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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI BILESENLER ICEREN YENILEBILIR FILM VE KAPLAMALARIN
MIKROBIYAL INAKTiVASYONA ETKISi

Firat ATES
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Fen Bilimleri Enstitiisti
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2020

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Seval CING YILDIRIM

Yenilebilir film ve kaplamalar gida kokenli mikroorganizmalarin neden oldugu
mikrobiyolojik bozunmalarla karsi etkili olmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalarin
normal ambalaj materyallerine gore bazi avantajlar1 mevcuttur. Yenilebilir filmler, organik
biyopolimer bazli materyallerdir. Bu ince yapili materyaller, gidalarin yiizeyine kaplama

seklinde uygulanarak gidanin dis etkilere kars1 korunmasi amaciyla kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, B-karoten, hesperidin, propolis ile hazirlanmis yenilebilir seliilozik
filmlerin 6nemli gida patojenlerinden olan Staphylococcus aureus’a ve Escherichia coli’
ye kars1 antimikrobiyal etkileri dogrudan yapay kontamine gida &rnekleri ile buzdolabi
sicakliginda muhafaza sartlar1 altinda degerlendirilmistir. Yapay kontaminasyon i¢in yari
sert geleneksel Tiirk peynirlerinden olan taze beyaz peynir 6rnekleri kullanilmigtir. B-
karoten, hesperedin ve propolisin antimikrobiyal aktivitesi kagit disk yontemi ile dl¢iildii.
Antimikrobiyal madde igeren seliiloz bazli yenilebilir filmlerin antimikrobiyal aktivitesi,
modifiye agar diflizyon metodu ile 6l¢iilmiistiir. Test edilen antimikrobiyal maddelerin
DPPH radikali ile antioksidan tayini ve toplam fenolik madde miktar1 tayini yapilmistir.
Kaplama islemlerinde olusturulan farkli film kompozisyonlarmin E. coli ve S. aureus
diizeyleri iizerindeki indirgenme kapasiteleri benzer olmustur. Ancak hesperidin
piskiirtiilen filmlerin E.coli iiremesi, karoten piiskiirtiilen filmlerin de S. aureus liremesi
tizerinde antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir. Her iki bakteri tiirlinlin iiremesi

de %20 propolis varlifinda yiiksek oranda ihhibe olmustur (> %350). Seliilozik bazli
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yenilebilir antimikrobiyal filmler, giiniimiizde koruyucu olarak kullanilan potasyum
sorbattan daha fazla antimikrobiyal etki gosterip daha ¢ok bakteri iireme inhibisyonu
saglamistir. Bu gelismis paketleme teknolojisi ile gida giivenligi saglanabilir, {iriinlin raf

Omrii uzatilabilir ve bu sektdrdeki gida kayiplari azaltilabilir.

Anahtar kelimeler: Yenilebilir seliilozik bazli film, B-karoten, Propolis, Hesperidin,
Antimikrobiyal aktivite, Fenolik bilesikler.
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Edible films and coatings are effective against microbiological degradation caused
by food-borne microorganisms. Edible films and coatings have some advantages over
normal packaging materials. Edible films are organic biopolymer based materials. These
fine materials are used as a coating on the surface of the food and used to protect the food

against external influences.

In this study, the antimicrobial effects of edible cellulosic films prepared with -
carotene, hesperidin and propolis against Staphylococcus aureus and Escherichia coli,
which are important food pathogens, were evaluated directly under artificial storage
conditions with artificial contaminated food samples. Fresh white cheese samples from
semi-hard traditional Turkish cheeses were used for artificial contamination. Antimicrobial
activity of p-carotene, hesperedin and propolis was measured by the paper disc method.
The antimicrobial activity of cellulose-based edible films containing antimicrobial agent
was measured by the modified agar diffusion method. The antioxidant determination with
the DPPH radical and the total amount of phenolic substance were tested. The reduction
capacities of the different film compositions formed in the coating processes on E. coli and
S. aureus levels were similar. However, it was determined that hesperidin sprayed films
showed E.coli growth and carotene sprayed films showed antimicrobial effects on S. aureus
growth. The growth of both bacterial species has been high in the presence of 20% propolis
(> %50). Cellulosic based edible antimicrobial films have shown more antimicrobial effects



and more bacterial growth inhibition than potassium sorbate, which is used today as a
preservative. With this advanced packaging technology, food safety can be ensured, shelf

life of the product can be extended and food losses in this sector can be reduced.

Keywords: Edible cellulosic based film, B-carotene, Hesperidin, Propolis, Antimicrobial
activity, Fenolic compound.
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GIRIS
1.1. Ambalaj

Ambalaj, igerisine konulan iiriinleri dis etkenlerden koruyan ve depolama siiresince
triinlerin  6zelliklerini kaybetmemesini saglayan bir prosesin adidir. Gegmiste gida
ambalajlari, gida maddelerini fiziksel ve cevresel etmenlere karsi korumak igin bariyer
olusturmasi amaciyla kullanilmigtir (Han J.H., 2000). Ancak giinlimiizde ¢ok daha farkli
amaglara da hizmet etmektedir. Gidanin korunmasi disinda; {iriin 6zelliklerini arttirici besin
maddeleri igermesi, pazarlama niteligine gore tiiketiciye hem bilgi verme hem de iirlinii
cazip gosterme sayilabilir. Geleneksel ambalajlar, gida maddelerinde istenmeyen bazi
mikroorganizmalarin gelisimi ile gidalarin saglik agisindan ve duyusal yonden tiiketilemez
hale gelmesini engellemede yetersiz kalmaktadir (Quintavalla ve Vicini, 2002).

Gida ambalajlamada ¢okga kullanilan plastikler petrol tiirevli malzemelerden
tiretilmektedir. Bu petrol tiirevi maddeler hem ¢evre kirliligini hem de insan sagligini
olumsuz etkiledigi bilinmektedir. 2012 yilinda yilda toplam 1,3 milyar ton kentsel kat1 atik
tiretildi. Ancak 2025 yilina kadar yilda 2,2 milyar tona yiikselmesi beklenmektedir (The
World Bank, 2018). Yenilenemeyen, biyolojik olarak pargalanamayan ambalaj
malzemelerinin ciddi ¢cevresel dezavantajlar1 vardir. Bu tarz ambalaj malzemeleri, tiiketiciler
ve ¢evre aktivistleri tarafindan onemli bir kat1 atik ve gevre kirliligi kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Risch S.J., 2000; Ramos, 2013).

Petrol tiirevi maddelerin, gida maddelerine migrasyonu ile gidalarda bozunmalar
hizlanir ve bu bozunmus gidalarin siirekli tiikketilmesi ile viicutta benzen tiirevlieri maddelerin
birikimine yol agar (Davis, G. ve Song, J.H., 2006). Ozellikle peynir gibi yagli gidalarda
plastik ile gida arasindaki etkilesim daha gii¢liidiir. Gidanin plastigin yapisina islenip difiize
olmastyla plastikte gecirgenlik artisi1 olur. Boylece plastikten de gidaya daha fazla monomer
gecisi gozlenir (Fiengbaum A., vd, 1993). Kullanilan ¢ogu plastik materyallerin gerekse
islenme bigimine bagl olarak gerekse de plastigin tiiriine baglh olarak degisen kanserojen
maddeler tasidigi ve bu maddelerin de besine gegmesiyle insan sagligini olumsuz etkiledigi
saptanmistir (Yigit V. ve Evranos O., 1978). Plastik filmler, bir veya birden fazla plastik
materyalin farkli iglemlere tabi tutulmasi sonucu olusmaktadir (Marsh K. ve Bugusu B.
2007). Plastiklestirici, stabilizer ve bisfenol A gibi ajanlar tiiketici sagiligin1 riske etmesine

ragmen {iiretim maliyetinin az olmasi1 ve fonksiyonel avantajlarindan dolayr plastik



ambalajlar tercih edilmektedir. Gida endiistrisinde en fazla tercih edilen sentetik ambalaj
materyali polietilendir ve en ucuz sentetik polimerdir (Lopez-Rubio A. vd, 2004).

Geleneksel plastik ambalajlar giinlimiizde giday1 tasima ve tiiketiciye ulastirmada
yetersiz kaldigindan alternatif paketleme yontemleri gelistirme ihtiyact dogmustur. Hem
gidanin igerisindeki besin degerini korumak hem de fiziksel olarak dis biitiinliigiinii, rengini,
kokusunu korumak igin geleneksel ambalaj sistemleri gelistirilmis, yeni ambalajlama
teknikleri ortaya ¢ikmistir (Quintavalla, S., ve Vicini, L., 2002).

Gliniimiiz tiiketicileri, degisen yasam kosullar1 ve teknolojik gelismelere bagli olarak
ambalajlarin  koruma 0zelliginin yaninda farkli oOzelliklere de gereksinim duymaya
baslamustir. Ozellikle kadinlarin is hayatinda aktif gorev almasiyla birlikte kisa siirede
hazirlanan gidalara ve pratik ambalajlara verilen 6nem artmistir ve buna bagli olarak da
iiretici ve tiiketici istekleri dogrultusunda gida ambalaj sektoriinde yeni teknolojiler
gelistirilmistir.

Gida ambalaji sektorii ile ilgili ¢alismalar her gegen giin artmaktadir. Yeni ve
fonksiyonel ambalajlar iiretilmeye devam edilmektedir. Bu ¢alismalarin hedefi ambalajin
niteligini arttirma, tiikketiciye bilgi verme, pazarlama stratejisi agisindan nitelikli hale
getirilmektir (Dobrucka, R., 2013). Oncelikle ambalajlama yapilan ortamin dengelenmesi ile
ortam degerlerinin stabil hale getirilmesi 6nemlidir. Yapilan bir arastirmada gida maddesinin
paketlenmesi yapilirken ortama gaz ilavesi ile ortamdaki gidanin bozunma hiz1 azaltilmaya
calisgilmistir (Lavieri, N., ve Williams, S.K., 2014). Bu yonteme Modifiye Atmosferde
Paketleme (MAP) denir (Fisekei, B., 2013). Bu yontemin yiiksek kalitede iiriin saglamanin
yanisira; raf dmriinii arttirmak suretiyle ekonomik kayiplart azaltmasi, tirinlerin daha uzun
mesafelere dagitilmalarina olanak saglamasi ve dagitim masraflarin1 azaltmasi, daha az
kimyasal ajan kullanimini desteklemesi, dilimlenmis iiriinlerin ayirimimi kolaylagtirmasi,
kokusuz ve kullanighh ambalajlamaya izin vermesi gibi bircok avantajlar1 vardir. Ancak
bunlar yapilirken de her gida i¢in ayr1 ayri gaz konsantrasyonunun olusturmasi, pakette
meydana gelen yirtilmalar ile gidanin besin degerinin korunmayacagi da dezavantaj olarak
sayilabilir (Stivertsvik, M., vd. 2002). Ayrica modifiye atmosferde paketleme yonteminde
gida gaz ortaminda paketlenmesine ragmen plastik veya ambalaj maddesi ile dogrudan temas
halinde oldugundan plastikten iiriine ve liriinden plastige madde migrasyonu engellenemez.
Bu da hem gidanin kalitesini diisiiriir hem de zamanla ambalaj maddesinde yipranma ve
solmalara neden olur (Fiengbaum A., vd. 1993,). Boylece yapilan caligmalar iiriiniin
niteligini azaltmayacak, besin degerini diislirmeyecek hatta besin degerini arttiracak

ambalajlama i¢in en uygun yontemi bulmak iizerine yogunlasilmistir. Bunun neticesinde



gidanin tiiriine gore farkli kompozitler olarak hazirlanabilen, gidanin besin degerine negatif
etki vermeyen ve hatta besin degerini arttiracak kaplama maddeleri ile giday1 koruyabilen,
plastik veya petrol tirlinleri ile direkt temas halinde olmayan ya gidanin direk igerisine ya da
yiizeyine uygulanabilen antioksidan ve/veya antibakteriyel maddelerin kullanilmasi ile
yenilebilir ambalajlarin iiretilmesi ve kullanilmasi daha 6nemli hale gelmistir (Karagoz S.,
ve Demirdéven A., 2017). Bu tip ambalajlama yontemi, aktif ambalajlama olarak
adlandirilmistir (Ugiincii, M., 2011).

