlu su uygulamasi ile sirasiyla
0,74-1,56 ve 0,72-1,26 logaritmik birimlik azalmalar gézlemlemislerdir. En yiiksek
inaktivasyon oranlar1 olan 2,03 logaritmik birimlik azalmaya ise 12 psi’lik basincin 64
dakikalik uzun bir uygulama siiresi sonunda ulagilmistir. Gortildiigii gibi, ozonlu suyla
yikama sonucu tarafimizdan belirlenen E. coli inaktivasyon degerleri literatiir verileriyle

son derece uyumludur.

Ozonun sagladigi mikrobiyel inaktivasyonun degerlendirilmesinde, uygulama teknigi
son derece onemli bir faktordiir. Bircok aragtirmaci ozonun gazlama (bubbling) seklinde
uygulanmasinin, iiriiniin 6nceden ozonlanmis suya daldirilmasindan ¢ok daha etkin
sonuglar verdigini bildirmistir (Kim vd. 1999, Achen ve Yousef 2001). Olmez (2010)
farkli ozonlama metotlarin marullardaki E. coli popiilasyonunu indirgemedeki
etkinligi tizerine calismistir. Arastirmaci iki dakikalik uygulamalar ile gazlama
metoduyla yaklasik 2 logaritmik birimlik azalma gozlerken, dnceden ozonlamis suya
daldirma uygulamas: ile gerceklesen indirgenme yalnizca 1 logaritmik diizeyde
kalmistir. Bu durum, gazlama sirasinda gaz-sivi ara yiizeyinde olusan sivi-film tabakasi
ile aciklanmis ve yiiksek konsantrasyonda ozon igeren bu film tabakasi ile temas eden
tiriinde daha yiiksek oranda mikrobiyel inaktivasyon saglandigi ileri siirtilmiistiir (Kim
vd. 1999). Bizim ¢aligmamizda da ozonla maksimum mikrobiyel inaktivasyon etkinligi
saglamak i¢in gazlama metodu kullanilmis ve bu sayede 2 logaritmik birimden daha

yiiksek inaktivasyon oranlari elde edilmistir.

45



Klorlu su ile yikama uygulamasi tarafimizdan test edilen sebzelerdeki E. coli sayisini
2,70-2,98 logaritmik birim azaltmistir. Klorlu su uygulamalariin yaprak sebzelerdeki
E. coli diizeyini 2-3 logaritmik birim azalttigi baska arastiricilar tarafindan da
bildirilmistir (Stopforth vd. 2008, Lopez-Galvez vd. 2009). Ancak E. coli indirgemede
klorun etkinligi uygulanan klor dozuna ve uygulanma sekline siki sikiya baglidir.
Ornegin 20 ppm’lik daldirma seklinde klor uygulamasi marullardaki E. coli 0157:H7’yi
indirgemede saf sudan daha etkin bulunmamustir (Li vd. 2001). Saf suyun ve 200
ppm’lik klor ¢6zeltisinin spreyleme seklinde marullara uygulanmasi sonucunda da E.
coli O157:H7 indirgenmesinde istatistiksel agidan Onemli bir fark goézlenmemistir
(Beuchat 1999b).

Calismamizda marul, 1spanak ve maydanozlardaki L. innocua sayilarindaki ger¢eklesen
azalmalar klorlu suyla yikamalar sonucunda sirasiyla 2,20; 2,24 ve 2,23; ozonlu suyla
yikamalar sonucunda ise sirasiyla 2,07; 2,06 ve 2,19 olarak belirlenmistir. Klor
uygulamalarinin meyve ve sebzelerde L. monocytogenes azaltilmasinda nispeten etkisiz
kaldig1 kimi arastiricilar tarafindan dile getirilmistir (Beuchat ve Brackett 1990, Li vd.
2002). Tarafimizdan gergeklestirilen c¢alismada 100 ppm klorun 15 dakika
uygulanmasiyla L. innocua sayisinda yaklasik 2 logaritmik birimlik azaliglar
kaydedilmistir. Ayni inaktivasyon oram1 200 ppm’lik klor c¢ozeltisine 10 saniye
daldirilan Briiksel lahanalarindaki L. monocytogenes sayist i¢in de elde edilmistir
(Brackett 1987). Ayrica Zhang ve Farber (1996) taze dogranmis marullarin 200 ppm
klorlu suyla yikanmasi sonucu L. monocytogenes sayisinda 1,3-1,7 logaritmik birimlik

azalmalar tespit etmistir.

Ozonlu suyla yitkama uygulamalarinin tarimsal iirlinlerdeki L. monocytogenes sayisinda
azalmalara neden oldugu da dnceki ¢aligmalarla ortaya konulmustur. Ornegin, ozonlu
suyla (5 ppm) 1 dakika muamele edilen tiim haldeki patateslerde 0,8 logaritmik birimlik
(Selma vd. 2006), 5 dakika ozonlu suyla yikanan marullarda ise yaklasik 5 birimlik
(Rodgers vd. 2004) L. monocytogenes inaktivasyonlariin gerceklestigi bildirilmistir.
Olmez ve Akbas (2009) marullardaki L. monocytogenes sayisi iizerine ozon
konsantrasyonunun (0,5-4,5 ppm) ve uygulama siiresinin (0,5-3,5 dak) etkisini

incelemislerdir. Arastirmacilar uygulama siiresine bagl olarak 4,5 ppm ozon dozuyla
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1,5-2,4 logaritmik ve 0,5 ppm ozon dozuyla 0,2-0,8 logaritmik birimlik azalmalar
gerceklestigini tespit etmislerdir. Ozon konsantrasyonunun 3 ppm’e kadarki yiikselisi L.
monocytogenes inaktivasyonunu artirirken, bu dozun iizerindeki seviyeler

mikroorganizmanin inaktivasyonunu etkilememistir.

Mikrobiyel inaktivasyon etkinligi bakimindan klor ve ozon karsilastirildiginda zaman
zaman ozonun klora esdeger etkinlik gosterdigi (Olmez ve Akbas 2009, Olmez 2010) ve
hatta bazen ozonun klordan daha etkin oldugu (Kim vd. 1999) iddia edilse de, bilimsel
bulgularin ¢ogu genelde klorun ozondan daha etkin oldugunu ortaya koymustur
(Whitmore ve Denny 1992, Chaidez vd. 2007, Wei vd. 2007, Das ve Kim 2010).
Tarafimizdan gergeklestirilen deneyler de gerek E. coli gerekse L. innocua igin en
yiiksek inaktivasyon oranlarmin klorlu suyla yikama uygulamalariyla elde edildigini
gostermistir. Yaprak sebzelerdeki E. coli sayisinda klorlu su uygulamasiyla yaklasik 3
logaritmik birimlik, ozonlu su uygulamasiyla ise yaklasik 2 logaritmik birimlik bir
azalma elde edilmistir. L. innocua inaktivasyonunda ise ozonun performansi klorunkine
son derece yakindir. Hatta maydanoz oOrneklerinin bu iki dezenfektanla yikanmasi
sonrasinda elde edilen sonuglar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur
(p>0,05). Bu durum, L. innocua gibi Gram pozitif bakterilerin E. coli gibi Gram negatif
bakterilere gore klor uygulamalarina karsi daha diren¢li olmasindan (Mir vd. 1997)

kaynaklanmis olabilir.

