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Bu calismada, bazi bitki materyallerinin ve kombinasyonlarinin E. coli O157:H7, S.
Enteritidis, E. coli Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi antimikrobiyel
aktiviteleri disk diflizyon yontemiyle arastirilmistir. Zeytin yapragi ekstrakti, propolis,
greyfurt ucucu yagi, portakal kabugu ugucu yagi ve biberiye ugucu yaginda ve bu
materyallerin kombinasyonlarindaki antimikrobiyel aktiviteler incelendiginde Gram
pozitif bakterilerden Ozellikle S. aureus’a karst yiiksek inhibisyon zon caplari
gozlemlenmistir. Literatiirde yer alan, antimikrobiyel etkinin genel anlamda Gram
pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugu bulgusu bir kez daha kanitlanmistir. Her ne
kadar ar1 tirlinii olsa da materyalin agirlikli olarak bitki kokenli olmasi nedeniyle bu
caligmada propolis de kullanilmistir. Patojenlere karsi en yiiksek inhibisyon zonu
olusturan materyaller greyfurt ugucu yagi ve biberiye ugucu yagi olmustur. Bitki
materyallerinin 2°1i kombinasyonlarinin en yiiksek antimikrobiyel etki gosterdigi Gram
negatif bakteri, S. Enteritidis olurken 3’lii kombinasyonlarin en yiiksek antimikrobiyel
etki gosterdigi Gram negatif bakteri ise E. coli O157:H7 olmustur. Bu ¢alismada tek
basimna antimikrobiyel aktiviteye sahip olmayan materyallerin farkli sayida
kombinasyonlarinin sinerjik etki olugsturabilecegi ve bazi kombinasyonlarda da
birbirlerini baskilayarak aktiviteyi diistirebildikleri gbzlemlenmistir. Yapilan toplam
fenolik miktar1 analizi sonucunda en ¢ok toplam fenolik miktar1 greyfurt ugucu yaginda
gozlemlenmistir. Caligmada kullanilan bitki materyallerinin antimikrobiyel aktivite
sonuglari ile toplam fenolik miktarlarinin sonuglar: birbiri ile paralellik gostermektedir.
Calisma igin segilen 5 bitki materyali ve materyallerin 3°1ii kombinasyonlarindan 2
tanesi duyusal analiz amaciyla kofteye eklenmistir. Panelistlerin renk, goriiniis, koku,
tat, tekstiir ve genel begeni degerlendirmeleri sonucunda kontrol koéftesine en yakin
kriterleri zeytin yapragi ekstrakti iceren koftenin gosterdigi ve 3’1 kombinasyonlarin en
diisiik begeni puanlarini aldigi tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF VARIOUS HERBAL
EXTRACTS AND COMBINATIONS ON MEATBALL

Giilten KOLCUOGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Science
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN

In this study, antimicrobial activities of some plant materials and combinations against
E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli Biotype 1, L. monocytogenes and S. aureus were
investigated by disk diffusion method. When the antimicrobial activities of olive leaf
extract, propolis, grapefruit essential oil, orange peel essential oil and rosemary essential
oil and combinations of these materials were examined, high inhibition zone diameters
were observed against Gram positive bacteria, especially S. aureus. The finding in the
literature that the antimicrobial effect is generally more effective against Gram positive
bacteria has been proven once again. Although it is a bee product, propolis was also
used in this study because the material is mainly of plant origin. The materials forming
the highest zone of inhibition against pathogens were grapefruit essential oil and
rosemary essential oil. The Gram negative bacterium with the highest antimicrobial
effect of the 2-in-1 combinations of plant materials was S. Enteritidis, while the Gram
negative bacterium with the highest antimicrobial effect in the triple combinations was
E. coli O157:H7. In this study, it was observed that different combinations of materials
that do not have antimicrobial activity alone can create a synergistic effect, and in some
combinations, they can reduce the activity by suppressing each other. As a result of the
analysis of total phenolic content, the most total phenolic content was observed in
grapefruit essential oil. The results of the antimicrobial activity and total phenolic
amounts of the plant materials used in the study are in parallel with each other. 5 plant
materials selected for the study and 2 of their triple combinations were added to the
meatballs for sensory analysis. As a result of the panelists’ evaluations of color,
appearance, smell, taste, texture and general taste, it was determined that the closest
features to the control meatballs were shown by the meatballs containing olive leaf
extract and the combinations of 3 received the lowest scores.

December 2020, 72 pages

Key Words: Plant extract, antimicrobial, meatball, synergistic effect, olive leaf extract,
propolis, grapefruit essential oil, orange peel essential oil, rosemary essential oil,
propolis



TESEKKUR

Lisans egitimimin ilk giiniinden bu yana danismanim olan, yiiz yiize tanisti§im andan
beri kendimi her alanda gelistirmeme katki saglayan, destegini hicbir zaman eksik
etmeyen, laboratuvarinin kapisini 68renmek isteyen herkese agan ve benim igin
danismandan 6te bir yeri olan degerli hocam Prof. Dr. A. Kadir HALKMAN’a (Ankara
Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1) ve sevgili esi Dr. Hilal HALKMAN’a,

Yardimini, destegini, bilgilerini paylasmay1 hicbir zaman esirgemeyen degerli hocam

Prof. Dr. Filiz OZCELIK e (Ankara Universitesi, Gida Miihendisligi Anabilim Dal1),

Yiiksek lisans egitimime basladiktan sonra hi¢ beklenmedik bir zamanda siirpriz bir
sekilde laboratuvarimiza gelmesiyle laboratuvar arkadasliginin, yardimlasmanin ve
dostlugun giizelliklerini gérmemi saglayan, her konuda elinden geleni sonuna kadar
yapacagini bildigim, Ankara’li olduguna ¢ok sevindigim sevgili arkadasim Merve
AKPINAR’a,

Ise basladigim giinden itibaren anag tavriyla beni kucaklayan, mesleki anlamda kendimi
gelistirmeme katk1 saglayan sevgili miidiirim Ozlem Etiz SAGDAS’a ve ORLAB

ekibine,

Son olarak, gii¢lii ve basarili olabilmem igin ellerinden gelen maddi ve manevi destegi
her zaman saglayan ailem Meltem KOLCUOGLU, Yusuf KOLCUOGLU ve Giilfem
KOLCUOGLU’na sonsuz tesekkiirler.

Giilten KOLCUOGLU
Ankara, Aralik 2020



ICINDEKILER

TEZ ONAY SAYFASI
O 1 U i
L /71 1 e ii
ABSTRACT ...cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitittititittttittaetactsssssscsscsscsssssssssscnscnns iii
TESEKKUR.....cuituiiiiitiieretierierereererestesestessessessersessessessessessessennes iv
SIMGELER DIZINI......ccooivimiiiiiiiiiiiiiiiiiciinincccccinineecee vii
SEKILLER DIZINI...cucuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiieieeteeteneenereeseseeneeseeseeneennne viii
CIZELGELER DIZINI.....couiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeceneeneneennesneenesnesnesnnn X
L GIRIS ettt 1
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI .....cc.cocconiiiniiininiiind 4
2.1 Bitki, Baharat, Bitki Ekstrakti, Ucucu Yag ve Propolis Tanimlar1 ve Genel
L0373 | 1154 1 G TSRO 4
2.2 AntimiKrobiyel Maddeler...........c.ooviiiiiiiicie st 7
2.3 Kayna@ Bitki Olan Dogal Antimikrobiyel Maddeler ve Antimikrobiyel
AKEIVITE ..o 9
2.4 Engeller Teknolojisi ve Sinerjik Etki Kavramlari...............ccoccooviiiininnnnnn, 12
2.5 Analiz i¢in Tercih Edilen Bitki Materyalleri ..................cccocooovvvevernrecesnnnennne, 13
2.5.1 Zeytin yapragi ekstraktl (ZYE) .........ccooiiiiii 13
T o (] o To] LSRR 14
2.5.3 Greyfurt ucucu yagl (GUY) ..o 16
2.5.4 Portakal kabugu ucucu yagi (PKUY)........ccccoiiiiiiiii 17
2.5.5 Biberiye ucucu yagt (BUY) .....cooooiiiiie e 18
2.6 Antimikrobiyel Aktivite Tayin Yontemleri ...................cccooociiii 19
2.6.1 DIfliZyon YONEEIMI .........coooiviiiiiiiiciie e 19
2.6.1.1 Disk difilzyon yOntemi ............cccccoiiiiiiiiiiniii 19
2.6.1.2 Agar kuyucuk difiizyon yontemi .................cccooiiiiiiiiii e 20
2.6.2 DilliSyon YONTEM........cocoiiiiiiiiiiiiiii i 21
2.6.2.1 Broth diliisyon YONtemi.............cccooiiiiiiiiiiiiiiee e 21
2.6.2.2 Agar dililSyon yONtemi...........cccoociiiiiiiiiiiinii 21
3. MATERYAL VE YONTEM ........c.cooomuiiiiiieeeeeeeeeeeeesieee e sesies s 22
B L MALEIYAL ... et nraera s 22
R 1) 1175 11 T TSP PP TR UPRT 22
3.2.1 Kullanilan mikroorganizmalar..................cccoooiiiiiin 22
3.2.2 Zeytin yapragi ekstraktimin (ZYE) hazirlanmasi ... 23
3.2.3 Koftenin hazirlanmasi ................ccooooiiiii 23
3.2.4 Kullanilan besiyerleri ve cozeltilerin hazirlanmasi.......................ccoooein 23
3.2.5 Antimikrobiyel etki zon ¢apinin belirlenmesi...................cccooiiiiii, 23
3.2.6 Toplam fenolik madde miktari tayini ................c.cccooiiiiie 24
3.2.7 DUYUSAl @NALZ ...t 24
3.2.8 DENEIME UESENI ...ttt 25
3.2.9 Istatiksel ANAlZ ..............ccoevuevieereciieeicee e 25
4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ..ot 26
4.1 Zeytin Yapragi Ekstraktinin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular-........... 27
4.2 Propolisin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular .............ccccoiiiiiiinnns 29

Vi



4.3 Greyfurt Ucucu Yaginin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular.................. 31
4.4 Portakal Kabugu Ucucu Yaginin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular ...32

4.5 Biberiye Ucucu Yaginin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular................... 34
4.6 Bitki Materyallerinin 2’li Kombinasyonlarinin Antimikrobiyel Aktivitesine
ATLBUIGUIAT ...t 35
4.7 Bitki Materyallerinin 3’lii Kombinasyonlarinin Antimikrobiyel Aktivitesine
ATLBUIGUIAT ...t 39
4.8 Bitki Materyallerinin 4’lii Kombinasyonlarimin Antimikrobiyel Aktivitesine
ATLBUIGUIAT ...t 42
4.9 Bitki Materyallerinin 5’li Kombinasyonunun Antimikrobiyel Aktivitesine
ATLBUIGUIAT ...t 44
4.10 Toplam Fenolik Madde Miktar: Tayini.............ccccoooiiiiiiiiniiiie 45
A4.11DUYUSAl ANGLIZ ..ottt 47
4.12 Duyusal Analizi Gergeklestirilen Bitki Materyallerinin Antimikrobiyel
AKTIVITEST ..o e 52
5. SONUC ... bbbt h b E b b e b n e 56
KAYNAKLAR Lo 59
EK 1 Kofte Duyusal Degerlendirme Formu (PISMIS)..............cccooovviviviecicessennn, 70
(07€) 00117 1 15T 71

vii



SIMGELER DiZIiNi

dk Dakika

g Gram

kg Kilogram

K Lamda (Dalga boyu)

ug Mikrogram

ulL Mikrolitre

mL Mililitre

mm Milimetre

nm Nanometre

°C Santigrat derece

% Yiizde

Kisaltmalar

BUY Biberiye Ugucu Yagi

FC Folin-Ciocalteu

GRAS Generally Recognized as Safe
GUY Greyfurt Ugucu Yagi

HPTLC Yiiksek Performansl Ince Tabakali Kromatografi
MHA Mueller Hinton Agar

MHB Mueller Hinton Broth

MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
PE Propolis Ekstrakti

PKUY Portakal Kabugu Ugucu Yagi
TAMB Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri
TPAB Toplam Psikrofilik Aerobik Bakteri

ZYE Zeytin Yapragi Ekstrakti

viii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 4.1 Bitki materyallerinin antimikrobiyel etkileri sonucunda dl¢iilen
INNINISYON ZOMNIATT....uvviiiiiieiiie et 27

Sekil 4.2 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda Ol¢iilen inhibisyon Zonlart .........ccccceviiiiiiiiniiie e 37

Sekil 4.3 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin bazilarinin E. coli
O157:H7’ye kars1 antimikrobiyel etkileri sonucunda 6l¢iilen inhibisyon
/0] 111 & RO TSP U TP PO TORTR 38

Sekil 4.4 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin S. aureus’a kars1
antimikrobiyel etkileri sonucunda Slgiilen inhibisyon zonlari ............cccc........ 39

Sekil 4.5 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi
antimikrobiyel etkileri sonucunda Slgiilen inhibisyon zonlari ..........c..ccc........ 39

Sekil 4.6 Bitki materyallerinin 3°1ii kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon Zonlart ..........cccocvecvvieiiniiiic i 40

Sekil 4.7 Bitki materyallerinin 3’lii kombinasyonlarinin S. aureus’a kars1
antimikrobiyel etkileri sonucunda Sl¢iilen inhibisyon zonlari .............c.......... 42

Sekil 4.8 Bitki materyallerinin 3’1ii kombinasyonlarinin S. aureus’a kars1
antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlari..............cc.c...... 42

Sekil 4.9 Bitki materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda Ol¢iilen inhibisyon Zonlart ...........cocceviriiniiiciceec 43

Sekil 4.10 Bitki materyallerinin 4°1ii ve 5°1i kombinasyonlarinin S. aureus’a kars1
antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlari ..................... 45

Sekil 4.11 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
renk kriteri tizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari .................. 49

Sekil 4.12 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
goriliniis kriteri tizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari ............ 49

Sekil 4.13 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
koku kriteri lizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglart ................. 50

Sekil 4.14 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
tat kriteri lizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari ..................... 50

Sekil 4. 15 Farkl1 bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
tekstiir kriteri tizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari .............. 51

Sekil 4.16 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
genel begeni kriteri tizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglart .....51

Sekil 4.17 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin E. coli O157:H7’ye
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6lgiilen inhibisyon
/0] 11 ;1 6 DTS T R TP OPPTPPROTRPPPN 53



Sekil 4.18 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin S. Enteritidis’e
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda Sl¢iilen inhibisyon
/0] 11 ;1 & RO PT TR PP PRSPPI 53

Sekil 4.19 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin E. coli Biyotip 1’e
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6lgiilen inhibisyon
/0] 11 ;1 6 R TP U TS UPT PR PRPOTRRPPN o4

Sekil 4.20 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin S. aureus’a karsi
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda Ol¢iilen inhibisyon
40311 E:1 o DO PRSPPI 54

Sekil 4.21 Duyusal analizi gerceklestirilen bitki materyallerinin L. monocytogenes’e
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6l¢iilen inhibisyon
40311 21 o DO OO PP PP 95



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 4.1 Bitki materyallerinin antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen

INNIDISYON ZONIATT ...t 26
1zelge 4.2 Bitki materyallerinin 2°11 kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
Cizelge 4.2 Bitki llerinin 2’li kombi 1 imikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlart...........cccecviiiiiiiiiiinicc 36
Cizelge 4.3 Bitki materyallerinin 3’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel
etkileri  sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlart...........ccccceveiiiiiinnnnnns 40
Cizelge 4.4 Bitki materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel
etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlart............cc.ccocvrvriiinniennene, 43
Cizelge 4.5 Bitki materyallerinin 5’li kombinasyonlarinin antimikrobiyel
etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlart ...........ccccceeeveiiieniennnnnns 45
Cizelge 4.6 Bitki materyallerinin toplam fenolik madde miktarlari ...............ccc.ee. 46

Cizelge 4.7 Farkl1 bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen
koftelerin duyusal degerlendirme puanlart..........cccooceeiieiiiiiiciiicieee, 47

Cizelge 4.8 Duyusal analizi gerceklestirilen bitki materyallerinin antimikrobiyel
aKEtIVItESININ SOMUGIATT.....cvviiiviiiiie it 52

Xi



1. GIRIS

Vazgecilmez temel beslenme kaynaklarindan olan bitkiler; tohum, tomurcuk, ¢ekirdek,
kok, govde, yaprak, meyve, ¢icek, kabuk ve sap gibi kisimlardan olugsmaktadir ve her
bitkinin farkli kisimlar1 c¢esitli amaglarla ¢ok uzun yillardan beri kullanilmaktadir

(Anonim 2013, Kapilan 2015, Sales ve Pashazadeh 2020).

Gidalara renk, tat, koku ve lezzet verme ile gidayr koruma amaciyla da bitkilerden
yararlanilmaktadir. Bu aromatik bitkiler; taze formda, kurutulup ekstrakte edildikten
sonra toz formda ve ¢esitli yontemlerle damitildiktan sonra sivi  formda

kullanilabilmektedir.