1.2. Aktif Ambalajlama

Gida maddelerinin kalitesinin devamliliginin saglanmasi yaninda raf omriiniin de
uzatilmast i¢in ambalaj materyalinde ¢esitli modifikasyonlarin yapildigi ambalajlama tipi
olarak tanimlanan aktif ambalajlama, siirekli degisen tiiketici talepleri ve piyasa egilimleri
dogrultusunda ortaya c¢ikan yenilik¢i gida ambalaj konseptlerinden bir tanesidir. Aktif
ambalajlama, bozulma reaksiyonlarimin hizinin azaltilmasi ve gidanin raf Omriiniin
uzatilmast i¢in ambalaj icindeki ortamin degistirilmesiyle veya iiriini dig etkilerden
korumada kullanilan ambalaj malzemesine emici-tutucu veya salici-yayici sistemlerle yeni

ozelliklerin kazandirilmasidir (Quintavalla, S., ve Vicini, L., 2002).

Geleneksel ambalajlama yontemlerinde gidalar sadece dis etkenlere karsi
korunmaktadir. Bu dis etmenler; 1s1, 151k, nem, oksijen, basing, enzimler, mikroorganizmalar
ve bocekler olarak nitelendirilebilmektedir. Geleneksel ambalaj materyalleri gidalarla
miimkiin oldugunca inert konumdadir. Bu ylizden geleneksel ambalaj ve gida arasinda
etkilesimler kisitlidir. Son yirmi yilda tiiketicilerin yagam kosullariin degismesi, yemek
yapmaya ayrilan zamanin azalmasi, nakliye uzakliginin artmasi gibi etmenler aktif ambalaj
sistemlerini bir ihtiyag haline getirmistir. Bununla beraber artan saglik sorunlart ile tiiketici,
gida igerisinde veya ylizeyinde sentetik katki maddesi kullanilmasini istememektedir. Ayrica
tiketiciler, tat ve aromabakimindan tazeye en yakin iiriin tercih ederek ve triinlerin raf

omriiniin fazla olmasin1 beklemektedir (Ugiincii, M., 2011).

Geleneksel ambalaj materyalleri, giiniimiiz tiiketicilerinin istek ve ihtiyaglarini
karsilayamamaktadir. Aktif ambalajlama ise normal ambalaj materyalleri disinda giday:
mikrobiyolojik ve oksidatif bozunmalardan koruyan, besin degerini arttiran, organik
materyallerden sentezlenmis molekiillerin gidaya temas etmesiyle veya gidanin igerigine
katilmasiyla elde edilir (Restuccia D., vd., 2010). Aktif ambalajlar organik kaynakli

olduklarindan iiriin ile beraber de tiiketilmektedir. Gidanin tiirline gore, gidanin icerisindeki



besin degerinin korunmasi ve bozunmasini 6nleyici maddelerin se¢imi 6nemlidir. Aktif
ambalajlar gidaya temas halindedirler. Bu nedenle gidanin hem fiziksel ve mekanik
etkilerden korunmasi i¢in hem de ilgi ¢ekici ve iiriinii 6n plana ¢ikarabilecek pazarlanmasini
saglayacak geleneksel bir ambalaj ile sarilmas1 gerekmektedir Boylece {iriin dis etkilerden
korunurken icerigi degismeden tiiketiciye ulasma imkan artar (Ozdemir M. ve Floros JD.
2004).

Gidanin sekil, renk veya tadinda bozulma meydana gelmesinin ¢esitli sebepleri vardir
ancak en sik rastlanilan oksidasyon ile gidalarin bozulmasidir. Buna engel olmak i¢in oksijen
tutucu ajanlar veya bu ajanlara sahip filmler ile temas eden tiim yiizeylerde, kaplama sonrasi
ortamda kalan oksijeni absorbe etmesi saglanarak gidalarda beklenmeyen farkli tatlari ve
mikrobiyal iiremeyi engellemektedir (Ozdemir M. ve Floros JD. 2004). Aktif ambalajlama
sistemleri korunacak olan gidanin nitelik 6zelliklerine bagli olarak farkli ¢oziimler
sunmaktadir. Ornegin iiriiniiniin oksidasyonunun yavaslatilmas1 gerekiyorsa, ambalaj
ortaminda oksijen tutucu ya da antioksidan i¢eren aktif sistemler kullanilirken, ortamda nemi
azaltmak gerekiyorsa ambalaj ortamina bir nem emici ilave edilmektedir (Pereira De Abreu,
D.A., vd., 2012).

1.3. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Gidalar iretim, depolama ve nakliye sirasinda cesitli etkenler nedeniyle
bozulmaktadir. Kalite kayiplarinin 6nlenmesi ve gida biitiinliigiiniin saglanmasina yonelik
cesitli ambalajlar kullanilmaktadir. Genellikle ambalajlar sentetik plastiklerden
uretilmektedir ancak son zamanlarda cevre kirliligi ve gida ile istenmeyen etkilesimler
nedeniyle, sentetik ambalajlarin yerine yenilebilir ambalajlar gelistirilmeye calisilmaktadir.
Yenilebilir filmler ve kaplamalar (YFK) fiziksel, kimyasal ve biyolojik bozulmalardan
koruyarak gida iriinlerinin kalitesini gelistirirler. Yenilebilir filmler ve kaplamalar
genellikle yaglara, gazlara veya buharlara kars1 engelleyiciler olarak ve antioksidanlar ve
antimikrobiyaller gibi aktif maddelerin tasiyicisi olarak gorev yaparlar. Yenilebilir film ve
kaplamalar farkli kaynaklardan elde edilen ¢esitli karbonhidrat, yag ve proteinlerin tasiyici

polimer olarak kullanildig1 materyallerdir (Ucan, F., ve Mercimek, H.A. 2013).

YFK cok yeni bir uygulama olmamakla birlikte, son donemlerde gittikce 6nem
kazanmistir. Ik uygulama olarak Cin’de nem kaybini azaltmak igin limon ve portakallar
mumla kaplanmistir. Avrupa’da 16. yiizyilda ayn1 amagla etlerin ylizeyi yagla kaplanmas,

19.yiizyilda ise jelatin bazli kaplamalarin kullanimina baglanilmistir (Ugan, F., ve Mercimek,



H.A. 2013). Niifusun artmasiyla beraber zirai alanlarin ve gida kaynaklarinin sinirl olmasi,
tiretilen gida tirtinlerinin ambalajlanmasini ve daha dayanikli hale getirilmesini zorunlu hale
getirmistir. Ozellikle calisan insan sayisinin artmasi ile hazir gida sektoriiniin hizla
gelismesi, pratik ve fonksiyonel ambalaj malzemelerinin kullaniminin artmasina sebep
olmustur (Temiz H., ve Yesilsu, A.F. 2006., Kilinggeker O., vd. 2009)

Yenilebilir filmler, organik biyopolimer bazli materyallerdir. Bu ince yapili
materyaller, gidalarin yiizeyine kaplama seklinde uygulanarak gidanin dis etkilere karsi
korunmasi amaciyla kullanilmaktadir (Sobral, P.J.A., vd 2001., Galus, S., 2012).
Petrokimyasal ambalaj materyalleri biyobozunur bir yapiya sahip olmamalarindan dolay1
dogada ayrisamazken organik biyopolimerlerden iiretilen yenilebilir film ve kaplamalar
dogada ayrisabilmektedir. Bu 6zelliginden dolayi, yenilebilir film ve kaplamalar doga dostu
ambalaj materyali olarak son zamanlarda yogun talep gérmektedir. Bunun yani sira, mekanik
ve fiziksel Ozelliklerinin gelistirilebilmesi yenilebilir film ve kaplamalarin alternatif bir

ambalaj materyali olarak kullanimini miimkiin kilabilmektedir (Lee, H., ve Min, S.C. 2014).

Yenilebilir film ve kaplamalar gida kokenli mikroorganizmalarin neden oldugu
mikrobiyolojik bozunmalarla miicadele edebilmektedir. Yenilebilir film ve kaplamalarin
yapilarina katilabilen antimikrobiyal maddeler sayesinde gidalarin bozulmasi kontrol altina
alinabilmektedir. Ayrica yenilebilir film ve kaplamalarin antimikrobiyal maddeleri igeren
cozeltilere daldirilmas1 veya bu maddelerin film veya kaplama yiizeyine dogrudan
piskiirtiilmesi gibi yontemlerle de mikrobiyolojik kontaminasyon engellenebilmektedir.
(Temiz H., ve Yesilsu, A.F. 2006., Lee, H., ve Min, S.C. 2014). Yenilebilir filmler, gidalardan
ayr1 olarak islenen ve daha sonra gidalarin ambalajlanmasinda kullanilan materyallerdir.
Yenilebilir kaplamalar ise dogrudan gida iizerine uygulanan ince tabakali yenilebilir
materyallerdir. Bir bagka deyisle de yenilebilir kaplama, bir gida iizerinde olusmus ince
tabaka halindeki materyal olarak ifade edilirken; yenilebilir film ise gida bilesenleri ya da

gida lizerine uygulanmak iizere dnceden hazirlanmis, ince ve yenilebilir materyal olarak da

aciklanabilir (Aldemir O. 2013).

Gidalarin nitelik ozellikleri de yenilebilir ambalajlar ile gelistirilebilmektedir.
Gidanin rengini ve parlakligini daha iyi tutabilme, sertlik ve yapiskanlik 6zelliklerinin stabil
halde kalmasimi saglamak icin de amblajlama kullanilabilmektedir. Filmin fonksiyonel
olarak etkinligi, filmin komponentlerinin yapisina ve filmin igerigine bagli olarak
degismektedir (Debeaufort, F., vd., 1998). Yenilebilir film ve kaplamalarin uygulanmasi ¢ok

cesitli tekniklerle olabilmektedir. Uriiniin tiirline gére uygun kaplama yontemi de



degismektedir. Yildiz ve Yangilar (2016)’ in yaptig1 derleme ¢alismasina goére bunlar;

1. Daldirma metodu, gida maddesinin film ¢ozeltisine daldirilmasi, siiziilmesi ve film
olusumunun saglanmas1 yontemidir. Et, balik ve tavuk etlerine asetil gliseritlerin, meyve ve

sebzelere mumlarin uygulanmasi i¢in 6nerilmektedir.

2. Piiskiirtme metodu, daha ince, diizgin ve homojen film olusturulmasinda tercih
edilmektedir. Sosla kaplanacak olan pizza tabanlar1 gibi, sadece tek ylizeyinde koruma

saglanacak maddeler i¢in uygun bir yontemdir.

3. Dokme metodu, hazirlanan film ¢ozeltisinin uygun bir sekilde yiizeye dokiilerek

kurutulmasi ve daha sonra sogutulmasi ile gidanin kaplanilmasi yontemidir.

4. Boyama Metodu: Akiskan formundaki kaplama soliisyonunun firga yardimiyla boyama
yapilarak iirlinlin iizerinin kaplanmasi ile gerceklestirilen metotlar olarak siralanabilir

(Oguzhan Yildiz P., ve Yangilar F., 2016.).

Yenilebilir film ve kaplamalarin normal ambalaj materyallerine gore baz1 avantajlart
mevcuttur. Gida ile birlikte tiiketilmekte ya da organik yapida olduklarindan dogada kirlilige
sebep olmamakta, heterojen gidalarda farkli tabakalar arasmma uygulanabilmekte,
uygulandiklar1 gida maddesinin organik yapisini bozmamakta, gidalarin besin degerini
arttiricr etki gostermektedir (Gennadios A., ve Weller C. L. 1991.). Ancak her iiriin i¢in farkli
proses hazirlanmasi, uygulanacak gida materyali sayisinin az olmasi ve maliyetinin yiiksek

olmasi gibi dezavantajlari1 da vardir (Isik H., vd., 2013).

Yenilebilir film ve kaplamalar, yapisal maddeleri baz alinarak lipit, protein,
polisakkarit veya bu {igiiniin farkli kombinasyonlarindan meydana gelen biyopolimerler
olmak iizere dort grupta siniflandirilabilmektedirler (Varela P., ve Fiszman SM., 2011)
Bir¢ok polisakarit, triagil ve protein tek basina veya bir karigim halinde komponent
olusturularak yenilebilir film ve kaplamalarinin {iretiminde kullanilmaktadir (Sekil 1.1).
Polisakkarit bazli yenilebilir filmlerin iiretiminde nisasta, seliiloz, aljinat, pektin ve kitosan
kullanilmaktadir (Dhanapal A., vd. 2012). Yenilebilir film ve kaplamalarin fonksiyonel
Ozellikleri; gida maddelerinin yapisal biitiinliigiiniin mekanik darbelere kars1 korunmasi,
oksijen ve karbondioksit gibi gazlarin transferlerinin yavaslatilmasi, igerisine lezzet, renk,
tat maddelerinin eklenerek, gidalarin organoleptik 6zelliklerini arttirmasi, antimikrobiyal ve
antioksidan maddeler icin tasiyici ylizey olarak kullanilmasi, heterojen gidalarda farkli
tabakalar arasina uygulanabilmesi, 6zellikle proteinden yapilan filmlerin gidalarin beslenme

degerlerini desteklemesi olarak sayilabilir (Yilmaz L, vd. 2007). Ana malzemelere ek olarak,



yenilebilir filmlerin iiretiminde ¢oziiciiler, plastiklestiriciler, emiilgatorler, antioksidanlar ve
antimikrobiyal ajanlar kullanilabilir. Yenilebilir filmler, iirliniin depolama stabilitesini daha
da arttirmak i¢in antimikrobiyal aktivite sergileyen bitki 6zleri ile desteklenebilmektedir
(Janjarasskul, T., Krochta, J.M., 2010).