Yapilan bu ¢aligmada sebzelerde incelenen kimyasal bilesenler/6zellikler tizerine farkli
yikama uygulamalarinin genelde istatistiksel agidan 6nemli bir etkisi olmadigi
goriilmiistiir. Bu durumun istisnas1 olabilecek tek sonug, klorlu su uygulamalarinin
yaprak sebzelerin toplam fenolik madde igeriklerini azaltmasi ve meydana gelen bu
azalmanin 1spanaklarda istatistiksel agidan 6nemli olmasidir (p<0,05). Benzer sekilde,
klorlu suyla yikanan marul orneklerinde fenolik bilesiklerin zarar gordiigii onceki
¢alismalarda da bildirilmistir (Fukumoto vd. 2002, Baur vd. 2004). Bu durum, bir¢ok
fenolik bilesigin sentezinde dnemli bir rolii olan fenilalanin ammonia-liyaz enziminin
aktivitesinde klor uygulamalar1 sonucu meydana gelen diisiise baglanmistir. Fenolik
bilesiklerin teker teker analizleriyle, marullarda en ¢ok bulunan ¢oziinebilir fenolik

bilesikler olan kafeik asit tlirevlerinin (Baur vd. 2004) ve bu tiirevlerden 3,5-di-0-
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kafeoilquinik asit maddesinin (Fukumoto vd. 2002) miktarlarinin klorlu su uygulamalari
sonucu azaldig1 gosterilmistir. Buna karsin; klorun da dahil oldugu bir¢ok dezenfektan
madde ile yikanan rokalarda (Martinez-Sanchez vd. 2006), marullarda (Beltran vd.
2005), pazi, roka ve hindibada (Ferrante vd. 2004) fenolik madde igerikleri farkli
yikama uygulamalarindan etkilenmemistir. Yine klorlu ve ozonlu suyla gergeklestirilen
muameleler marullarda toplam antioksidan aktiviteyi (Kenny ve O’Beirne 2009) ve
vitamin C icerigini (Hassenberg ve Idler 2005, Olmez ve Akbas 2009) etkilememistir.
Esasen tarafimizdan saptanan ve literatiirde bulunan s6z konusu veriler dikkat ¢ekicidir.
Ciinkii incelenen sebzelerin antioksidan aktivitesi iizerine biiyilik katkis1 olan askorbik
asit, suda kolaylikla ¢ozilinen bir vitamindir. Saf suyla yikama islemiyle bile iiriinde
belirli bir miktar askorbik asit kaybi olasidir. Nitekim Lopez-Galvez vd. (2010)
yikanmamis Orneklerde yikanmiglara gore daha yiiksek diizeyde askorbik asit
saptamiglardir. Ayrica askorbik asidin ozon ve klor gibi oksidan maddelerle
yiikseltgenmesi de s6z konusu olabilir. Nitekim literatiirde marullarin ozonlu suyla
(Beltran vd. 2005), biber ve ¢ileklerin klorlu suyla (Wright ve Kader 1997, Nunes ve
Emond 1999) ve rokalarin laktik asit ¢ozeltisiyle (Martinez-Sanchez vd. 2006)
yikanmas1 sonucu Tlriinlerin askorbik asit igeriklerinde Onemli diizeyde azalmalar
gorilmistiir. Taze dogranmis iirlinlerin besleyici unsurlarinin korunmasinda, kullanilan
dezenfektan dozunun yami sira uygulanan proses metodunun (yikama, dograma vb.)
tahripkarligi da onem tagimaktadir. Uriin ne kadar kiigiik parcalar halinde dogranirsa
parcalanan bitki dokularindan sizan hiicre sivist o denli fazla olacak ve {iriiniin besleyici
unsurlarindaki kayip da o denli biiyiik olacaktir (Barry-Ryan ve O’Beirne 1999, Kenny
ve O’Beirne 2009).

4.3 Yikanip Depolanan Maydanozlarda Mikrobiyel Gelisim ve Bazi Kimyasal
Ozelliklerin Degisimi

Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda E. coli gelisimi Sekil 4.5°te
goriilmektedir. E. coli ile inokiile edildikten sonra herhangi bir isleme tabi tutulmamis
orneklerdeki mikroorganizma sayist ortalama 6,53 log kob/g yas sebze olarak
belirlenmistir. Depolamanin hemen basinda gergeklestirilen saf suyla, ozonlu suyla ve
klorlu suyla yikamalar sonucu bu say1 sirasiyla 5,15; 4,38 ve 3,36 log kob/g yas sebze

diizeyine diismistiir. E. coli sayilar1 tiim 6rneklerde depolama boyunca azalmistir. 15
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giinlik depolama sonunda E. coli sayilar1 yikanmamis drnekler ile suyla, ozonlu suyla
ve klorlu suyla yikanmis O6rneklerde ortalama 4,84, 3,49, 3,14 ve 2,72 log kob/g yas

maydanoz olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.5 Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda E. coli gelisimi

Farkli yikamalar uygulanip 5°C’de depolanan maydanozlarda L. innocua gelisimi Sekil
4.6’da goriilmektedir. L. innocua ile inokiile edildikten sonra herhangi bir isleme tabi
tutulmamig 6rneklerdeki mikroorganizma sayisi ortalama 6,54 log kob/g yas sebze
olarak belirlenmistir. Saf suyla, ozonlu suyla ve klorlu suyla yikamalar sonrasi sirasiyla
0,53; 1,56 ve 1,64 logaritmik birimlik azalmalar saglanmistir. 15 giin siiren depolama
periyodu sonunda L. innocua sayisi yikanmamis, suyla yitkanmis, ozonlu suyla yikamis
ve klorlu suyla yikanmis orneklerde sirasiyla 6,48; 5,36; 4,90 ve 4,82 log kob/g yas

sebze olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda L. innocua gelisimi

Psikrotrof bir bakteri olan L. monocytogenes’in birgok tarimsal iiriinde 3-20 °C gibi
genis bir sicaklik aralifinda canli kalabildigi ve hatta gelisebildigi bilinmektedir
(Beuchat vd. 1986, Berrang vd. 1989, Beuchat ve Brackett 1990, Kallander vd. 1991,
Farber vd. 1998). Sicakligin 20 °C’den 8 °C’nin altina disiiriillmesi halinde
mikroorganizmanin gelisim hizi 6nemli 6l¢iide diiser ancak canliligr siirer (Carlin vd.
1995). 5 °C civarinda depolanan marul (Steinbruegge vd. 1988, Li vd. 2002) ve
hindibada (Carlin vd. 1995) L. monocytogenes’in gelisimini ¢ok yavas bir sekilde
stirdiirdiigii bildirilmistir. Mezofilik bir bakteri olan E. coli’nin de canliligi ve gelisimi
tizerine depolama sicakliginin etkisi bliyiiktiir. Ispanaklarin ve klorla muamele edilmis
marullarin 8 °C ve tizerindeki sicakliklarda depolanmasi halinde yiiksek E. coli gelisimi
gozlenirken bu derecenin altindaki sicakliklarda mikroorganizma gelismesi durmustur
(Li vd. 2001, Luo vd. 2009). Bu nedenle tarimsal {irinlerin hasat sonrasi hemen
sogutulmasi ve soguk muhafazanin kesintisiz siirdiirtilmesi {iriin giivenligi agisindan son

derece Onemlidir.
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Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda gergeklesen klorofil a ve klorofil
b degisimleri sirasiyla Sekil 4.7 ve 4.8’de verilmistir. incelenen tiim 6rneklerde hem
klorofil a hem de klorofil b diizeyleri depolama boyunca bir azalis gostermistir.
Depolama ile yaprak sebzelerin klorofil diizeylerinin azalmasi, bitki dokusunun hasat
sonras1 fizyolojisinin dogal bir sonucudur (Ferrante vd. 2004). Daha 6nce de marul
(Bolin ve Huxsoll 1991), pazi (Roura vd. 2000), hindiba ve roka (Ferrante vd. 2004)

gibi iirlinlerin yesil renklerinde azalmalar meydana geldigi bildirilmistir.
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Sekil 4.7  Farkli yikamalar wuygulanip depolanan maydanozlarda klorofil a
miktarmin degisimi

Yikama uygulanmis 6rneklerdeki klorofil a ve klorofil b diizeyleri, depolamanin besinci
giiniinden itibaren yikanmamis Orneklere goére onemli 6l¢iide bir azalma gostermistir
(p<0,05). Kalan depolama periyodunca siiren bu durum, pargalamayla zarar gormiis
dokudan sizan hiicre sivilarinin yitkanma uygulamalariyla uzaklagmasi ile agiklanabilir.
Nitekim Kenny ve O’Beirne (2009) da suya ve klor ¢ozeltisine daldirilan marullarda
gerceklesen renk kaybimin daha ilimli bir uygulama olan ¢esme suyu altinda yikamaya
gore daha fazla oldugunu bildirmistir. Siddetli yikama ve dograma gibi prosesler taze

irlinlerin pargalanmasi/catlamasi ile sonuglanabilir. Bitki dokusu saglamken birbirinden
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farkl1 bolgelerde bulunan klorofil ve onun parcalayicist klorofilaz enzimi, dokunun
parcalanmasiyla bir araya gelir ve degradasyon reaksiyonlar1 baslar. Ozellikle
parcalanmis dokuya komsu bolgelerde, sizan asitlerin ve hidrolize edici enzimlerin

etkisiyle tiriinde gerceklesen kalite kayb1 son derece biiyiik olur (Roura vd. 2000).
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Sekil 4.8 Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda klorofil b
miktarinin degisimi

