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oz

Bu ¢alismada zeytin yaprad ekstrakti, greyfurt ugucu yagi, portakal kabugu ugucu yagi, biberiye ucucu yag
ve propolisin, tek basina ve kombinasyonlar halinde E. w/ O157:H7, S. Enteritidis, E. ¢/ Biyotip 1, L.
monocytogenes ve S. anrens’a karst antibakteriyel aktiviteleri disk diftizyon yontemiyle arastiridlmustir. Patojenlere
karsi en ylksek inhibisyon zonu olusturan materyal greyfurt ugucu yagi olmustur. Bitki materyallerinin 2’li
kombinasyonlarinin en yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi Gram negatif bakteri, . Enteritidis olurken 3’li
kombinasyonlarin en yiiksek antibakteriyel etki g6sterdigi Gram negatif bakteri ise E. w/z O157:H7 olmustur.
Bu calismada tek bagina antibakteriyel aktiviteye sahip olmayan materyallerin farkli sayida
kombinasyonlarinin sinetjik etki olusturabilecegi ve bazi kombinasyonlarda da birbitlerini baskilayarak
aktiviteyi diistirebildikleri gbzlemlenmistir. Yapilan toplam fenolik miktart analizi sonucunda en ¢ok toplam
fenolik miktart greyfurt ucucu yaginda gozlemlenmistir. Calismada kullamlan bitki materyallerinin
antibakteriyel aktivite sonuglari ile toplam fenolik miktarlarinin sonuglart birbiri ile paralellik gbstermektedir.
Galisma icin secilen 5 bitki materyali ve materyallerin 3’lii kombinasyonlarindan 2 tanesi duyusal analiz
amactyla kofteye eklenmistir. Panelistlerin renk, gériiniis, koku, tat, tekstiir ve genel begeni degerlendirmeleri
sonucunda kontrol kéftesine en yakin kriterleri zeytin yaprag ekstraktt iceren koftenin gésterdigi ve 3’
kombinasyonlarin en diisitk begeni puanlarini aldigt tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Baharat, bitki materyali, propolis, antibakteriyel etki, sinetjik etki, kofte

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

ABSTRACT

In this study, olive leaf extract, grapefruit essential oil, orange peel essential oil, rosemary essential
oil, and propolis were used alone and in different combinations against Escherichia coli O157: H7,
Salmonella Enteritidis, E. coli Biotype 1, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aurens. The antibacterial
activities of these materials were investigated using the disk diffusion method. Grapefruit essential
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oil created the highest zone of inhibition against pathogens. The two-in-one combinations of plant
materials had the highest antibacterial effect against §. Enteritidis while the triple combinations had
the highest antibacterial effect against E. co/i O157:H7 among the Gram-negative bacteria. It was
observed that the combinations of different numbers of materials that did not have antibacterial
activity alone created a synergistic effect, but this effect was reduced through the suppression of the
activity of certain materials in some combinations. As a result of the analysis of total phenolic content,
the highest total phenolic content was observed in grapefruit essential oil. The antibacterial activity
results of the plant materials used in the study and the results concerning the total phenolic amounts
were consistent. Five plant materials and two of the three combinations of materials selected for the
study were added to the patties for a sensory analysis. As a result of the panelists' evaluations of the
color, appearance, odor, taste, texture, and overall acceptability criteria, it was determined that the
meatball samples containing olive leaf extract had the closest results with reference to the control

patties, and the triple combinations received the lowest appreciation scores.
Keywords: Spices, plant extract, propolis, antimicrobial effect, synergistic effect, meatball

GIRIS

Gudalara renk, tat, koku ve lezzet vermesi amactyla
cesitli bitkiletin tohum, tomurcuk, cekirdek, kok,
govde, yaprak, meyve, cicek, kabuk ve sap gibi
kistmlarinin - kurutulup, bitin  halde veya
ogutilmesi ile elde edilen iriinlere baharat adi
verilmektedir  (Anonim,  2013).  Botanik
siniflandirmada  baharat, aromatik bitkilerin
icerisinde yer alir ve tropik iklim kusagindaki
bélgelerde daha ¢ok bulunurlar. Varolusundan
beri insanin  vazgecilmez temel beslenme
kaynaklarindan olan bitkilerin, farkli kisimlar
cesitli amaclarla kullanilmaktadir (Anonim, 2013;
Kapilan, 2015; Sales ve Pashazadeh, 2020).

Bitkilerin yararh etkilerinden insanlar gibi arilar da
faydalanmaktadir. Arilar bitkilerin yaprak, gévde
ve tomurcuklarindan topladiklar: yararl bilesikleri
kendi salgilariyla tepkimeye sokarak propolis adi
verilen bir Urlin olusturutlar (Anonim, 2003).
Propolis, kovan igerisindeki artlart ¢esitli patojen
mikroorganizmalara karst korur. Propolisin
yararlari insanlar tarafindan kesfedildikten sonra
yara lyilestirici, bagisiklik saglayict ve gida
koruyucu olarak kullanilmaktadir (Soares de
Arruda vd., 2020).

Antibakteriyel —aktivite gosteren  bitkilerdeki
baskin aktif kimyasallar fenoliklerdir ve gidalarda
kullantm miktar1 duyusal Ozelliklere ve gida
bilesenine gore degisiklik gostermektedir (Ceylan
ve Fung, 2004; Rios ve Recio, 2005; Mendonca
vd., 2018).