Bitkilerin yararli etkilerinden insanlar gibi arilar da faydalanmaktadir. Arilar bitkilerin
yaprak, govde ve tomurcuklarindan topladiklari yararli bilesikleri kendi salgilariyla
tepkimeye sokarak propolis adi verilen bir iiriin olustururlar (Anonim 2003). Propolis,
kovan igerisindeki arilar1 ¢esitli patojen mikroorganizmalara karsit korur. Propolisin
yararlar1 insanlar tarafindan kesfedildikten sonra, yara iyilestirici, bagisiklik koruyucu
olarak ve son yillarda da gida koruyucu olarak kullanilmaktadir (Soares de Arruda vd.
2020).

Gida endiistrisinde gidanin ¢esidine gore degisiklik gosteren, mikrobiyel gelismeyi
sinirlandiran veya onleyen uygulamalar mevcuttur. Bu uygulamalardan biri de gidalara
koruyucu madde eklenmesidir. Koruyucu maddeler igerisinde yer alan antimikrobiyel
maddeler ise gidada meydana gelebilecek mikrobiyolojik gelismeleri geciktirerek veya
tamamen engelleyerek gidanin raf dmriinii uzatmaktadirlar (Davidson ve Harrison 2003,

Mendonca vd. 2018).

Giliniimiizde mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi direng gelistirmelerinden dolay1
mikroorganizmalarla savagmak icin yeni bilesik alternatifleri arastirilmaya baglanmistir.
Son yillarda bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen maddelerin antimikrobiyel ve

antioksidan aktivitelerinin belirlenmesine ve et iriinlerinde kullanilabilirliginin



arastirilmasina yonelik ¢alismalar artmistir (Ozdemir vd. 2014, Zazharskyi vd. 2019,
Sales ve Pashazadeh 2020).

Antimikrobiyel aktivite gosteren bitkilerdeki baskin aktif kimyasallar fenoliklerdir ve
gidalarda kullanim miktar1 duyusal ozelliklere ve gida bilesenine gore degisiklik

gostermektedir (Ceylan ve Fung 2004, Rios ve Recio 2005, Mendonca vd. 2018).

Bitkilerin gida koruyucu olarak kullanilmasinin 6niindeki temel engel, ¢ogu zaman tek
basina yeterince etkili olmamalar1 ve antimikrobiyel etki saglamalar1 icin yeterli olan
miktarin negatif duyusal etkilere yol agmalaridir. Birkag¢ ekstraktin sinerjk etkisinden
yararlanmak bu soruna bir ¢6ziim olarak onerilmektedir (Hyldgaard vd. 2012, Smith
2019).

Zeytin yapragi, oleuropein fenolik bilesigi acisindan zengin, antimikrobiyel etkisi genis,
gidalara eklendigi zaman meydana gelecek antimikrobiyel aktiviteleri ve duyusal
ozellik bakimdan kabul edilebilirlik diizeyleri hakkinda arastirmalara ihtiya¢ olan bir

bitki materyalidir (Thielman vd. 2017).

Propolis, bagisiklik gii¢lendirici, antioksidan ve antimikrobiyel etkilerinden dolayi
oldukca dikkat ¢eken bir bitki materyalidir fakat tad1 ve aromas1 6nemli bir dezavantaj
olusturmaktadir (Pobiega vd. 2019). Propolisin tek basina kullaniminin yaninda gidalara
eklendigi zaman meydana gelecek antimikrobiyel aktiviteleri ve duyusal o6zellik

bakimdan kabul edilebilirlik diizeyleri hakkinda arastirmalara ihtiyag vardir.

Cesitli sektorlerde kullanilan turunggil kabuklarinin toplam fenolik igeriginin soyulmus
meyveye oranla oldukga yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (Gorinstein vd.
2001, Garrido vd. 2019). Turunggil isleme yan iiriinlerinin antimikrobiyel aktiviteleri ve
sagliga yararl etkileri bakimdan gida uygulamalarinda 6nemli bir potansiyel oldugu

diistiniilmektedir (Bora vd. 2020).



Biberiyenin ¢esitli saglik yararlari, antimikrobiyel, antioksidan, antifungal ve insektisit
aktiviteleri bulunmaktadir. Et ve et {riinlerinde c¢ogunlukla yapragi kullanilan

bitkilerden biridir (Kirpik 2005).

Bu ¢alismada amag, giinlimiizde siklikla gida koruyucu olarak kullanilan bitkilere
alternatif olarak gida kaynakli hastaliklara sebep olan belirli bakteri izolatlarina karsi
antimikrobiyel etki gosteren bitki materyalleri ve kombinasyonlarinin onerilmesi,
ardindan Onerilen bitki materyallerinin kofte {izerindeki duyusal kabul edilebilirliginin

degerlendirilmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERi

2.1 Bitki, Baharat, Bitki Ekstrakti, Ucucu Yag ve Propolis Tamimlar1 ve Genel
Ozellikleri

Varolusundan beri insanoglunun vazgecilmez temel beslenme kaynaklarindan olan
bitkiler; kok, govde, yaprak, meyve, tohum, kabuk ve ¢i¢ek gibi kisimlardan olusan
canlilardir ve besin maddesi, yara iyilestirici, koku ve tat verici amaglarla tipta ve
beslenmede birbirini tamamlar bi¢cimde kullanilmaktadir (Souza vd. 2005, Kapilan
2015).

Gidalara renk, tat, koku ve lezzet vermesi amaciyla gesitli bitkilerin; tohum, tomurcuk,
cekirdek, kok, gévde, yaprak, meyve, cicek, kabuk ve sap gibi kisimlarinin kurutulup;
biitiin halde veya ogiitiilmesi ile elde edilen tirlinlere baharat adi verilmektedir (Anonim
2013). Botanik siniflandirmada baharat, aromatik bitkilerin icerisinde yer alir ve tropik

iklimin mevcut oldugu bdlgelerde daha ¢cok bulunurlar.

Baharat, insan beslenmesinin 6nemli bir pargasidir ve diinyanin tiim kiiltiirlerinde yeri
vardir. Baharat ve bitkiler; taze, kurutulmus, biitiin, dogranmis veya 6giitiilmiis olarak
kullanilabilir ve renklerinden dolay1 ve/veya aroma lezzet ozellikleri ile yiyecek ve

iceceklerin hazirlanmasinda kullanilabilir (Viuda-Martos vd. 2011)

Baharatin gidalarda kullanilmasinin temel amaci, gidalarin tadin1 ve aromasin arttirmak
olmasima ragmen tibbi, antimikrobiyel ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle de dikkat
cekmektedirler (Joe vd. 2009, Das vd. 2012).

Aromatik bitki dokusundaki etken maddenin ¢dziicli maddeler yardimiyla bitkinin
¢coziinmeyen kismindan ayrilmasina “ekstraksiyon” adi verilmektedir (Karanki 2013).
On yikama, kurutma, dondurma, homojenizasyon igin ezme gibi islemler
ekstraksiyonun temel asamalaridir. Ekstraksiyonda dikkat edilmesi gereken nokta,
bitkinin aktif bilesenlerinin 6zelliklerini kaybetmemesini saglamaktir (Sasidharan vd.
2012, Manandhar vd. 2019).



Cok cesitli bitki ekstraktlar; yaygin bulasici hastaliklarin tedavisi basta olmak tizere
astim, idrar yolu enfeksiyonu, tekrarlayan ates gibi tibbi amagclar i¢in antik ¢aglardan bu
yana kullanilmaktadir, ¢linkii ¢ok ucuz, verimli, zararsizdir ve makul miktarlarda
tiketildiklerinde herhangi bir yan etkiye neden olmazlar (Tenover vd. 2004, Rios ve
Recio 2005, Kapilan 2015, Sales ve Pashazadeh 2020). Ozellikle son yillarda dogal
tedavilere artan ilgiden dolay1 bitkiler ve ekstraktlar ile ilgili calisma sayilar1 oldukca
artmistir (Nascimento vd. 2000, Holley ve Patel 2005, Teixeira vd. 2013, Zazharskyi
vd. 2019).

Aromatik bitkilerin ¢esitli materyallerinden elde edilen iirlinlerden biri de ugucu
yaglardir (Solorzano-Santos ve Miranda-Novales 2012). Ugucu yaglarin en yaygin elde
edilme yontemi su buhari ile damitma yontemidir, ancak ekstraksiyon veya presleme
yontemleri de siklikla kullanilmaktadir (Dikmetas vd. 2019). Ugucu yaglarin elde
edilme yontemleri ugucu yag bilesimini etkilemektedir (Gonza'lez-Mas vd. 2019).
Ugucu yaglarin sadece birkagi oda sicakliginda kat1 veya regine halindedir. Lipitlerde
veya organik ¢oziiciilerde ¢Oziiniirler, genellikle sudan daha disiik bir yogunluga
sahiptirler, soluk sari ile zimriit yesili veya mavi ile koyu kahverengimsi kirmizi
renktedirler. Hava ile temasi saglandiginda oda sicakliginda bile buharlasabildiklerinden
dolay1 "ugucu yag", giizel kokulu olmalar ve parfiimeride kullanilmalar1 nedeniyle de
"esans” gibi isimlerle bilinmektedirler (Burt 2004, Calikoglu vd. 2006, Gutierrez vd.
2009, Perricone vd. 2015)

Ugucu yaglar, oldukca farkli konsantrasyonlarda 20-100 bilesenin karisimlaridir, bazi
bilesiklerin konsantrasyonu oldukga yiiksektir, diger bilesenler ise eser miktarlarda
bulunur (Luciardi vd. 2019). Ugucu yaglarin antimikrobiyel ve biyolojik aktivitelerinde
yiiksek konsantrasyonlardaki ana bilesenler (terpenler, terpenoitler, aromatik halkali
molekiiller) 6nemli bir rol oynar (Bakkali vd. 2008, Perricone vd. 2015). Ancak bazi
durumlarda asil biyolojik aktiviteye konsantrasyonu daha diisiik olan bir bilesen de

sebep olabilir (Raut ve Karuppayil 2014).

Ugucu yaglar, bitki materyallerine ve bilesenlerinin dagilimina gore gesitlilik

gosterirken hos olmayan kokular1 gizlemek, saglik sorunlarmi kontrol etmek,



insan/hayvan refahina katkida bulunmak amaglariyla yaygin olarak kullanilmaktadir

(Franz 2010).

Tirkiye; cografi yapisi, iklim ve bitki Ortiisii ¢esitliligi sayesinde olduk¢a zengin bir
bitkisel floraya sahiptir. Bir¢ok bitki uzun yillardan beri bilimsel ve ticari amaglarla

kozmetik, ilag ve gida sanayilerinde kullanilmaktadir (Celik ve Celik 2007).

Bitkilerin yararl etkilerini kesfeden isci arilar da propolisi iiretmislerdir. Is¢i arilarmmn
kovan igerisindeki besinleri, yavru arilar1 ve kendilerini viriis, bakteri ve kiif gibi ¢esitli
patojen mikroorganizmalardan korumak amaciyla, bitkilerin yaprak, govde tomurcuk
vb. kisimlarindan topladiklar1 reginemsi maddeleri ve bitki nektarlarini, baslarinda yer
alan salgi bezlerinden salgilanan enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak
olusturduklar1 “ar1 tutkali” olarak da adlandirilan {irtine propolis adi verilmektedir
(Anonim 2003). Kovanda arilar tarafindan ¢esitli amaglar i¢in kullanilan propolisin
kaynagina gore rengi ile birlikte fiziksel ve kimyasal oOzellikleri de degisiklik
gostermektedir (Albayrak ve Albayrak 2008).

Propolisin kelime anlami eski Yunancadan gelmektedir. “Pro”; on, giris ve “polis”;
sehir anlamindadir ve bal arilarinin kovanlarini savunmasi ile ilgili olarak kullanilmigtir
(Atik ve Gimiis 2017, Anjum vd. 2019). Propolis, arilar tarafindan i¢ yiizeyi kaplanan
kovani dis etkenlere karsi giivence altina alirken, kralige arilar tarafindan da
yumurtlamadan 6nce petek gozlerinin temizlenip cilalanmasimi saglamak amaciyla
kullanilir. Arlar, kovan igerisine giren biiylik canlilar1 da propolis ile mumyalayarak

enfeksiyon kaynagi olusumunu 6nlerler (Basim vd. 2006, Soares de Arruda vd. 2020).

Propolisin kimyasal bilesimi sabit degildir ve elde edildigi bitkiler, toplanma zamani,
iklim, mevsim, cografik bolge gibi ¢esitli kriterlere bagl olarak farklilik gostermektedir
(Lopez vd. 2013). Ulkemiz biyolojik kaynak bakimindan olduk¢a zengindir ve ari
tirtinleri konusunda da biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Albayrak ve Albayrak 2008).



2.2 Antimikrobiyel Maddeler

Gidalara farkli yollarla agir metaller, kimyasallar bulasabilecegi gibi patojen
mikroorganizmalar da bulasabilir ya da bazi sapkali mantarlarda oldugu gibi dogrudan
gidanin  kendisinde dogal olarak toksin bulunabilir. Insanlarda, hayvanlarda ve
bitkilerde hastalik olusturan mikroorganizmalar patojen olarak adlandirilmaktadir.
Insanlarda gida kaynakli hastaliklara yol agan patojenler icinde 4 bakteri dnem
tasimaktadir. Bu bakteriler; Campylobacter jejuni, Salmonella’nin patojenik serotipleri,

Listeria monocytogenes ve Escherichia coli O157:H7 serotipidir (Halkman 2019).

Gram negatif, disiik sicaklikta ve asidik kosullarda gelisebilen E. coli O157:H7,
1982'den bu yana gida ile ilgili bir patojen olarak smiflandirilmaktadir (Buchanan ve
Edelson 1996). E. coli O157:H7 enfeksiyonu hemorajik iiremik kolit ve hemorajik
tiremik sendroma neden olmaktadir (Doyle ve Schoeni 1984, Ahn vd. 2007).

Gram pozitif ve psikrotrofik oldugu i¢in et ve et triinleri iizerinde sogutma
sicakliklarinda hayatta kalabilen L. monocytogenes, pnémoni, septisemi, menenjit ve
merkezi sinir sistemi enfeksiyonu gibi gida kaynakli hastaliklara neden olabilen bir
patojendir. Listeriosis, L. monocytogenes ile kontamine olmus gidanin yenilmesinin

neden oldugu kritik bir hastalik olarak kabul edilmistir (Nerrung vd. 1999).

Gram negatif Salmonella Enteritidis’de insanlarda hastalik yapan Salmonella

serotiplerinin basinda gelen gida kaynakli bir patojendir (Halkman 2019).

Insanlar toplu halde yasamaya ve yerlesik hayata gegmeye basladiktan sonra gidalarin
korunmasi ihtiyaci ortaya ¢ikmis ve glinlimiizde de bu ihtiya¢ ciddi bir sekilde devam
etmektedir. Tarimsal uygulamalardaki degisiklikler, raf omrii kisa gidalarin diyette
fazlaca yer almasi, gida irlnlerinin Ttretildikleri yerlerden ¢ok uzakta satisinin
gerceklesiyor olmasi, niifus artisi, gidaya hizli ve pratik ulasma istegi gibi nedenler
gidalar1 koruma tekniklerinin siirekli gelisimini zorunlu kilmigtir (Holley ve Patel 2005,
Ova 2009, Manandhar vd. 2019).



Gida endiistrisinde kullanilan koruma yontemlerinin basinda; 1sitma, sogutma,
dondurma, kurutma ve 1sinlama gelmektedir. Bu gida koruma yontemleri her gida igin
etkili ve yeterli olmayabilir. Boyle durumlarda genellikle gidaya koruyucu madde
katilmaktadir. Koruyucu maddeler igerisinde yer alan antimikrobiyel maddeler ise
gidada meydana gelebilecek mikrobiyolojik gelismeleri geciktirerek veya tamamen
engelleyerek gidanin raf omriinii uzatmakta ve Kaliteyle birlikte gida giivenligini de
arttirmaktadirlar (Uner vd. 2000, Davidson ve Harrison 2003, Vazquez-Sanchez vd.
2014, Zazharskyi vd. 2019).

Antimikrobiyel maddeler; laboratuvar ortaminda sentetik olarak elde edilenler ve
dogada ya da gidanin bilesiminde dogal olarak bulunanlar olmak iizere iki gruba
ayrilmaktadirlar. Sentetik antimikrobiyellere; yasal diizenlemelerle gidalarda belirli
limitlerle kullanimlarina izin verilen asetik asit ve asetat, benzoik asit ve benzoat, laktik
asit ve laktat, nitrit ve nitrat, sorbik asit ve sorbat drnek olarak verilebilir. Dogal
antimikrobiyeller ise hayvan, bitki ve mikroorganizma kaynakli olarak
smiflandirilmaktadir (Davidson ve Harrison 2003, Mendonca vd. 2018).

Hayvan kaynakli dogal antimikrobiyellerin basinda yumurtada bulunan lizozim ve siitte
bulunan laktoperoksidaz gelir. Cesitli bitkilerden elde edilen 6jenol, karvakrol, timol,
sinamik aldehit gibi fenolik bilesikler ve ucucu yaglar bitki kaynakli dogal
antimikrobiyellere 6rnektir. Lactococcus, Pediococcus ve Lactobacillus gibi
mikroorganizmalar ve nisin gibi fermantasyon iriinlerinden gelen bakteriyosinler ise
mikroorganizma kaynakli dogal antimikrobiyel maddelere 6rnek olarak verilebilir.
(Leistner 2000, Davidson ve Harrison 2003, Aybakir 2015).