Yikamanmn hemen sonrasinda ve depolama boyunca gerceklestirilen analizler, farkli
yikama uygulamalarina maruz kalan Orneklerin klorofil igeriklerinin arasinda
istatistiksel agidan fark bulunmadigini gostermistir. Bu durum; farkli cozeltilerle
yikanip depolanan roka (Martinez-Sanchez vd. 2006), marul (Akbas ve Olmez 2007,
Lopez-Galvez vd. 2010) ve 1spanaklarda (Artes-Hernandez vd. 2009) gergeklestigi
bildirilen durumlarla benzerlik gostermektedir. Ozonlu suyla yikanan Ornekler,
depolamanin basinda ve sonunda en diisiikk klorofil a ve klorofil b diizeyine sahip
ornekler ise de istatistiksel degerlendirmeler ozonun diger yikama uygulamalarindan
farkli sonuglara yol agmadigini gostermistir (p>0,05). Oysa klorofillerin; ozon, klor ve

serbest radikaller gibi oksidan bilesiklere karsi son derece hassas oldugu bilinmektedir
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(Philosoph-Hadas vd. 1994). Muhtemelen bu nedenle, klorlu suyla muamele edilen yesil
biberlerde (Nunes ve Emond 1999) klorofil miktarlarinin azaldig1 bildirilmistir.

Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda toplam fenolik madde igerikleri
ve antioksidan aktivite degerleri de izlenmistir ve sonuglar sirasiyla Sekil 4.9 ve 4.10°da

verilmistir.
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Sekil 4.9  Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda toplam fenolik
madde i¢eriginin degisimi
Orneklerin toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerleri depolama

siiresince azalmis ancak kontrol Ornekleri ve farkli muameleler gormiis Ornekler

arasinda saptanan fark istatistiksel acidan énemli bulunmamaistir (p>0,05).

Literatiirde gerek yikama prosesiyle, gerekse depolamayla meyve ve sebzelerin toplam
fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerlerindeki degisime iliskin ¢eliskili
bilgiler s6z konusudur. Yikama isleminin g¢esitli iirlinlerde toplam fenolik madde
igerigini (Martinez-Sanchez vd. 2006, Kenny ve O’Beirne 2009) ve antioksidan aktivite
degerini (Artes-Hernandez vd. 2009, Kenny ve O’Beirne 2009) etkilemedigi
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bildirilmistir. Bununla beraber, klor ¢ozeltisiyle yikanan marullarin (Beltran vd. 2005)
ve hidrojen peroksit ¢ozeltisiyle yikanan domateslerin (Kim vd. 2007) depolanmasi
sirasinda toplam fenolik madde igeriginde azalmalar s6z konusu olmustur.
Aragtirmacilar bu durumu agiklamak i¢in yikama ve antimikrobiyel madde
uygulamalari sirasinda suya karisip ortamdan uzaklasma ve oksidasyon gibi nedenler

one siirmiislerdir.
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Sekil 4.10  Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda antioksidan
aktivite degerlerinin degisimi

Depolama siiresince iriinlerin toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite
degerinin degisiminde ise ¢ok daha karisitk mekanizmalarin etkin oldugu
diistiniilmektedir. Dokunun siddetli yikama veya dograma iglemleriyle zarar gérmesi
fenolik bilesiklerin sentezinde gorevli fenilalanin ammonia-liyaz enziminin aktivitesini
tesvik eder ve dolayisiyla fenolik maddelerin birikimine ve antioksidan aktivite artisina
neden olur (Saltveit 2000, Kovacik vd. 2007). Nitekim depolama siiresince fenolik
maddelerin miktarinin (Babic vd. 1993, Cantos vd. 2001, Beltran vd. 2005, Kalt 2005,
Klaiber vd. 2005) ve antioksidan kapasitenin (Kevers vd. 2007, Reyes vd. 2007,
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Patthamakanokporn vd. 2008) arttig1 bildirilmistir. Ote yandan fenolik madde iceriginin
ve antioksidan aktivite degerinin depolamayla degismedigini (Baur vd. 2004,
Degl’Innocenti vd. 2007, Kenny ve O’Beirne 2009) hatta azaldigin1 (Piga vd. 2003,
Vina ve Chaves 2006, Artes-Hernandez vd. 2009) bildiren yayinlar da mevcuttur.
Antioksidan aktivitenin azalma nedeni olarak, membran zararlanmasina ve dolayisiyla
antioksidan bilesiklerin niteliginin ve kompozisyonunun degisimine neden olan
oksidatif stres gosterilmistir (Artes-Hernandez 2009). Esasen depolama boyunca fenolik
maddelerdeki degisim bitkinin dokusuna (Fukumoto vd. 2002) ve fenolik bilesigin
tiriine (Cantos vd. 2001, Baur vd. 2004, Beltran vd. 2005) bagl olarak degisiklik
gosterir. Dolayisiyla toplam fenolik madde igerigi ve antioksidan aktivite degerindeki
degisim dokularda meydana gelen yikim ve sentez reaksiyonlarnin bir bileskesi

seklinde ortaya ¢ikar (Kenny ve O’Beirne 2009).

Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarin askorbik asit igeriklerindeki
degisim Sekil 4.11°de verilmistir. Askorbik asit miktarlar1 tiim orneklerde depolama
boyunca azalmistir. Askorbik asit miktarinin azalisinin kuskonmaz (Esteve vd. 1995),
paz1 (Gil vd. 1998) ve marulun (Beltran vd. 2005, Akbas ve Olmez 2007, Lopez-Galvez
vd. 2010) depolanmasi siirecinde de gozlendigi daha once bildirilmistir. Bu durum,
bitkilerin  hasat sonrast fizyolojisinin dogal bir sonucu olarak, dokunun
biitiinliigliniin/saglamliginin  bozulmasiyla askorbik asit ve onu parcalayabilen

enzimlerin bir araya gelmesiyle gergeklesmis olabilir.

Ozon, vyiiksek oksidasyon kapasitesiyle canli hiicrelerdeki dogal savunma
mekanizmasini harekete gegirir. Bu mekanizma, oksidasyon stresine karst koymak i¢in
bitki hiicresinde askorbik asit gibi antioksidatif maddelerin sentezini/birikimini tegvik
eder (Sandermann vd. 1998). Cileklerde (Perez vd. 1999) ve turunggillerde (Iglesias vd.
2006) askorbik asit diizeyinin, domateslerde ise antioksidan aktivite degerinin
(Tzortzakis vd. 2007) uygulanan ozonlama isleminin hemen ardindan 6nemli 6l¢iide
yiikseldigi, ancak belli bir siire sonra bu etkinin gegtigi bildirilmistir. Tarafimizdan
gerceklestirilen calismada da ozonlu suyla muamele gérmiis ornekler, diger 6rneklere

gore, depolamanin basinda yiiksek ve depolamanin sonunda diisiik askorbik asit
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diizeyine sahiptir. Ancak ozonla muamele de dahil ¢esitli uygulamalara maruz kalan

ornekler arasinda gozlenen fark istatistiksel agidan dnemli bulunmamuistir (p> 0,05).
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Sekil 4.11  Farkli yikamalar uygulanip depolanan maydanozlarda askorbik asit
miktarmin degisimi

4.4 Gaz Ozon Uygulamasiyla Maydanozlarda Mikrobiyel Inaktivasyon

Sulu (aqueous) ozon uygulamalarinin esasen ozon gazinin suda ¢Oziiniirliigiine
dayanmasi ve bu ¢oziiniirliigiin diisiik olmasi, sulu ozon uygulamalarinin etkinligini
sinirlayan en 6nemli faktordiir. Buna karsin, dozun duyarli olarak ayarlanabilir olmasi
nedeniyle sulu ozon uygulamalar1 endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozon
molekiillerinin gaz fazda sivi1 fazdakine gore yari-omiirlerinin daha uzun (Kim vd. 1999)
ve difiizyon hizlarinin daha ytliksek (Vurma vd. 2009) oldugu bilinmektedir. Ozon gazi
uygulamalari, ya diisiik dozda ozonun (0,1-10 ppm) f{iriiniin depolanmas1 sirasinda
nispeten uzun siireler (glinlerce-aylarca) uygulanmasiyla (Palou vd. 2003) ya da yiiksek
ozon dozlarmin (100-10000 ppm) iiriine daha kisa periyotlarda (dakikalar-saatler)
uygulanmasiyla (Gabler vd. 2010) gergeklestirilebilmektedir. Sikistirilip ¢ok yiiksek
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konsantrasyonlarda elde edilebilen ve dogasi geregi sulu ozon uygulamalarindan daha
etkili oldugu bilinen ozon gazinin gida sanayisindeki uygulamalarina son yillarda biiyiik

onem verilmektedir.