Mumlar ve parafinler, yag asitleri ve

~ Lipidler alkoller, asetillenmis gliseritler, bazi
regineler, kakao bazh bilesikler ve
tirevleri

Sekil 1.1: Yenilebilir film ve kaplamalarin olusumunda kullanilan biyomateryaller
(Parreidt TS., vd. 2018).

Ayrica, yenilebilir ambalaj kullanimina yonelik hizla artan ilgi, raf dmriinii uzatan ve
yenilebilir bariyerli gidalarin kalitesini artirma egilimi gosteren, asgari diizeyde islenmis taze
benzeri gidalara yonelik tiiketicilerin artan ilgisiyle de iliskilendirilebilmektedir (Diab T.,
vd. 2001).

1.4. Yenilebilir Film ve Kaplamalarda Kullamilan Maddeler

Yenilebilir kaplamalara ve filmlere antimikrobiyal ve antioksidan ajanlarin
eklenmesi, ajanlarin agamali olarak serbest birakilmasi ve uzun bir siire boyunca kritik bir

konsantrasyonun siirdiiriilmesi, gidalarin depolama asamasinda ©6nemli olmaktadir

(Appendini P. ve Hotchkiss J.H., 2002).

Organik kaynakli birgok polisakkarit, lipit ve protein tek basina veya birbirleriyle
karisim halinde yenilebilir film tiretiminde kullanilmaktadir. Film hazirlamada kullanilan

lipit, protein ve polisakkaritin yapisal 6zellikleri farklilik gosterdiginden hem film iizerine



etkileri farklidir hem de her olusturulacak filmin gida iizerine etkisi ¢esitlilik gosterir.

(Paylath, AE. ve Orts W., 2009).

Genel bir kural olarak, lipitler su transferini azaltmak, polisakkaritler oksijen ve diger
gazlarin gecisini kontrol etmek, proteinler ise filmlere mekanik dayaniklilik kazandirmak
amactyla kullanilmaktadir. Polisakkarit, lipit ve proteinin disinda; ¢oziicli, plastiklestirici,
emiilsiifiyer, antioksidan ve antimikrobiyal ajanlardan da yararlanilmaktadir (Ustiinol Z.
2009). Sekil 1.2’de yenilebilir film ve kaplamalarin yapiminda kullanilan materyaller
siiflandirilip sematize edilmistir (Tural S. vd., 2017).
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Sekil 1.2: Yenilebilir film ve kaplamalarda kullanilan materyaller (Tural S. Vd., 2017)

Yenilebilir film ve kaplamalarda kullanilan materyaller organik olabilecegi gibi
sentezlenip de kullanilabilmektedir. Ornegin antioksidan olarak dogal antioksidanlardan;
retinol, tokoferol, askorbik asit, flavonoid, polifenoller, karotenoidler, kullanilabilecegi gibi
yapay olarak sentezlenen; biitillenmis hidroksianisol (BH), biitillenmis hidroksitoluen
(BHT), tersiyerbiitil hidrokinon (TBH), propilgallat (PG), gibi maddeler de antioksidan
olarak kullanilabilir (Salik Y. 2019).

1.4.1. Hesperidin

Hesperidin, limon ve portakal meyvesinin kabugunda ve zarlarinda bol miktarda
bulunan, tanimlanmis 4000°den fazla flavonoidden biridir (Hollman, P.C.H. ve Katan, M.B.
1997). Hesperidin, suda az ¢oziinen kat1 bir maddedir. Molekiil formiilii, CogH34015” dir ve

molekiil agirlig1 610.57 daltondur. Hesperidin, antioksidan, anti-inflamatuar, anti-allerjik,



damar koruyucu ve anti-karsinojenik etkiye sahiptir (Erlund, I. vd., 2001). Hesperidinin

kimyasal yapist Sekil 1.3’de gosterilmistir (Abeysinghe, D.C vd., 2007).
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Sekil 1.3: Hesperidinin kimyasal yapisi (Abeysinghe, D.C vd., 2007).

1.4.2. B- Karoten

Beta karoten, agik sar1 veya turuncu renkte bir pigment maddesi olup Provitamin A
olarak da adlandirilir (Sekil 1.4). Beta karoten bagirsak epitel hiicrelerinde A vitamine
dontistiiriilmekte ve karacigerde palmitat esteri olarak depolanmaktadir. Kimyasal olarak
karotenoid yapisinda ve terpenoidler igerisinde yer alan beta karoten genellikle havug ve

hemen hemen yesil yaprakli tiim bitkilerde bulunmaktadir (Miura vd., 1998).

Beta karoten; fotosentez sirasinda zararli 1s18a karst fotokoruma, antioksidan,
kansere kars1 koruma, immiin cevabi arttirma, tiimor elisimini inhibe etme gibi 6zelliklere
sahip oldugu yapilan aragtirmalar ile belirtilmektedir. Ayrica bazi peynir iriinleri ve

margarinlerin yapisina katilmaktadir (Girard vd., 1994).

Sekil 1.4: B- Karoten’in kimyasal yapis1 (Mata-Gomez LC., vd. 2014)

1.4.3. Propolis

Propolis arilarin bitkilerin bazi1 kisimlarindan, bitki tomurcuklarindan ve bitkilerin

salgilarindan toplayarak olusturduklar1 dogal reginemsi bir maddedir (Ghisalberti, E.L.



1979). Kendine has aromatik bir kokuya sahiptir. Kaynagmna ve olgunlasmasma gore
cesitlenen farkli tonda renkleri mevcuttur (Brown, R. 1989). Olduke¢a karmasik bir kimyasal
yapiya sahip olan propoliste bugiine kadar 300’den fazla farkli bilesik tespit edilmistir (Sekil
1.5). Kimyasal kompozisyonu %30 mum, %45 regine, %10 temel yaglar, %5 polen ve %5-
10 diger organik bilesenler seklindedir (Yucel, B., vd., 2017).

Propolisin antioksidan aktivitesi tizerine literatiirde genis kapsamli bilgi mevcuttur
ve halen arastirilmaya devam etmektedir. Propolisin yiiksek antioksidatif aktivitesi sayesinde
gida sanayisinde oksidasyonu Onlemede ve besleyici bir katki maddesi olarak
kullanilabilecegi saptanmistir (Katalini¢, V., vd., 2004). Ayrica yapilan calismalarda
propolisin su aktivitesi, pH dengeleme, renk koruma, gidalarin agirlik kaybini dnleme,
mikrobiyal bozunmay1 engelleme gibi fonksiyonlari belirlenmistir (Bernardi, S., vd., 2013).
Propolis igerisinde ¢ok sayida yararli bilesen bulundurur. Khurshid Z. ve arkadaslarinin
2017°de yaptig1 ¢alismada bazilari tespit edilmistir. Ayrica heniliz tanimlanamayan olasi
daha fazla potansiyele sahip oldugu, insan sagligi acisindan da yararli oldugu belirtilmistir
(Khurshid Z. vd. 2017).

Pinocernbrin Pinobanksin .
Chrysin

HC o Ph H o Ph no o "™
s R l
R
OH
on o
OH o OH o

Galagin Acacetin

no 0.
Bo 0. = ‘ ‘
OH OMe
OH o

Quercetin Kaempferol

HO, l o i ‘ o
". m‘o -
OH OH
on o on ou o

Sekil 1.5: Propolis igerisinde bulunan bazi bilesenler (Khurshid Z. vd., 2017).

1.5. Gida Kaynakh Patojenler

Gida kaynakli infeksiyon ve toksin olusumlarima neden olan ¢ok sayida bakteri

bulunmakla birlikte, en 6nemlileri ve en sik karsilasilanlart Salmomella spp., Campylobacter
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spp., Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium spp.,
Escherichia coli O157:H7, Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Brucella spp.,
ve Aeromonas spp. olarak bilinmektedir (Carrique-Mas ve Bryant 2013). Peynir iizerine
yapilan arastirmalarda ise E.coli, Salmonella spp. , Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, maya ve kiiflerin daha etkili oldugu saptanmistir. Peynire islenecek siitlerde ise S.
aureus, Salmonella tiirleri, E. coli, Brucella tiirleri ve Mycobacterium tuberculosis gibi fazla
miktarda ve degisik tiirlerde bakteriler bulunabilmektedir. Bu bakteriler, peynirin
karakteristik 6zelliklerini degistirebildikleri gibi tiikketilmesi sonucunda zehirlenmelere ve
hastaliklara da neden olabilirler. Bu nedenle siit isleme asamasinda pastorize iglemi,

patojenleri ortadan kaldirmak i¢in 6nemli bir asama olarak belirtilmistir (Pmar K. 2011).

1.5.1. Staphylococcus aureus

Micrococcaceae familyasindan olan Staphylococcus tiirleri Gram pozitif, fakiiltatif
anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz bakterilerdir. Staphylococcus aureus’un da dahil
oldugu pek ¢ok stafilokok tiirii, insanlarin ist solunum yollarinda ve derilerinde dogal olarak
bulunurlar. Stafilokoklar hem hastane enfeksiyonlarinda hem de gida sektériinde salgin
yapabilme 6zellikleri bulundugundan halk saglig1 acisindan dnemli mikroorganizmalardir.
Uygun olmayan sartlarda iiretilen siit ve siit tirlinleri gida zehirlenmeleri ve enfeksiyonlara
neden olan riskli gida gruplar1 arasinda yer almaktadir. Bu zehirlenmeler ortama salinan
proteinin yapisinda, yiiksek toksisiteli, bagirsak bolgesi ve sinir sistemi iizerine etkili olan

enterotoksinler ile meydana gelmektedir (Bergdoll MS., 1989).

S. aureus ¢ig siitte bulunan en 6nemli mikroorganizmalardan birisi olup, insan ve
hayvanlar tizerindeki patojenitesi ile ilgili cok sayida arastirma yapilmistir, ayrica tilkemizde
slit ve siit iirlinlerinin tiretimi oldukca yliksek olup bu iiriinlerin ¢ogu kiiciik isletmelerde,
mandiralarda kontrolsiiz olarak {iiretilmektedir (Giiven K., wvd., 2010). Peynirin
mikroflorasinin yapimi sirasinda kullanilan siit, peynirin olgunlagsma siiresine bagli olarak
degistigi de bilinmektedir. Ozellikle ¢ig siitten elde edilen peynirler halk saglig1 agisindan
biiyiik riskler olusturmaktadirlar. Bu iiretim kosullarindan dolayx siit ve siit tirlinleri kaynakli

enfeksiyon ve gida zehirlenmelerinin riski artmaktadir (Perreira V., vd., 2009).

1.5.2. Escherichia coli

E. coli, Enterobacteriaceae familyasina ait Gram (-), basit biiylime ortamlarinda
kiltirii yapilabilen, kokobasil seklinde fakiiltatif anaerob bir bakteridir. E.coli spor

olusturmaz, fimbrialar1 ile tutunan ve peritratif flagellasi ile hareket eden bir bakteridir
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(Cruickshank, R vd., 1973). E. coli’nin koloni sekli kokobasil ve yiizeyi diiz olmasina

ragmen bazi suslar mukoid koloniler olusturur (Macone vd., 1981).

Halk sagligi igin risk teskil eden peynir kaynakli zehirlenmelerin en 6nemli nedeni
olarak E.coli gosterilmektedir. Gidalarda saptanmasi, saptanma miktar, halk saghigi
yoniinden Oonem arz eden enteropatojenik veya toksikonejik E. coli bulunma ihtimali
acisindan, fekal kontaminasyonu gosterme agisindan indikatdr bir mikroorganizma olarak

kabul edilir (Pamela L. Vd., 2008).