Farmakolojik endiistriler son yillarda bir¢ok yeni antibiyotik liretmis olsalar bile, insan
patojenlerinin bu antibiyotiklere kars1 direng gelistirmeye basladigina dair birgok
calisma vardir (Nascimento vd. 2000, Bozoglu 2016, Sales ve Pashazadeh 2020). Bitki
kokenli antimikrobiyel maddeler, antibiyotige direncli insan patojenlerinin kontrolii i¢in
alternatif olarak goriilmektedir (Celik ve Celik 2007, Dash vd. 2011, Mendonca vd.
2018).



2.3 Kaynag Bitki Olan Dogal Antimikrobiyel Maddeler ve Antimikrobiyel
Aktivite

Ik ¢aglardan beri, birgok Kkiiltiir tarafindan kullanilan bitki materyalleri, lezzet
maddesinin yaninda antiseptik ve antimikrobiyel 6zellikleri ig¢in de kullanilmaktadir;
fakat, antimikrobiyel etkileri tizerindeki bilimsel arastirmalar 19. yiizyildan itibaren
rapor edilmeye baslanmistir (Coskun 2010, Dash vd. 2011). Bitki materyalleri,
antimikrobiyel o6zellikleri sebebiyle, insan gidalarimin  ve hayvan yemlerinin
korunmasinda kullanilmaktadir (Viuda-Martos vd. 2011, Aliakbarlu vd. 2013). Bu
antimikrobiyel 6zellige sahip maddelerin bazilarinin, bitkilerin bulasici organizmalara
kars1 kendini korumasina katkida bulunduklar1 da bilinmektedir (Soyer ve Bulut 2016,
Sales ve Pashazadeh 2020).

Bitki materyalleri, dogal antimikrobiyel koruyucular veya katki maddeleri olarak
popiiler hale gelmistir (Das vd. 2012, Gyawali vd. 2015). Tim bu gelismeler
arastirmacilar1 ve gida islemcilerini, genis bir antimikrobiyel aktivite spektrumuna sahip

dogal gida katki maddeleri aramaya yonlendirmistir.

Tiiketici bilincinin artmas1 ve sentetik kimyasal katki maddeleriyle ilgili endiseler
nedeniyle, dogal katki maddeleri ile korunan gidalar popiiler hale gelmistir. Son
zamanlardaki minimum islem goren, raf Omrli uzun gidalara karsi artan egilim
nedeniyle toksik olmayan baharat ve bitki ekstraktlarinin gidalarda dogal katki maddesi
ve koruyucu olarak kullanilmalari ile ilgili arastirmalar énem kazanmstir (Uner vd.
2000, Shan vd. 2007, Abdel-Hammiad vd. 2009, Gutierrez vd. 2009, Vazquez-Sanchez
vd. 2014).

Bitki materyallerinin antimikrobiyel 6zelliklerinin belirlenmesi gereklidir. Bitki
ekstraktlarinin  gida kaynakli patojenler de dahil olmak iizere farkli tiirdeki
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktiviteleri iizerine bir¢ok ¢alisma
yayinlanmigtir.  Arastirmalar sonucunda bildirilen ekstraktlarin antimikrobiyel
aktivitesindeki farkliliklar; bitki tiirli, kompozisyonu ve konsantrasyonu, hedef

mikroorganizmanin tlirli, susu Ve yogunlugu, ekstraksiyon yontemi, gidanin



kompozisyonu, isleme ve depolama kosullarina baglidir (Abbasoglu 1996, Shan vd.
2007, Aliakbarlu vd. 2013, Panpatil vd. 2013, Mendonca vd. 2018). Fenolik maddelerin
antimikrobiyel aktivitelerini etkileyen proteinler, lipitler, tuzlar, pH, ve sicaklik gibi

cesitli faktorler vardir (Sagdig 2003).

Bitki ugucu yaglarmin antimikrobiyel ve antioksidan aktivitesi; degisen ekolojik ve
cografi kosullara, bitkinin tiirline, kompozisyonuna, yasina, hasat zamanina,
konsantrasyonuna, hedef mikroorganizmanin tiirtine ve yiikline, gidanin bilesimine,
isleme ve depolama kosullarina baghdir (Sagdi¢ 2003, Raut ve Karuppayil 2014).
Antimikrobiyel aktivitenin ise; igerikteki fitokimyasal bilesenlerle, 6zellikle hiicre zari
yapilarina yayilan ve hiicre zarina zarar veren monoterpenlerle iligkili oldugu

diisiiniilmektedir (Bakkali vd. 2008, Tabti vd. 2014).

Ugucu yaglarin gidalarda ve dzellikle et ve et iiriinlerinde antimikrobiyel ve antioksidan

etkileri ¢esitli aragtirmalarla belirlenmistir (Huisman vd. 1994, Ntzmani vd. 2010).

Sentetik antimikrobiyel ajanlar ve kimyasal gida koruyuculari, eski zamanlardan beri
gida bozulmasini kontrol etmek i¢in etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir.
Gilinlimiizde, kimyasal koruyuculara yonelik tiiketici endigeleri, ugucu yaglar gibi bazi
dogal antimikrobiyellere olan ilginin artmasina neden olmustur. (Burt 2004, Gutierrez
vd. 2009, Perricone vd. 2015)

Baharat ve bitkiler, aldehit ve fenolik olarak bilinen bilesiklerin varliindan dolay
onemli lezzet ve aromaya sahip gida katki maddeleridir (Panpatil vd. 2013, Gyawali vd.
2015). Karakteristik tat vermenin yani sira, bazi baharat ve bitkiler antioksidan ve
antimikrobiyel etkileri yoluyla gidalarin depolanma omriinii uzatir (Viuda-Martos vd.
2011). Dogal biyoaktif maddelerin kaynagi olan baharat ve bitkilerde bulunan fenolik
bilesiklerin, belgelenmis zararli etkileri veya 6zel toksikolojik calismalari olmamalari
nedeniyle bu ekstraktlarin giivenli olduklar1 kabul edilir (Shan vd. 2007, Gyawali vd.
2015). Bu sebeple tiiketicilerin koruyucu igceren gidalara karsi duyduklari siipheye
alternatif olarak bitkilerden elde edilen antimikrobiyel maddelere kars1 egilim oldukga
artis gostermektedir (Alzoreky ve Nakahara 2003, Dikmetas vd. 2019).
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Baharat ve bitki ekstraktlarinin ekmek, meyve suyu, tursu gibi bazi gida maddelerinde
kullanimindan olumlu sonug¢ alinmasina ragmen, genelde bunlarin gida maddeleri i¢inde
etkinlikleri azalmakta ve pratikte kullanilan dozlarda gidayr koruma etkileri yetersiz
kalabilmektedir. Bitkilerin antimikrobiyel etkilerinin tek bir bilesikten ziyade ¢ok
sayida bilesigin sinerjik etkisinden olustugunu ve bu nedenle bitki kombinasyonlarinin
tek bir antibiyotikle Oldiiriilmesi zor olan mikroorganizmalarin direncliligine karsi
koyarak daha etkin bir tedavi sagladigini rapor eden ¢alismalar mevcuttur (Shanthi-Sree
vd. 2010, Mohd Nazri vd. 2011). Bu ¢alismalar arastirmacilari, bitki materyallerinden
elde edilen dogal antimikrobiyel maddelerin inhibe edici etkiye sahip bilesimlerini
aragtirmaya yoneltmektedir (Ova 2009, Dash vd. 2011, Ataman vd. 2019).

Antimikrobiyel aktivite gosteren bitkilerdeki baskin aktif kimyasallar fenoliklerdir ve
Gram pozitif bakterilerin bu bilesiklere daha duyarli oldugu bilinmektedir (Rios ve
Recio 2005, Gyawali vd. 2015). Luciardi ve arkadaslari (2019) ugucu yaglarin
hidrofobik yapida olmalart nedeniyle Gram pozitif bakterileri, Gram negatif bakterilere
oranla daha ¢ok etkilediklerini bildirmistir. Propolis i¢in de aymi 6zellik gegerli olup
Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere kiyasla daha hassas oldugu
bildirilmistir (Mirzoeva vd. 1997, Atik ve Glimiis 2017).

Propolisin antimikrobiyel, antifungal ve antioksidan ozelliklerinden dolay1 gida
muhafazasinda kimyasal koruyuculara alternatif bir katki olmasi1 miimkiindiir (Smith
2019). Propolisin gida teknolojisinde kullanilmasina yonelik yapilan ¢aligmalar olumlu
sonuglar vermektedir (Atik ve Glimiis 2017).

Antimikrobiyel etki gosteren baharat ve bitki ekstraktlarinin gidalarda kullanim miktari
duyusal 6zelliklere ve gida bilesenine gore degisiklik gostermektedir, ancak bu miktar
yaklagik %0.05- 0.1 arasinda degiskenlik gostermektedir (Ceylan ve Fung 2004).
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2.4 Engeller Teknolojisi ve Sinerjik Etki Kavramlari

Sinerji, bilesiklerin ve/veya faktorlerin, birlikte uygulandiklarinda tek tek uygulamaya
gore aktiviteyi arttiracak sekilde etkilesmesidir. Bitki karisimlarindaki bilesiklerin
sinerjistik aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir (Gyawali vd. 2015). Gida
sistemlerindeki baharat miktar1 her zaman antimikrobiyel etki iretmek igin yeterli
olmasa da, pH gibi igsel faktorler ve sicaklik gibi digsal faktorlerle birlestirildiginde
antimikrobiyel aktivite gosterebilirler (Ceylan ve Fung 2004, Ataman vd. 2019)

Engeller teknolojisi; birden fazla proses yaklasimi ile ¢alismaktadir ve kisaca sinerjik
etkinin kullanilmas1 olarak tanimlanmaktadir. Engeller teknolojisinde dogru
kombinasyonlar1 kullanmak; mikrobiyel giivenligi, stabiliteyi, duyusal o6zellikleri,
besleyici degerleri ve ekonomik Ozellikleri en iyi seviyeye cikarir (Leistner 2000,
Aybakir 2015).

Eszamanli ¢oklu koruma yaklasimlarini igeren engeller teknolojisi yardimiyla gidada,
genel olarak patojenler kontrol edilmekte ve depolama sirasinda basarili bir sekilde
kalitesi korunmaktadir (Leistner 2000). Ancak gida giivenligi sorunlart devam
etmektedir (Holley ve Patel 2005, Mendonca vd. 2018).

Engeller; sicaklik, pH, su aktivitesi, paketleme cesitleri, depolama secenekleri, basing
ve radyasyon uygulamalari, koruyucular ve bu faktorlerin kombinasyonlaridir (Leistner
2000). Engellerin kombinasyonu, patojenlerin tiiriine bagli olarak, iiriine zarar vermeden

ve ekonomik olarak ayarlanmalidir. Zaman kavrami bu etki i¢in ¢cok degerlidir.

Yiiksek kalitede, diisiik mikroorganizma yiiklii hammadde kullanimi ve modern
tekniklerin uygulanmas1 gidalarda koruyucu kullanimin1 azaltmaya yoneliktir ve
bununla birlikte hem duyusal kalitede hem de besin maddelerinde kayiplar daha az

olmakta, dolayisiyla maliyet de diismektedir (Halkman 2019).
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Bitki ekstraktlarinin gida koruyucu olarak kullanilmasinin oniindeki temel engel, bu
ekstraktlarin ¢ogu zaman tek basina giliglii olmamalart ve antimikrobiyel etki
saglamalar1 i¢in yeterli olan miktarin negatif duyusal etkilere yol agmalaridir. Birkag
ekstraktin sinerjk etkisinden yararlanmak bu soruna bir ¢6ziim olarak onerilmektedir

(Hyldgaard vd. 2012, Smith 2019).

Cogu durumda antimikrobiyel madde kullanimi, gida bilesimi ve g¢evresel faktorlere
bagli olarak prosesin bir pargasidir. Bu duruma, engel teknolojisi veya ¢oklu koruma ad1
verilir (Davidson ve Harrison 2003). Belirli bir engelleyici faktoriin gida kalitesine
olumsuz bir etkisi yok ise, faktoriin yogunlugu giiglendirilmeli; olumsuz etkisi varsa,
yogunlugu azaltilmalidir. Bu diizenlemelerle, gida igerisindeki engelleyici faktorlerin

optimum aralikta tutulmasi saglanir (Leistner 2000, Mendonca vd. 2018).

2.5 Analiz i¢cin Tercih Edilen Bitki Materyalleri

Literatiirde ¢ok g¢esitli bitki materyallerinin gidalarda antimikrobiyel ajan olarak
kullanildigina iliskin 6rnekler yer almaktadir, bu ¢alismada sadece segilen 5 materyal ve

kombinasyonlar1 denenmistir.

2.5.1 Zeytin yaprag ekstrakti (ZYE)

Akdeniz iilkelerinde yetisen, 10-20 metre yiiksekliginde, dikensiz dallara ve giimiis
renginde karsilikli kiiiik yapraklara sahip, yiizlerce yil hayatta kalabilen bir bitki olan
zeytin agaci, mikrobiyel saldirilara karsi direnci ve sagliga yararh etkileri ile uzun

stiredir bilinen, meyvesi i¢in yetistirilen bir bitkidir (Markin vd. 2003).

Giinliik beslenmede meyvesinden ve yagindan biiyiik oranda yararlanilan zeytinin yan
iriinli olan zeytin yapragi ise oleuropein fenolik bilesiginin dogadaki en Onemli
kaynagidir (Gikas vd. 2007). Zeytinin yapraklar1 ve meyvesinde bulunan fenolik
bilesiklerin E. coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, S. Typhi ve Vibrio

parahaemolyticus ve Staphylococcus aureus iizerinde inhibisyon etkisi oldugu
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bildirilmistir (Tassou ve Nychas 1994, Markin vd. 2003). ZYE, zeytin agacinin
yapraklarindan elde edilen koyu kahverengi renkte, aci tada sahip bir maddedir. ZYE,

genis kapsamli saglik yararlar1 olan dogal bir ilag olarak pazarlanmaktadir (Sudjana vd.
2009).

ZYE; kafeik asit ve oleuropein basta olmak lizere igerdigi fenolik bilesikler ile, E. coli,
S. aureus, K. pneumoniae, B. cereus, S. Typhi ve V. parahaemolyticus gibi bir¢ok
mikroorganizmaya karst antimikrobiyel etki gosterdigi yapilan calismalar ile ortaya
konmustur (Markin vd. 2003, Malayoglu ve Aktas 2011, Hayek vd. 2013).
Oleuropeinin antimikrobiyel aktivitesi hakkinda birgok ¢alisma bulunurken, ZYE’nin
antimikrobiyel aktivitesi ve gidalarda kullanilabilirligi hakkindaki ¢alismalar yeterli
degildir.

Zeytinin gesidi, hasat zamani, yetistirilen bolge, topragin yapisi, iklim, ekstraksiyonda
kullanilacak ¢Oziicii ve ekstraksiyon metodu gibi faktorler, yapragin bilesimini
degistirebilir ve bu da antibakteriyel aktiviteleri etkileyebilir (Korukluoglu vd. 2010,
Malayoglu ve Aktas 2011).

Sudjana ve arkadaslar1 (2009), zeytin yapraklarindan elde edilen ticari bir ekstraktin
cesitli mikroorganizmalara karsi etkinligini arastirmis ve C. jejuni, Helicobacter pylori

ve S. aureus’a karsi ekstraktin yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlemistir.

2.5.2 Propolis

Propolis, tibbi yararlar1 bakimindan insanlarin dikkatini binlerce yil dnce ¢ekmis olup
eski caglarda Avrupa ve Kuzey Afrika’da, Misir, Yunan ve Romalilarca cesitli
hastaliklarin tedavisinde ya da hastalik etkilerinin azaltilmasinda yaygin olarak
kullanilmistir (Castolda ve Capasso 2002). Yunanlilar ¢ok eski caglarda propolisin
dogal bir antibiyotik oldugunu kesfetmis ve kullanmaya baslamistir (Kumova vd. 2002,
Albayrak ve Albayrak 2008).
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Antibakteriyel etkisinden dolay1 kovan iginde arilar tarafindan kullanilan ve ¢ok farkli
kimyasal maddeler i¢eren propolis, ilag ve kozmetik sanayii ile apiterapide de kullanilan
bir maddedir. Mikroorganizmalara kars1 giiclii antimikrobiyel aktivitesi propolisin ¢ok
onemli Kkarakteristik bir oOzelligidir. 1960’11 yillarin sonlarindan itibaren bilim
adamlarinin dikkatini ¢eken propolisin o giinden bu yana farmokolojisi, biyolojik
aktiviteleri ve kimyasal yapisi ilizerine pek c¢ok arastirma yapilmistir (Albayrak ve

Albayrak 2008, Karabulut 2011, Wagh 2013).