Aromatik bitkilerin cesitli materyallerinden elde
edilen drinlerden biri de ugucu yaglardir
(Solorzano-Santos ve Miranda-Novales, 2012).
Ucucu yaglarin en yaygin elde edilme yontemi su
buhari ile damitma ydntemidir, ancak cesitli
cozgenlerle  ekstraksiyonu  veya  presleme
yontemleri de siklikla kullanilmaktadir (Dikmetas
vd., 2019). Ucucu yaglarin elde edilme yontemleri
ucucu yag bilesimini etkilemektedir (Gonza'lez-
Mas vd., 2019).

Ugucu yaglar, oldukea farklt derisimlerde 20-100
bilesenin karigimlaridir  ve bazi  bilesiklerin
derisimi oldukea yiiksek iken diger bilesenler eser
miktarlarda bulunabilir  (Luciardi vd., 2019).
Ugucu yaglarin  antibakteriyel ve biyolojik
aktivitelerinde ~ yilksek  derisimlerdeki — ana
bilesenler (terpenler, terpenoitler, aromatik halkalt
molekiiller) 6nemli bir rol oynar (Bakkali vd.
2008, Perricone vd. 2015). Ancak bazt durumlarda
asil biyolojik aktiviteye derisimi daha disiik olan
bir bilesen de neden olabilir (Raut ve Karuppayil,
2014).

Antibakteriyel etki goésteren baharat ve bitki
ekstraktlarinin gidalarda kullanim miktart duyusal
Ozelliklere ve gida bilesenine gore degisiklik
gosterir, ancak bu miktar yaklasik %00.05- 0.1
arasindadir (Ceylan ve Fung, 2004).

Bitkilerin gida koruyucu olarak kullanidmasinin
ontindeki temel engel, cogu zaman tek basina
yeterince etkili olmamalari ve antimikrobiyel etki
saglamalari icin yeterli olan miktatlarinin negatif
duyusal etkilere yol agmalaridir. Birkac ekstraktin
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sinerjik etkisinden yararlanmak bu soruna bir
¢6zim olarak Onerilmektedir (Hyldgaard vd.,
2012; Smith, 2019). Sinetji, bilesikletin ve/veya
faktotlerin, bitlikte uygulandiklarinda tek tek
uygulamaya gdore aktiviteyi arttiracak sekilde
ctkilesmesidir. Bitki karisimlarindaki bilesiklerin
sinerjistik aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir
(Gyawali vd., 2015). Gida sistemlerindeki baharat
miktat1, her zaman antibakteriyel etki olusturmak
icin yeterli olmasa da pH ve sicaklik gibi
faktorlerle  birlestirildiginde  sinerjik  olarak
antibakteriyel aktivite gosterebilitler (Ceylan ve
Fung, 2004; Ataman vd., 2019).

Zeytin  yapragl, oleuropein fenolik bilesigi
acisindan  zengin, antibakteriyel etkisi genis,
gidalara  eklendigi zaman meydana gelecek
antibakteriyel aktiviteleri ve duyusal 6zellik
bakimdan kabul edilebilitlik diizeyleri hakkinda
arastirmalara ihtiyag olan bir bitki materyalidir
(Thielman vd., 2017).

Propolis, bagisiklik giclendirici, antioksidan ve
antibakteriyel etkilerinden dolayt oldukga dikkat
¢eken bir bitki materyalidir fakat tadt ve aromast
o6nemli bir dezavantaj olusturmaktadir (Pobiega
vd., 2019). Propolisin tek basina kullaniminin
yaninda gidalara eklendigi zaman meydana
gelecek antibakteriyel aktiviteleri ve duyusal
Ozellik bakimdan kabul edilebilitlik dizeyleri
hakkinda da aragtirmalara ihtiyag vardir.

Cesitli sektorlerde kullanilan turuncgil
kabuklarinin toplam fenolik igeriginin soyulmus
meyveye oranla oldukea yliksek oldugunu bildiren
calismalar mevcuttur (Gorinstein  vd., 2001;
Ozdemir vd., 2014; Garrido vd., 2019). Turunggil
isleme yan trtinlerinin antibakteriyel aktiviteleri ve
sagliga  yararlh  etkileri  bakimdan  gida
uygulamalarinda 6nemli bir potansiyel oldugu
dustintilmektedir (Bora vd., 2020).

Biberiyenin ¢esitli saglik yararlari, antimikrobiyel,
antioksidan, antifungal ve insektisit aktiviteleri
bulunmaktadir. Et ve et trinlerinde ¢ogunlukla
yapraglt kullandan bitkilerden biridir (Kirpik
2005).

Bu calismada amag¢ zeytin yapragi ekstresi,
propolis, biberiye ugucu yag1, portakal ucucu yagi,
greyfurt ucucu vyagl, cesitli bitki kaynakl
materyallerin, gida kaynakli hastaliklara neden
olan belirli patojenlere kars1 antibakteriyel etkisini
tek  baglarina ve kombinasyonlar halinde
belirlemek ile giicli etki gosterenlerin koftede
duyusal kabul edilebilirliginin
degerlendirilmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu calismada 4 bitkisel ekstrakt ve propolisin,
gidalarda bulunan 4 temel patojen ve 1 indikator
bakteri tizerinde antibakteriyel etkisi
arastirilmistir.

Biberiye ugucu yagt (BUY), portakal kabugu
ucucu yagi (PUY) ve greyfurt ugucu yagt (GUY)
Balen (Ankara) firmasindan, zeytin yapragt
ckstresi (ZYE) Anti (Ankara) firmasindan,
propolis (PRP) Bee’o (Istanbul) firmasindan
saglanmustir.  Hazir olarak temin edilen ugucu
yaglardan BUY ve GUY’nin damitma yéntemiyle,
PUY’nin ise presleme yontemiyle elde edildigi
bildirilmistir. ZYE, toz olarak saglanmis ve kaynar
su ile 1:9 oraninda ¢ozildikten sonra 40 °C’ta
ultrasonik banyoda 1 saat ckstrakte edilmistir.
Propolisin = %30’luk etanollii ekstraktt tercih
edilmistir. Ugucu yaglar ve propolis herhangi bir
seyreltme islemine ugratilmamustir.