Bolim 3.2.1.3’te anlatilan inokiilasyon yontemi kullanilarak E. coli ve L. innocua ile
inokiile edilen maydanoz ornekleri 950+12 ppm ozon gazi ile 20 dakika muamele
edilmistir. Bu uygulamanin maydanozlardaki E. coli ve L. innocua mikroorganizmalari

tizerine etkisi Sekil 4.12°de goriilmektedir.

Sadece 20 dakikalik bir ozon gazi uygulamasi maydanoz orneklerindeki E. coli
sayisinda 1,31 logaritmik birimlik bir azalma saglamistir ve bu azalma istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,01). Daha 6nce de gaz ozon uygulamalarinin 1spanak
(Klockow ve Keener 2009), yabanmersini (Bialka ve Demirci 2007), kuru incir (Akbas
ve Ozdemir 2008), karabiber (Emer vd. 2008) ve antepfistigi (Akbas ve Ozdemir 2006)
gibi cesitli tirtinlerdeki E. coli inaktivasyonunda etkili oldugu bildirilmistir. Singh vd.
(2002a) ozon gazinin (2,1-7,6 mg/L) E. coli O157:H7’ye kars1 bakterisidal etkisinin
uygulanan ozon dozu ve uygulama siiresinin artmasiyla kuvvetlendigini gézlemislerdir.
Aragtirmacilar, 5 ve 10 dakikalik wuygulamalarla herhangi bir inaktivasyon
gerceklesmedigini ancak 15 dakikalik uygulamalarla marullarda 0,79-1,79 ve
havuglarda 1,11-2,64 logaritmik birimlik azalmalar sagladiklarini bildirmiglerdir.
Ispanaklardaki E. coli O157:H7’yi elemine edebilmek igin Vurma vd. (2009) vakum
sogutma ve ozon gazi uygulamasin1 kombine etmisler ve bu prosesle mikroorganizma
sayisinda en ¢ok 2,4 logaritmik birimlik bir azalma saglamislardir. Ayni ¢alismanin bir
baska bolliimiinde ise 3 giin boyunca 8-16 ppm ozon gazina tabi tutulan 1spanaklarda

1,4 logaritmik birimlik E. coli O157:H7 inaktivasyonu meydana gelmistir.
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A Ozonlanmamis
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Bakteri sayisi (Log kob/g sebze)
N

E. coli L. innocua

Sekil 4.12  Ozon gaz1 uygulamasiyla (950+12 ppm, 20 dakika) maydanozlarda
gerceklesen E. coli ve L. innocua inaktivasyon diizeyleri

Bu c¢aligmada maydanozlara inokiile edilen L. innocua’nin 20 dakikalik ozon gazi
uygulamasiyla 1,14 log kob/g diizeyinde inaktive oldugu ve bu inaktivasyon oraninin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu (p<0,01) belirlenmistir. Listeria bakterilerinin ozon
gaz1 uygulamalariyla inaktive edildigi daha 6nce model sistem ¢aligmalariyla da ortaya
konulmustur. Iki L. monocytogenes ve bir L. innocua susunu TSA-YE’ye inokiile eden
Vaz-Velho vd. (2001) farkli siireler (20-90 dak) ve farkli dozlarda (0,10-0,25 x 107
g/L) ozon gazi uygulamasi sonucu mikroorganizmalarin sayisinda 3,5 logaritmik birime
varan azalmalar belirlemislerdir. Arastirmacilar, inaktivasyon etkinliginin (yaklasik 3
logaritmik birim) esasen ozonlamanin ilk 20 dakikasinda gerceklestigini bildirmislerdir.
Fan vd. (2007) de PDA ve NA’ya inokiile ettigi L. innocua mikroorganizmasina 2 farkl
sicaklikta (5 ve 20 °C) degisen siirelerde (0-24 saat) ozon gazi (100 nL/L)
uygulamiglardir. Arastirmacilar 20 °C’deki inaktivasyon etkisinin 5 °C’dekinden fazla
oldugunu tespit etmislerdir. iki logaritmik birimlik bir azalma igin 20 °C’de 1,3 saatlik,
5 °C’de ise 2,5 saatlik bir uygulama gerektigi bildirilmistir. Bizim g¢alismamizda

maydanozlardaki L. innocua sayisinda meydana gelen 1,14 logaritmik birimlik azalma
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oda sicakliginda (~ 22 °C’de) 20 dakikalik gaz ozon uygulamasi ile elde edilmistir.
Somon baliklarma inokiile edilen L. innocua’yr 20 dakika 1x10* g/L ozon gaziyla
muamele eden Vaz-Velho vd. (2006) yalnizca 1 logaritmik birimlik bir inaktivasyon
orani tespit etmislerdir. Arastirmacilar ozon gazinin bu calismadaki smirli etkinligini
balikta ozonla okside olabilen bagka maddelerin varligina baglamislardir. Bizim
calismamizda da ozonlanan maydanozlarda bulunan ve okside olabilen maddeler

muhtemelen ozonla elde edilen inaktivasyon oraninda etkili olmustur.

Selma vd. (2008a) mikrobiyel yiikii azaltmak amaciyla taze dogranmis meyve ve
sebzelerin iretiminde dograma iglemi Oncesi ozon gazimin kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Ayrica gaz ozon uygulamalarinin gidalarda E. coli O157:H7 (Singh vd.
2002a) ve L. monocytogenes (Restaino vd. 1995) patojenlerinin inaktivasyonu igin sulu
ozon uygulamalarindan daha etkin oldugu bildirilmistir. Dikkat edilirse ozon gazi
uygulamasinda, sulu ozon uygulamasindan farkli olarak herhangi bir yikama ya da
suyla akip gitme etkisi olmaksizin énemli mikrobiyolojik inaktivasyon oranlari elde
edilmistir. Bu nedenle gaz ozon uygulamasi yikanamayacak ya da prosesinde yikama
islemi icermeyen {iriinlerde bulasmasi muhtemel E. coli ve L. monocytogenes

mikroorganizmalarini elemine etmek i¢in uygun bir islem olarak onerilebilir.

Ozon gaz1 uygulamasinda ortam nemi ¢ok kritik 6neme sahip bir parametredir. Sisteme
stirekli bir gaz beslemesi oldugundan, eger ortam nemi ayarlanmazsa ya da beslemede
nemli hava kullanilmazsa {iriin gitgide su kaybedecek ve asir1 kuruma sonucu iiriin
kalitesinde kayiplar olusacaktir. Ayrica, ozon ortaminda su buharmin var olmasi
durumunda ozonun yani sira baska oksidatif radikaller (hidroksil, siiperoksit ve peroksit
radikalleri, singlet oksijen vb.) de olusacak ve bunlar da mikroorganizma
inaktivasyonuna katkida bulunacaklardir (Klockow ve Keener 2009). Iste bu nedenle,
calismamizda ozonlama diizenegine gonderilen gaz Oncelikle igi saf su dolu bir gaz
yikama sigesinden gecirilip nemlendirilmis ve sonra maydanozlarin bulundugu
diizenege gonderilmistir. Bu yolla, ozonlama diizenegi igerisinde sabit % 80+5 bagil