Propolis, igerisinde bulunan sekonder metabolitlerden dolayr farmakolojik agidan
oldukg¢a degerlidir. Bu metabolitler; fenolik asitler (kafeik asit ve sinnamik asit) ve
esterleri basta olmak tizere ugucu bilesikler, aromatik bilesikler, hidrokarbonlar,

steroitler, flavanoitler, ugucu yaglar ve vitaminlerdir (Pobiega vd. 2019).

Propolis, biyoaktif bilesenlerin ¢esitliligi nedeniyle gidalara eklendiginde tiiketiciye ¢ok
sayida saglik yarar1 saglar. Diger yandan, raf omriinii uzatmak ve gida iirlinlerinin
kalitesini artirmak ig¢in biiyiilk bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, son iiriiniin
duyusal 6zellikleri lizerinde olumsuz bir etkiye neden olan propolisin karakteristik tadi
ve propolisin degiskenlik gosteren kimyasal bilesimi kullaniminin siirlanmasina sebep

olmaktadir (Pobiega vd. 2019).

Antimiktobiyel etkisi ile dikkat ¢eken propolis, Enterococcus spp., E. coli ve S. aureus
gibi bakterilere kars1 onemli bir etkiye sahiptir. Ayrica propolisin etanolik 6ziitlerinin,
Gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugu ve Gram negatif bakterilere kars1 sinirh

bir etki gosterdigi ortaya ¢ikmistir (Uzel vd. 2005, Wagh 2013, Smith 2019)

Tirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanan propolislerin antimikrobiyel aktiviteleri
hakkinda ¢ok sayida arastirmaci cesitli ¢alismalar yapmistir. Anadolu’dan toplanan
farkli propolis ornekleri iizerinde ¢alisan Uzel ve arkadaslari (2005), Gram pozitif
bakterilerin diisiik propolis konsantrasyonuna duyarli olduklarini ve Gram negatif
bakteri gelisiminin sadece daha yiiksek propolis konsantrasyonlarinda inhibe edildigini

bildirmislerdir.
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Lu ve arkadaslarinin (2005), Tayvan'in ¢esitli bolgelerinden farkli donemlerde toplanan
propolislerin etanolik ekstraktlarinin S. aureus'a karsi antibakteriyel aktivitesini
arastirdiklar1 bir ¢alismada, S. aureus'un propolis ekstraktina (PE) karsi duyarli oldugu
fakat antibakteriyel etkinin propolisin toplandigi bolgeye gore degisiklik gosterdigi
bildirilmistir.

Vargas-Sanchez ve arkadaslar1 (2014), sogutulmus depolama sirasinda sigir koftesi
tizerindeki lipit oksidasyonunu ve mikrobiyel gelismeyi azaltmak ig¢in farkli
konsantrasyonlarda ticari olan ve olmayan PE’larmin etkinligini degerlendirmek igin
yaptiklar1 bir ¢alismada, PE'inin raf omriinli uzatmak i¢in dogal bir antioksidan ve
antimikrobiyel katki maddesi olarak biiyilk bir potansiyele sahip oldugunu
bildirmislerdir.

2.5.3 Greyfurt ucucu yag (GUY)

Orijini tam olarak bilinmeyen, dogal bir portakal-sadok (pummelo) melezi olarak
bilinen greyfurt (Citrus paradisi); yiiksek sicaklik seven turunggil meyvelerinden
biridir. Grapefruit olarak isimlendirilmesinin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte
tadinin iizlime benzemesi ve agag¢ iizerinde salkim seklinde meyve baglamasi
ozelliklerinden dolayr bu ismin verildigi diisiinilmektedir. 1880’li yillarda Amerika

Birlesik Devletleri’nde ticari olarak iiretilmeye baslanmistir (Kafa ve Canthos 2010).

Rutaceae iiyesi olan Citrus cinsi, portakal, mandalina, limon ve greyfurt gibi gesitli
onemli meyveler icerir. Onemli bahgecilik iiriinlerinden olan turuncgil meyveleri
konserve, recel, dondurma, marmelat ve meyve suyu endiistrisinin yaninda kimya
endiistrisinde de ucucu yaglari i¢in kullanilmaktadir (Marin vd. 2007). Farmasotik
endiistrilerinde, hos olmayan ila¢ tatlari1 maskelemek igin lezzet verici maddeler
olarak kullanilirlar (Bourgou vd. 2012). Turunggil ugucu yaglari, narenciye islemenin
yan Urilinleri olarak elde edilir ve diinyada en ¢ok kullanilan ugucu yaglardir (Bora vd.
2020). Asil olarak, ¢ok ¢esitli ugucu yaglar arasinda turunggil ugucu yaglari ve bunlarin

ana bilesenleri, genel olarak giivenli olduklar1 kabul edildiginden ve bir¢ok gidaya
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katilabildikleri i¢in gida endiistrisinde yaygin sekilde kabul gérmistiir (Fisher ve
Phillips 2008). GUY ’nin temel fenolik bileseni limonendir.

Greyfurtun damitma ile elde edilen ugucu yaglariin antimikrobiyel aktivitesine ek
olarak tohum ve posasindan elde edilen etanolik ekstraktinin ¢esitli mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyel etkisinin oldugunu bildiren aragtirmalar da mevcuttur (Cvetni¢ ve

Vladimir- Knezevi¢ 2004).

2.5.4 Portakal kabugu ucucu yag1 (PKUY)

Tiirk topraklarina ilk kez Portekiz’den geldigi i¢in Portekiz meyvesi anlaminda Portugal
olarak isimlendirilen portakal (Citrus sinensis), Akdeniz iilkelerinde yetisen, kabuk,
cicek ve yapraklarindan koku ve lezzet vermesi amaciyla ugucu yag elde edilebilen,
gida ve ilag sektoriinde siklikla kullanilan turunggillerden bir meyvedir (Olabanji vd.
2016). Turunggiller, besleyici degerleri nedeniyle diinya ¢apinda yiliksek miktarlarda

yetistirilen en 6nemli meyve tirlinleridir (Garrido vd. 2019).

Portakal, ugucu yag kabugunda bulunduran bir bitki tiiriidir. Turunggillerin
yapraklarindan ve kabuklarindan elde edilen ugucu yaglarin bilesimi hakkinda
antifungal, antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerin belirlendigi cesitli calismalar
yapilmigtir (Kivang ve Akgiil 1986, Fisher ve Phillips 2008, Teneva vd. 2019).
Antimikrobiyel aktiviteye sahip olan ve hidrokarbonlar, alkoller, esterler ve aldehitler
dahil olmak tiizere birgok bilesenden olusan ugucu yaglarin gida endiistrilerinde
kullanimi konusunda merak uyandirdigi bildirilmistir (Geraci vd. 2016, Olabanji vd.
2016).

Bitki ugucu yaglarmin biiyiik ¢ogunlugu ve turuncgillerden elde edilen ugucu yaglar da,
FDA tarafindan “Genel Olarak Giivenli Olarak Tanman” (GRAS) olarak
siiflandirilmaktadir (Raut ve Karuppayil 2014).
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Turunggiller; antioksidan aktiviteye katkida bulunan mineraller, organik asit, seker, lif
ve C vitamini ile polifenolik bilesikler agisindan ¢ok zengindir (Bora vd. 2020).
Portakal kabugunun ana bileseni olan d-limonen yiiksek antimikrobiyel ve antioksidan
etkiye sahiptir (Teneva vd. 2019, Yildiz 2019).

2.5.5 Biberiye ucucu yag (BUY)

Tirk Gida Kodeksi Baharat Tebligi'ne gore biberiye; Rosmarinus officinalis L.
(Lamiaceae) tiiriine giren bitkilerin uygun tekniklerle kurutulmus yapraklarini ifade
eder (Anonim 2013). Tirkiye’de Akdeniz boélgesinde dogal olarak yetisebilen
biberiyenin bitki igne yapraklar taze, kurutulmus veya ugucu yag olarak kullanilabilir

(Turhan 2015, Oztan 2017).

Biberiye, yapisindaki fenolik bilesiklerden dolayi; sindirim sistemi uyarici, safra
arttirici, idrar soktiirlici ve yara tedavi edici etkilerinin yaninda antimikrobiyel,
antioksidan, antifungal ve insektisit aktivitelere ve hosa giden aromaya sahiptir. Bu
sebeple 6zellikle Avrupa ve Kuzey Amerika iilkelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Kirpik 2005, Lemos vd. 2015). Biberiye, diinya ¢apinda yaygin olarak kullanilan bir
bitkidir.

Biberiyenin 0Ozellikle antioksidan ve antimikrobiyel aktivitesi, igerdigi yiiksek
miktardaki fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Bu fenolik bilesiklerden karnosol,
ursolik asit ve rosmanoliin patojen gelisimini inhibe edici etkisinin oldugu gesitli
arastirmalarla belirlenmistir (Collins ve Charles 1987, Ceylan ve Fung 2004, Sales ve
Pashazadeh 2020).

Biberiye yaginin antimikrobiyel aktivitesinden sorumlu baslica fenolik bilesikler; o-

pinen, 1,8-sineol, kafur ve kamfendir (Genena vd. 2008).
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2.6 Antimikrobiyel Aktivite Tayin Yontemleri

Antimikrobiyel duyarlilik testleri, antimikrobiyel etki gosteren bir maddenin belli bir
bakteri tiirline karsi in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Gida
kaynakli mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel aktivite belirleyici standart yontemler
bulunmadig icin, klinikte antibiyotikler i¢in kullanilan antibakteriyel duyarlilik testleri

uyarlanarak analizler gergeklestirilmektedir (Turhan 2015).

Antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde; "difiizyon" ve "diliisyon" olmak iizere

baslica iki yontem kullanilir.

2.6.1 Difiizyon yontemi

Analiz, yontem olarak zor degildir fakat analiz asamalarinda standardizasyon 6nemlidir.

Analiz yapilirken;

» Besiyerinin hazirlanma asamasinda besiyeri konsantrasyonuna, her Petri
kutusundaki besiyeri kalinligina ve besiyerinin homojen yapida olmasina dikkat
edilmelidir.

» Calisilacak suslarm etkinlikleri ve kullanilacak ekstraktlarin 6zellikleri standart
olmalidur.

» Petri kutusuna mikroorganizma ekimini gergeklestikten sonra yaklasik 15 dakika
icinde belirlenen yonteme gore ya kagit diskler yerlestirilmeli ya da kuyucuklar

ac¢ilmalidir.

2.6.1.1 Disk difiizyon yontemi

Ucucu yaglarin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesinde en sik olarak kullanilan
yontem, disk diflizyon yontemidir. Disk difiizyon yontemi 1960’11 yillarin ikinci
yarisinda A.W. Bauer, W.M. Kirby ve arkadaglar1 tarafindan standardize edilmis olup

Ucuz ve uygulamasi basit bir yontem olarak bilinmektedir (Bauer vd. 1966). Bu yontem;
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antimikrobiyel aktivitesi arastirilmak i¢in besiyerine inokiile edilen mikroorganizma
tizerine, antimikrobiyel madde emdirilmis kagit disklerin diflize olmasi temeline

dayanmaktadir.

Belli oranlarda antimikrobiyel madde ilave edilmis kagit diskler, analiz edilecek olan
mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokiile edildigi kati1 besiyerlerine yerlestirilir.
Belirli bir inkiibasyon siiresinin ardindan antimikrobiyel aktivitenin saglandigi diskin
cevresinde bakteri gelisimi goriilmez ve inhibisyon zonlar1 olusur. Inhibisyon zonunun

¢ap1 mm cinsinden oOlgiiliir (Karanki 2013).

nhibisyon zonunun ¢ap1, diskteki antimikrobiyel maddenin miktarina ve
konsantrasyonuna, Petri kutusundaki besiyerine ve besiyeri kalinligina, inokiile edilen
mikroorganizma yogunluguna, inkiibasyon sicakligi ve siiresine bagli olarak
degisebilmektedir. Analizin aynmi sartlarda gergeklestirildigine dikkat edilmeli ve diger

sonuglar yorumlanirken bu hususlar dikkate alinmalidir (Abbasoglu 1996).

2.6.1.2 Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Ucgucu yaglarm antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesinde sik kullanilan bir diger
yontem agar kuyucuk difiizyon yontemidir (Dorman ve Deans 2000). Bu yontemde,
antimikrobiyel aktivitesi aragtirtlmak istenen maddenin bulundugu bir kuyucuk sistemi

ile mikroorganizma inokiile edilmis agarli besiyeri bulunmaktadir.

Homojen olarak ¢6ziilmiis ugucu yag karisimi belirli ¢apta agilan kuyucuklara eklenir.
Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra antimikrobiyel aktivitenin saglandigi
kuyucuklarin etrafinda bakteri gelisimi goriilmez ve inhibisyon zonlar1 olusur.

Inhibisyon zonunun ¢apt mm cinsinden 8lgiiliir.

Inhibisyon zonunun cap: kuyucuklara konulan antimikrobiyel maddenin miktarma ve

konsantrasyonuna, yapisal dzellik ve konsantrasyonuna, inokiile edilen mikroorganizma
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yogunluguna bagl olarak degisebilir. Analizin ayni sartlarda gerceklestirildigine dikkat

edilmelidir ve diger sonuglar yorumlanirken bu hususlar dikkate alinmalidir.

2.6.2 Diliisyon yontemi

Analiz yontemi, antimikrobiyel maddenin bir mikroorganizmanin gelisimini engellemek
icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu kat1 veya sivi besiyerinde belirlemeye

dayanir. Kantitatif sonug verir (Abbasoglu 1996).

2.6.2.1 Broth diliisyon yontemi

Broth diliisyon yontemi makrodiliisyon ve mikrodiliisyon olmak {izere iki sekilde
uygulanabilir. Her iki yontemin de esasi, maddenin stok ¢ozeltisinin hazirlanip Mueller-
Hinton Broth (MHB) ile ¢ift katli diliisyonlarinin yapilmasidir (Abbasoglu 1996).

Makrodiliisyon yonteminde steril tiipler, mikrodiliisyon yonteminde ise 96 kuyucuklu

plaklar kullanilir.

2.6.2.2 Agar diliisyon yontemi

Bu yontemde antimikrobiyel maddelerin farkli konsantrasyonlari heniiz katilasmamis
Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyeri igerisine eklendikten Sonra Petri kutularina
dokdilir. Petri kutusundaki agar katilagtiktan sonra ilgili mikroorganizmanin belirlenen
konsantrasyonunun ekimi gergeklestirilir. Mikroorganizma gelismesini tamamen
engelleyen maddenin en diisiik konsantrasyonu Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) olarak belirlenir (Abbasoglu 1996). Agar diliisyon ydnteminde kullanilan ekim
yontemleri farkli olsa da elde edilen MIK degerleri yaklasik olarak aymidir (Giir 2016).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Biberiye, portakal kabugu ve greyfurt ugucu yaglar1 Balen (Ankara) firmasindan, zeytin
yaprag1 ekstresi Anti (Ankara) firmasindan, propolis ise Bee’o (istanbul) firmasindan
temin edilmistir. Hazir olarak temin edilen ugucu yaglardan BUY ve GUY distilasyon
(damitma) yontemiyle, PKUY ise presleme yontemiyle elde edilmistir. Zeytin yapragi
ekstresi toz olarak temin edilmis ve kaynar su ile ekstrakte edilmistir. Propolisin
%30’1luk etanollii ekstrakti tercih edilmistir.

3.2 Yontem

Yapilan ¢alismada kullanilan zeytin yapragi ekstresi 1:9 oraninda kaynar su ile ekstrakte
edildikten sonra kullanima hazir hale getirilmistir. Ugucu yaglar ve propolis herhangi
bir seyreltme islemine ugramamistir. Bu bitki materyallerinin antimikrobiyel aktivite

Ol¢timii disk difiizyon yontemi ile gerceklestirilmistir.

3.2.1 Kullamilan mikroorganizmalar

Tez ¢alismasinda Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyolojisi
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan saglanan E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli
Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus kullanilmistir. Biitiin bakterilerin saf kiiltiir

olmasina dikkat edilmistir.

Denemelerde kullanilan saf kiiltiirler, buzdolabinda (+4°C) muhafaza edilmistir. Stok
kiiltiirler Tripticase Soy (CASO) Broth (Merck) besiyeri kullanilarak 37°C’ta 24 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.
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3.2.2 Zeytin yaprag ekstraktinin (ZYE) hazirlanmasi

Zeytin yapragi ckstresi 1:9 oraninda kaynar su ile karistirildiktan sonra 40°Ctaki

ultrasonik banyoda 1 saat ekstrakte edilmistir.

3.2.3 Koftenin hazirlanmasi

Yerel bir kasaptan 1 kilogram orta yagli dana eti temin edilmis ve kiyma makinesinde
cektirilmistir. Ardindan soguk zincirle laboratuvara tasinmistir. Baharat olarak hazir
kofte harci (Knorr) miktara uygun olarak ilave edilip karistirilmistir. Kofte rastgele
sekiz esit pargaya boliinmiistiir. Kontrol grup ayrildiktan sonra kalan yedi gruba %0.05
oraninda sirasiyla ZYE, propolis, greyfurt ugucu yagi (GUY), portakal kabugu ugucu
yag1 (PKUY), biberiye ugucu yagi (BUY), ZYE+ GUY+ BUY karisimi ve propolis+
GUY+ BUY karisimi eklenmistir.