1.6. Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Antimikrobiyal aktivite testleri, antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen
bir maddenin ne derece ve hangi mikroorganizmalar tizerinde etkili oldugunu tespit etmeye

yarayan testlerin biitiiniidiir. Antimikrobiyal aktivite testleri;

1. Disk diflizyon testleri
2. Diliisyon testleri
2.1. Agar diliisyon testleri
2.2. Broth diliisyon testleri
a. Makrodiliisyon (tilip diliisyon) yontemi
b. Mikrodiliisyon testleri
3. Gradient strip testleri (E-test)
4. Otomatize yontemler
5. Molekiiler yontemler olarak siniflandirmistir.
Bu testlerde 6nemli olan hangi madde i¢in hangi testin kullanilmasidir. Uygulanacak

madde ve mikroorganizma i¢in farkli yontemler denenmis ve optimize edilmistir (Yasemin

S., 2019).

Antimikrobiyal maddelerin gida ambalajlarindaki etkilerinin tespit edilmesine
yonelik farkli in vitro test metotlar1 kullanilmaktadir. Bu testler, oncelikle uygulanacak
antimikrobiyal maddenin tespitine yonelik olup, antimikrobiyal madde tespitinden sonra
yenilenebilir filmlere uygulanacak optimum antimikrobiyal madde dozunun belirlenmesi
hedeflenmektedir. In vitro sartlarda tespit edilen bu veriler antimikrobiyal etkinin gida
ambalajlamasinda degerlendirilmesinde yetersiz olmaktadir. Bu sebeple gida 6rneklerinde
yapay mikrobiyal kontiminasyonlar yapilarak gergek sartlar1 yansitan denemelerin yapilmasi

antimikrobiyal etkiyi tespit etmek acisindan 6nemlidir.
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1.7. Beyaz Peynirlerin Uretilmesi ve Ambalajlanmasi

Beyaz peynir insanlar i¢in vazgecilmez bir besin kaynagidir. Igerdigi besin degerleri
sayesinde ise pek cok faydasi bulunmaktadir. Yogun olarak tiiketilmesi dogrultusunda bu
peynirlerin iiretiminin hijyenik kosullarda olmasi da oldukca &nemlidir. Uretimin ilk
asamasindan tiiketime kadar tiim asamalarda hijyen kosullara uymak ¢ok énemlidir. Hijyenik
kosullar saglanmadigi takdirde peynirde bulunan faydali mikroorganizmalarin haricinde dig
ortamdan zararli mikroorganizmalar da peynire gegebilir. Peynir iliretimi birka¢ asamada
yapilir. Bu nedenle mikrobiyal kontaminasyonu onlemek i¢in tiim i¢ ve dis faktorlerin sik1 bir

sekilde her asamada kontrol edilmesi gerekmektedir (Pal M. Vd., 2016).

Peynir sektoriinde en 6nemli problemlerden biri, depolama sirasinda mikrobiyal
bozunmadir (Garnier L. Vd., 2017). Antimikrobiyal gida paketleme sistemleri
mikroorganizmalarin liremesini engeller, mikrobiyal bozulmay1 azaltir ve mikrobiyal kaliteyi
korur. Giiniimiizde peynirler genellikle biyolojik olarak par¢alanamayan ve 6nemli bir ¢evre

problemine sebep olan plastik ambalajlarla paketlenmektedir (Parreidt T.S., vd., 2018).

Diinya niifusu hizla artmakta ancak bunu karsilayacak yeterli gida {retimi
saglanamamaktadir. Gidalarin korunmasi da iiretimi kadar onemlidir. Bu amagla cesitli
ambalaj materyalleri kullanilabilmekte ancak bunlardan bir kismi ¢evre kirliligine neden
olabilmektedir. Tiiketicinin mikrobiyolojik bakimdan gilivenli, pratik ve uzun raf 6miirlii
gidaya artan talebi dogrultusunda, gida endiistrisinde enzimatik ve bakteriyel bozulmanin
geciktirilmesi ile gida giivenliginin saglanmasi i¢in farkli muhafaza ve ambalaj teknikleri
kullanilmaktadir. Su anda ambalajlama iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan konu yenilebilir film
ve kaplamalardir. Ambalajlama sistemindeki temel endise kimyasal bilesikli kaplamalar
kullandiginda gidaya kanserojen etki katmasidir. Yenilebilir film ve kaplamalar kullanarak
hem bu olumsuz durum ortadan kaldirilacak hem de gidalarin raf 6miirlerinin artmasi ve tat

iceriginin bozulmamasi saglanacaktir (Sarikus G., 2006).

Bu calismada, ayr1 ayr1 B-karoten, hesperidin, propolis ve propolisin -karoten ve
hesperidin ile karigimlarindan hazirlanmis yenilebilir seliillozik filmlerin 6nemli gida
patojenlerinden olan Staphylococus aureus’a ve Escherichia coli’ ye kars1 etkileri dogrudan
yapay kontamine gida Ornekleri ile buzdolabi sicakliinda muhafaza sartlar1 altinda
degerlendirilmistir. Yapay kontaminasyon i¢in yar1 sert geleneksel Tiirk peynirlerinden olan

taze beyaz peynir 6rnekleri kullanilmustir.

13



2. LITERATUR OZETLERI

Gida raf 6mrii, ambalaj i¢in uygun malzemeler kullanilarak uzatilabilir. Ambalajli
gida iriinlerinin bozulmasi, esas olarak ambalajli gida maddelerinin dis atmosferi ve i¢
ortami arasinda meydana gelebilecek etkilesimler sonucu olusmaktadir (H. Muostafa vd.
2019). Biyopolimerler kullanilarak olusturulan ambalaj malzemeleri, oksijen ve su buhari

gecirgenligini ve lipit transferini azaltabilmektedir (A.M. Youssef vd., 2018).

Bitki 6zii igeren yenilebilir filmler ise gida bozulmalarina neden olan patojenlerin
iremesini ve nem kaynakli oksidasyonu Onleyerek gida irlinlerinin raf Omrini
uzatabilmektedir (N.A Al-Tayyar vd., 2020). Ayrica, antimikrobiyal ve antioksidan ajanlari
iceren aktif yenilebilir filmlerin kullanilmasi, gida maddelerinin raf émriinii arttirmak icin

yeni bir metodolojiyi gostermektedir (V. Sirocchi vd., 2017).

Aktif gida ambalajlarinda fenolikler, karotenoidler ve flavonoid bilesikler gibi
antioksidan kompozitlerin kullanilmasiyla gida giivenligi saglanmaktadir. Genel olarak,
biyobozunur nitelikteki biyoaktif ambalaj malzemeleri gida kalitesinin siirdiiriilmesinde
onemli bir yer teskil etmektedir. Seliilozik filmler, aktif film grubunda yer alan ambalaj i¢in
uygun bir malzemedir (Sayanjali S. vd., 2011). Peynir, kimyasal, biyolojik ve bakteriyolojik
stirecler sonucu olusan bir siit tirtintidiir (S.M. El-Sayed 2020). Sert peynirler, belirli bir tada
ve aromaya sahip biiyiik bir peynir grubudur (S. EI-Shibiny vd., 2020). Bakteriler, maya ve
kiifler dahil olmak tizere mikroorganizmalar olgunlasma boyunca peynirde bulunmaktadir.
Bazilar1 olgunlagmaya olumlu bir sekilde katkida bulunur (T. Bresford ve A. Williams.
2004). Ancak bozulmaya neden olabilir veya peynirin kalitesini diisliren istenmeyen
aromalar, tatlar veya diger metabolik {riinler iiretebilirler. Ayrica, mikotoksin liretimi
potansiyellerine bagli olarak halk sagligini tehdit edebilirler. Antimikrobiyal yenilebilir
filmler ve kaplamalar, gida maddelerinin bozulmasini 6nleme ve depolama sirasinda
antimikrobiyallerin gida ylizeyi lizerinde yayilmasimi ve salinmasini kontrol ederek
patojenlerin biiyiime riskini azaltabilmektedir (Golfo M. Vd., 2015). Gida yiizeyinde olusan
mikrobiyal biiyiime ve oksidasyon reaksiyonlari, taze ve islenmis kati gida tirlinlerinin

bozulmasinin ve kaybinin ana nedenlerinden ikisidir.

Raf omriinii uzatmak i¢in, peynir de dahil olmak iizere ¢ogu gida tiiriine, gerekli
oranda (gida katki maddeleri hakkindaki mevzuatla) bazi koruyucu maddeler yaygin olarak

eklenmektedir (Yangilar F. ve Yildiz P.O 2016).
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Ambalajlama zaman igerisinde farkli gelismeler gostermis tiiketicinin beklentisini
karsilamak iizere gelistirilmistir. Tiiketicilerin gelirlerindeki artis, yas profillerinin
degismesi ve sosyo-ekonomik gelismeler gidalarda beklentilerin artmasina ve degismesine
neden olmaktadir (Jensen H. H., 2006). Bununla birlikte tiiketiciler gidanin gegmisi ve kalitesi
hakkinda daha fazla bilgi veren ambalajlar1 tercih etmektedirler (Robertson G. L., 2006).
Iste, bu beklentileri karsilamak amaciyla, gida ve ambalaj endiistrisi yiiksek basing, 1sinlama,
gen teknolojileri ve nanoteknoloji gibi yeni yaklasimlara basvurmaktadir. Ambalajlama
endiistrisi aktif ve akilli ambalajlama gibi yeni teknolojilerle tiiketici isteklerini yerine
getirmeye ¢alismaktadir. Gelistirilen yontemler tiim tiiketicilerde ayni etkiyi gostermemekte,
bazi1 kesimler i¢in iiriinii arttirici etki gosterirken bazi kesimler ise gelisen teknolojiye korku
ve giivensizlikle yaklasmaktadir (Behrens J. H., vd., 2009).

Junqueira-Gongalves ve arkadaglarinin 2011 yilinda 497 kisi lizerinde yaptigt
calismaya gore tlketicilerin %46’s1 besinlere uygulanan isinlama yonteminin gidayi
radyoaktif yaptigint 6ne siirmektedir (Junqueira Gongalves M. P., vd., 2011). Gunes ve
Deniz’in 2006 yilinda Tiirkiye’de yaptig1 ¢caligmaya gore ise tiiketicilerin %80°1 1s1nlanmis
gidalar konusunda endiseli olduklarini belirtmislerdir (Gunes G., ve Deniz Tekin M., 2006).

Gidalarin daha uzun Omiirlii, besin degeri yiiksek ve dayanikli olmasini saglayan
genetik caligmalar da tiiketiciler tarafindan endiseyle karsilanmaktadir (Ronteltap A., vd.,
2007). 2013 yilinda Tiirkiye’de 1222 kisi iizerinde yapilan bir caligmaya gore tiiketiciler
dogal iirtin istediklerini ve genetik modifikasyona kars1 olduklarini belirtmislerdir (Kaya H.
I., 2013). Birgok tiiketicinin endiseyle karsiladigi gida sektorii ile ilgili durum da gida
maddelerinin plastik malzemelerle ambalajlanmasidir. Kullanilan plastik ambalajlarin hem
cevresel hem de saglik agisindan sebep olduklari sorunlardan dolay1 yeni yaklagimlar
giinlimiizde olumlu karsilanmaya baglanmis ve alternatif ambalajlama sistemlerinin 6nii

acilmistir (Petersen, K., vd., 1999).

Laroche ve arkadaslarinin 2001°de yaptig1 calismada, tiiketicilerin ¢cevreyi korumak
i¢cin sadece ambalajin geri doniistiiriilebilen maddeden yapilip yapilmadigina dikkat ederken
(Laroche M., vd., 2001), Rashid’in 2009’da yaptig1 ¢alismada ise tiiketicilerin artik iiriin
tercihi yaparken eko-etiketlere bakarak aligveris yaptiginin 6nemini belirtmistir (Rashid N.
A., 2009). Yener’in 2014 yilinda yaptig1 tez caligmasina gore insanlarin yeni nesil
ambalajlama metotlarina karsi tutumlarmin farkli oldugunu belirtilirken ancak yeni nesil
ambalajlarin  glin gectikge tiiketiciler tarafindan tanindigi ve tiiketicilerin bu tarz

ambalajlama yontemlerine daha olumlu yaklastig1 belirtilmistir (Yener U., 2004).
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Cetinkaya ve digerlerinin (2005) yaptig1 calismaya gore; kasar peynirleri ince kesitler
halinde alinip tizerine balmumu ilavesi yapmislar. 3. 6. 10. ve 13. giin bekletilerek 10-
12°C’de inkiibasyon ile kontrol grubu ile karsilastirmiglar. Balmumu ile kaplanmis
orneklerin duyusal Ozellikleri 7.giinden itibaren olumlu gelistiini rapor etmislerdir.