Bu calismada, Ankara Universitesi Gida
Mihendisligi  Boélimt  Gida  Mikrobiyolojisi
Laboratuvart kultir koleksiyonundan saglanan
Escherichia coli O157:H7, E. coli Biyotip 1,
Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes ve
Staphylococens — anrens  test  bakterileri  olarak
kullandmistir. Denemelerde kullanilan  bu
bakteriler, Tripticase Soy (CASO) Broth (Merck)
besiyeri kullanilarak 37 °C’ta 24 saat inkube
edilerek aktiflestirilmistir (Bauer vd., 1960).

Yoéntem
Kullanilan besiyerleri ve ¢izeltilerin hazerlanmasi

Bakterilerin  gelistirilmesi  ve  stok  kdltir
hazirlanmasi  icin  CASO  Broth = (Merck),
antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde

kullanilan disk difiizyon yontemi i¢in Mueller
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Hinton Agar (MHA) (Merck), ucucu yaglarin
toplam fenolik madde tayini icin Folin-Ciocalteu
reaktifi (Merck) ve Na,CO3 (Merck) kullanilmistir
(Moisa vd., 2018).

Abntibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Calismada kullanilan bes materyalin, bes bakteriye
karst olan baskilayict etkisi tek baglarina ve sinerjik
etkinin belirlenebilmesi amactyla ikili, t¢ld, dortla
ve besli kombinasyonlar olarak denenmistir.
Calismanin bu asamasinda amac¢ sadece durum
tespiti oldugu icin tek tekerriir ile calisilmustir. Bu
calismalardan elde edilen sonuclar, arastirmanin
izleyen agamalarinda degerlendirilmis,
materyallerin  antibakteriyel — aktiviteleri  tek
baslarina ve iki adet ti¢li kombinasyon halinde ve
bu kez tg¢ tekerriitlii olarak belirlenmistir.

Antibakteriyel etki zon c¢ap1, disk diflizyon
yontemi ile belirlenmistir. Besiyeri hazirlama
yonergesine gbre hazirlanan MHA, eritilip 15 mL
olacak sekilde tiiplere dagitildiktan sonra 121
°C’ta 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.
Otoklav sonrast besiyeri uygun sicakliga (~40 °C)
geldiginde 100 pL aktif test bakteri kiltird
inoktle edilip, yeterince vortekslenip Petri
kutularina doktlmustiir. Besiyeri oda sicakliginda
5-10 dakika kurutulmaya birakildiktan sonra steril
kagit diskler (Oxoid) Petri kutusuna yeterli 6l¢ctim
saglayacak araliklarla yerlestirilmis ve diskler
tzerine 5 pulL antibakteriyel materyal damlatilip 37
°C’ta 24 saat inktbasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonucunda materyalin antibakteriyel
etki zon ¢aplar1 verniyeli kumpas ile Sl¢tilmistiir.
Disklerin etrafinda olusan zonlardan diizgiin
olanlar tek noktadan, diizgiin olmayan zonlarda
ise 3 farkli eksende 6l¢im yapilmis ve bu 3 degerin
ortalamasi inhibisyon ¢api olarak hesaplanmistir.

Toplam fenolik madde miktar: tayini

ZYE,BUY, PUY, GUY ve PRP’in toplam fenolik
madde miktar;, Moisa ve arkadaslarinin
belirledikleri ~ yontemde — birka¢  degisiklik
uygulanarak spektrofotometrik analiz ile Folin-
Ciocalteu (FO) prosediirii kullantlarak
belirlenmistir  (Moisa vd., 2018). Materyaller
damuttk su ile 25 kat (h:h) seyreltilmistir. Test
tipiine 100 uLl seyreltilmis materyal ilave

edildikten sonra tizerine 500 uLL FC, 2 mL (%20)
Na,CO3 ve 5 ml damitik su aktardmistir. Oda
sicakliginda ve karanlikta 90 dakika inkibe
edildikten sonra Olcimler, kuvars kuvetler
kullanilarak £ = 765 nm dalga boyunda UV-VIS
spektrofotometre kullanilarak ~ yapimistr.
Referans standart egrisi, gallik asit standart
alarak 0, 50, 100, 150, 200, 250 ve 500 mg/L
konsantrasyonlarda kurveler ¢izilmesiyle elde
edilmistir ve ugucu yaglarin toplam fenol madde
miktari, gallik asit esdegeti (mg GAE/L) olarak
verilmistit. Bu agamada tim deneyler 3 paralel
olarak gerceklestirilmistir.

Kiftenin hazarlanmas

Yerel bir kasaptan 1 kg orta yagh dana eti temin
edilip kiyma makinesinde ¢ektirilmis ve ardindan
soguk zincirle laboratuvara getirilmistir. Baharat
olarak piyasada bulunan farkli marka koéfte
harclari arasinda, icinde en az bilesen olant
secilmis ve Uretici firmanin tarifine uygun olarak
kiymaya katilmis ve kanstirilmistir, Kofte rastgele
sekiz esit parcaya boélinmistir. Kontrol grup
ayrildiktan sonra kalan yedi gruba %0.05 oraninda

sirastyla.  ZYE, PRP, GUY, PUY, BUY,
ZYE+GUY+BUY karisimt1 ve
PRP+GUY+BUY katisimi eklenmistir.