Hazirlanan kofte karigimi 50 + 0.5 g tartilarak gruplara ayrilmig, ardindan elle

yassilastirilarak sekil verilmis ve 1zgarada pisirilmistir.

3.2.4 Kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Bakterilerin gelistirilmesi ve stok kiiltiir hazirlanmasi i¢cin CASO Broth (Merck,
1.05459.0500), antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde kullanilan disk difiizyon
yontemi i¢in Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck, 1.05437.0500), ugucu yaglarin
toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocalteu reaktifi (Merck, 1.09001.0100) ve
Na,CO3 (Merck, 1.06392.0500) kullanilmustir.

3.2.5 Antimikrobiyel etki zon ¢apimin belirlenmesi

Antimikrobiyel etki zon capi, disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Besiyeri
hazirlama prosediiriine gore hazirlanan MHA, eritilip 15 mL olacak sekilde tiiplere

dagitildiktan sonra 121°C’ta 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklav ¢ikisindan

23



sonra besiyeri uygun sicakliga geldiginde 100uL mikroorganizma inokiile edilip, iyice
vortekslenip Petri kutularina dokiilmiistiir. Besiyeri oda sicakliginda 5-10 dakika
kurutulmaya birakildiktan sonra steril kagit diskler (Oxoid, CTO998B) Petri kutusuna
belirli araliklarla yerlestirilmistir.  Diskler iizerine belirlenen hacimde (5 pL)

antimikrobiyel maddeler inokiile edilip 37°C’ta 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonucunda ugucu yaglarm antimikrobiyel etki zon caplar1 verniyeli kumpas
ile ol¢iilmiistiir. Disklerin etrafinda olusan zonlardan diizgiin olanlar tek noktadan,
diizgiin olusmamis zonlarda ise 3 farkli noktadan 6l¢iim yapilmis ve bu 3 degerin

ortalamasi ¢ap olarak kabul edilmistir.

3.2.6 Toplam fenolik madde miktar tayini

ZYE, BUY, PKUY, GUY ve propolisin toplam fenolik madde miktari, Moisa ve
arkadaglarinin belirledikleri yontemde birka¢ degisiklik uygulanarak spektrofotometrik
analiz ile Folin-Ciocalteu (FC) prosediirii kullanilarak belirlenmistir (Moisa vd. 2018).

Bitki materyalleri damitilmis su ile 25 kat (h: h) seyreltilmistir. Test tiiptine 100 ulL
seyreltilmis materyal ilave edildikten sonra iizerine 500 uL FC, 2 mL (%20) Na,CO3 ve
5 mL damitilmis su aktarilmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta 90 dakika inkiibe
edildikten sonra dlgiimler, kuvars kiivetler kullanilarak £ = 765 nm dalga boyunda UV-
VIS spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Referans standart egrisi, gallik asit
standart alinarak 0, 50, 100, 150, 200, 250 ve 500 mg / L konsantrasyonlarda kurveler
cizilmesiyle elde edilmistir ve ugucu yaglarin toplam fenol madde miktari, gallik asit
esdegeri (mg GAE/L) olarak verilmigtir. Tim deneyler 3 paralel olarak
gergeklestirilmistir.

3.2.7 Duyusal analiz

Koftelerde pisirme sonrasi duyusal degerlendirme, havalandirilmis ve 1siklandirilmig bir

odada on bir kisilik bir panelist grubu ile gerceklestirilmistir. Panelistlere 6rnekler
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rastgele siralama yapilarak sunulmus, degerlendirme esnasinda bir dnceki Grnegin
agizda kalan tadimi gidermek amaciyla su igilmesi ve ekmek yenmesi gerektigi
bildirilmistir. Duyusal analizde panelistler pismis 6rneklerin kalite Ozelliklerindeki
farkliliklar1 renk, goriliniis, koku, tat, tekstiir ve genel begeni kriterleri iizerinden
degerlendirmislerdir. Degerlendirme i¢in 9’lu hedonik skala (1: tiiketilemez, 9: oldukca
Iyi) tercih edilmistir. Duyusal analizde kullanilan degerlendirme formu EK 1°de
sunulmustur (ilhan 2010).

3.2.8 Deneme deseni

Materyallerin ~ ve  kombinasyonlarimin ~ antimikrobiyel  analizi  tekerriirsiiz
gergeklestirilmistir. Analiz sonunda Olgiilen inhibisyon zonlarindan yola ¢ikarak
duyusal analiz i¢in kullanilacak bitki materyalleri ve baz1 kombinasyonlar1 secilerek 3
paralelli olacak sekilde disk diflizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyel aktiviteleri

analiz edilmistir.

3.2.9 istatiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen sonuclarin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS
Statistics 24.0 programi kullanilarak yapilmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farkin
anlamliligr tek yonlii Varyans Analiz Teknigi (ANOVA) ile aragtirilmistir. Anlamli
farklilik oldugu durumlarda farkliliklarin hangi gruplardan kaynaklandigi “LSD (Asgari
Onemli Fark) testi ile arastirilmustir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu ¢alismada ZYE, propolis, GUY, PKUY ve BUY ile ¢esitli kombinasyonlarinin
O157:H7, S. Enteritidis, E. coli Biyotip 1, L.

monocytogenes ve S. aureus tizerinde disk diflizyon yontemi kullanilarak arastirilmastir.

antimikrobiyel etkisi E. coli

Bu analiz tekerriirsiiz gergeklestirilmistir. Analiz sonunda o&lgiilen inhibisyon
zonlarindan yola ¢ikarak bitki materyalleri ve bazi kombinasyonlar segilmis, 3 paralelli
olacak sekilde disk difiizyon yontemi kullanilarak antimikrobiyel aktiviteleri analiz
edilmigtir. Ardindan bu materyaller kofteye eklenerek duyusal degerlendirmeleri
gerceklestirilmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen bulgular ve literatiirde yer alan

calismalar ile bulgularin karsilagtirilmasi agsagida yer almaktadir.

Bitki Biyotip 1, L.

monocytogenes ve S. aureus’a karsi gosterdikleri antimikrobiyel etkiler sonucunda

materyallerinin E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli

Ol¢iilen inhibisyon zonlar1 gizelge 4.1 ve sekil 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Bitki materyallerinin antimikrobiyel etkileri sonucunda &lgiilen inhibisyon

zonlari
. OLCULEN INHIBISYON ZONLARI (mm)
BITKI

. E. coli Salmonella E. coli

MATERYALLERI o ] S.aureus |L. monocytogenes
0157:H7 | Enteritidis Tip 1l

ZYE 6 6 6 10.21 6
PROPOLIS 6 6 6 12.69 15.61
GUY 10.36 6 29.77 33.04 18.55
PKUY 6 6 6 7.79 6
BUY 13.12 10.49 11.13 13.04 6

“Olgiilen inhibisyon zon ¢aplarina 6 mm’lik disk cap1 dahildir
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mE.coli O157: H7 m S, Enteritidis = E.coli Biyotip 1 = S. aureus m L. monocytogenes
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Bitki Materyalleri

Olgiilen Inhibisyon Zonlar1 (mm)

Sekil 4.1 Bitki materyallerinin antimikrobiyel etkileri sonucunda 6l¢iilen inhibisyon
zonlar1

4.1 Zeytin Yaprag Ekstraktinin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular

Yapilan analizler sonucunda ZYE, sadece Gram pozitif bakteri olan S. aureus iizerinde
etki gostermistir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlar1 protein, lipit ve
polisakkaritten meydana gelen bir dis zarla gevrilidir ve bu zar Gram pozitif bakterilerin
hiicre duvarinda bulunmamaktadir. Bu durum, S. aureus gibi Gram pozitif bakterilerin

antimikrobiyel maddelere karsi daha dayaniksiz olmalarini agiklamaktadir (Burt 2004).

Markin vd. (2003), zeytin yapraklarinin bakteri ve funguslara karsi antimikrobiyel
etkisini aragtirdiklar1 ¢aligmada, zeytin yapragmin %0.6 (agirlik / hacim) oranindaki
sulu ekstraktinin bakterileri 3 saat igerisinde, daha derisik oranlarmin ise ilgili
mikroorganizmalart farkli siirelerde inhibe ettigi bildirilmistir. Bu bulgular, zeytin
yapraklarinin sulu ekstraktlarinin antimikrobiyel potansiyelini ortaya koymakta ve elde

edilen sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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Pereira vd. (2007) zeytin yapragmin fenolik bilesikleri ve antimikrobiyel aktivitesini
arastirdiklar caligmada, zeytin yapraginin sulu ekstraktinin B. cereus, Bacillus subtilis,
S. aureus, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, K. pneumoniae gibi gesitli Gram pozitif ve
Gram negatif bakterilere ve Candida albicans ile Candida neoformans gibi mayalara
kars1 antimikrobiyel aktivitelerinin olumlu sonuglari bildirilmistir. Pereira ve

arkadaslarinin (2007) bulgular ile bu ¢alismada elde edilen bulgular ortiismemektedir.

Korukluoglu vd. (2010), zeytin yapraklarindan su, aseton, dietil eter ve etil alkol ile elde
ettikleri ekstraktlarin antimikrobiyel aktivitesini incelemislerdir. Calismada zeytin
yapraklarmin sulu ekstraktlarinin test edilen mikroorganizmalara karsi antibakteriyel
etki gostermedigi, asetonlu ekstraktlariin S. Enteritidis, B. cereus, K. pneumoniae, E.
coli, Enterococcus faecalis, Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus
tizerinde inhibe edici etki gosterdigi ve zeytin yapragindaki en etkili bilesigin
oleuropein oldugu bildirilmistir. Korukluoglu ve arkadaslarinin (2010) bulgular1 ile bu

calismada elde edilen bulgular ortiismemektedir.

Gok ve Bor (2012), kofteye eklenen zeytin yapragi, yaban mersini ve hiinnap
ekstraktlarmin depolama sirasindaki kalite ve raf dmriine etkisini arastirarak renk, lipit
oksidasyonu, mikrobiyolojik ve duyusal kalite parametrelerini incelemislerdir. Bu
aragtirma sonucunda, ilgili ekstraktlarin kéftenin kalite ve raf 6mrii tizerinde olumlu etki

gosterdigini bildirmiglerdir.

Gokmen vd. (2016) tarafindan yapilmis bir ¢alismada, koftelere farkli oranda eklenen
ZYE’nin S. Typhimurium, E. coli O157 ve S. aureus’a karsi antimikrobiyel etki
gosterdigi, duyusal yonden ilave edilen miktarin olumsuzluk olusturmadigr ve raf
Omriine olumlu etki gosterdigi saptanmistir. Gokmen ve arkadaslarinin (2016) bulgular
ile bu ¢alismanin bulgulari arasinda farklilik vardir. Calismada E. coli O157:H7’ye kars1
analiz edilen ZYE’nin antimikrobiyel etkisi gozlemlenmemistir. Gokmen ve

arkadaslarinin (2016) bulgulari ile bu calismada elde edilen bulgular 6rtiismemektedir.

Bu calismada ZYE nin sadece S. aureus iizerinde etki ettigi bulunmus olmasina ragmen

ilgili literatiirde yer alan baska calismalarda bu bulgularla Ortiisen ve Ortiismeyen
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bulgular yer almaktadir. Bir diger deyisle, bu ¢alisma digindaki aragtirmalar arasinda da
uyum yoktur. Tim fitokimyasal ¢aligmalar arasinda goriilen bu gibi farkliliklarin nedeni
bitki ¢esidi, cografi kosullar, hasat yontemi, ekstraksiyon yontemi ile antimikrobiyel

etki calismalarinda kullanilan bakterilerin sus farkliliklarindan kaynaklandig agiktir.

4.2 Propolisin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular

Yapilan analizler sonucunda propolis, Gram pozitif olan S. aureus ve L. monocytognes
tizerinde etki gostermistir. Bu sonug literatiir ile paralellik gostermektedir. Wagh
(2013), yaptig1 ¢alisma sonucunda propolisin etanolik ekstraktlarinin, Gram negatif
bakterilerle karsilastirildiginda Gram pozitif bakterilere kars1 daha ¢ok etki gosterdigini
bildirmistir.

Serra ve Escola (1995), 12 farkli propolis 6rneginden elde edilen fenolik bilesiklerin
antimikrobiyel aktivitesi Tlizerine bir arastirma gerceklestirmistir. Bu arastirma
sonucunda; bakteriyostatik aktivite ile flavonoitler arasinda bir baglanti oldugu, Gram
pozitif B. subtilis ve S. aureus’u inhibe edebilmek i¢in en az 60- 80 ug/ mL, Gram
negatif E. coli’yi inhibe edebilmek i¢in ise 600-800 pg/ mL propolisin gerekli oldugunu
bildirmislerdir. Bu ¢alismada E. coli’ye karsi antimikrobiyel aktivite gozlenmezken
yukarida sozii edilen arastirmacilarin ¢alismasinda E. coli’ye karsi antimikrobiyel

aktivite gozlenmistir.

Kujumgiev vd. (1999), farkli cografi kdkenlere sahip propolis 6rneklerinin E. coli ve S.
aureus’a karsi antibakteriyel, C. albicans'a kars1 antifungal ve Avian influenza viriisiine
kars1 antiviral aktivitelerini arastirdiklari ¢aligma sonucunda propolislerin kimyasal
bilesenleri arasinda farklilar oldugu bildirilmistir. Propolislerin antiviral ve antifungal
etkilerinin yaninda Gram pozitif S. aureus’a kars1 da antibakteriyel etki gosterdigi adi

gecen bu calismada belirtilmistir.

Tolosa ve Canizares (2002)’in Propolis ekstraktlarinin S. aureus, S. Typhimurium, P.

aeruginosa ve Streptococcus pyogenes iizerindeki antimikrobiyel etkinligini
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arastirdiklar1 bir ¢alisma sonucunda, en direngli bakterinin Gram negatif olan S.
Typhimurium oldugu, en duyarl bakterilerin S. aureus, S. pyogenes ve P. aeruginosa
oldugu ve PE’min antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢alisma, S.
aureus’un propolisin ekstraktlarina karst olduk¢a gii¢gsiiz oldugu sonucunu

desteklemektedir.

Temiz vd. (2011), Tirkiye'nin gesitli bolgelerinden toplanan 25 propolis Grneginin
farkli diliisyonlarin1 gida kaynakli 2 patojen olan S. Enteritidis ve L. monocytogenes’e
kars1 analiz ederek propolislerin antibakteriyel aktivitesini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda propolisin Gram pozitif bakteri olan L. monocytogenes’e karsi belirgin bir
antibakteriyel etki gosterdigi ve Gram negatif bakteri olan S. Enteritidis’e karsi
antibakteriyel etkinin konsantrasyona bagl olarak degistigi ve antibakteriyel aktivitenin
propolisin kimyasal bilesimine ve bakterilerin tiirlerine bagli oldugu bildirilmistir. Bu

sonuglar, yapilan ¢alismanin bulgulariyla ve ilgili literatiir ile uyum igerisindedir.

Degirmencioglu vd. (2019), Tirkiye'den toplanan 19 propolis &rneginin bitki
kokenlerini belirlemek amaciyla yiiksek performanshi ince tabakali kromatografi
(HPTLC) kullanarak fenolik profillerini incelemis ve bu propolis Orneklerinin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite profillerini degerlendirmislerdir. Calismada
propolis 6rneklerinin antimikrobiyel aktivitesi S. aureus, P. aeruginosa, E. coli ve C.
albicans’ a kars1 disk difiizyon ve broth diliisyon yontemleriyle arastirilmistir. Propolis
orneklerinin S. aureus ve E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivitesinin disk difiizyon
yontemi sonuglarinda 6l¢iilen inhibisyon zonu 30 mm ¢apindadir. Degirmencioglu ve

arkadaslarinin (2019) bulgulari ile bu ¢aligmada elde edilen bulgular 6rtiismemektedir.

Bu ¢alismada propolisin L. monocytogenes ve S. aureus iizerinde etki ettigi bulunmustur
fakat ilgili literatiirde yer alan baska calismalarda bu bulgularla ortiisen ve ortiismeyen
bulgular yer almaktadir. Tim fitokimyasal c¢aligmalar arasinda goriilen bu gibi
farkliliklarin nedeni cografi kosullara bagli olarak arilarin propolis elde etmek icin
topladiklar1 bitki 6zlerinin gesitliligine ve antimikrobiyel etki ¢alismalarinda kullanilan

bakterilerin sus farkliliklarindan kaynaklandigr aciktir.
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4.3 Greyfurt Ucucu Yaginin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular

Yapilan analizler sonucunda GUY, S. Enteritidis disindaki tiim bakterilere karsi
antimikrobiyel aktivite gostermistir. GUY nin E. coli Biyotip 1 ve S. aureus’a karsi
olusturdugu 29.77 mm ve 33.04 mm zon ¢aplar1 olduk¢a dikkat ¢eken bulgulardir.
GUY’nin 6zellikle son zamanlarda merak edilen ve iizerinde ¢alisilmasi gereken bir

bitki materyali oldugu diistiniilmektedir (Bora vd. 2020).