(Cetinkaya F., ve Soyutemiz E. G. 2005).

Ozdemir ve Demirci (2006) yaptiklari calismada; kasar peynirleri 90 giinliik
olgunlastirma siiresinde gozlem altina alinip, bu siire boyunca kasar peyniri iizerindeki
mikrobiyolojik degisimleri arastirmiglardir. 90 giinlik olgunlastirma asamasinda
kiiflenmesini 6nlemek amaciyla daldirma, spreyleme, kat1 halde serpme gibi yontemlerle
potasyum sorbat igeren film uygulamislar ve kiif sayisinin kontrol grubuna oranla 6nemli
Olciide azaldigini rapor etmislerdir. Ayrica potasyum sorbat kati halde uygulandiginda diger
yontemlere oranla kiif miktarii daha fazla inhibe etiigi raporlanmistir (Ozdemir C., ve

Demirci M. 2006).

Sarikus (2006) tarafindan yiriitiilen bir ¢calismada, peynir alt1 suyu proteini izole
edilerek kekik biberiye ve sarimsak katkili filmler iiretmis, lretilen bu filmler kasar
peynirine uygulanmis ve tiretilen milmlerin gerilme kuvveti % uzama gibi fiziksel 6zellikleri
ile L. plantarum, E. coli O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes ve S. enteritidis
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal 6zellikleri test edilmistir. Gerilme kuvveti ve %
uzamanin Ornekler lizerinde ayni etkileri gosterdigi raporlanmustir. Gerilme kuvvetleri
sirasiyla en yiiksek biberiye, kontrol grubu, kekik, sarimsak katkili filmlerde oldugunu
bulmuslardir. Yapilan arastirma ile kekik veya sarimsak Oziitleri igeren filmlerin yiiksek
diizeyde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlenirken, biberiye ekstrakti katkili filmlerin

ise antimikrobiyal etkisi tam olarak saptanamamustir (Sarikus G. 2006).

Sarioglu ve Oner (2006) sorbitol igeren sodyum kazeinatli yenilebilir filmle
kaplamanin kasar peynirlerinin kalitesi lizerine etkilerinin arastirildig ¢caligmada, 90 giinliik
olgunlagma periyodu boyunca 6rneklerde agirlikta % kayip, peynir sikiligi, pH, titrasyon
asitligi kuru madde, yag, tuz, protein, aroma maddeleri analizlerini yapmislar ve olgunlagma
boyunca meydana gelen mikrobiyolojik degisimlerini incelemislerdir. Arastirma sonunda,
kasar peynirlerinde sorbitol igeren sodyum kazeinattan elde edilen yenilebilir filmle
kaplamanin, peynirlerin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik 0zelliklerinde olumlu

degisikliklere neden oldugunu belirlemislerdir (Sarioglu T., ve Oner Z. 2006).

Torlak ve Nizamlioglu (2009) Listeria monocytogenes'e karsi kitosan ve ugucu yag

igeren kitosan sollisyonlari ile hazirlanan yenilebilir filmlerin antimikrobiyal etkileri 4°C' de
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14 glin boyunca aragtirmislardir. Kekik ve karanfil ugucu yaglar1 yenilebilir film
soliisyonlarina belirli oranlarda ilave edilmis ve kasar peynir dilimlerini L. monocytogenes
ile 5 log kob/g diizeyinde kontamine etmislerdir. Depolama sonunda kontrol grubuna
nazaran yenilebilir filmler ile kaplanmis 6rneklerde L. monocytogenes sayisinin 1,18-2,39
log kob/g oldugunu tespit etmislerdir. Aragtirmacilar, kekik yagi igeren filmlerin karanfil yagi
iceren filmlere oranla daha giiclii antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu saptamislardir

(Torlak E., ve Nizamoglu M. 2009).

Antimikrobiyal madde ile karsilasan bakteri hiicrelerinde hiicre duvarindan
baglayarak bir seri bozulmalar olmaktadir. Sekil 2.1’deki goriildiigii gibi oncelikle hiicre
duvarinin bozulmaktadir. Daha sonra sitoplazmik membran hasari, membran proteinlerinin
zarar gormesi, hiicre iceriginin sizmasi, sitoplazmanin pihtilagmasi, elektron akisi/aktif
tagimanin bozulmasi ve proton itici kuvvetinin tiikenmesiyle antimikrobiyal maddenin etkisi
sonuglanir. Boylece bakteri hiicrelerinin iiremesini inhibe etmektedir (Balkan C.E., vd
2016).

Koagulasyon Proton itici
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Sekil 2.1: Esansiyel yaglarin bakterilere etkisi (Balkan C.E., vd 2016)

Di Pierro ve dig. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, Ricotta peynirinin raf dmriinii artirmak
amactyla yenilebilir film kaplamasi olarak kitosan ve peynir alt1 suyu protein karisimlarini
kullanmislar ve drnekleri 4°C modifiye atmosfer sartlar1 altinda depolamislardir. 30 giinliik
depolama periyodu boyunca kontrol grubu ve film kapli Ricotta peynirlerinin pH
degerlerinde 6nemli farkliliklar olmadigini1 saptamislardir. Ayrica ilk 2 haftalik depolama

boyunca kontrol grubunun titrasyon asitliginde diizenli bir artis gézlemlenirken, depolama
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periyodu sonunda sabit kaldigi tespit edilmistir. Depolama sonunda yenilebilir filmle kaplt
Ricotta peynirlerinin, kontrol grubuna kiyasla laktik asit, mezofilik ve psikrotrofilik bakteri
sayllarinda 6nemli bir diisiis oldugunu bulmuslardir. Arastirma sonunda giinliik siit
tirlinlerinin raf Omriiniin uzatilmasinda kitosan ve peynir alti suyu proteinleri karisimi ile
hazirlanan yenilebilir film uygulamasinin etkili bir sekilde kullanilabilecegini belirtmislerdir
(Di Pierro P., vd., 2011)

Zhong ve arkadaslar1 (2014) sodyum aljinat, kitosan ve soya proteini ekstraklari
kullanilarak mozarella peynirini kaplamislar ve depolama boyunca sodyum aljinat ile
kaplanan orneklerin fiziksel 6zelliklerinin korundugu, kimyasal 6zelliklerinin ise daha iyi

gelistigi test edilmistir (Zhong Y., vd., 2014).

Raybaudi-Massilia ve dig. (2008) dogal antimikrobiyal maddeler olan targin,
palmorasa ve lemongrass esansiyel yaglar1 ve malik asiti, aljinat esasli yenilebilir filmle
kombine ederek taze dilimlenmis kavun (Cucumis melo L.) 6rneklerini ambalajlamada
kullanilmiglardir. Paketlenmis kavun dilimlerini 5°C’de depolamis ve depolama periyodu
boyunca raf Omrii tizerine etkilerini incelemislerdir. Kavun dilimlerine Salmonella
enteritidis (108 kob/ml) inokule edildikten sonra kaplama islemine gegilmistir. Arastirma
sonunda yenilebilir film uygulanan kavun Orneklerinde bulunan S. enteritidis’in

populasyonunda 6nemli azalmalar gézlemlemislerdir (Raybaudi-Massilia R. M., vd., 2008).

Del-Valle ve dig. (2005) yaptiklar1 bir ¢aligmada, kaktiisiin dikenlerinde bulunan
zamk maddesini ¢ilegin raf dmriiniin uzatilmas: amaciyla kullanmiglar ve yenilebilir film

olarak iiretilen bu zamk ile basarili sonuglar elde etmislerdir (Del-Valle V., vd., 2005).

Lee ve dig. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada, esmerlesme reaksiyonlarini dnleyici
iyonlarla birlikte kombine edilen yenilebilir film, elma dilimlerine uygulayarak 3°C’de 2
hafta boyunca depolamislardir. Bu uygulamayla elma dilimlerindeki solunum oranin kontrol
altina alindig1 saptamiglardir. %20’lik ve %5’lik karragenan (0,5 g/100 mL) ve peynir alt:
suyu protein konsantratt (5 g/100 mL) ile kaplh elma o6rneklerinin 25°C’deki solunum
oraninin azaldigimi bildirmislerdir. Calismalarinda elma dilimleri 3°C’de depolandiginda raf

Oomriiniin 2 haftaya kadar uzatildigini rapor etmislerdir (Lee vd., 2003).

Gidalarda, propolisin antibakteriyal ve antioksidan madde olarak kullanilmasina
yonelik ¢alismalar da mevcuttur. Misir’da yapilan bir ¢alismada farkli yogunluklarda
kullanilan propolisin Ras (Rumi) peyniri yiizeyine uygulanmasinin Aspergillus versicolor

kiifliniin geligsimi tizerine etkisi arastirilmigtir. Diisiik konsantrasyonlarda propolis katkisinin
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90 giinliik olgunlagsma stirecinden sonra kiif iiremesini tamamen durdurucu etki gosterdigi
bildirilmistir. En yliksek propolis konsantrasyonunu i¢geren grubun yiizeye muamelesinin kiif
gelisimi ve toksin iiretimini tamamen durdurdugu ve kontrol grubunda kiif gelisiminin ve

toksin tiretiminin devam ettigi belirtilmistir (Aly, S. A., ve Elewa, N. A. 2007).

Alexander 2007 yilinda yaptig1 calismada, peynir tiretimi yaparken propolis ekstrakti
ilave etmis ve ¢aligmasi sonucunda kiif ve toksin olusumunu 6nlemek i¢in propolisin dogal

katk1 maddesi olarak kullanilabilecegini bildirmistir (Alexander, C. 2007).

Cin’de ise yogurda propolis ilave edilerek propolisin antimikrobiyal etkisini tayin
etmek tizere arastirma yapilmistir. 2011 yilinda yiiriitiilen bu ¢alismada hem S. aureus ve E.
coli gibi patojen bakterilerin hem de bagirsak florasindaki yararli bakterilerden olan
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirii bakteriler tizerine propolisin antimikrobiyal etkisi
arastirilmigtir. S. auerus ve E. coli gelisimi, diisiik konsantrasyonda propolisin ilavesi ile
yavagslarken, Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri iizerindeki antimikrobiyal etkinin gok
diisiik seviyede kaldigr bildirilmistir. Bu sonug¢ bize propolisin zararli bakteriler iizerinde

daha fazla etkili oldugunu gostermektedir (Jian-xin, G., vd., 2011).

2009 yilinda yapilan baska bir ¢alismaya gore de yogurtta kiiflenmeyi 6nlemek icin
%0,05 oraninda propolisi yogurda ilave ederek periyodik olarak incelemeler yapilmis,
hazirlanan propolis ¢ozeltisinin yogurdun raf omriinii uzattig1 ve kalitesini korudugu ifade

edilmistir (Yang, F. L., vd., 2009).

2016 yilinda Ordu Universitesi tarafindan yapilan Yiiksek lisans tez ¢alismasinda ise
meyveli yogurtlara farkli dozlarda propolis eklenerek propolisin potansiyel koruyucu etkisi
arastirilmistir.  Propolis katilan meyveli yogurt numunelerinin antioksidan aktivite,
antimikrobiyal aktivite, kimyasal ve duyusal ozellikleri incelenmistir. Yapilan aragtirma
sonucunda propolis katkis1 kimyasal ve duyusal 6zelliklerde 6nemli diizeyde bir olumsuz
etkiye sebep olmazken, numunelerde antioksidan aktivite artmis, mikrobiyal gelisimin

propolis katilmayan meyveli yogurda gore yavasladigi vurgulanmistir (Giiney, F., 2016).

Propolisin antioksidan, antibakteriyel, pH dengeleme, kalitatif denge gibi koruyucu
ozellikleri sadece siit ve siit tirlinlerinde degil diger gida iirlinlerinde de basarili sonuglar
vermis ve propolisin dogal bir gida koruyucusu olabilecegi yapilan c¢aligmalarla
pekistirilmistir. Ornegin Tiirkiye’ de 2007 yilinda yapilan bir calismaya gore meyve suyuna
(elma, portakal, beyaz iiziim, mandalina) dogal koruyucu olarak propolisin ilave edildigini

ve bu propolisin Elma, portakal, beyaz iiziim ve mandalina suyu Orneklerinde yaygin
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koruyucu madde olarak kullanilan sodyum benzoat ile antifungal etkileri kiyaslanmigtir.
Propolisin tiim 6rneklerde tiim kiif tiirlerine kars1 antifungal etkisinin sodyum benzoata gore

yiiksek oldugu arastirma sonunda rapor edilmistir (Koc, A. N., vd., 2007).