nem igerigi islem boyunca (20 dak) korunmustur.
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Ozon, mikroorganizmalarin yasamsal hiicre bilesenlerini inaktive ederek antimikrobiyel
etkisini gosterir. Bakteri hiicresinin yiizeyi ozon i¢in ilk hedeftir. Oksidasyon sonucu
hiicre zar1 gecirgenligi artar, zarda catlaklar olusur ve sonunda hiicre
saglamligmi/biitiinliginii  kaybedip inaktif olur. Hiicre igi proteinlerin ozonla
oksidasyonu hizli mikrobiyel inaktivasyonla sonug¢lanir (Zuma vd. 2009). E. coli gibi
Gram negatif bakteriler, peptidoglikan lamella iizerinde lipoproteinlerden ve
polisakkaritlerden olusan bir dis membran igerirler. Hiicre zarmin bu ince yapis1 0zona
kars1 zayif bir direng gosterdiginden Gram negatif bakterilerin Gram pozitiflere gore
ozonla inaktivasyona karsi daha hassas olduklar ileri siiriilmiistiir (Maillard 2002).
Buna karsin Vaz-Velho vd. (2006) ve Cullen vd. (2010) Gram pozitif bakterilerin Gram
negatiflere gore ozona kars1 daha duyarli oldugunu belirtmislerdir. Restaino vd. (1995)
L. monocytogenes’in test edilen diger 3 Gram pozitif bakteriden (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis ve Bacillus cereus) ve Gram negatif bakterilerden (E.
coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginose ve Yersinia enterocolitica)
ozona kars1 daha duyarli oldugunu belirtmistir. Bizim sonuglarimiz da ozon gazi ile
gerek E. coli’de gerekse L. innocua’da 6nemli diizeyde inaktivasyon saglandigini ve iki
mikroorganizmanin inaktivasyon oranlari arasinda sadece kiiciik bir farkliligin

oldugunu gostermistir.

4.5 Gaz Ozon Uygulamasimin Maydanozlardaki Bazi Kimyasal Ozellikler Uzerine
Etkisi

Herhangi bir dezenfeksiyon maddesinin/sisteminin teknolojik agidan “uygun”
olabilmesi i¢in tirlinde sadece mikrobiyel giivenligi saglamasi yeterli degildir. Ayrica
uriiniin kalitesine katkida bulunan bilesenler iizerine de herhangi bir olumsuzluk
yaratmamas1 gerekmektedir. Ozon gibi oksidan maddeler bir yandan mikroorganizma
inaktivasyonu ile gidalarda friin giivenligini saglarken, bir yandan da yiiksek
oksidasyon kapasitesi nedeniyle iirlindeki oksidasyona duyarli bilesiklere zarar
verebilir. Iste bu konunun arastirilmasi amaciyla, &nemli diizeyde mikrobiyel
inaktivasyon saglayan ozon gazi uygulamasinin maydanoz kalitesine katkida bulunan
belli basli bilesenler iizerine etkisi tarafimizdan incelenmistir. Yirmi dakika siireyle

uygulanan 950412 ppm’lik gaz ozon uygulamasimin maydanozlardaki klorofil a, klorofil
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b, askorbik asit, toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite degerleri iizerine etkisi

Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Gaz ozon uygulamasinin maydanozlardaki bazi kimyasal o6zellikler
tizerine etkisi

Gaz ozon uygulama siiresi (dak)
Kimyasal 6zellik

0 20
Klorofil a (mg/kg KM) 7917+578% 77726542
Klorofil b (mg/kg KM) 3534+145% 343942524
Askorbik asit (mg/kg KM) 10047+433*  5979+1069°
Toplam fenolik madde (mg gae/kg KM) 27071+460"  23227+866°
Antioksidan aktivite (LM troloks/g KM) 105+4" 62+9°

Incelenen her bir kimyasal 6zellik icin, farkli harfler (A-B) istatistiksel olarak

farklilig1 gostermektedir (p<0,05).
Tarafimizdan  gergeklestirilen c¢alismada  kullanilan ozon gazi uygulamasi
maydanozlardaki klorofil a ve klorofil b miktarlarinda istatistiksel agidan 6nemli bir
degisime yol agmamistir (p>0,05). Ozon gazinimn farkli renk maddeleri iizerine etkisi
daha once bircok iiriinde ¢alisilmistir. Ornegin ozonla islem gdrmiis domateslerin
likopen igeriginin (Aguayo vd. 2006) ve karotenoid (B-karoten, lutein ve likopen)
kompozisyonunun (Tzortzakis vd. 2007) degismedigi bildirilmistir. Ayrica ¢ilekteki
(Perez vd. 1999, Keutgen ve Pawelzik 2008) ve bogiirtlendeki (Barth vd. 1995)
antosiyanin pigmentlerinin ozon gazi uygulamasindan olumsuz ydnde etkilenmedigi
bildirilmistir. Bizim iizerinde ¢alisti§imiz yaprak sebzelerdeki baskin renk maddesi olan
klorofil pigmenti {izerine ozon gazinin etkisi ile 1lgili yeterince c¢alisma
bulunmamaktadir. Bununla beraber brokoli (Skog ve Chu 2000), marul (Singh vd.
2002a, Olmez ve Akbas 2009), 1spanak (Vurma vd. 2009, Klockow ve Keener 2009) ve
Arabidopsis thaliana bitkisi (Kubo vd. 1995) gibi pek ¢ok iiriinde ozon uygulamalari
sonrasi rengin kaybolmasi ve yar1 saydam bir goriiniim olusmasi gibi sonuglar
bildirilmistir. Ancak bu sonuclar klorofil kaybi1 verileriyle desteklenmemistir. Daha
siddetli gaz ozon uygulamalarinin turunggil yaprag: (Iglesias vd. 2006) ve 1spanaklarda
(Luwe vd. 1993) yaprak dokusunda biiyiik zararlanmalara neden oldugu bildirilmistir.

Tarafimizdan 20 dakika siireyle uygulanan 950+12 ppm’lik 0zon gazinin
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maydanozlarda herhangi bir zararlanmaya ve renk kaybina yol agmayan bir uygulama

oldugu boylece belirlenmistir.

Maydanozdaki fenoliklerin ve askorbik asit gibi diger antioksidan bilesiklerin ozon
uygulamasi sirasinda gergeklesen oksidasyon reaksiyonlarinin dogal substratlari
olduklar1 gbzlenmistir. Baglangigta askorbik asit diizeyi 10047+433 mg/kg KM olan
maydanoz Orneklerinde askorbik asit diizeyi 20 dakikalikk ozon gazi uygulamasinin
ardindan 5979+769 mg/kg KM seviyesine inmistir. Bu oran yaklasik %40°lik bir
azalmaya karsilik gelir ve istatistiksel agidan 6nemlidir (p<0,05). Gaz ozon uygulamasi
ayrica toplam fenolik madde ve antioksidan aktivite degerlerinde de sirasiyla %12 ve

%41°lik azalmalara neden olmustur (p<0,05).

Fenoliklerin ve diger antioksidatif bilesiklerin oksidasyona karsi duyarlilifinda soz
konusu bilesigin niteligi ve hiicrede bulundugu yer hi¢ siiphesiz ¢ok Onemlidir.
Balkabagi yapraklarini 150 ppm ozonla 5 giin, giinde 5 saat siireyle muamele eden
Ranieri vd. (1996) ozon uygulamasinin orneklerin iki farkli fraksiyonundaki fenolik
bilesikler iizerine etkisini incelemistir. Arastirmacilar ozon uygulamasinin hiicre
stvisindaki serbest fenoliklerin miktarini 6nemli diizeyde azalttigini, ancak kalint1 hiicre
materyalindeki serbest ve glikozide bagl fenoliklerin miktarinda bir artisa neden
oldugunu bildirmistir. Wiese ve Pell (2003) de domatesin hiicre duvarinda bulunan
fenolik bilesiklerin ozonla oksidasyona karsi farkli hassasiyet gosterdigini ve hiicre
duvarina bagli benzaldehit izomerlerinin diizeyinin ozon uygulamasiyla azaldigim

bildirmistir.

Ozon, bitki dokusuna stomata (gozenek) kismindan girer ve hiicrenin apoplast
stvisindaki bilesenlerle reaksiyona girerek aktif oksijen tiirlerini (hidroksil radikaller,
siiperoksit anyonlar ve hidrojen peroksit) olusturur. Bu aktif oksijen tiirleri ve ozon,
hiicrenin oksidasyona kars1 hassas biyomolekiillerini okside eder. Nitekim turunggil
yapraklarinin antioksidan bilesiklerinde (Iglesias vd. 2006) ve ¢ileklerin fenolik madde
igeriklerinde (Allende vd. 2007b) ozon uygulamalariyla bazi azalmalar olustugu
bildirilmistir. Tzortzakis vd. (2007) ozon gazina (1 umol/mol hava) maruz birakilan

domateslerde antioksidan kapasitenin degismedigini ve fenolik madde iceriginde
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gozlenen diisiisiin de istatistiksel olarak 6nemli olmadigini bildirmistir. Ayrica ozon
gaz1 uygulamasi c¢ileklerin (Keutgen ve Pawelzik 2008) ve yabanmersinlerinin (Song
vd. 2003) toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerlerinde herhangi

bir degisiklige yol agmamustir.