Deng ve arkadaslarinin (2020) molekiiler damitma yontemiyle ¢ok diisiik vakum basinci
altinda hazirladiklart greyfurt ugucu yagimin kimyasal bilesimi, antimikrobiyel,
antioksidan ve antiproliferatif 6zelliklerini inceledikleri bir ¢alismada, greyfurt ugucu
yaginin ¢esitli biyoaktif 6zelliklere sahip oldugu, basta B. subtilis olmak iizere E. coli,
S. aureus ve S. Typhimurium iizerinde antimikrobiyel etki gdsterdigi belirtilmistir. Bu

sonuclar yapilan ¢alismanin bulgulari ile paralellik gostermektedir.

Bozkurt ve arkadaglari (2017) mandalina, limon, portakal ve greyfurt gibi bazi
narenciye tiirlerinin farkli cesitlerinden elde ettikleri ugucu yaglarin kimyasal
bilesimlerini ve E. coli, S. Typhimurium, E. faecalis, L. monocytogenes, B. cereus ve S.
aureus tizerindeki antimikrobiyel aktivitelerini incelemislerdir. Star Ruby greyfurtundan
elde edilen ugucu yagin en ¢ok L. monocytogenes olmak iizere B. cereus ve S.
Typhimurium tizerinde de antimikrobiyel aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Bozkurt
ve arkadaslart1 (2017)’nin ¢alismasindan farkli olarak bu c¢alisma, GUY’nin

antimikrobiyel etkisinin en ¢ok S. aureus ve E. coli’ye kars1 gerceklestigini gdstermistir.

Bu ¢alismada GUYun S. Enteritidis disindaki tiim bakterilere kars1 antimikrobiyel etki
gosterdigi bulunmus olmasina ragmen ilgili literatiirde yer alan bagka ¢alismalarda bu
bulgularla 6rtiisen ve ortiismeyen bulgular yer almaktadir. Bir diger deyisle, bu ¢alisma
disindaki aragtirmalar arasinda da uyum yoktur. Tiim fitokimyasal ¢aligmalar arasinda
goriilen bu gibi farkliliklarin nedeni bitki ¢esidi, cografi kosullar, hasat yontemi,
ekstraksiyon yontemi ile antimikrobiyel etki ¢alismalarinda kullanilan bakterilerin sus

farkliliklarindan kaynaklandigi agiktir.
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4.4 Portakal Kabugu Ucucu Yaginin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular

Yapilan analizler sonucunda PKUY, sadece S. aureus iizerinde zayif bir etki

gostermistir.

Schelz ve arkadaslarinin (2006) portakal, sardunya, ardig, okaliptus, rezene, nane,
biberiye, terebentin ve Avusturalya c¢ay agaci ekstraktlarinin antimikrobiyel ve
antiplazmit aktivitelerinin Gram pozitif Staphylococcus epidermis ve Gram negatif E.
coli tizerinde arastirildigi bir ¢alismada; bitki ekstraklarinin tamaminin antimikrobiyel
etki gosterdigi tespit edilmistir. Schelz ve arkadaslarinin (2006) ¢alismasindan farkl
olarak bu calisma, PKUY’nin E. coli’ye karsi antimikrobiyel etki gostermedigini
bildirmektedir.

Kirbaglar ve arkadaslarinin (2009) Antalya’da 2006 yilinda toplanan narenciye
driinlerinin (limon, greyfurt, bergamot, aci portakal, tathh portakal ve mandalina)
kabuklarindan soguk pres yontemiyle elde ettikleri ugucu yaglarin antimikrobiyel
aktivitesini arastirdiklar1 ¢alismada, narenciye kabuklarindan elde edilen yaglarin analiz
icin kullanilan Gram pozitif bakteriler lizerinde (S. aureus, B. cereus, Mycobacterium
smegmatis, L. monocytogenes, Micrococcus luteus), Gram negatif bakteriler iizerinde
(E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus vulgaris) ve mayalar tizerinde (C.
albicans, Kluyveromyces fragilis, Rhodotorula rubra, Debaryomyces hansenii,

Hanseniaspora guilliermondii) giiglii antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Geraci ve arkadaslarinin (2016) yaptigi bir ¢aligmada, Sicilya’daki 12 gesit Citrus
sinensis portakal kabuklarindan elde edilen yaglarin S. aureus, L. monocytogenes ve P.
aeruginosa Tlzerindeki antimikrobiyel aktivitesi arastirllmistir. Tespit edilen
antimikrobiyel aktivite sonucunda portakal kabugu ucucu yaglarinin, gida kaynakli
patojenlere kars1 etkinligi ve Gram pozitif bakterilere oranla Gram negatif bakterilerin

daha yiiksek direng gosterdigi dogrulanmustir.
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Bozkurt ve arkadaslari (2017) mandalina, limon, portakal ve greyfurt gibi bazi
narenciye tlirlerinin farkli ¢esitlerinden kabuklariyla birlikte elde ettikleri ugucu
yaglarin kimyasal bilesimlerini ve E. coli, S. Typhimurium, E. faecalis, L.
monocytogenes, B. cereus ve S. aureus tlzerindeki antimikrobiyel aktivitelerini
incelemiglerdir. Washington Navel portakalindan elde edilen ugucu yagin L.
monocytogenes iizerinde antimikrobiyel aktivite gosterdigini fakat S. Typhimurium
tizerinde higbir aktivite gdstermedigini belirtmislerdir. Bozkurt ve arkadaslarinin (2017)
calismasindan farkli olarak bu ¢alisma, PKUY nin antimikrobiyel etkisinin sadece S.

aureus’a kars1 gergeklestigini gostermistir.

Kholaf ve arkadaslar1 (2017), Misir’da yetisen 6 narenciye kabugundan g¢esitli
ekstraksiyon yontemleri ile elde ettikleri ucucu yaglar ile ¢esitli kiif ve bakteriler
tizerinde antimikrobiyel aktivite arastirmasi yapmistir. Narenciye kabuklarinin bazi kiif
ve bakterilerin gelismesi iizerinde orta derecede etki gosterdigini ve antimikrobiyel etki

icin fenolik bilesimin 6nemli bir rol oynadigini bildirmislerdir.

Dikmetas ve arkadaglarinin (2019) Dalaman, Kdycegiz ve Finike’de yetisen
portakallarin kabuklarindan elde ettikleri hidrosol ve ugucu yaglarin S. aureus ve E.
coli’ye kars1 antimikrobiyel ve antioksidan etkilerini inceledikleri ¢aligmada, 3 farkli
bolgede yetisen portakallarin kabuklarindan elde edilen hidrosol ve ugucu yaglarin
antimikrobiyel aktivite bakimindan aralarinda istatiksel agidan oOnemli bir fark
bulunmadigi, ve bu portakal kabuklarmm S. aureus ve E. coli’ye karg1 antimikrobiyel
etki gosterdigi belirtilmistir. Dikmetas ve arkadaslarinin (2019) galismast ile yapilan bu

calisma arasinda farkliliklar bulunmaktadir.

Bu calismada PKUY’in sadece S. aureus’a karsi antimikrobiyel etki gosterdigi
bulunmus olmasina ragmen ilgili literatiirde yer alan bagka ¢aligmalarda bu bulgularla
Ortiisen ve Ortligmeyen bulgular yer almaktadir. Bir diger deyisle, bu ¢alisma disindaki
arastirmalar arasinda da uyum yoktur. Tiim fitokimyasal ¢alismalar arasinda goriilen bu
gibi farkliliklarin nedeninin bitki ¢esidi, cografi kosullar, hasat yontemi, ekstraksiyon
yontemi ile antimikrobiyel etki calismalarinda kullanilan bakterilerin = sus

farkliliklarindan kaynaklandigr aciktir.
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4.5 Biberiye Ucucu Yagimin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait Bulgular

Yapilan analizler sonucunda BUY, L. monocytogenes disindaki tiim bakterilere karsi
antimikrobiyel etki gostermistir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karsi
olusturdugu zon ¢ap1 yaklasik ayn1 miktardadir. Arora ve Kaur (1999), biberiyenin E.
coli, S. Typhimirum, B.cereus ve S. aureus gibi ¢esitli Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilere karst etki gosterdigini bildirmistir. Bu bulgular yapilan bu g¢alismanin

bulgulari ile uyum igerisindedir.

Mangena ve Muyima (1999), yavsan (Atemisia afra) ve biberiye (Rosmarinus
officinalis) ugucu yaglarinin antimikrobiyel aktivitesini aragtirmis ve bu ugucu yaglarin
yiiksek antimikrobiyel aktivite gosterdigini bildirmislerdir. Ozellikle biberiye ugucu
yagi icin, E. coli, Enterobacter aerogenes ve Pseudomonas fluorescens gibi Gram
negatif bakterilere karsi etkisinin diisiik olmasina ragmen, S. aureus gibi Gram pozitif
bir bakteriye karsi 6nemli antimikrobiyel etki gosterdigi bildirilmistir. Iki ¢alismanin

bulgular1 birbiri ile uyum igerisindedir.

[lhan (2010), dana kirnt1 etinin farkli oranlarda kullanilmasiyla formiile edilen
hamburger koftelerine biberiye ugucu yagi eklenmesinin mikrobiyolojik, kimyasal,
fiziksel ve duyusal kaliteye 180 giinliikk depolama siirecindeki etkisini arastirmigtir. Bu
arastirma sonucunda, biberiye ugucu yaginin depolama siiresi sonlarina dogru tiim
ornek gruplarinda Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Toplam Psikrofilik
Aerobik Bakteri (TPAB), koliform ve Staphylococcuss spp. bakteri sayilarinda azalma

meydana getirdigini tespit etmistir.

Teixeira ve arkadaslarinin (2013), 17 farkli ugucu yagin gida kaynakli bozulma etkeni
yedi bakteri (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas putida, E. coli, Listeria
innocua, L. monocytogenes, S. Typhimurium ve Shewanella putrefaciens) iizerindeki
antimikrobiyel ve antioksidan etkisini arastirdiklar1 bir ¢calismada, igerisinde greyfurt ve
biberiye ugucu yaglarinin da bulundugu yaglarin tamaminin gida ve farmasotik
endiistrilerinde antibakteriyel ve antioksidan ajanlar olarak c¢ok gii¢lii bir potansiyele

sahip olduklar1 bildirilmistir.
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Pesavento ve arkadaslar1 (2015) mercankdsk, kekik ve biberiye ugucu yaglarin dana
kiymadan elde edilen koftede S. aureus ve L. monocytogenes'e karsi antibakteriyel
aktivitesini arastirmislardir. Calismada kullanilan ugucu yaglarin antibakteriyel etki
gosterdigi ve %0.5 oraninda ugucu yag iceren pismis koftelerin tat acisindan kabul
edilebilir oldugu, dolayistyla bu ugucu yaglarin alternatif gida koruyucusu olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir. Pesavento ve arkadaslarinin (2015) ¢alismasi ile yapilan
bu c¢alisma arasinda farkliliklar bulunmaktadir. Yapilan bu c¢alismada L.

monocytogenes'e karsi antimikrobiyel aktivite gézlemlenmemistir.

Ugar ve arkadaglarinin (2015) biberiye (Rosmarinus officinalis), seker otu (Stevia
rebaudiana) ve izmir kekigi (Origanum onites) bitkilerinin ugucu yaglarmin S. aureus,
E. faecalis, P. aeruginosa, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, K. pneumoniae,
E. coli, S. Typhimurium {izerindeki antimikrobiyel aktivitelerini inceledikleri bir
calismada, P. aeruginosa hari¢ tiim bakteriler {izerinde biberiye yaginin etkili oldugu

tespit edilmistir. Iki ¢alismanin bulgular1 birbiri ile uyum igerisindedir.

Bu calismada BUY L. monocytogenes disindaki tiim bakterilere karsi antimikrobiyel
etki gosterdigi bulunmus olmasina ragmen ilgili literatlirde yer alan bagka ¢aligmalarda
bu bulgularla Ortlisen ve Ortiismeyen bulgular yer almaktadir. Bir diger deyisle, bu
calisma disindaki arastirmalar arasinda da uyum yoktur. Tiim fitokimyasal ¢alismalar
arasinda goriilen bu gibi farkliliklarin nedeninin bitki ¢esidi, cografi kosullar, hasat
yontemi, ekstraksiyon yontemi ile antimikrobiyel etki calismalarinda kullanilan

bakterilerin sus farkliliklarindan kaynaklandigr agiktir.

4.6 Bitki Materyallerinin 2°’li Kombinasyonlarimin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait
Bulgular

Calismada kullanilan bitki materyallerinin tek tek antimikrobiyel aktiviteleri analiz
edildikten sonra 2’li kombinasyonlar1 ayni1 miktarlarda alinarak karigtirllmis ve aym
metot ile antimikrobiyel aktivite analizi gergeklestirilmistir. Bu analizler 6n

degerlendirme niteliginde olup tekerriirsiiz gerceklestirilmistir.
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Bitki materyallerinin 2°1i kombinasyonlarmin E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli
Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi gosterdikleri antimikrobiyel etkiler

sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 ¢izelge 4.2 ve sekil 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda Ol¢iilen inhibisyon zonlar1

o OLCULEN INHIBiSYON ZONLARI (mm)
BITKI i i
. E. coli Salmonella E. coli L.
MATERYALLERI o ) S. aureus
0O157:H7 | Enteritidis Tipl monocytogenes

ZYE+PROPOLIS (1) 6 6 6 12.43 9.85
ZYE+GUY (2) 6 19.01 6 24.30 10.14
ZYE+PKUY (3) 6 6 6 12.05 6
ZYE+BUY (4) 11.33 10.11 6 10.73 6
PROPOLIS+GUY (5) 6 13.21 6 21.87 12.75
PROPOLIS+PKUY (6) 6 6 6 14.45 6
PROPOLIS+BUY (7) 6 6 6 12.7 13.18
GUY+PKUY (8) 28.2 6 6 6 12.37
GUY+BUY (9) 23.96 9.79 21.47 6 12.57
PKUY+BUY (10) 9.54 8.26 9.33 6 6

“Olgiilen inhibisyon zon ¢aplaria 6 mm’lik disk cap1 dahildir
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mE. coli O157:H7 mS. Enteritidis ®E. coli Biyotip 1 = S. aureus ®L.monocytogenes
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Bitki Materyalleri

Sekil 4.2 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1

E. coli O157:H7’ye karst tek basma antimikrobiyel etki gostermeyen Dbitki
materyallerinin  2’li kombinasyonlarinda da antimikrobiyel aktivite gostermedigi
belirlenmigtir. Antimikrobiyel aktivite gosteren ve gostermeyen iki materyalin
kombinasyonu sonucunda, genel anlamda tek basina antimikrobiyel aktivite gosteren
materyalin olusturdugu inhibisyon zonundan daha diisiik c¢apta zonlar olustugu
gozlemlenmistir. GUY’nin PKUY ve BUY ile 2’li kombinasyonlarinda olusan
inhibisyon zonlar1 dikkat ¢ekici biiyiikliiktedir. Bu kombinasyonlardaki antimikrobiyel

aktivitenin sinerjik etkiden kaynaklandig agiktir.

Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarmn bazilarmm E. coli O157:H7’ye karst
antimikrobiyel etkileri sonucunda Olgiillen inhibisyon zonlar1 sekil 4.3’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.3 Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin bazilarim E. coli O157:H7’ye
kars1 antimikrobiyel etkileri sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlari

(6.Propolis+PKUY, 7. Propolis+BUY, 8. GUY+PKUY, 9. GUY+BUY, 10. PKUY+BUY)

S. Enteritidis’e kars1 tek basina antimikrobiyel etki gostermeyen GUY digindaki bitki
materyallerinin 2°li kombinasyonlarmin da antimikrobiyel aktivite gostermedigi
belirlenmistir. GUY 'nin ZYE ve propolis ile 2°1i kombinasyonlarinda olusan inhibisyon
zonlar1 dikkat cekici biiytikliiktedir. Bu kombinasyonlardaki antimikrobiyel aktivitenin
sinerjik etkiden kaynaklanmaktadir.

E. coli Biyotip 1’¢ karsi tek basmna antimikrobiyel etki gostermeyen bitki
materyallerinin  2’li kombinasyonlarinin da antimikrobiyel aktivite gostermedigi

belirlenmistir.

Benzer sekilde L. monocytogenes’e karsi tek basina antimikrobiyel etki gdstermeyen

bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin da antimikrobiyel aktivite gostermemistir.

S. aureus’a karsi bitki materyallerinin tamami tek basina antimikrobiyel etki
gostermektedir. GUY+PKUY, GUY+BUY ve PKUY+BUY disindaki 2’li
kombinasyonlarinin tamaminda da antimikrobiyel etki gézlenmistir. Antimikrobiyel
aktivite gozlemlenmeyen kombinasyonlarin bilesenlerinin birbirinin etkilerini inhibe

etmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bitki materyallerinin 2’li kombinasyonlarinin S. aureus’a kars1 antimikrobiyel etkileri

sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 sekil 4.4-4.5’de gosterilmektedir.