Hazirlanan kofte karigimi 50+0.5 g tartilarak
gruplara ayrilmis, ardindan elle yassilagtirilarak
sekil verilmis ve 1zgarada pisirilmistir.

Duyusal analiz;

Koftelerde pisirme sonrast duyusal
degerlendirme, havalandirilmis ve 1siklandirilmig
bir odada onbir kisilik bir panelist grubu ile
gerceklestirilmistir. Panelistlere Srnekler rastgele
stralama  yapilarak sunulmus, degerlendirme
esnasinda bir 6nceki 6rnegin agizda kalan tadini
gidermek amaciyla su igilmesi ve ekmek yenmesi
gerektigi  bildirilmistir.  Duyusal ~ analizde
panelistler pismis 6rneklerin kalite 6zelliklerindeki
farkliliklart renk, gbriinis, koku, tat, tekstiir ve
genel begeni kriterleri lzerinden
degerlendirmislerdir. Degerlendirme i¢in  9’Iu
hedonik skala tercih edilmistir ({lhan, 2010). Buna
gore, renk: hosa gider tipik kofte rengi; goriinis:
kofte butinligi, parcalanmama durumu; koku:
tipik kéfte kokusu; tat: tipik kofte tads; tekstiir:
koftede sertlik, yapiskanlik ve ¢ignenebilirlik
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durumu ve genel begeni: tiim kriterler dikkate
alinarak yapilan degerlendirme olmak tizere
kofteler 1-9 arasinda puanlanmugtir. Bu puanlama,
1: tiketilemez; 2: cok kott; 3: kotu; 4: biraz kot
5: ne iyi ne kotl; 6: biraz iyi 7: iyi 8: ¢ok iyi 9:
oldukea iyi seklinde yapilmistir.

Istatiksel Analiz

Arastirma sonucunda elde edilen sonugclarin
istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS Statistics
24.0 programi kullanilarak yapdmustir. Grup
ortalamalar arasindaki farkin anlamhlig tek yonli

Varyans  Analiz  Teknigi (ANOVA) ile
arastrllmistir. Anlamb farklilk  oldugu
durumlarda  farkldiklarin  hangi  gruplardan

kaynaklandigi L.SD (Asgari Onemli Fark) testi ile
arastirtlmistir (P<0.05).

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Antibakteriyel Etki; Birinci Asama

Materyallerin E. /i O157:H7, S. Enteritidis, E.
coli Biyotip 1, L. monocytogenes ve S. aurens’a karst
tek  baglarina  ve  kombinasyon  halinde

gosterdikleri  antibakteriyel etkiler sonucunda
oOlgiilen inhibisyon zonlar cizelge 1°de ve 6rnek
karst

olmak lzere E. wh O157:H7ye

antibakteriyel ~ etkileri  sonucunda

inhibisyon zonlar sekil 1’de gosterilmistir.
Cizelge 1 incelendiginde en yiiksek antibakteriyel
etkinin 33.04 mm zon capi ile inhibisyonun en
yitksek oldugu degerin tek basina GUY’nin S.
anrens izerindeki etkisi oldugu ve yine GUY nin,
tek basina E. co/i Tip 1 tizerinde 29.77 mm zon
capt ile ikinci sirada oldugu gorilmektedir. Tek
basina GUY, E. cwii O157 ve L. monocytogenes
tzerinde de etki gdstermis, ancak, S. Enteritidis
tzerine etki yapamamustir. Tek basina ZYE ve
PUY sadece S. aurens tizerinde etkili olmustur.

Slctilen

Bu c¢aligmada test bakterilerinin = Gram
reaksiyonlarinin kullanilan materyale karst 6nemli
olmadig bulunmustur. Literatiirde Gram pozitif
ve Gram  negatif  bakterilerin  bitkisel
ckstraktlardan ve propolisten farkl sekillerde
etkilendikleri ~ya  da  bakterilerin =~ Gram
reaksiyonlarinin énemli olmadigr seklinde farkls
bulgular mevcuttur (Tolosa ve Canizares, 2002;
Markin vd., 2003; Burt, 2004; Schelz ve ark, 20006;
Pereira vd., 2007; Kirbaslar ve ark., 2009;
Korukluoglu vd., 2010; Temiz vd., 2011; Wagh,
2013, Geraci ve ark., 2016; Goékmen vd., 2016;
Degirmencioglu vd., 2019 Deng ve ark., 2020).

Sekil 1. Bitki materyallerinin ikili kombinasyonlarinin bazilarinin E. co/f O157:H7’ye karst antibakteriyel
etkileri sonucunda 6l¢iilen inhibisyon zonlatt
Figure 1. Some double combinations’s inbibitory effect against to E. coli O157:H7

6: PRP+PUY; 7: PRP+BUY; 8: GUY+PUY; 9: GUY+BUY; 10: PUY+BUY.

Lejantlar i¢in bakiniz Cizelge 1.

6: PRP+PUY; 7: PRP+BUY; 8: GUY+PUY,; 9: GUY+BUY; 10: PUY+BUY.