Pires S. ve dig. (2008) yaptiklar1 ¢alismada nisin/natamisin igeren seliilloz bazl
filmlerin 12 giin boyunca 12°C'de dilimlenmis mozzarella peynirinde S. aureus, L.
monocytogenes ve Penicillium spp’a kars1 antimikrobiyal aktivitelerini test etmislerdir. Her
ne kadar nisin i¢eren seliiloz filmlerde, nisinin filmden numuneye ¢ok yavas difiizyon orani
nedeniyle bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkiye sahip olmamasina ragmen, natamisin
iceren filmler yiiksek antimikrobiyal etki gostermistir (Pires S., vd. 2008). Baharatlardaki
antimikrobiyal etkiye sahip olan yaglar genellikle hidroksil grubu igeren fenol bilesikleridir
ve 0nemli antifungal, antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklere sahiptir. Bu fenolik bilesikler
hiicre zarindaki fosfolipid tabakasini tahrip ederek bu katmanin gegirgenligini arttirir ve
bdylece hiicre igindeki maddeler hiicreden sizar veya bakterilerin enzim sistemi bozulur. Bu
durumda, mikroorganizma inhibisyonu meydana gelmektedir (Morreira M.R., vd.2005)
Peynir alt1 suyu proteini bazli sorbik asit iceren yenilebilir filmlerin L. monocytogenes, E.
coli O157: H7 ve S. typhimurium DT104 i¢in ortalama inhibisyon bdlgesi gaplari sirasiyla
21.8, 14.6, 13.9 ve 26.7, 10.5, 9.7 mm olmustur (Cagr1 A., vd. 2001).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kimyasal Malzemeler

Mikrokristalin seliiloz, potasyum sorbat, B-karoten ve hesperedin Sigma’dan temin
edilmistir. Propolis, SBS Bilimsel Bio Coziimler San. Ve Tic. A.S.’den saglanmistir. Diger
tiim Kimyasallar analitik derecededir.

3.2. Mikroorganizmalar ve kiiltiirler

Bu ¢alismada kullanilan beyaz peynirinin kontaminanti olarak Escherichia coli (ES
DII) ve Staphylococcus aureus (F6 I1I) suslart kullanilmigtir. Bu suslar Refik Saydam Ulusal
Tip Kiiltiir Koleksiyonu'ndan (Ankara / Tiirkiye) temin edilmistir. Bakteriyel kiiltiirler, 37 °
C'de besiyerinde inkiibe edildi. f-karoten, hesperidin, propolis ve seliilozik yenilebilir
filminin antimikrobiyal aktivitesini 6lgmeden 6nce 0.1 mL kiiltiir, 20 mL yeni LB broth

ortamina inokule edildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.3. p-karoten, Hesperidin ve Propolis’ in Hazirlanmasi

B-karoten ve hesperidin ¢ozeltileri, DMSO i¢inde son konsantrasyonlart % 1, 3 ve 5
(a’h) olacak sekilde hazirlandi. Propolis ¢ozeltileri PEG (Polietilen glikol) i¢inde son
konsantrasyonlar1 %10 ve 20 (a/h) olacak sekilde kullanildi.

3.4. Seliiloz-bazh Yenilebilir p-karoten, Hesperedin ve Propolis Iceren Filmlerin

Hazirlanmasi

Yenilebilir film karisimi mikrokristalin seliiloz (500 g/L), NaOH (570 g/L), iire (380
g/L) ve distile su ilave edilerek son hacim 1 L olacak sekilde hazirlandi. Karisim, 0-5'C’de
15 dk manyetik karistiricida karistirildi. Elde edilen karisim -8°C’de 6 saat bekletildi.
Bekleme siiresinin sonunda berrak homojen bir ¢ozelti olusturuldu. Bu karisim ince
tabakalar halinde steril kaliplara dokiildii. Kaliplarda 5 dakika bekletilen karigimin iizerine
damla damla 1 M CH3COOH ilavesi yapilarak koagiilasyon saglandi. Filmler, 15 dakika
sonra saf su ile yikandi. Sentezlenen seliiloz bazli yenilebilir filmler oda sicakliginda
kurumaya birakildi. Her film plakadan dikkatlice ayrildi ve daha ileri analiz igin bir polietilen
torbada saklandi. Islemler oncesinde filmler, UV 1sik altinda sterilizasyon amaciyla 2 dk
bekletildi. Steril edilen filmlerin ylizeyine, peynir kaplamasi Oncesinde, [-karoten,
Hesperedin (%5) ve Propolis (%10 ve %20) ekstraktlar1 ve potasyum sorbat (10 mg/g peynir)
deney tasarimiyla piiskiirtiildii (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1: Seliiloz bazli yenilebilir filmin farkli antimikrobiyal maddelerlerle bilesimi.

Islem Bilesim
SBYF film Mikrokristalin seliiloz', NaOH, iire
F1 SBYF + K? (5% (a/h))
F2 SBYF + K (5% (a/h)) + P° (10 % (h/h))
F3 SBYF + K (5% (a/h)) + P (20 % (h/h))
F4 SBYF + H® (5% (a/h))
F5 SBYF + H (5% (a/h)) + P (10 % (h/h))
F6 SBYF + H (5% (a’h)) + P (20 % (h/h))
F7 SBYF + P (10 % (h/h))
F8 SBYF + P (20 % (h/h))
F9 SBYF + PSY(10 mg/g peynir)

2K: Karoten

bp: Propolis

“H: Hesperedin

dPS: Potasyum Sorbat

! Kuru seliiloz baz almarak 6l¢iilmiistiir.
SBYF: Seliiloz Bazli Yenilebilir Film

3.5. Beyaz Peynir Numunelerinin Hazirlanmasi ve Kontamine Edilmesi

Malatya yoresinde yerel isletmelerde satisa sunulan beyaz peynirler toplanildi.
Aseptik kosullarda alinan 6rnekler soguk zincir altinda laboratuvar ortamina getirildi. Her
peynir kalibinin {i¢ ayr1 noktasindan 3x3 cm boyutunda yaklasik 3 g agirliginda ince kesitler
(1-3 mm) alindi. Orneklerin her biri numaralandirilarak steril petri kaplarina alindi.
Peynirlerin {izerine yaklagik 10%-10° kob/mL inokulum igeren 0.1 mL bakteri kiiltiirii
ekilerek ylizeye yayildi. Daha sonra kontamine edilen peynirler, bakterilerin yiizeye daha iyi
sabitlenmesi i¢in 15 dakika 37° C'de bekletildi.

3.6. Peynirin Kaplanmasi

Kontamine edilen peynir ornekleri hazirlanan farkli igerikteki filmlerle tek tek
kaplandi. Steril petri kaplar1 igerisine alinan kaplanmis peynirler + 4 °C’de buzdolabinda 15

giin boyunca bekletildi. Canl1 hiicre hiicre sayimi analizleri 5 giinliik araliklarla yapildu.

3.7. Peynirin Homojenizasyonu ve Canh Hiicre Sayim

Peynir 6rnekleri, homojenizasyon islemleri i¢in steril stomacher posetler igine alinda.
Steril stomacher posetlerinde numune, 27 ml PBS tamponu (fosfat tamponu, pH; 7.4) ile
homojenize edildi. Homojenat sivisina yeterli sulandirma islemi yapildi. Uygun sulandirim
tiiplerinden siv1 kiiltiirler alinarak farkli kati1 besiyerlerine yayma plak yontemi ile ekim

yapildi.
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3.8. p-karoten, Hesperedin ve Propolis Cozeltilerinin Antimikrobiyal Tayini

B-karoten, hesperedin ve propolisin antimikrobiyal aktivitesi kagit disk yontemi ile
Olgiildi  (Maclowry, J.D. wvd. 1970). Antimikrobiyal maddeler, herhangi bir
mikroorganizmay1 uzaklastirmak i¢in 0.45 um membran filtre ile siiziildii ve %1, %3 ve %5
(a/h) konsantrasyonlarda ¢ozeltiler haline getirildi. Sterilize edilmis 1,2 cm ¢apinda kagit
diskler, bakterilerle yayilan besin agar plakalarma yerlestirildi ve 0.1 mL antimikrobiyal

madde ¢ozeltileri ayr1 ayr1 kagit diskler tizerine pipetlendi.

3.9. B-karoten, Hesperedin ve Propolis iceren Seliiloz Bazh Yenilebilir Filmlerinin
Antimikrobiyal Aktivitesi

B-karoten, hesperedin ve propolis igeren seliiloz bazli yenilebilir filmlerin
(1.bolimde belirtilen Tablo 1'de) antimikrobiyal aktivitesi, Moller vb. (2004) 'e goére
modifiye edilmis bir agar difiizyon metodu ile dl¢lilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan tipik
peynir bakteriyel kontaminantlar E. coli ve S. aureus'tur. E. coli ve S. aureus, 37°C'de siv1
besiyerinde (nutrient broth) tretildi. Atimikrobiyal madde i¢eren filmlerin antimikrobiyal
aktivitesini 6lgmeden 6nce, 0.1 mL kiiltiir yeni besiyeri ortamina aktarildi ve 1 giin boyunca
inkiibe edildi. Filmler, aseptik kosullar altinda farkli test filmlerinden (1.2 ¢cm gapinda)
kesilerek daha dnce yaklasik 10*-10° kob/mL S. aureus ve E. coli igeren 0.1 mL inokulum
ile ekilmis olan nutrient agar plaklarina yerlestirildi. Plaklar daha sonra 4°C'de 15 dakika
boyunca sogutuldu ve 37° C'de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Uglii veriler, inhibisyon bolgesi

¢ap1 (mm) olarak ifade edilir ve film disklerini ¢evreleyen inhibitor bolge ol¢iildii.
3.10. Analizler

3.10.1. DPPH radikali ile antioksidan tayini

DPPH radikali ile antioksidan analiz yontemleri dogal ekstraktlarin kapasitesini
O0lgmede ¢ok sik kullanilan bir metotdur. DPPH ¢ozeltesi analiz 6ncesi taze olarak hazirlandi.
Buna gére 10* M DPPH’1n metanoldeki ¢dzeltisinden 1’er ml almarak aliiminyum folyo

kapl tiiplere aktarildi. Bir seri diliisyon hazirlamak iizere tiipler yan yana dizildi ve tiip
diliisyon yontemi ile karoten, hesperidin ve propolis’ in miktarlar1 %5 oraninda azaltilarak

tiplere dagitildi. 30 dakika oda sicakliinda ve karanhikta bekletildikten sonra
spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda metonele karsi okundu. Analizler 3 tekrarl

olarak yapildi.
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Standart olarak trolox kullanilmis olup, tespit edilen absorbans degeri tizerinden

orneklerin % stiplirme kapasiteleri agagidaki formiile gére hesaplanmistir.
% siipiirme kapasite = 1- [AO/AK] x100

AO 30: Ornegin 30. dakikadaki Absorbansi

AK 30: Kontroliin 30. dakikadaki Absorbansi

Sonuglar mg TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity-Troloks Esdegeri

Antioksidan Kapasitesi) / g antimikrobiyal madde olarak ifade edilmistir.

3.10.2. Toplam fenolik madde miktari tayini

Seliilozik film yiizeyine piiskiirtiilen antimikrobiyal maddelerin toplam fenolik
madde miktar1 tayini Folin-Ciocalteu reaktifi ile yapilmustir.

Toplam fenolik madde miktar1 belirlenecek olan ornek soliisyonlarindan belirli
miktarlarda kullanilarak {izerine 250 pL folin reaktifi eklenmistir. 5 dakika inkiibasyon
stiresinden sonra % 2’lik 800 uL sodyum karbonat (Na,COs3) ilave edilmis ve elde edilen
karisim vortekslenerek oda sicakliginda 90 dakika inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda
UV-VIS spektrofotometrede 755 nm dalga boyunda absorbans degeri belirlenmistir. Toplam
fenolik madde miktarini belirlemede standart olarak gallik asit kullanilmistir. Sonuglar mg

GAE (Gallik Asit Esdegeri) / g antimikrobiyal madde olarak ifade edilmistir.