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5 Bitki materyallerinin 2°1i kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi
antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlari

(1. ZYE+Propolis, 2. ZYE+GUY, 3. ZYE+PKUY, 4. ZYE+BUY, 5. Propolis+GUY, 6. Propolis+PKUY,
7. Propolis+BUY, 8. GUY+PKUY, 9. GUY+BUY, 10. PKUY+BUY)

4.7 Bitki Materyallerinin 3’lii Kombinasyonlarinin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait
Bulgular

Calismada kullanilan bitki materyallerinin tek tek antimikrobiyel aktiviteleri analiz
edildikten sonra 3’lii kombinasyonlar1 ayni miktarlarda alinarak karistirilmis ve ayni
metot ile antimikrobiyel aktivite analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz tekerriirsiiz

gerceklestirilmistir.

Bitki materyallerinin 3’lii kombinasyonlarinin E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli
Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi gosterdikleri antimikrobiyel etkiler

sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlar1 ¢izelge 4.3 ve sekil 4.6°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 Bitki materyallerinin 3’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1

OLCULEN INHIBISYON ZONLARI (mm)”

BITKI E. coli ]
MATERYALLERI 0157:H7 salmonella 1 E. col S. aureus |L. monocytogenes
Enteritidis Tip1
ZYE+PROPOLIS+GUY (1) 21.23 6 9.97 21.29 12.11
ZYE+PROPOLIS+PKUY (2) 9.01 6 6 12.11 10.56
ZYE+PROPOLIS+BUY (3) 10.66 6 6 10.29 8.65
PROPOLIS+GUY+PKUY (4) 18.87 6 6 18.11 8.33
PROPOLIS+GUY+BUY (5) 29.39 6 6 20.43 12.27
ZYE+GUY+PKUY (6) 20.66 6 13.45 22.26 6
PROPOLIS+PKUY+BUY (7) 9.58 6 6 12.74 12.24
GUY+PKUY+BUY (8) 25.94 9.76 18.92 20.79 10.42
ZYE+GUY+BUY (9) 24.78 8.05 20.79 30.7 9.65
ZYE+PKUY+BUY (10) 10.46 9.2 6 16.24 6
“Olgiilen inhibisyon zon ¢aplarma 6 mm’lik disk cap1 dahildir
mE. coli O157:H7 mS. Enteritidis = E. coli Biyotip 1 = S. aureus ®L.monocytogenes
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sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1

40

PKUY

PROPOLIS +
PKUY + BUY

il il ||I|||||I‘|Illll

+ +

GUY + PKUY
BUY
ZYE + GUY +
BUY
ZYE + PKUY
BUY

antimikrobiyel etkileri




E. coli O157:H7’ye kars1 tek basina antimikrobiyel etki gostermeyen ZYE, PKUY ve
propolisin  3’lii  kombinasyonunda antimikrobiyel aktivite gbzlenmistir. Bu
kombinasyonlardaki antimikrobiyel aktivite de yine sinerjik etkiden kaynaklanmaktadir.
Tek bagina antimikrobiyel etki gosteren GUY ve BUY’un yer aldigi 3’li
kombinasyonlarda da olugsan inhibisyon zonlarmin c¢ogunlugu dikkat c¢ekici

biiyiikliiktedir.

S. Enteritidis’e kars1 tek basina antimikrobiyel etki gostermeyen bitki materyallerinin
3’li  kombinasyonlarinin tamamimin da antimikrobiyel aktivite gostermedigi
belirlenmistir. Tek basina antimikrobiyel etki gosteren BUY’nmin yer aldigi 3’li
kombinasyonlarin sadece bir tanesinde, tek basina olusturdugu inhibisyon zonundan
daha diisik c¢apta zon olustugu gozlemlenmistir. Kalan kombinasyonlarda

antimikrobiyel aktivite gozlemlenmemistir.

E. coli Biyotip 1’¢ kars1 tek basia ¢ok yiiksek antimikrobiyel etki gosteren GUY nin

olusturdugu 3’lii kombinasyonlarin bazilarinda antimikrobiyel aktivite gdzlemlenmistir.

L. monocytogenes’e karsi tek basina antimikrobiyel etki gostermeyen ZYE, PKUY ve
BUY’nin en az iki tanesinin yer aldigi 3’lii kombinasyonlarda antimikrobiyel aktivite

gozlenmemis veya oldukea diisiik capta inhibisyon zonu gozlenmistir.

S. aureus’a karst bitki materyalleri tek basimna ve olusturulan 3’lii kombinasyonlarinin

tamamui antimikrobiyel etki gostermektedir.

Bitki materyallerinin 3°1ii kombinasyonlarinin S. aureus’a karst antimikrobiyel etkileri

sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 sekil 4.7-4.8’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 Bitki materyallerinin 3’lii kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi
antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlar1

(1. ZYE+Propolis+GUY, 2. ZYE+Propolis+PKUY, 3. ZYE+Propolis+BUY, 4. Propolis+GUY+PKUY,
5. Propolis+GUY+BUY, 6. ZYE+GUY+PKUY, 7. Propolis+tPKUY+BUY, 8. GUY+PKUY+BUY, 9.
ZYE+GUY+BUY, 10. ZYE+PKUY+BUY)

4.8 Bitki Materyallerinin 4’lii Kombinasyonlarinin Antimikrobiyel Aktivitesine Ait
Bulgular

Calismada kullanilan bitki materyallerinin tek tek antimikrobiyel aktiviteleri analiz
edildikten sonra 4’lii kombinasyonlar1 aym1 miktarlarda alinarak karistirtlmis ve ayni
metot ile antimikrobiyel aktivite analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz tekerriirsiiz

gergeklestirilmistir.

Bitki materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli
Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi gosterdikleri antimikrobiyel etkiler

sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 ¢izelge 4.4 ve sekil 4.9°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.4 Bitki materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1

OLCULEN INHIBISYON ZONLARI (mm)"
N . E. coli
BITKI MATERYALLERI Salmonella | E. coli
O157:H7 o ] S. aureus | L. monocytogenes

Enteritidis | Tip 1
ZYE+PROPOLIS+GUY+PKUY (1) 22.14 13.05 6 16.76 12.36
ZYE+PROPOLIS+GUY+BUY (2) 22,71 16.33 15.14 14.96 1411
PROPOLIS+GUY+ PKUY+BUY (3) 18.44 14.77 6 18.92 15.8

ZYE+GUY+PKUY+BUY (4) 16.03 12.85 6 17.52 6

ZYE+PROPOLIS+PKUY+BUY (5) 6 9.94 6 11.93 12.42

“Olgiilen inhibisyon zon caplarma 6 mm’lik disk ¢ap1 dahildir

m E.coli O157:H7 = S. Enteritidis = E.coli Biyotip 1 S.aureus ®L.monocytogenes
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Sekil 4.9 Bitki materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda Olciilen inhibisyon zonlar1

E. coli O157:H7’ye kars1 ZYE+PKUY+BUY-+Propolisin 4’lii kombinasyonu disindaki
tiim kombinasyonlarda antimikrobiyel aktivite gozlenmistir. Tek basina antimikrobiyel

etki gdstermeyen bitki materyallerinin, antimikrobiyel etki gdsteren bitki materyalleri
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ile olusturduklari kombinasyonlarda sinerjik etki olusmus ve E. coli O157:H7’ye kars1

yiiksek capta inhibisyon zonu gézlenmistir.

S. Enteritidis’e karsi tek basina antimikrobiyel etki gOsteren ve gOstermeyen bitki
materyallerinin 4’lii kombinasyonlarinin tamaminin antimikrobiyel aktivite gdsterdigi

belirlenmistir.

E. coli Biyotip 1’¢ kars1 tek basina ¢ok yiiksek antimikrobiyel etki gosteren GUY 'nin
olusturdugu 4’lii kombinasyonlarin sadece bir tanesinde antimikrobiyel aktivite

gbzlemlenmistir.

L. monocytogenes’e karsi tek basina antimikrobiyel etki gostermeyen PKUY ve
BUY’nin birlikte yer aldigt 4’lii kombinasyonlarda antimikrobiyel aktivite
gozlenmemistir. Bu ugucu yaglarin birlikte kullanildiklar1 zaman diger materyallerin

antimikrobiyel etkilerini baskiladiklar1 diisiiniilmektedir.

S. aureus’a kars1 bitki materyalleri ve olusturulan 4°’li kombinasyonlarinin tamami

antimikrobiyel etki gostermektedir.

4.9 Bitki Materyallerinin 5’li Kombinasyonunun Antimikrobiyel Aktivitesine Ait
Bulgular

Calismada kullanilan bitki materyallerinin tek tek antimikrobiyel aktiviteleri analiz
edildikten sonra materyaller ayni miktarlarda alinarak karistirilmis ve ayni metot ile

antimikrobiyel aktivite analizi ger¢eklestirilmistir.

Ayni miktarlarda bitki materyallerinin karistirildiktan sonraki antimikrobiyel aktivitesi
incelendiginde; E. coli Biyotip 1 ve L. monocytogenes fizerinde hi¢bir materyalin

etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

En yiiksek antimikrobiyel etki ise Gram pozitif bakteri olan S. aureus iizerinde

gorilmistiir. Bitki materyallerinin S. aureus iizerindeki tek baslarma etkileri ile 5’1
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kombinasyonlarinin etkisi karsilagtirildiginda; ZYE, propolis, PKUY ve BUY un tek
baslarina olusturduklar1 zon ¢apinin kombinasyonun zon ¢apindan daha diisiik oldugu,
GUY’nin zon ¢apmin ise kombinasyon sonucunda diger bitki materyalleri tarafindan

ciddi bir sekilde baskilandig1 gézlemlenmistir.

Bitki materyallerinin 5°lii kombinasyonunun E. coli O157:H7, S. Enteritidis, E. coli
Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi gosterdikleri antimikrobiyel etkiler

sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1 ¢izelge 4.5’de gosterilmistir.

Cizelge 4.5 Bitki materyallerinin 5’li kombinasyonlarinin antimikrobiyel etkileri
sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlar1

OLCULEN INHIiBISYON ZONLARI (mm)"
S ; E. coli
BITKI MATERYALLERI Salmonella | E. coli S. L.
0157:H7 il .
Enteritidis Tip1l aureus | monocytogenes
ZYE+PROPOLIS+GUY+PKUY+BUY (6)| 15.94 15.28 6 17.16 6

“Olgiilen inhibisyon zon caplarma 6 mm’lik disk ¢ap1 dahildir

Bitki materyallerinin 4’lii ve 5°li kombinasyonlarinin S. aureus’a karsi antimikrobiyel

etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlar1 sekil 4.10°da gosterilmektedir.

Sekil 4.10 Bitki materyallerinin 4’lii ve 5’li kombinasyonlarmin S. aureus’a karsi
antimikrobiyel etkileri sonucunda 6lgiilen inhibisyon zonlar1

(1. ZYE+Propolis+tGUY+PKUY, 2. ZYE+Propolis+GUY+BUY, 3. Propolis+tGUY+PKUY+BUY,
4. ZYE+GUY+PKUY+BUY, 5. ZYE+Propolis+PKUY+BUY, 6. ZYE+Propolis+tGUY+PKUY+BUY)
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4.10 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Spektrofotometrik analiz ile  Folin-Ciocalteu (FC) prosediirii  kullanilarak
gerceklestirilen ZYE, BUY, PKUY, GUY ve propolisin toplam fenolik madde tayininde

propolis analizi sonu¢ vermemistir.

ZYE, BUY, PKUY, GUY nin gallik asit standart alinarak 0, 50, 100, 150, 200, 250 ve
500 mg/L konsantrasyonlarda c¢izilen kurveyle elde edilen toplam fenol madde

miktarinin sonuglari ¢izelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6 Bitki materyallerinin toplam fenolik madde miktarlari

ZYE

Bitki Materyalleri BUY PKUY GUY Propolis

Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg GAE/L) | 543.0 618.0 310.8 641.9 0.0

Toplam fenolik madde miktar1 en ¢ok GUY’da tespit edilirken bu miktar1 sirasiyla
BUY, ZYE ve PKUY takip etmistir. Bitki materyallerinin mikroorganizmalara kars1
gosterdikleri antimikrobiyel aktivitelerde en yiiksek inhibisyon zon c¢aplan ile
denemelerde kullanilan patojen mikroorganizmalara etki gosteren materyal GUY
olmustur. GUY’un en ¢ok toplam fenolik madde miktarina sahip olmasi en yliksek
inhibisyon zon caplart ile en ¢ok mikroorganizmaya antimikrobiyel aktivite

gostermesini kanitlamaktadir.

BUY’un toplam fenolik madde miktar1 GUY ile birbirine olduk¢a yakin tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda antimikrobiyel aktivite bakimimdan BUY da GUY gibi esit
sayida mikroorganizmaya etki etmistir ve Olglilen inhibisyon zon caplari GUY dan

sonraki en yliksek degerlerdir.

ZYE’nin toplam fenolik madde miktar1t BUY ve GUY kadar ¢ok degildir fakat PKUY
ile karsilagtirildiginda oldukga yliksek bir miktara sahiptir. Buna ragmen yliksek

antimikrobiyel aktiviteye sahip olarak bulunmamistir. Bu durumun analizlerde
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kullanilan patojen mikroorganizmalarin tiir ve sus farkliliklarindan kaynaklanabilecegi

distiniilmektedir.

Propolis yliksek fenolik igerige sahip olmasi ile bilinen bir materyaldir. Yapilan analiz
sonucunda propoliste okuma yapilamamasinin sebebinin kullanilan yOontemden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Albayrak ve Albayrak 2008, Karabulut 2011, Wagh

2013, Pobiega vd. 2019).

4.11 Duyusal Analiz

%0.5 oraninda farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlar1 ile formiile edilen koftelerin
kalite 6zelliklerindeki farkliliklar 11 panelist tarafindan renk, goriiniis, koku, tat, tekstiir

ve genel begeni kriterleri tizerinden belirlenmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
duyusal degerlendirme puanlari

ORNEK RENK | GORUNUS | KOKU TAT TEKSTUR BGEE('}\'EEIL‘I
KONTROL 7.63+0.30° | 7.54+0.24* | 7.45+0.31* | 7.45+0.38% | 7,36+0.36* | 7.18+0.50°
ZYE 7.27£0.27% | 7.00£0.30° | 6.72£0.40° | 6.63£0.41° |6.72+0.35% | 6.54+0.45°
PROPOLIS 7.45+0.28% | 6.90+0.28% | 5.63+0.33% | 5.45+0.43® |6.18+0.37%| 5.18+0.55®
GUY 7.45+0.31% | 7.27+0.27% |4.90+0.51" | 3.81+0.55" |6.00£0.48 | 4.18+0.35™
PKUY 7.45£0.24% | 7.00£0.23% | 5.72+0.38% | 4.54+0.45% | 6.27+0.42% | 5.00+0.38%
BUY 7.45+0.36° | 7.18+0.18% | 5.45+0.51% | 3.72+0.58" | 6.27+0.44% | 4.45+0.54™
EESI:(OLISJFGUY 7.00£0.35% | 6.36£0.30% | 3.81£0.48° | 2.54+0.51° |5.45+0.45% | 3.27+0.38°
ZYE+GUY+BUY | 6.90+0.34% | 6.72+0.33% | 3.63£0.45° | 2.36+0.54° | 6.09+0.41 | 3.00:£0.38°

*Ortalama =+ standart hata

a-b-c

. Siitunlar igerisinde farkli harfleri tasiyan o6rnek ortalamalar1 arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (P<0.05).

Gokmen ve arkadaslart (2016), farkli oranlarda zeytin yapragi ekstraktinin kofteye
eklenmesinin duyusal yonden herhangi bir olumsuzluk olusturmadigini bildirmislerdir.
Duyusal analiz sonucunda kontrol grubuna koku, tat, tekstiir ve genel begeni

parametrelerinde en yakin 6rnegin ZYE igeren kofte olmasi bu sonucu dogrulamistir.
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Yildiz (2019), farkli konsantrasyonlardaki limon, portakal ve bergamot gibi turuncgil
kabuk yaglarmin gokkusagi alabaligi filetolarina eklenmesinin duyusal yonden etkisini
incelemistir. Kullanilan ugucu yaglar arasinda en ¢ok bergamot ucgucu yagi eklenmis
gokkusagl alabaligi filetosunun begenildigi, genel anlamda ugucu yaglarin balikta
alistlmadik bir lezzet ve koku olusturmasindan kaynakli genel kabul edilebilirlik
acisindan tercihin diisiik oldugunu bildirmistir. Gergeklestirilen duyusal analiz
sonucunda ugucu yaglarin 6zelliklerinin daha baskin olmasindan kaynakli ZYE igeren

koftelerin kontrol 6rnegine daha yakin bulundugu diisiiniilmektedir.

Gok ve Bor (2012), zeytin yapragi, yaban mersini ve hiinnap ekstraktlarmin kofteye
eklenmesinin duyusal yonden degerlendirilmesi sonucunda, en g¢ok yaban mersini
ekstresi igeren koftelerin begenildigini fakat ekstraktlarin genel kabul edilebilirlik

acisindan herhangi bir olumsuzluk olusturmadigini bildirmislerdir.

flhan (2010), biberiye ugucu yagini dana kirint1 etinin farkli oranlarda kullanilmasiyla
formiile edilen hamburger koftelerine eklemistir. Calismanin duyusal analizinde
biberiye ugucu yaginin yiiksek puan almadigini ve bunun nedeni olarak da, biberiyenin
keskin ve belirgin aromaya sahip olmasi ile et ve et iiriinlerinde biberiye kullaniminin
Tiirk mutfaginda yaygin olmamasina bagli oldugunu bildirmistir. Yapilan ¢aligmada da

biberiye koku, tat ve genel begeni degerlendirmelerinde diisiik puan almistir.