For legends, see table 1.
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Cizelge 1. Materyalin antibakteriyel etkisi; Birinci degerlendirme

Table 1. Antibacterial effect of material; First evaluation

Zon capt (mm)™ Zone diameter (mm)™*
Materyal” Material E. coli Salmonella J— L.
i O157:H7 Enteritidis B wliTip 1| 5. anrens monocytogenes
Kombinasyonsuz / No combination

ZYE 6.00 6.00 6.00 10.21 6.00
PRP 6.00 6.00 6.00 12.69 15.61
GUY 10.36 6.00 29.77 33.04 18.55
PUY 6.00 6.00 6.00 7.79 6.00
BUY 13.12 10.49 11.13 13.04 6.00

Tkili kombinasyon / Double combination
ZYEA+PRP 6.00 6.00 6.00 12.43 9.85
ZYE+GUY 6.00 19.01 6.00 24.30 10.14
ZYE+PUY 6.00 6.00 6.00 12.05 6.00
ZYE+BUY 11.33 10.11 6.00 10.73 6.00
PRP+GUY 6.00 13.21 6.00 21.87 12.75
PRP+PUY 6.00 6.00 6.00 14.45 6.00
PRP+BUY 6.00 6.00 6.00 12.7 13.18
GUY+PUY 28.20 6.00 6.00 6.00 12.37
GUY+BUY 23.96 9.79 21.47 6.00 12.57
PUY+BUY 9.54 8.26 9.33 6.00 6.00

Uclii kombinasyon / Triple combination
ZYE+PRP+GUY 21.23 6.00 9.97 21.29 12.11
ZYE4+PRP+PUY 9.01 6.00 6.00 12.11 10.56
ZYE+PRP+BUY 10.66 6.00 6.00 10.29 8.65
PRP+GUY+PUY 18.87 6.00 6.00 18.11 8.33
PRP+GUY+BUY 29.39 6.00 6.00 20.43 12.27
ZYE+GUY+PUY 20.66 6.00 13.45 22.26 6.00
PRP+PUY+BUY 9.58 6.00 6.00 12.74 12.24
GUY+PUY+BUY 25.94 9.76 18.92 20.79 10.42
ZYE+GUY+BUY 24.78 8.05 20.79 30.7 9.65
ZYE4+PUY +BUY 10.46 9.20 6.00 16.24 6.00

Dortlt kombinasyon / Combination of four

ZYE+PRP+GUY+PUY 22.14 13.05 6.00 16.76 12.36
ZYE+PRP+GUY+BUY 22.71 16.33 15.14 14.96 14.11
PRP+GUY+ PUY+BUY 18.44 14.77 6.00 18.92 15.8
ZYE+GUY+PUY +BUY 16.03 12.85 6.00 17.52 6.00
ZYE+PRP+PUY +BUY 6.00 9.94 6.00 11.93 12.42

Besli kombinasyon / Combination of five
ZYE+PRP+GUY+
PUY +BUY 15.94 15.28 6.00 17.16 6.00

“ZYE: Zeytin yapragi ekstresi, PRP: propolis, GUY: greyfurt ucucu yagi, PUY: portakal kabugu ucucu yagi, BUY:

biberiye ucucu yagt

"ZYE: Olive leaf extract, PRP: propolis, GUY: grapefiuit essential oil, PUY: orange peel essential oil, BUY: rosemary essential oil

“QOlgiilen inhibisyon zon ¢aplarina 6 mm’lik disk cap1 dahildir
** The measured inhibition gone diameters include 6 mm disc diameters
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Tek tekerriirlii olarak yapilan bu asamada asil
beklenen etkinin, kombinasyonlardaki sinetjik
etki olmasidir. Ancak, beklenenden cok farkl
sonuglar elde edilmistir. Ornegin, E. co/i O157:H7
tzerine ZYE ve PRP etkili degilken ZYE+PRP
ikili kombinasyonu da etkili olmamustir. Bu
bakteri tizerine tek basina GUY 10.36 mm zon
capt etki gosterirken ZYE+GUY kombinasyonu
etkisiz  olmugtur. Bir diger deyisle bu
kombinasyonda ZYE, GUY’nin baskiayict
etkisini ortadan kaldirmistir. Tersine olarak yine
E. coli O157:H7 tzerine tek basina GUY 10.36
mm ve PUY 6.00 mm (etkisiz) zon ¢ap1 vermis
iken  GUY+PUY kombinasyonu 28.20 mm
inhibisyon zonu ile net bir sinerjetik etki
gostermistir. Benzer sinerjetik etki GUY+BUY
kombinasyonunda da gérilmektedir.

Oldukca dikkat cekici olmak tlzere S. aureus

tzerine en yiksek inhibisyon zonu veren

GUY+BUY ve PUY+BUY kombinasyonlarinda
da alinmistir.

Benzer beklenmedik sonuclar, tclia, dortla ve
besli kombinasyonlarda da alinmistir. Cizelge 1
incelendiginde fakli bakterilerin, farkli
inhibitérlerden, farkli kombinasyonlarda farklt
etkilendigi goriilmektedir.

Yine cizelge 1 incelendiginde genel olarak E. co/i
Tip T’in tim denemelerde en direngli ve S.
anrens’un en duyarlt bakteri oldugu goérilmektedir.

Toplam Fenolik Madde Miktari

Spektrofotometrik analiz ile Folin-Ciocalteu (FC)
yontemi kullanilarak gerceklestirilen ZYE, BUY,
PUY, GUY ve PRP’in gallik asit standart alinarak
0, 50, 100, 150, 200, 250 ve 500 mg/L
derisimlerde cizilen kurveyle elde edilen toplam
fenolik madde miktarinin sonuglart cizelge 2’de

GUY’nin, PUY ile kombinasyonunda inhibisyon  verilmistir. PRP, kullanilan y6nteme yanit
etkisinin ortadan kalkmasidir. Benzer sonuglar vermemistir.
Cizelge 2. Materyallerinin toplam fenolik madde miktarlart (mg GAE/L)
Table 2. Total phenolic content of material (mg GAE/L)

Materyal ZYE |BUY |PUY |GUY |PRP
Material

Toplam Fenolik Madde Mikta 5430 6180  [3108  |641.9 |00

Total phenolic content
Lejantlar i¢in bakiniz Cizelge 1.
For legends, see Table 1.