Askorbik asit degradasyonu, iiriinde kalite kaybina yol agan ve {iriiniin raf omriinii
sinirlayan 6nemli reaksiyonlardandir. Ozon gibi yiiksek oksidasyon kapasiteli bir ajanla
muamele goren TUriinlerde askorbik asit gibi antioksidan bilesiklerin kayb1 soz
konusudur. Nitekim 0zon wuygulamalarinin gergeklestirdigimiz bu ¢alismanin
sonuclarina paralel olarak piring yapraklari (Imai ve Kobori 2008) ve g¢ileklerde

(Allende vd. 2007b) askorbik asit seviyesini diisiirdiigii bildirilmistir.

Yiiksek reaktif 6zelligi ve stabil olmamasi nedeniyle ozonun organik maddelerle nasil
bir reaksiyon verecegini kestirmek bir hayli giictiir. Askorbik asit degradasyonunun hem
oksidatif hem de oksidatif olmayan mekanizmalarla gerceklesebildigi bilinmektedir
(Tiwari vd. 2008). Molekiiler ozonun verdigi reaksiyonlar selektiftir ve doymamis
aromatik ve alifatik bilesiklerle sinirlidir. Ozon; askorbat ile, yag asitlerinin doymamis
baglariyla verdigi reaksiyondan daha hizli bir reaksiyon verir. Ozonun askorbat, fumarat
ve oleat ile verdigi reaksiyonlarin biyomolekiiler hiz sabitleri sirastyla 210000, 60000

ve 68000 m™s™dir (Luwe vd. 1993).

Ozon organik maddeleri iki yolla okside edebilir:
) Ozon molekiiliiniin dogrudan oksidasyonuyla
O3 + C—>Cox
i) Hidroksil iyonlar1 gibi se¢ici olmayan ve giiclii serbest radikaller olusturarak

O3 OH- ,OH—= > Cox

Garcia-Viguera ve Bridle (1999) tarafindan model sistemlerde gergeklestirilen bir
caligsmaya gore askorbik asit degradasyonunda serbest radikal mekanizmasinin etkin
olmasit daha olasidir. Ozon, yaprak hiicresine bitkinin acik olan stomata bolgelerinden
girip apoplast i¢ine difiize olur. Burada siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve

hidroksil radikalleri gibi serbest radikallerin olusumuna yol agar.
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Dehidroaskorbik asit, askorbik asidin bir oksidasyon {iriiniidiir ve o da biyolojik
aktiviteye sahip oldugundan vitamin o&zelligi gosterir. Dehidroaskorbik asit ya
yiikseltgenip tekrar askorbik aside doniisiir, ya da geri doniisiimsiiz bir sekilde okside
olup vitamin oOzelligi gostermeyen diketogulonik aside doniisiir (Davey vd. 2000).
Kimyasallara maruz kalmak gibi stres kosullarinda askorbik asidi dehidroaskorbik aside
doniistiiren askorbat oksidaz enziminin aktivitesi artar (Lee ve Kader 2000). Askorbik
asit, giiclii bir oksidan bilesikle kolayca dehidroaskorbik aside doniistiiglinden, tarimsal
triinlerin C vitamini igeriginden bahsedebilmek icin hem askorbik asit hem de

dehidroaskorbik asit miktarlarinin belirlenmesi gerekmektedir.

Ozonla zenginlestirilmis atmosferde yetistirilen ¢ileklerde askorbik asit diizeyinin diisiik
oldugu, dehidroaskorbik asit diizeyinin ise kontrol orneklerininkinden farkli olmadigi
bildirilmistir (Keutgen ve Pawelzik 2008). Kenny ve O’Beirne (2009) askorbik asit
azalmas1 belirledigi marul Orneklerinde hi¢ dehidroaskorbik asit saptamamislardir.
Luwe vd. (1993) serada saksilarda yetistirdigi 1spanaklar1 24 saat 0,3 pL/L ozonla
muamele etmislerdir. Bitkinin apoplastindaki askorbik asit konsantrasyonu 420
nmol/cm®ten 50 nmol/cm® seviyesine diiserken dehidroaskorbik asit konsantrasyonu
ozonlama siiresince stirekli artmistir. Ozonlamanin durdurulmasiyla dehidroaskorbik
asit konsantrasyonu azalmaya bagslamis ve belli bir siire sonra kontrol 6rnekleriyle ayni
seviyeye gelmistir. Ancak ozonlanan yapraklardaki askorbik asit seviyesi ozonlamanin
durdurulmasmin ardindan yiikselmemistir. Askorbik asidin ozonla degradasyonuyla
gerceklesen bu karmasik reaksiyonlarin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ozonlama uygulanan maydanozlarda %40 askorbik asit ve %41 toplam antioksidan
aktivite kayb1 so6z konusudur. Askorbik asidin maydanozlarda kiitlece en ¢ok bulunan
antioksidan bilesik oldugu bilindiginden (Lisiewska ve Kmiecik 1997) maydanozlardaki
toplam antioksidan kapasiteye askorbik asidin katkisinin yiiksek olacagimi sdylemek
yanlis olmayacaktir. Bu durumda, ozon gaziyla muamele goren maydanozlarin askorbik
asit icerigindeki kayipla toplam antioksidan aktivite degerinin azalmasi arasindaki iliski
tutarhidir. Bununla beraber, Luwe vd. (1993) ispanak yapraklarina gonderilen ozon

akimiyla sebzenin apoplastindaki askorbatin azalma orani arasinda biiyiik bir farklilik
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tespit etmistir. Arastirmacilara gére bu durum, ozonun sadece askorbatla degil, diger
hiicresel bilesenlerle de reaksiyona girdigini gostermektedir. Maydanozlarda da
antioksidan o0zellik gosteren tek bilesik askorbik asit olmadigindan, fenolikler ve
karotenoidler gibi diger bazi1 bilesenlerin de ozonla reaksiyona girmis olabilecegi

sOylenebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ayiklanip dogranmis marul, 1spanak ve maydanozlara inokiile edilmis E.
coli ve L. innocua inaktivasyonunda ozonlu suyla (12,0+0,5 ppm) yikama
uygulamasinin etkinligi ve bu uygulamanin s6z konusu sebzelerin klorofil a, klorofil b,
askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerleri
izerine etkisi incelenmistir. Ozonlu suyla yikama ile elde edilen sonuglar, saf su ve
klorlu su (100 ppm) uygulamalarindan elde edilen sonuglarla karsilastirilmistir. Buna
ilaveten, farkli dezenfektanlarla muamele edilen maydanozlarda E. coli ve L. innocua
mikroorganizmalarinin gelisimleri ile Orneklerin klorofil, askorbik asit ve toplam
fenolik madde igerikleri ve antioksidan aktivite degerleri 15 giinlilk soguk depolama
(51 °C) siiresince izlenmistir. Ayrica ozon gazi uygulamasinin (95012 ppm, 20
dakika) maydanozlarda E. coli ve L. innocua inaktivasyonundaki etkinligi ve bu
uygulamanin klorofil, askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri ve antioksidan
aktivite degerleri iizerine etkisi belirlenmistir. Arastirmadan elde edilen sonuglar

asagida maddeler halinde 6zetlenmistir:

(1) Gerek 5 dakikalik, gerekse 15 dakikalik ozonlu su uygulamalarinin incelenen her iig
sebzede de mikrobiyel inaktivasyon saglamada etkili oldugu belirlenmistir. Ozonlu
suyla muamele siiresi arttik¢a, test edilen her iki mikroorganizmanin inaktivasyonu
genel olarak artmistir. Ozonlu suyla gergeklesen en yiiksek E. coli ve L. innocua
inaktivasyonu, 15 dakikalik muameleler sonucunda sirasiyla 2,22 ve 2,24 logaritmik

birim seviyesinde marul drneklerinde gergeklesmistir.