Renk ve goriiniis kriterlerinin bitki materyalleri ve kombinasyonlari iizerindeki etkisi
panelistler tarafindan degerlendirildiginde 6nemli bir farklilik gostermedigi (P>0.05)
saptanmustir (Sekil 4.11-4.12).
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mZYE m PROPOLIS

mGUY PKUY
mBUY ®m PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY m KONTROL

Duyusal Degerlendirme Puani

[T}
~

Bitki Materyalleri

Sekil 4.11 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlar ile formiile edilen koftelerin
renk kriteri lizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari

mZYE H PROPOLIS

mGUY PKUY

mBUY ® PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY = KONTROL

Duyusal Degerlendirme Puani

Bitki Materyalleri

Sekil 4.12 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
goriiniis kriteri iizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuclari

Koku, panelistleri etkileyen en Onemli kriterlerden biridir ve degerlendirme

sonuglarinda 6nemli farkliliklar gézlenmistir (Sekil 4.13).
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mZYE ®m PROPOLIS

uGUY PKUY

mBUY = PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY = KONTROL

™
=
o)

Bitki Materyalleri

Duyusal Degerlendirme Puani

Sekil 4.13 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlar ile formiile edilen koftelerin
koku kriteri iizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari

Tat, koku ile birlikte panelistleri etkileyen bir diger 6nemli kriterdir ve formiilasyonlarin
tat agisindan begenilmesi ve degerlendirilmesi énemli farkliliklar igermektedir (Sekil

4.14),

mZYE ®H PROPOLIS

mGUY PKUY

mBUY ® PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY = KONTROL

55 ——

Duyusal Degerlendirme Puani
4

il

Bitki Materyalleri

Sekil 4.14 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin tat
kriteri iizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari

50



Tekstiir parametresinin panelistler tarafindan degerlendirilmesi sonucunda 6nemli bir

farklilik gostermedigi (P>0.05) saptanmustir (Sekil 4.15).

mZYE m PROPOLIS

mGUY PKUY

mBUY ® PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY m KONTROL

Duyusal Degerlendirme Puam

~
!
©

Bitki Materyalleri

Sekil 4.15 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlar ile formiile edilen koftelerin
tekstiir kriteri lizerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari

Genel begeni sonucunu belirleyen asil parametreler tat ve koku olmustur. Koku, tat ve
genel begeni parametreleri iizerinde ise 6nemli farkliliklar gdzlenmistir. Istatistiksel
acidan kontrol koftesi ile koku, tat ve genel begeni Ozelliklerinde aralarinda fark
bulunmayan 6rnegin ZYE iceren kofte oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16). 3’li

kombinasyonlari igeren kofteler en az begenilen drnekler olmustur.

mZYE ® PROPOLIS
mGUY PKUY
mBUY ®m PROPOLIS+GUY+BUY

Duyusal Degerlendirme Puam
5,00

B ZYE+GUY+BUY = KONTROL ‘

Bitki Materyalleri

Sekil 4.16 Farkli bitki materyalleri ve kombinasyonlari ile formiile edilen koftelerin
genel begeni kriteri izerindeki duyusal analiz degerlendirme sonuglari
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4.12 Duyusal Analizi Gerg¢eklestirilen Bitki Materyallerinin Antimikrobiyel
Aktivitesi

Bu calismada ZYE, propolis, GUY, PKUY ve BUY ile cesitli kombinasyonlarinin
antimikrobiyel etkisi analiz edilmis ve bu bitki materyalleri ile segilen bazi
kombinasyonlar kofteye eklenerek duyusal degerlendirme gerceklestirilmistir. Duyusal
degerlendirmesi gergeklestirilen materyallerin  antimikrobiyel aktivitesi E. coli
O157:H7, S. Enteritidis, E. coli Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aureus izolatlari

tizerinde disk diflizyon yontemi kullanilarak 3 paralelli ¢aligilmistir.

Calisma i¢in kullanilan bakterilerden herhangi birine, bitki materyallerinin géstermis
olduklar1 antimikrobiyel aktivitenin sonuglarinda istatiksel ag¢idan 6nemli farkliliklar
gozlenmistir. Temel olarak bu fark ekstraktlarin antimikrobiyel aktivitelerinin bakteri
Ozelliklerine gore degisiklik gostermesinden kaynaklanmaktadir. Duyusal analizi
gerceklestirilen bitki materyallerinin antimikrobiyel aktivitesinin sonuglart ¢izelge

4.8’de yer almaktadir.

Cizelge 4.8 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin antimikrobiyel

aktivitesinin sonuglari

> E. coli Salmonella E. coli

ORNEK O157:H7 | Enteritidis | Biyotip1 | o 2ureus | L.monocytogenes
KONTROL 6.00£0.00° | 6.00+0.00° | 6.00+0.00° | 6.00+0.00° 6.00-0.00°
ZYE 6.00£0.00° | 6.00+0.00° | 6.00+0.00" | 10.85+0.32% 6.00+0.00°
PROPOLIS 6.00£0.00° | 6.00£0.00° | 6.00+0.00° 12'94j§0'53bc 16.07+0.28%
GUY 9.62+0.41° | 6.00£0.00° | 29.45£0.43% | 32.34+1.20° 18.38+0.71°
PKUY 6.00£0.00° | 6.00+0.00° | 6.00+0.00" | 7.26+0.63° 6.00+0.00°
BUY 15.39+0.67™ | 10.89+0.66* | 11.17+0.23" 12'60ﬂ§0'27bc 6.00+0.00°
5ROPOUS+GUY+BU 289880200 | 6.6340.63° | 7.66£033% | 19THOSTT |y 556 gt
ZYE+GUY+BUY 24.28+0.32% | 8.68+0.56™ | 20.62+0.16™ | 29.26+1.10® 9.21+0.61%

*Qrtalama =+ standart hata
a-b-c

onemlidir (P<0.05).
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E.coli 0157'ye Kars1 Olgiilen
Inhibisyon Zonu (mm)

mZYE

uGUY

mBUY
mZYE+GUY+BUY

= PROPOLIS

PKUY
= PROPOLIS+GUY+BUY
m KONTROL

Bitki Materyalleri

6,00 |

Sekil 4.17 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin E. coli O157:H7’ye
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda oOlgiilen inhibisyon

S. Enteritidis'e Kars1 Olgiilen
Inhibisyon Zonu (mm)

zonlar1

mZYE

nGUY

mBUY
mZYE+GUY+BUY

m PROPOLIS

PKUY
® PROPOLIS+GUY+BUY
= KONTROL

Bitki Materyalleri

6,00

Sekil 4.18 Duyusal analizi gerceklestirilen bitki materyallerinin S. Enteritidis’e karsi
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlari
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mZYE m PROPOLIS

mGUY PKUY
m BUY ®m PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY m KONTROL

E.coli Biyotip 1'e Kars1
Olgiilen Inhibisyon Zonu (mm)

6,00

Bitki Materyalleri

Sekil 4.19 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin E. coli Biyotip 1’e kars1
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlari

mZYE ®m PROPOLIS

= GUY PKUY

mBUY ® PROPOLIS+GUY+BUY
mZYE+GUY+BUY m KONTROL

S. aureus'a Kars1 Olgiilen Inhibisyon Zonu (mm)

7,26

Sekil 4.20 Duyusal analizi gerceklestirilen bitki materyallerinin S. aureus’a karsi
gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlari

Bitki Materyalleri
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mZYE m PROPOLIS

mGUY PKUY
mBUY ® PROPOLIS+GUY+BUY
B ZYE+GUY+BUY = KONTROL

Zonlar1 (mm)

L. monocytogenes'e Karsi Olgiilen Inhibisyon
6,00

Bitki Materyalleri

Sekil 4.21 Duyusal analizi gergeklestirilen bitki materyallerinin L. monocytogenes’e
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite sonucunda Olgiilen inhibisyon
zonlar1
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5. SONUC

Bu calismada elde edilen sonuglarin, bazi literatiir bulgular1 ile uyumlu oldugu,

bazilartyla da uyumsuz oldugu belirlenmistir.

Bu c¢alismanin 4.1 boliimiiniin sonunda belirtildigi gibi tiim tarimsal uygulamalarda elde
edilen her tiirlii bitkisel ve hayvansal hammaddenin bilesimi sabit degildir. Uluslararasi
Standartlar Orgiitii tarafindan mikrobiyolojik analizlerde kullamlan farkli agarli
besiyerlerinin  bilesimi  verilirken, besiyeri  bilesiminde  kullanilacak  agar
konsantrasyonunu, agarin jellesme giicline bagli olarak 9-18 g/L gibi oldukga farkli bir
sinirda vermektedir. Gida sanayisinde, salca Orneginde oldugu gibi olabildigince
standart kalitede {irlin elde etmek igin sdzlesmeli tarim uygulamasi ile ¢iftgiye ayni tip
domates fidesi verilmekte ve sulama, ilaglama ve hasat zamani ziraat miihendislerinin
denetimi altinda tutulmaktadir. Kaliteye 6nem veren besiyeri iireticisi firmalar, standart

kalitede pepton liretmek i¢in s6zlesmeli hayvan besleme programlari uygulamaktadir.

Literatiirde propolis dahil olmak fiizere ¢esitli bitkisel materyalin, antimikrobiyel
etkisinin arastirildigr ¢alismalarda, ¢esit farkina dikkat ¢ekilmistir. Devaminda bitkisel
materyalin, mevsimsel farklar ile fitokimyasal acidan 6nemli olan sulama ve giibreleme
dahil olmak tizere yetistirilme kosullarinin, basta antimikrobiyel etki lizerinde az ya da
¢ok onemli olan fenolik kompozisyonu iizerinde etkili olduguna iliskin pek c¢ok

arastirma vardir.

Bu calisma ile, saglik agisindan giiclii etkileri ile dikkat ¢eken ZYE, propolis, GUY,
PKUY ve BUY ’nin antimikrobiyel aktiviteleri arastirilmis ve gida sanayisine alternatif

dogal antimikrobiyel maddeler olarak onerilebilecekleri tespit edilmistir.

Sinerjik etkinin onemi ile birlikte, kombinasyonda yer alan bitki materyallerinin
bilesimindeki fenolik maddelerin birlikte etkisinin, her bir bitki materyalinin tek basina
kullanimi ile olusan etkisinden olduk¢a dnemli miktarda yiiksek oldugu ve pozitif bir

etkilesim oldugu sonucu dogrulanmistir. Sinerjik etki mekanizmasinin yaninda fenolik
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maddelerin etken bilesiklerinin de bilinmesinin 6nemli ¢ikarimlar saglayacagi

distiniilmektedir.

In vitro ¢alismalar sonucunda elde edilen verilerle duyusal analiz i¢in kullanilabilecek
antimikrobiyel aktivitesi yiiksek bitki karisimlarr belirlenmistir. Panelistler tarafindan
pisirme sonrasinda duyusal olarak degerlendirilen koftelerde kontrol grubu koftelere en
yakin degerleri ZYE igeren koftelerin sagladigi saptanmistir. Calisma sonuglarinda
zeytin yapraginin duyusal anlamda kabul edilebilir bir materyal olmasi literatiir

tarafindan da dogrulanmastir.

Yapilan ¢aligma sonucunda propolisin 6zellikle Gram pozitif bakterilere karsi etkili
oldugu dogrulanmistir. Diger bitki materyallerinde oldugu gibi propolis i¢in fenolik
bilesimin, toplam fenolik miktarinin ve bu miktarin belirlenme yonteminin 6nemi tespit
edilmistir. Ayrica, bu ¢alismadan sonraki ¢alismalarda propolisin eklendigi gidanin
pisirim Oncesi ve sonrasindaki fenolik bilesim degisiminin arastirilmasi Onerilebilir.
Propolis, materyal denemeleri ve se¢imi sirasinda duyusal degerlendirme sonucu en ¢ok
merak edilen materyal olmustur ve kofte icerisinde begenilmesi dikkat ¢eken bir bulgu

olmustur.

Son yillarda nar kabugu ile ilgili antimikrobiyel ve antioksidan ¢aligsmalari oldukca fazla
sayidadir. Nar kabuguna alternatif olabilir mi sorusuna cevap aramak amaciyla greyfurt
ve portakal kabugu materyallere dahil edilmistir. Greyfurt tat ve koku anlaminda daha
aromatiktir bu sebeple portakal kabugu daha ¢ok begenilmistir, fakat iki materyalin de
gidalara eklenmesi ve eklenme miktarlar1 hakkinda ¢aligmalarin yapilmas: gerektigi

distiniilmektedir.

Antimikrobiyel aktivitesi yiiksek olan biberiyenin keskin aromasiin kofte icerisinde
negatif etki olusturdugu saptanmistir. Ugucu yaglarin genel problemi olan aromatik tat
ve kokuya ¢0ziim olarak ugucu yaglarin kombinasyon halinde ve ¢ok az miktarlarda

eklenmesinin etkili sonuglar verecegi diisiiniilmektedir.
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Bagka arastirmalarin bulgular1 da kendi iglerinde tam uyumlu degildir. Bu uyumsuzluk,
bitki ¢esidi, bitkinin yetistigi bolge, ekstraksiyon yontemi, toplam fenolik madde
miktar1, fenolik bilesim, kullanilan mikroorganizmalarin tiir ve sus farkliliklar1 gibi

cesitli sebeplerden kaynaklanabilmektedir.

Tiiketici begenisini duyusal a¢idan en ¢ok etkileyen tat ve koku parametreleri dikkate
alindigt zaman, bu bitki materyallerinin eklenme oranlarinin mikroorganizma
inhibisyonunu saglayabilmek ve duyusal agidan olumsuzluk olusturmamak adina diistik
oranlarda ve miimkiinse sinerjik etki olusabilmesi adina kombinasyonlar halinde

formiile edilmeleri gerekmektedir.

Kofte gibi ¢esitli et lirtinlerinde antimikrobiyel etkiye sahip bitkilerin, domates salgasi
tiretiminde oldugu gibi s6zlesmeli tarim ile iiretilmesi gliniimiiz i¢in gegerli degildir.

Temel konu, tiiketici begenisidir.

Daha oncesinde de Tiirk damak tadina uyan peynir ve sucuk gibi iiriinlerde duyusal
analizler yapilmistir. Oncelikle Tiirk damak tadina uygun herhangi bir yoresel gidanin
olmadig1 ve olamayacag: kabul edilmelidir. Tiirkiye gibi dogusu ve batisi ile giineyi ve
kuzeyi gibi ¢ok farkli cografyaya ve dolayisiyla ¢ok farkli beslenme aligkanliklarina
sahip bir toplumda, reklam dayatmalari sonucunda ABD kaynakli hamburger ve gazli

igecegin tek ortak kabul goren beslenme ¢esidi oldugu muhtemelen séylenebilmektedir.

Hal boyle iken bu tez c¢alismasinda yapilan duyusal analizlerin de Tiirk damak tadina
yonelik bir genel bulgusu olamamaktadir. Nitekim kontrol olarak panelistlere sunulan
koftenin genel degerlendirme puani 9’lu hedonik skalada 7 puan almistir. Ancak, elde
edilen bulgular reddedilmemekte ve kiiciimsenmemektedir. Tam tersine olarak bu konu

lizerine iiniversite-sanayi is birliginin 6nemine dikkat ¢ekilmektedir.

Sonug olarak; bitkiler gidanin kalitesini, raf dmriinii ve duyusal 6zelliklerini arttirmak
gibi pek ¢ok amacla tercih edilmektedir ve dogal gidalar ile gida koruyuculara artan

talebe karsilik olarak alternatif bitki materyalleri 6nerilebilmektedir.
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EK 1 Kofte Duyusal Degerlendirme Formu (PISMIS)

Panelistin Ad1 Soyadi: Tarih:
Formu doldurmadan 6nce "Notlar" kismini1 okuyunuz.
ORNEK - . GENEL
KODU RENK | GORUNUS | KOKU TAT TEKSTUR BECENI
Notlar:

Puanlama 1-9 araliginda yapilacaktir.
Degerlendirme puaninizi, ilgili 6zelligin bulundugu kutucuga yaziniz.
Renk: Hosa gider tipik kofte rengi

Gorliniig: Kofte biitlinliigii, par¢alanmama durumu

Koku: Tipik kofte kokusu

Tat: Tipik kofte tadi

Tekstiir: Koftede sertlik, yapiskanlik ve ¢ignenebilirlik durumu
Genel Begeni: Tlim kriterler dikkate alinarak yapilan degerlendirme

1; Tiketilemez 6; Biraz iyi
2; Cok kotii 7; 1yi
3; Koti 8; Cok iyi

4; Biraz koti

9; Oldukea iyi

5; Ne 1y1 ne kot

Diisiinceler:
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