Gizelge 2’den goruldigi gibi, fenolik madde en miktart, fenolik bilesim, kullanilan
yiksek materyal 641.9 mg GAE/L ile GUY’dir. mikroorganizmalarin tir ve sus farkldiklar1 gibi
GUY’nt 618.0 mg GAE/L ile BUY izlemektedit. gesiti  sebeplerden  kaynaklanabilmektedir.

BUY antibakteriyel etki acisindan da tek basina
etkili olmustur. Ancak, fenolik madde acisindan
tclinct sirada yer alan ZYE, PUY ile birlikte tek
basina en zayif antibakteriyel etki gbsteren iki
materyalden birisi olmast dikkat c¢ekicidir. Bu
aragtirmanin bulgulari, fenolik madde icerigi ile
antibakteriyel etki arasinda yiitksek bir korelasyon
oldugunu kanitlamamaktadur.

Bagka arastirmalarin fenolik bilesik miktatlari ve
antimikrobiyel aktivite bulgular1 da kendi i¢lerinde
tam uyumlu degildir. Bu uyumsuzluk, bitki ¢esidi,
bitkinin yetistigi bélge, mevsimsel farkliiklar,
ekstraksiyon yontemi, toplam fenolik madde

Fenolik maddelerin antimikrobiyel aktivitelerini
proteinler, lipitler, tuzlar, pH ve sicaklik gibi cesitli
faktorler de etkilemektedir (Sagdic 2003).

Antibakteriyel Etki; Ikinci Agama

Tek baslarina ve kombinasyonlar halinde 5 test
bakterisine karst inhibisyon etkiler, fenolik madde
icerigi ile birlikte degerlendirilerek koftede tek
baslarina 5 materyal ile PRP+GUY+BUY ve
ZYE+GUY+BUY olmak tizere 2 kombinasyon
denenmesine karar verilmis ve devaminda 3
tekerrtirli olmak tzere inhibisyon etki kontrol
edilmistir. Bulgular cizelge 3’te verilmistir.
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Cizelge 3. Materyalin antibakteriyel etkisi; Ikinci degerlendirme”

Table 3. Antibacterial effect of material; Second evaluation”

AM/[i;:;Z?I E. coli O157:H7 | Salmonella Enteritidis | E. co/i Biyotip 1 S. anrens L. monocytogenes
Kontrol / Control 6.00£0.00¢ 6.00%0.00> 6.00%0.004 6.00%0.004 6.00%0.004
ZYE 6.00£0.00¢ 6.00%0.00> 6.00%0.004 10.85%0.32¢< 6.00%0.004
PRP 6.00£0.00¢ 6.00%0.00> 6.00%0.004 12.9440.53bcd 16.07£0.28%
GUY 9.6210.41b¢c 6.00%0.00> 29.4510.43# 32.34%+1.20# 18.38£0.71»
PUY 6.00£0.00¢ 6.00%0.00> 6.00%0.004 7.2610.634 6.00%0.004
BUY 15.39%0.67% 10.89£0.66* 11.17£0.23bc | 12.60£0.27bcd 6.00%0.004
PRP+GUY+BUY 28.9810.202 6.63%+0.63> 7.6610.33< 19.73%0.574bc 11.35%0.46bc
ZYE+GUY+BUY | 24.28+0.322 8.68%0.56> 20.62£0.162> | 29.26%1.10b 9.21%0.61

*Ortalama * standart hata

ab-c; Sttunlar icerisinde farkli harfleri tagtyan 6rnek ortalamalari arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).
*QOlgiilen inhibisyon zon gaplarina 6 mm’lik disk ¢ap1 dahildir

Lejantlar icin bakiniz Cizelge 1.
* Mean * standard error

“b: Mean values with different lowercase superscripts indicate statistical differences between columns (P < 0.05).
** The measured inhibition Zone diameters include 6 mm disc diameters

For legends, see Table 1.

Cizelge 3’ten izlenecegi gibi tek bagina GUY nin
S. aurens ve E. coli Biyotip 1’e karst inhibisyon
etkisinin en yiksek etkiler oldugu, genelde
denenen materyale karst en yiksek direnc
gosteren E. /i O157:H7 serotipinin, gl
kombinasyonlardan ciddi sekilde etkilendigi
gorilmektedir. 3 tekerriirli yapilan bu deneme ile
tek tekerriitli yapilan ik deneme sonuglart

(cizelge 1) beraberce incelendiinde sonuglarin
birbirlerine ¢ok benzer oldugu gérilmektedir.

Duyusal Analiz

%0.5  oraninda  farklli  materyaller  ve
kombinasyonlar1 ile hazirlanan kéftelerin kalite
Ozelliklerindeki farkhiiklar 11 panelist tarafindan
renk, goérinis, koku, tat, tekstlir ve genel begeni
kriterleri Gzerinden belirlenmistir (Cizelge 4).