(2) Distile suyla yikama uygulamasi sonucu her ii¢ sebzede de mikroorganizma
sayilarinda sinirli bir azalig (yaklasik 1 logaritmik birim) gozlenirken, her iki
mikroorganizma i¢in en yiiksek inaktivasyon oranlar1 klorlu su ile muameleler sonucu
elde edilmistir. Klor uygulamasi her 3 sebzede de E. coli sayisinda yaklagik 3 logaritmik

birim, L. innocua sayisinda ise yaklasik 2,2 log birimlik azalmalar saglamistir.
(3) L. innocua inaktivasyonunda ozonun performansi klorunkine son derece yakin

bulunmustur. Maydanoz 6rneklerinin klorlu ve ozonlu suyla yikanmasi ile elde edilen

inaktivasyon oranlar1 (swrasiyla 2,23 ve 2,19 logaritmik birim) arasindaki fark

66



istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar; ozonun, klorun yerine
gecebilecek kadar etkin (6zellikle Listeria spp. acgisindan) ve klor uygulamalarindan
kaynaklanan toksik kalinti problemini ortadan kaldirabilecek giivenli bir dezenfektan

olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

(4) Farkli yikama uygulamalarinin; marul, ispanak ve maydanozlarda incelenen
kimyasal Ozellikler lizerine olumsuz bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Bu durumun
istisnast olabilecek tek sonug, klorlu su uygulamalarinin yaprak sebzelerin toplam
fenolik madde icerigini azaltmasi ve meydana gelen bu azalmanin 1spanak 6rneklerinde
istatistiksel acidan onemli olmasidir (p<0,05). Bu sonug, gida sanayiSinde yikama
uygulamalarinda siklikla kullanilan klorun uygulanmasinda doz ve siire parametrelerine

cok dikkat edilmesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

(5) Farkli yikamalar uygulanip 5 °C’de depolanan maydanozlarda E. coli sayilarinin
tim Orneklerde depolama boyunca azaldigi belirlenmis, L. innocua sayilarinda ise
depolama siiresince onemli bir degisiklik goriilmemistir. Bu durum, diisiik depolama
sicakliklarinda bile canliligint ve gelismesini siirdiirebilen Listeria cinsi bakterilerden

kaynaklanan tehlikeyi gozler 6niine sermektedir.

(6) Maydanozlardaki klorofil a, klorofil b, askorbik asit ve toplam fenolik madde
igerikleri ile antioksidan aktivite degerleri depolama siiresince azalmistir. Bu durum
bitkinin hasat sonu fizyolojisinin dogal bir sonucudur ve bu prosesinin miimkiin
oldugunca yavas ilerlemesi i¢in depolamadaki sicaklik ve nem parametrelerinin siirekli

kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir.

(7) Maydanoz 6rneklerine 20 dakika siireyle uygulanan 950+12 ppm konsantrasyondaki
ozon gazi E. coli sayisinda 1,31, L. innocua sayisinda 1,14 logaritmik birimlik
azalmalar saglamistir. Herhangi bir yikama (suyla akip gitme) etkisi olmaksizin bu
kadar kisa siirede gerceklesen bu inaktivasyon oranlari, gaz ozon uygulamasinin
mikroorganizmalart elemine etmedeki giliciinii ortaya koymaktadir. Gaz ozon

uygulamasi, yikanamayacak ya da prosesinde yikama islemi igermeyen iiriinlerde
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bulagmas1 muhtemel E. coli ve L. monocytogenes mikroorganizmalarini elemine etmek

icin Onerilebilir.

(8) Ozon gaz1 uygulamasi maydanozlarda klorofil diizeylerinde herhangi bir
olumsuzluga yol agmazken, askorbik asit ve toplam fenolik madde igerikleri ile
antioksidan aktivite degerinde sirasiyla %40, %12 ve %41 diizeyinde azalmalara neden
olmustur. Bu durum, maydanozdaki fenolikler ve askorbik asit gibi antioksidan
bilesiklerin ozon uygulamasi sirasinda gerceklesen oksidasyon reaksiyonlarinin dogal

substratlar1 oldugunu gostermistir.

(9) Herhangi bir dezenfeksiyon maddesinin/sisteminin teknolojik a¢idan ‘“uygun”
olabilmesi i¢in tiriinde sadece mikrobiyel giivenligi saglamasi yeterli degildir. Ayrica
rtiniin kalitesine katkida bulunan bilesenler {izerine de herhangi bir olumsuzluk
yaratmamasi gerekmektedir. Bu nedenle, suda ¢6ziinen 0zon ve gaz ozon diizeylerinin
maksimum mikrobiyel inaktivasyon saglarken {iriiniin kalite 6zelliklerine ve besleyici

unsurlarina zarar vermeyecek sekilde optimize edilmesi gerekmektedir.
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EK 1 Farkli mikroorganizmalarin inaktivasyonunda ozon uygulamalarinin etkinligi

Ozon

uygulanan ©Ozon Sonugclar Kaynak
A Uygulamasi
iiriin

Bogiirtlen Yeni hasat edilmis bogiirtlenler ~ Misel gelisimi gorsel olarak takip edilmis, sonuglar % ¢iiriik meyve olarak verilmistir. Barth vd.
2°C’de 0,1-0,3 ppm o0zon - 12. giiniin sonunda ozon uygulanan meyvelerde bozulma olmazken kontrol grubu meyvelerde %20 (1995)
atmosferinde 12 giin oraninda misel geligimi saptanmisgtir.
depolanmigtir - Enfeksiyonlarin esas etmeninin Botrytis cinerea oldugu saptanmistir.

Pargalanmig Sonication, karistirma, - En etkin ozonlama yontemi olarak “bubbling” belirlenmistir. Kim (1998)

marul stomaching ve bubbling gibi - (%4,9 vlv, 0,5 L/dak) ozon bubbling uygulamasinin mikrobiyal yiki 5 dak.’da 1,5-1,9 log indirgedigi
farkli mekanik uygulamalar ile saptanmuistir.
ozonlama islemi - Ozonun maruldaki mikroorganizmalara etkin bir sekilde ulasmasi i¢in bubbling+yiiksek hizda karigtirma
gerceklestirilmigtir onerilmistir.

Cilek 2°C’de 0,35 ppm ozon Misel gelisimi gorsel olarak takip edilmis, sonuglar % cliriikk meyve olarak verilmistir. Perez vd.
ortaminda 3 giin depolamadan - 20°C’ye alindiktan sonraki 2. giine kadar, ozonlanmig 6rneklerde kismi bir korunma (%15) saglanmistir.  (1999)
sonra perakende kogullarinda - Ancak 4. giiniin sonunda B. cinerea etmenli gri ¢iiriiklik, ozonlanmig ve kontrol 6rneklerinde esit
(20°C’de) 4 giin depolama diizeyle goriilmiistiir.

Portakal ~ ve 0,3 ppm ozon atmosferinde 4,5- - Ozona muamele, P. digitatum etmenli yesil kiif ve P. italicum etmenli mavi kiif olusum sikhigmmi Palou vd.

limon 5°C’de portakallar 4 hafta, etkilememis ancak bu hastaliklarin daha yavas ilerlemesine neden olmus ve 1 hafta kadar geciktirmigtir. (2001)

(Penicillium limonlar 9 hafta muamele - Sporlanma 6nlenmis veya azaltilmigtir. Diisiik sicaklik ile ozonun sinerjist etkisi goriilmiistiir.

digitatum ve edilmis ve 10°C’de 1 ppm’lik - Fungusitlere dayanikli suslarin sporlarinin vejetatif hale gegcmesi geciktirilmis bdylece hasat sonrasi

P. italicum ile ozon atmosferinde 2 hafta fungusitlerinin dmiirleri uzatilmistir.

agtlanmis) tutulmus

Seftali ve 5°C’de % 90 bagil nemde 0,3 - Misel gelisimi ve sporlanmasi ozonla depolama boyunca onlenmis ancak triinler gevre atmosferine Palou vd.

tziim (Cesitli ppm ozon varliginda 4-5 hafta getirildiginde misel gelisimi ve sporlanma baglamustir. (2002)

mikroorganiz-
malar ile
agtlanmig)

depolama

- Seftalilerde Monilinia fructicola etmenli kahverengi ciiriikliik diginda diger ¢iiriimelerin gériilme siklig
ve siddeti degismemistir.
- Uziimlerde gbriilen B. cinerea etmenli gri ciiriikliik 7 hafta depolamayla inhibe olmustur.
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Ozon