3.10.3. Enstriumental analiz

Seliiloz esasli yenilebilir filmlerin FTIR spektrumlari, oda sicakliginda, 4000-400
cm-1 araliginda 4 cm x 1 ¢oziiniirliikk oraninda bir dedektor ile ATI UNICAM sistemleri
2000 Fourier doniisim spektrometresi ile kaydedildi. Filmlerin termal kararlilig:
termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) ile yapildi. TGA
termogramlar1 Shimadzu TGA-50 analizorleri tarafindan 10 mg numune i¢in 10 ° C / dk'lik
bir 1s1tma hizinda kaydedildi ve tarama aralig1 30—700 ° C'ye tutuldu. Deney hava atmosferi
altinda gerceklestirildi. Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC) bir Shimadzu DSC-60
kullanilarak yapildi. Tarama hizi, hava atmosferi altinda 30-500 © C sicaklik araliginda 10 °©
C / dakikaydi ve numune agirligi 5 mg idi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Enstriimental analiz

Bu calismada selilloz esasli yenilebilir filmler sentezlenmistir. Filmlerin
karakteristikleri FT-IR, TGA ve DSC enstriimanlari ile yapildi. Sekil 4.1, seliiloz esash
yenilebilir filmin FTIR spektrumlarini gostermektedir. Seliiloz esasli yenilebilir filmin FTIR
spektrumlarinda, 3600 ve 3200 cm™deki karakteristik pikler O-H germe titresimleriyle
iliskilidir. 3342 cm™'deki genis tepe, molekiiller arasi hidrojen bagi nedeniyle -OH
gruplarmin simetrik germe titresimlerine aittir. 3000-2800 cm™ ile 1500-1250 cm™
arasindaki emme bantlart C-H ve C-H2 germe ve biikme titresimlerinden kaynaklanmistir.
1156 cm™'deki emilim bandi, C-O-C germe hareketiyle iliskilidir. 1058 ve 1018 cm™'de

gbzlenen pik, C-O gerilmesine aittir. 894 ve 650 cm™ arasindaki bantlar O-H biikiilme

titresimlerine aittir.

cm-i

Sekil 4.1: Seliiloz bazli yenilebilir filmin (FTIR) spektrum 6l¢iimii

Termal analiz teknikleri malzeme karakterizasyonu i¢in ¢ok kullanishdir. Sekil 4.2.,
mikrokristalin  selilloz esasli yenilebilir filmin TGA ve DSC termogramlarini
gostermektedir. 100°C civarindaki sicaklikta MCC numunesi i¢in ilk agirlik kaybi, su veya
nemin buharlasmasina baglanmistir. TGA ve DSC termogramlarindan acik¢a goriilebilecegi
gibi, 200-400°C arasindaki sicakliklar hemiseliilozun bozunmasina baglanmistir.
Degradasyon sicakliklar, filmlerde seliilozun ytiksek kristalligine bagl olarak kademelidir.

Kristallerin seliiloz filmdeki oryantasyonu, bozunma sicakligini arttirir.
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Sekil 4.2: Seliiloz bazli yenilebilir filmin sicaklik analizi. (a) Termogravimetrik analiz

(TGA) ve (b) Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC).

4.2. B-Karoten, Hesperidin ve Propolis Cozeltilerinin ve Seliiloz Bazhi Yenilebilir

Filmlerin (SBYF) Antimikrobiyal Aktivitesi

Cesitli konsantrasyonlardaki B-karoten, hesperidin, propolis ve potasyum sorbat
cozeltilerinin test edilen mikroorganizmalara karsi inhibisyon aktiviteleri Cizelge 4.1'de
gosterilmektedir. B-karoten, hesperidin, propolis ve potasyum sorbat ¢ozeltilerinin E. coli
ve S. aureus’a karst antimikrobiyal aktivitesi inhibisyon bolgelerinin ¢ap1 ile
siiflandirilmistir. Yaygin gida koruyucu olarak kullanilan potasyum sorbat pozitif kontrol

olarak kullanilmistir.

3-karotenin, E. coli ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal aktivitesi kagit diskler ile
test edilmistir. % 1°lik ve % 3’liikk konsantrasyonlarda kullanilan 3-karoten, hem E. coli hem
de S. aureus iizerinde inhibisyon zonu olusturmadigi, antimikrobiyal etki gostermedigi tespit
edilmistir. Ancak B3-karoten % 5 olarak hazirlanip kagit disklere uygulandiginda hem E.coli
hem de S.aureus iizerinde inhibisyon zonu olusturdugu, antibakteriyel etki gosterdigi

saptanmistir.

Hesperidinin E. coli ve S. aureus iizerinde antimikrobiyal aktivitesi kagit diskler ile
test edilmistir. %1°lik ve %3’liik konsantrasyonlarda hazirlanan hesperidin, hem E. coli hem
de S. aureus iizerinde inhibisyon zonu Olusturmadigi, antimikrobiyal etki géstermedigi tespit
edilmistir. Ancak hesperidin % 5’lik konsantrasyonunda kagit disklere uygulandiginda hem

E.coli hem de S.aureus iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi saptanmustir.
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En iyi antimikrobiyal aktivite, 3-karoten ve hesperidinin uygulanan konsantrasyonu
%S5 oldugunda belirlenmistir. Ancak propolisin hem %10 hem de %20 konsantrasyonlarinda
hazirlanan c¢ozeltilerinde yiliksek miktarda inhibisyon gozlenmistir. %5’lik hesperidin,
%?5’lik B-karoten, %10luk propolis ve %20lik propolis ¢ozeltileri potasyum sorbata oranla
daha fazla inhibisyon saglamis, daha genis zon cap1 gozlenmistir. Inhibitdr bir bolgenin
olusumu, antimikrobiyal bilesigin kiiltiir ortamina difiizyonuna ve mikroorganizmalarin
bliylime hizina baghdir. Bu parametreler kiiltliriin fizyolojik durumu, kimyasal yapisi ve

filmlerin ¢apraz baglanma diizeyinden etkilenir (Cagr1 A. vd. 2001).

Cizelge 4.1: B-karoten, hesperidin, propolis ve potasyum sorbat ¢ozeltilerinin test edilmis

mikroorganizmalara karsi inhibisyon aktiviteleri.

Antimikrobiyal madde kons. (% (a/h)) E. coli S. aureus

1 By -
B-karoten 3 - -

5 + +

1 B -
Hesperidin 3 - -

5 ++ ++
Propolis % 10 ++ ++
Propolis % 20 ++ ++
Potasyum sorbat 10 mg/g peynir + +

Farkli antimikrobiyal maddelere karsi antimikrobiyal aktivite, inhibisyon bdlgesinin
capi ile siniflandirildi:
-, tespit edilmedi;
+, inhibisyon bélgesinin ¢ap1 <5 mm idi;

++, inhibisyon bdlgesinin ¢ap1 5-20 mm idi.

Calismanin ikinci asamasinda, maksimum antimikrobiyal madde konsantrasyonlari
belirlendikten sonra, bu maddelerin seliiloz bazli yenilebilir filmler disklere uygulanarak
deneylere devam edilmistir. Hazirlanan seliiloz bazli yenilebilir filmler diskler halinde
kesilip, ylizeylerine antimikrobiyal maddeler piiskiirtiildiikten sonra bakteri inokiile edilen
besiyeri birakilip inkiibasyon siiresince lireme inhibisyon zonu olusturup olusturmayacagi
test edildi. B-karoten, hesperidin, propolis ve potasyum sorbat igeren seliiloz bazli
yenilebilir filmlerinin iki mikroorganizmaya antimikrobiyal aktivite etkileri ¢izelge 4.2.'de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2: Farkli igerikteki seliiloz bazli yenilebilir filmlerin (SBYF)

mikroorganizmalarin liremesi {izerine antimikrobiyal aktivitesi.

E. coli S. aureus
SBYF - -

F1 5.41+0.57 5.22+0.70
F2 12.67+0.20 14.40+0.10
F3 13.33+0.23 19.12+0.18
F4 8.72+0.42 6.76+0.30
F5 11.33+0.47 12.01+0.41
F6 21.00+0.15 22.09+0.29
F7 14.13+0.11 12.66+0.32
F8 18.76+0.97 16.50+0.55
F9 3.43+0.29 3.01+0.12

-, tespit edilemedi.

SBYF: Seliiloz bazli yenilebilir film

F1: SBYF + K (% 5 (a/h))

F2: SBYF + K (5% (a/h)) + P (10 % (a/h))
F3: SBYF + K (% 5 (a/h)) + P (% 20 (a/h))
F4: SBYF + H (% 5 (a/h))

F5: SBYF + H (% 5 (a/h)) + P (% 10 (a/h))
F6: SBYF + H (% 5 (a/h)) + P (% 20 (a/h))
F7: SBYF + P (% 10 (a/h)

F8: SBYF + P (% 20 (a/h))

F9: SBYF + PS (10 mg/g peynir)

SBYF tek basina hem E.coli’ye hem de S.aureus’a karsi inhibisyon géstermemistir
ve negatif kontrol olarak test edilmistir. Potasyum sorbat igeren F9 filmi pozitif kontrol
olarak kullanilmistir. Potasyum sorbat mikroorganizmalar {izerinde sinirli da olsa inhibisyon
saglamistir. E.coli ve S.aureus’un koloni olusturmasini inhibe etmistir (Zon ¢aplari; E.coli

icin 3.43 mm, S.aureus i¢in 3.01 mm).

Antimikrobiyal madde igeren filmler E.coli ve S. aureus’un iiremesini engelleyerek
daha genis inhibisyon zonlar1 olusturmustur. % 5 oraninda B-karoten iceren F1 filmi
uygulamalarinda olusan inhibisyon zonlar1 E.coli ve S.aureus igin sirasiyla 5.41 mm, 5.22
mm’dir. % 5 B-karoten ve % 10 propolis igeren F2 filminin olusturdugu inhibisyon zonu
E.coli i¢in 12.67 mm, S.aureus i¢in 14.40 mm olarak olgiilmiistiir. Bu sonuglar pozitif
kontrol olarak kullanilan potasyum sorbat kullanildigi zaman elde edilen degerlerden
yaklasik olarak 3 kat daha yiiksek olmustur. % 5 B-karoten ve % 20 propolis igeren F3
filminin antimikrobiyal aktivitesinin test edildiginde dl¢iilen inhibisyon zon ¢aplarinda artis

tespit edilmistir (E.coli;13.33 mm, S.aureus; 19.12 mm zon c¢api). B-karoten eklenen
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karigimlar arasinda en yiiksek inhibisyon hem E.coli hem de S.aureus i¢in % 5 B-karoten ve

% 20 propolis iceren F3 filminde goriilmiistiir.

E.coli ve S.aureus’un tiremesi iizerinde test edilen ve hesperidin ihtiva eden filmler
karsilastirildiginda en yiiksek inhibisyon E.coli i¢in 21.00 mm, S.aureus i¢in 22.09 mm zon
cap1 olusturan, hesperidin ve % 20 propolis maddesi i¢eren F6 filmi ile olmustur. Ayrica F6
filmi hem E.coli hem de S.aureus tizerinde denenen tiim filmler arasinda olusturmus zon
cap1 ile en yiiksek inhibisyon sagladigini gostermistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan
potasyum sorbatin E.coli ve S.aureus iizerinde gosterdigi inhibisyon c¢apindan yaklasik
olarak 6 kat fazla zon ¢ap1 olusturmustur. Sadece % 5 oraninda hesperidin bulunan F4
filminin antimikrobiyal aktivite kapasitesi, E. coli i¢cin 8.72mm, S. aureus i¢in 6.76 mm
inhibisyon zon ¢apiyla saptanmistir. Hesperidin test edilen bakterileriden E. coli {izerinde
daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstermistir. % 5 oraninda hesperidin ve % 10 oraninda
propolis igeren F5 filmi ise E.coli tizerinde 11.33 mm, S.aureus {izerinde ise 12.01 mm
inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur. Hesperidin bulunduran F4, F5 ve F6 filmleri pozitif
kontrol olarak kullanilan potasyum sorbat iceren F9 filminden daha fazla inhibisyon

saglamistir.