Gizelge 4. Farkli materyaller ve kombinasyonlari ile formile edilen koftelerin duyusal degetlendirme
puanlart (n=11)"
Table 4. Sensory evaluation scores of meatballs formulated with different materials and combinations (n=11)"

Kofte / Gortnts / Tat / . Genel Begeni /
Meatball Renk / Color Appeamfm Koku / Odor Taste Tekstiir / Texture Overall awfpmme
Kontrol / Control 7.631£0.30* | 7.54%+0.24* | 7.45+0.31* | 7.45+0.38 7.36£0.36 7.18£0.507
ZYE 7.27£0.27* | 7.00£0.30* | 6.72+0.40* | 6.63+0.412 6.72£0.35 6.54£0.45
PRP 7.45£0.28* | 6.90£0.28* | 5.63+0.33*> | 5.45+0.43> 6.18%0.377 5.18£0.55
GUY 7.45%0.31* | 7.27420.27* | 4.90£0.51P | 3.81£0.55P¢ 6.00£0.487 4.18%0.35b¢
PUY 7.45%0.24* | 7.00£0.23* | 5.72+0.38> | 4.54+0.45 6.27£0.427 5.00£0.38
BUY 7.45£0.36* | 7.1840.18* | 5.45+0.51* | 3.72+0.58"¢ 6.27£0.44 4.45£0.54b¢
PRP+GUY+BUY | 7.00£0.35* | 6.36+0.30* | 3.814+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¢ 6.0910.412 3.00+0.38¢

*Ortalamaztstandart hata

ab-c: Stitunlar icerisinde farkli harfleri tasiyan 6rnek ortalamalart arasindaki fark, istatistik olarak 6nemlidir (P<0.05).

Lejantlar icin bakiniz Cizelge 1.

* Mean £ standard error

“b - Mean values with different lowercase superscripts indicate statistical differences between colunmns (P < 0.05).

For legends, see table 1.
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Cizelge 4 incelendiginde, kontrol (hi¢bir deneme
materyali eklenmemis) kéftenin dahi 9 tam puan
tizerinden 8 ve altinda oldugu goriilmektedir. Bu
distik puanlama, muhtemelen kéfte yapiminda

kullantlan  ticari  kofte harcinin  panelistler
tarafindan benimsenmemesinden
kaynaklanmaktadir.

Yapilan  duyusal degerlendirmede  kofteler

arasinda renk, goriiniis ve tekstir agisindan fark
gOrillmemis, ancak koku ve tattaki farklar genel
begeniye de yansimistir. Kontrol dahil 8 kofte
arasinda koku, tat ve genel begeni puant en disiik
olan kofteler sirasiyla ZYE+GUY+BUY ve
PRP+GUY+BUY olmustur. Bir diger deyis ile
panelistler, kombinasyonlu kofteleri
begenmemislerdir.

Bu calismadaki en beklenmedik sonug, test
bakterilerine karst inhibisyon etki ile duyusal test
sonuglart arasindaki uyumsuzluktur. Ornegin tekli
kombinasyonlar icinde GUY, S. Enteritidis
disindaki test bakterilerine karst kuvvetli inhibitor
etki yaparken, duyusal degerlendirmesinde en
disiik genel begeniyi almugtir.

Gokmen ve arkadaglart (2016), farkli oranlarda
zeytin yapragl ekstraktinin kofteye eklenmesinin
duyusal yo6nden herhangi bir olumsuzluk
olusturmadigint  bildirmislerdir. Duyusal analiz
sonucunda kontrol grubuna koku, tat, tekstiir ve
genel begeni parametrelerinde en yakin 6rnegin
ZYE iceren kofte olmast  bu
dogrulamustr.

sonucu

Yidiz (2019), farkh konsantrasyonlardaki limon,
portakal ve bergamot gibi turuncgil kabuk
yaglarinin  gokkusagt  alabaligt  filetolarina
eklenmesinin duyusal ydnden etkisini incelemistir.
Kullanilan ucucu yaglar arasinda en ¢ok bergamot
ucucu yaglt eklenmis gokkusagi alabalig
filetosunun begenildigi, genel anlamda ucucu
yaglarin balikta alistimadik bir lezzet ve koku
olusturmasindan kaynakli genel kabul edilebilirlik
acisindan tercihin disiik oldugunu bildirmistir.
Gergeklestirilen duyusal analiz sonucunda ugucu
yaglarin Ozelliklerinin daha baskin olmasindan
kaynakli ZYE iceren koftelerin kontrol 6rnegine
daha yakin bulundugu disinilmektedir.

Gok ve Bor (2012), zeytin yapragi, yaban mersini
ve hlnnap ekstraktlarinin kéfteye eklenmesinin
duyusal yonden degerlendirilmesi sonucunda, en
cok yaban mersini ekstresi iceren koftelerin
begenildigini fakat ekstraktlarin genel kabul
edilebilirlik acisindan herhangi bir olumsuzluk
olusturmadigini bildirmislerdir.

Tlhan (2010), biberiye ugucu yagini dana kirinti
etinin farkli oranlarda kullanilmasiyla formiile
edilen  hamburger  koftelerine  eklemistir.
Calismanin duyusal analizinde biberiye ugucu
yaginin yitksek puan almadigini ve bunun nedeni
olarak da biberiyenin keskin ve belirgin aromaya
sahip olmast ile et ve et urlinlerinde biberiye
kullaniminin Turk mutfaginda yaygin olmamasina
baglt oldugunu bildirmistir. Yapilan ¢alismada da

biberiye  koku, tat ve genel begeni
degerlendirmelerinde disiik puan almistir.
SONUC