- Sonuclar Kaynak
uygulanan iiriin uygulamasi

Turunggiller Paslanmaz gelik sepetlere - 10 ppm’lik ozonlu su i¢inde 20 dak. tutma ile P. digitatum etmenli yesil kiif ve Geotrichum Smilanick

Seftali doldurulan meyveler ozonlu citriauranti etmenli eksi ¢iiriikliik azaltilamamugtir. vd. (2002)

Nektarin suyla dolu (ozon - Monilinia fructicola etmenli kahverengi ¢iiriikliikle karsilagilma siklig1 seftalilerin 1,5 ppm’lik ozonlu

Uziim konsantrasyonu 1,5-10 ppm) suya 1 dak. daldirilmasi ile % 10,9’dan % 5,4’e diismiistiir.
havuzlara daldirilmis (farkli - 5 ppm’lik ozonlu su iginde 1 dak. tutma ile aerobik bakteri popiilasyonu 1,1 log birim, maya ve
siireler tutma-+havada flamentli kiif popiilasyonu 0,7 log birim azalmstir. 5 dak. siire ile tutmakla ise bu azalmalar sirasiyla
kurutma+depolama) 1,6 ve 1,3 log birim seklinde gergeklesmistir.

- Ozonlanmamis tiziimlerde %35 siklikla gérilen B. cinerea etmenli gri ¢iiriiklik 10 ppm’lik ozonlu
suya 1 ve 6 dak.’lik daldirmalar sonucu %10-26 arasinda degisen oranlarda azalmigtir.

Cilek (B. cinerea 1,5 ppm ozon igeren depoda Ozon atmosferinde depolanmayan meyvelerde, ozon atmosferinde depolananlara gore kiif misellerinin ~ Nadas vd.

ile agilanmis veya 2°C’de 3 giin depolama gelisiminin daha hizli oldugu belirlenmistir. (2003)

dogal enfekte)

Dogranmis kereviz ~ 17°C’de 0,03, 0,08, 0,18 ppm  Baslangigta toplam bakteri sayist 5,08 log kob/g’dir. 9 giinliik depolama sonunda kontrol 6rneklerinde ~ Zhang vd.
ozonlu su i¢eren havuzlara 6,78 log kob/g. 0,03, 0,08 ve 0,18ppm’lik ozonlu suya daldirilan drneklerde sirasiyla 5,72, 5,64 ve 5,63 (2005)
daldirip 2, 6, 10 dak. tutma ve  log kob/g olarak belirlenmistir. Ozonlu su uygulamasi dogranmis kerevizlerde bakteri gelisimini
4°C’de 9 giin depolama engelleyerek mikrobiyal bozulmay1 azaltmis boylece mikrobiyal giivenlik saglanmistir.

Patates ve model Model sisteme ve patates - 1,4 ve 1,9 ppm’lik ozon uygulamasi (1 dak.) sudaki Y. enterocolitica popiilasyonunu 4,6 ve 6,2 log Selma vd.

sistem (Yersinia yiizeyine uygulanan suda kob/mL diizeyinde azaltmstir. (2006)

enterocolitica ve L.

monocytogenes ile
inokiile)

¢oziinmiis ozon (1,4-5 ppm)

- Ozonlu su (5 ppm, 1 dak.) patates ylizeyindeki Y. enterocolitica ve L. monocytogenes 1,6 ve 0,8 log
kob/g diizeyinde azaltmistir.
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- Sonuglar Kaynak
uygulanan iiriin uygulamasi
Domates (tiim Nemli gaz ozon akimi (4+0,5 Mezofilik bakteri, psikrofilik bakteri ve kiif-maya sayisinda sirasiyla 1,07, 1,27 ve 0,5 log birimlik Aguayo vd.
halde veya UL/L, her 3 saatte bir 30 dak.) azalmalar saglanmistir. (2006)
dilimlenmis)
Kuru incir Gaz ozon (5 veya 10 ppm) 3 - Toplam aerobik-mezofilik mikroorganizma ve kiif-maya sayisindaki azalmalar %38 ve %72 Oztekin vd.
veya 5 saat diizeyinde gergeklesmistir. (2006)
- Koliformlar tamamen inaktif olmustur.
- Mikroorganizma inaktivasyonu i¢in en az 3 saat 5 ppm ozonla muamele gerekmektedir.
Dogranmis marul 3-10 ppm ozonlu su (5 dak.) - Dogal bakteri florasindaki azalis, ozon konsantrasyonunun artmasiyla artig gostermistir. Ancak 5 Koseki ve
tek basina veya sicak suyla ppm ile elde edilen 1,4 log kob/g’lik azalisin iizerinde bir azalis ger¢eklesmemistir. Isobe (2006)
(50°C, 2,5 dak.) birlikte - Sicak su ile kombinasyon, ozonlu suyla elde edilenin {izerinde bir mikrobiyel etkinlik
saglamamigtir.
Domates 1-2 mg/L’lik ozonlu su (120 - 1 ve 2 mg/L’lik ozonlu suya daldirma sirasiyla 2,32 ve 2,53 log birimlik azalmalar saglamigtir.  Chaidez vd.
(Salmonella saniye daldirma veya 30 - 1 ve 2 mg/L’lik ozonlu su piskiirtmeleri sirasiyla 1,84 ve 2,40 log birimlik azalmalar (2007)
typhimurium  ile saniye piiskiirtme) saglamustir.
inokiile edilmis)
Marul 4 mg/L’lik ozonlu suya 2 Enterobacteriaceae, mezofilik bakteri ve psikrofil bakteri sayilari sirasiyla 1,3, 1,7 ve 1,5 log  Akbas ve
dak. daldirma (20£1°C’de) kob/g oraninda azalmstir. Olmez (2007)
Kavun Sicak su (75°C, 1 dak.) ve Mezofilik bakteri, psikrofil bakteri, kiif ve koliform sayilarinda sirasiyla 3,8, 5,1,2,2 ve 2,3 log  Selma vd.
gaz ozon (10000 ppm, 30 birimlik azalmalar saglanmugtir. (2008Db)

dak.) kombinasyonu
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Kavun (kabugu Kismi vakum altinda gaz Toplam canli ve Salmonella sayilari sirasiyla 4,2 ve 2,8 log kob/12,6 cm? kabuk alani oraninda ~ Selma vd.
Salmonella ile ozon (10000 ppm, 30 dak.) azalmustir. (2008a)
astlanmig veya
dogal floral1)
Kuru incir 13,8 mg/L ozon gaziyla yada - Her 2 uygulama sonucunda; aerobik bakteriler tamamen inaktif olmazken 7,5 dak. sonunda E.  Zorlugeng vd.
1,7 mg/L ozonlu suyla 7,5-30  coli tamamen elemine edilmistir. (2008)
dak. muamele - Ozonlu suyla 7,5 dak. muamele koliformlari, 15 dak. muamele ise mayalar1 tamamen inaktive
etmistir.
- 15 dakikalik uygulamalar tiriinde bulunan kiiflerin tiimiinii inaktive etmeye yetmistir.
Havug Ozonlu su (4 ppm) ile 2 dak.  Pectobacterium carotovorum (havuglarda yumusak ¢iiriikliik etmeni) inaktive edilmistir. Hassenberg
yikama vd. (2008)
Dogranmig kavun  Ozonlu suyun (0,4 mg/L, 3 Ozon+perasetik asit kominasyonu psikrofil ve mezofil mikroorganizmalari sirasiyla 0,9 ve 0,8 Silveira vd.
dak.) perasetik asitle (80 log kob/g diizeyinde azaltmistir. (2010)
mg/L, 1 dak.) kombinasyonu
ardindan 5°C’de 10 giin
depolama
Marul (E. colive 2 mg/L’lik ozonlu suya - Mikroorganizmalarin ekiminden 6 saat sonrasina kadar E. coli ve L. monocytogenes Olmez ve
L. monocytogenes  (10°C’de) 2 dak. daldirma mikroorganizmalar1 %99.9 oraninda azalmistir. Temur (2010)

ile inokiile
edilmis)

- Mikroorganizmalarin ekiminden 48 saat sonra her 2 mikroorganizmanin sayisinda %90’dan
diisiik azalmalar gergeklesmistir (biyofilm olusumundan dolayr)
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