Bu calismada elde edilen inhibisyon etki,

literatirdeki kimi bulgularla 6rtistirken kimileri ile
ortismemistir. Bunun nedeni literatiir verileri
arasindaki farklardan kaynaklanmaktadir.
Literatiirdeki her bulgu, kendi icinde dogrudur,
ancak denemelerde kullanilan ekstraktlar ve ugucu
yaglarin  elde edildigi bitkisel ~materyalden
kaynaklanan muhtemel fitokimyasal
farkliliklardan ~ gelmektedir. Ornegin, portakal
ucucu yagi elde etmek icin kullanidan portakalin
yetistirildigi cografya, iklim kosullari, giibreleme
ve sulama, cesit farkliliklart vb. faktotlerin ucucu
yag bilesimine etkili olacagi aciktir ve bu
farkliliklar propolis icin de gecerlidir. Bu durum
gerek Dbitkisel gerek hayvansal tim tarimsal
tretimde gegerlidir. Her ne kadar sal¢a Gretiminde
oldugu gibi standart kalitede triin elde etmek i¢in
ciftci ile yapilan sézlesmeli ekim ile standart
kalitede domates elde edilebilse de tarima dayalt
sanayilerde bu standart kalitenin her zaman
saglanmast mimkin degildir. Basit bir 6rnekle,
mikrobiyolojide kullanillan agarli besiyerlerinin
bilesimi ISO tarafindan tanimlanirken agar
disinda tiim bilesenlerin derisimi cok kesin iken
agar derisimi, agarin jellesme giiciine bagl olarak
9-18 g/L. gibi olduk¢a farkli bir sinirda
verilmektedir. Literatirde farklt sonuclarin bir



Bitkisel ekstraktlarin koftede antibakteriyel etkisi

diger 6nemli nedeni de test bakterilerinin sug
farkliligidir.

Bu arastirmanin ana hedefi, ticari kofte harcina
katilacak cesitli ekstraktlar ve ucucu yaglar ve
propolis ile hazirlanacak koftelerin, pisirilmeden
once buzdolabt sicakliginda raf Omrinin
uzatilmast olmast iken bu hedefe ulasilamamis ve
raf omri denemeleri yapilmasindan
vazgecilmistir. Bunun temel nedeni, inhibisyon
etki ile duyusal degerlendirme arasinda yeterli iligki
gorilmemis olmasidir.

Genel kabul goérildigi sekliyle, bitkisel ekstraktlar
ve ucucu yaglarin  antimikrobiyel  etkisi,
fenoliklerin derisimi ile iliskilidir. Bu ¢alismada bu
genel goriisti destekleyen sonuglar alinmamistir.

Yine bu calismada beklenen sinerjik etki her
kombinasyonda  gorilmedigi  gibi = baz
kombinasyonlarda tersine sonuglar da alinmustir.
Devaminda, literatiirde verilen Gram pozitif ve
negatif bakterilere karsi inhibisyon etkide bir
uyum gorilmemistir.

Bu calismanin hedefleri arasinda Tirk damak
tadina uygun bir ticari kofte harct hazirlamak
yoktur. Daha 6ncesinde de Tirk damak tadina
uyan peynir ve sucuk gibi triinlerde duyusal
analizler yapilmustir. Oncelikle Tiirk damak tadina
uygun herhangi bir g@danin  olmadigt ve
olamayacagi kabul edilmelidir. Turkiye gibi
dogusu ve batist ile glineyi ve kuzeyi gibi ¢ok farkls
cografyaya ve dolayisiyla ¢ok farkli beslenme
aliskanliklarina  sahip bir toplumda, reklam
dayatmalari sonucunda ABD kaynakli hamburger
ve gazli igecegin tek ortak kabul gbéren beslenme
¢esidi oldugu muhtemelen sylenebilmektedir.

Hal boyle iken bu c¢alismada da yapilan duyusal
analizlerin de Ttrk damak tadina yonelik bir genel
bulgusu olamamaktadir. Nitekim kontrol olarak
panelistlere sunulan koftenin genel degerlendirme
puant 9’lu hedonik skalada 7 puan almistir. Ancak,
elde edilen bulgular reddedilmemekte ve
kiicimsenmemektedir. Tam tersine olarak bu
konu izerine Universite-sanayi is birliginin
o6nemine dikkat ¢ekilmektedir.

Bu makalede elde edilen tiim olumsuz bulgular
actk  bir sekilde sunulmustur. Tarafimizin
degerlendirme bakist altinda bu calisma, basarisiz
olarak degerlendirilmemekte hatta daha sonra
yapilacak benzer caligmalara yol gosterici oldugu
icin ¢ok basarili olarak degerlendirilmistir.

Bu c¢alismanin  sonuclarinin - degerlendirilmesi
sonunda ileride yapilacak benzer calismalar icin
sunlar 6nerilmektedir:

Tum tarimsal Gretim Griind her tirla ekstrakt ve
ucucu  yaglarin  antimikrobiyel  etkisinin
arastirilacagt  calismalarda  hedef  6ncelikle
belirlenmelidir. Hedef, gida sanayisinde katk:
olarak degerlendirmek ise her seyden 6nce genel
titketici kabuli olmalidir.

Fenoliklerin derisimi ile antimikrobiyel etki
arasindaki  korelasyon ciddi  bir  sekilde
arastirtimalidir.

Konu, sadece bireysel kii¢ik arastirmalar yerine
multidisipliner ~ Olglide  Universiteler, kamu
aragtirma kuruluslart ve sanayi ile ortak biyiik bir
proje kapsaminda aragtirilmalidir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar, bu calisgmada bagka kisi ya da kurum ve
kuruluglar ile bir ¢ikar catismasi olmadigim
bildirmekteditler.

YAZAR KATKILARI
Kadir Halkman, arastirmanin  planlamasint
yapmis,  Gilten  Kolcuoglu  laboratuvar

calismalarini gerceklestirmistir. Yazarlar, makaleyi
beraberce yayina hazirlamuglardir.
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