%10 propolis igeren F7 ve % 20 propolis igeren F8 filmleri E.coli iizerinde sirasiyla
14.13 mm ve 18.76 mm; S.aureus iizerinde sirasiyla 12.66 mm ve 16.50 mm zon cap1
olusturdugu goriilmiistiir. Propolis maddesi ile daha 6nce yapilan ¢cogu calismada yiiksek
antimikrobiyal 6zellik gosterdigi raporlanmistir (Gliney F, 2016; Koc A.N., vd, 2007; Yang
F.L, vd, 2009). Hatta Jian-xin G, (2011) ve arkadaglarinin 2011 yilinda yaptiklari ¢alisma,
propolisin antimikrobiyal 6zelligi patojen veya zararli mikroorganizmalar iizerinde daha
fazla etki gosterdigiydi (Jian-xin, G., vd., 2011). Propolisin farkli konsantrasyonlar1 ve farkl
maddelerle hazirlanan filmlerinin E.coli ve S.aureus iizerinde en yiiksek inhibisyon zonu

olusturmasi yapilan dnceki ¢aligmalar1 destekler niteliktedir.

3-karoten, hesperidin ve propolis kiyaslanip film karisimlari g6z 6niine alindiginda
en yliksek antimikrobiyal etki gdsterenin propolis oldugu yapilan deneyler ile saptanmistir.
Ancak propolis hesperidin karisimi ile propolis karoten karigimi arasinda kiyaslama
yapildiginda hesperidinin bulundugu F5 filminin F2 filmine oranla iki kat inhibisyon
gosterdigi saptanmistir. Bu inhibisyon farki her iki maddenin baglanmasina, yiizey
tutunmasina, olusturdugu bilesigin yapisina bagli olarak degisebilir. %20 propolis ile
kullanildiklarinda (F3 ve F6) yine hesperidin ile olan filmler daha fazla inhibisyon

gostermistir.
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4.3. Antimikrobiyal Filmlerin Depolama Periyodunda E. coli ve S. aureus Diizeyi

Uzerine Etkisi

Malatya yoresinde yerel isletmelerde satisa sunulan ve koruyucu madde igermeyen
beyaz peynirler toplanilmistir. Her peynir kalibinin ii¢ ayr1 noktasindan 3x3 c¢cm boyutunda
yaklagik 3 g agirhiginda ince kesitler (1-3 mm) halinde alinan orneklerin her biri
numaralandirilarak steril petri kaplara alinmigtir. Beyaz peynirler yapay olarak kontamine
edilerek yiizeyine antimikrobiyal maddeler piiskiirtiilen seliiloz bazli yenilebilir filmler ile
kaplanmistir. 4°C'de depolama siiresince antimikrobiyal maddelerin E. coli ve S. auresus
diizeyindeki etkileri 5., 10. ve 15. giinlerde canli hiicre sayim1 yapilarak tespit edilmistir.
Film ile kaplanmamis peynir 6rnekleri, bakteri kiiltiirleri ile yapay olarak kontamine edilmis
ve negatif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Sadece potasyum sorbat igeren seliiloz bazli
yenilebilir film (F9) ise pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Kontrol gruplarmin depolama
stireci ve mikrobiyolojik analiz iglemleri, diger uygulama gruplariyla ayni sartlar altinda

gerceklestirilmistir. Deneyler tigerli tekrarlar halinde uygulanmistir.

4.3.1. E. coli sayim

Halk sagligi i¢in risk teskil eden peynir kaynakli zehirlenmelerin en 6nemli nedeni
olarak E. coli gosterilmektedir. Gidalarda saptanmasi, saptanma miktari, halk saglig
yoniinden 6nem arz eden enteropatojenik veya toksikonejik E. coli bulunma ihtimali ve fekal
kontaminasyonu goésterme agisindan indikatér bir mikroorganizma olarak kabul edilir

(Pamela L. \d., 2008).

Calismalarda peynirlerdeki E.coli diizeyinin genel olarak, tiim antimikrobiyal madde
igeren film kaplamalarinda depolama siireci boyunca kontrol grubuna gére daha az oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.3). 5. giin yapilan 6lgtimlerde, kontrol grubundaki E.coli diizeyi
log 6.38 Kob/g olarak hesaplanmistir. % 5 oraninda B-karoten igeren F1 film ile kaplama
sonucunda ise 5. giin dlgtimlerinde peynirlerdeki E.coli diizeyi log 5.00 Kob/g olarak
saptanmuistir. Kontrol grubuna gore % 21 oraninda E.coli diizeyinde inhibisyon saglamistir.
% 5 B-karoten ve %10 Propolis ihtiva eden (F2) film ile kaplanma sonucunda E.coli diizeyi
log 5.45 Kob/g olarak tespit edilmistir (5. Giinde). Bu iki antimikrobiyal maddenin
karistirilmasi sonucu elde edilen ¢ozeltinin E.coli diizeyi tizerindeki antimikrobiyal etkisi %
14 olmustur. B-karoten ve % 20 oraninda propolis bulunan F3 filmi ile kaplama sonucunda,
5. giin yapilan Ol¢limlerde E.coli diizeyi 5.34 lo Kob/g olarak hesaplanmistir. Peynire

inokule edilen bakteri diizeyinin, uygulanan antimikrobiyal madde sonucunda % 16 oraninda

30



azaldig1 hesaplanmistir. B-karoten temelli hazirlanan ii¢ farkli film uygulamasinda, 5 giinliik
depolama siirecinden sonra en iyi sonug yanlizca -karoten piiskiirtiilen F1 film ile kaplama

yapildiginda tespit edilmistir.

Cizelge 4.3: 4° C de depolama sirasinda antimikrobiyal maddeler iceren SBY filmleri ile

kaplanmis beyaz peynirlerdeki E.coli (log kob/g) sayis1

Depolama (giin)
5 10 15
Kontrol 6.38+0.41 7.24+0.38 7.34+0.29
F1 5.00+0.23 4.20+0.23 3.78+0.34
F2 5.45+0.40 4.47+0.46 4.22+0.20
F3 5.34+0.62 4.03+0.38 3.90+0.45
F4 4.58+0.88 3.79+0.22 3.13+0.19
F5 5.30+0.31 4.97+0.27 3.72+0.26
F6 5.34+0.34 4.20+0.49 4.04+0.33
F7 5.39+0.43 4.26+0.66 3.75+0.29
F8 3.94+0.29 3.11+0.54 3.02+0.34
F9 5.26+0.18 5.32+0.22 5.36+£0.43

F1: SBYF + K (%5 (a/h))

F2: SBYF + K (%5 (a/h)) + P (%10 (a/h))
F3: SBYF + K (%5 (a/h)) + P (%20 (a/h))
F4: SBYF + H (%5 (a/h))

F5: SBYF + H (%5 (a/h)) + P (%10 (a/h))
F6: SBYF + H (%5 (a/h)) + P (%20 (a/h))
F7: SBYF + P (%10 (a/h)

F8: SBYF + P (% 20 (a/h))

F9: SBYF + PS (10 mg/g peynir)

Hesperidin piiskiirtiilen filmlerin 5 giinliik depolama siirecinde E.coli diizeyi tizerine
etkisi degerlendirildiginde en yiiksek oranda bakteri tiremesini inhibe eden filmin % 5
oraninda hesperidin i¢eren F4 filmi oldugu saptanmustir. Log 4.58 Kob/g olarak tespit edilen
canli bakteri miktariyla, kontrol grubuna kiyasla % 28 oraninda bakteri iiremesinin inhibe
edildigi tespit edilmistir. % 5 hesperidin ve % 10 propolis iceren F5 filmi ile kaplama
sonucunda peynirlerdeki E. coli diizeyi, log 5.30 Kob/g olarak hesaplanmistir. Bakteri
tiremesinin % 17 oraninda inhibe edildigi bulunmustur. Hesperidin ve % 20 oraninda
propolis iceren F6 filmiyle kaplama sonucunda E. coli diizeyi log 5.34 Kob/g olarak
hesaplanmis ve % 16 oraninda bakteri iiremesinin engelledigi goriilmiistiir. Hesperidin
temelli hazirlanan ii¢ farkli filmde de en iyi sonu¢ sadece hesperidin igeren film
kaplamalariyla elde edilmistir. Hesperidin ile haziralanan yenilenebilir antimikrobiyal film

kaplamasiyla depolama siirecinin 5. giiniinde karoten iceren film uygulamalarina gére daha
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yiiksek bakteriyel inhibisyon etkisi elde edilmistir.

Sadece %10 oraninda propolis iceren F7 filmi ile kaplama sonucunda 5. Giin
itibariyla E. coli diizeyi log 5.39 Kob/g olarak saptanmistir ve %15 oraninda bakteri
tiremesinin inhibe edildigi goriilmistiir. %20 oraninda propolis igeren F8 film ile kaplama
sonucunda ise E. coli diizeyi 3.94 Log Kob/g olarak tespit edilmistir. En yiiksek bakteri
inhibisyonuna (%38) ulasilmistir. Potasyum sorbat igeren F9 filmi uygulandiginda 5. giinde
E. coli diizeyi 5.26 Log Kob/g olarak tespit edilmistir. %17 oraninda inhibisyon saglamistir.
5. giinde yapilan tiim 6l¢iimler goz oniine alindiginda E. coli {izerinde kisa siirede etki

gosteren filmin %20 propolis ihtiva eden F8 filmi oldugu gorilmiistiir.

Depolamanin 10. giiniinde negatif kontrol grubunun E.coli diizeyi 5. giine gore artis
gosterek log 7.24 Kob/g olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.3). Depolama siirecinin 5-10.
glinlerinde E.coli miktarinda % 13 oraninda artis meydana gelmistir. Pozitif kontrol olarak
kullanilan F9 filmi ile peynir kaplama uygulamasinda depolama siirecinin 5. ve 10.

giinlerinde benzer bakteri iireme inhibisyon sonuglar elde edilmistir.

Peynirlerin antimikrobiyal filmlerle kaplamasindan sonraki depolama siirecenin 10.
giinii ile 5. glinii sonuglari kiyaslandiginda, uygulanan tiim filmlerin (F1-F8) iiremeyi inhibe
etmeye devam ettigi goriilmektedir. 5. gline oranla en fazla bakteri tiremesini inhibe eden
filmin, %5 B-karoten ve %20 propolis iceren, F3 filmi oldugu tespit edilmistir ve %24
oraninda iireme inhibisyon artig1 saglamistir. 10. glin yapilan canli hiicre sayim1 sonucunda
F1, F2, F4, F5, F6, F7, F8 filmlerinin 5. giin sonuglarina kiyasla sirasiyla %16, %17, %17,
%6, %21, %20, %21 oraninda bakteri {ireme inhibisyon ylizdelerinin arttirdigi tespit
edilmistir. Propolis i¢eren F3, F6, F8 filmlerinin ikinci 6l¢timde daha fazla etki gosterdigi
goriilmektedir. ik dl¢iimlerde F9 filmi, uygulanan diger filmlere (F1 ve F8 harig) benzer
oranda bakteri inhibisyonu saglarken yapilan 10. giin 6lgiimlerinde tiim filmler F9 filminden
daha iyi ireme inhibisyonu saglamistir. Bu sonug, antimikrobiyal maddelerin sentetik bir
koruyucu olan potasyum sorbatla kiyaslandiginda uzun vadede daha etkili oldugunu
gostermistir. Bu durum antimikrobiyal maddelerin puskiirtiildiikleri ylizeyden yavas yavas
difiize olup bakteri iiremesini inhibe edebilme kapasitesi goOstermeleriyle
aciklanabilmektedir. Antimikrobiyal maddelerin uzun siirede daha fazla etki gostermesi, raf
omrii uzun olan iriinlere uygulanabilmesi agisindan Onemli bir sonugtur. Fenolik
bilesiklerde bulunan hidroksil gruplar1 bakteriler iizerinde inhibe edici etki gostermektedir
(Shan B. vd. 2004). Bu gruplar, bakterilerin hiicre zar1 ile etkilesime girerek hiicrelerin

membran yapisint bozmakta ve hiicresel bilesenlerin hiicre disina sizmasima neden
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olmaktadir (Xue J. vd. 2013). Fenolik bilesiklerde bulunan hidroksil gruplari, proton
degistirici olarak hareket eden elektronlarin delokalizasyonuna ve bakteri hiicrelerinin
sitoplazmik zar iizerindeki egilimini azaltmaya yardimci olarak hiicre Gliimiine neden
olmaktadir (Gyawali R. ve Ibrahim SA. 2014). Hidroksil gruplarinin, mikroorganizmalarin
hiicre metabolizmalarin1 degistirerek enzimlerin aktif boliimiinii kolayca baglayabilecegini
bildirmistir. Bu durum, hidroksil gruplarinin antimikrobiyal aktivitede Onemini ortaya
koymaktadir (Farag RS. vd. 1989). Fenolik bilesiklerde bulunan hidroksil gruplari ayni
zamanda antioksidan etki de gostermektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin
temizlenmesini saglamakta, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemekte ve boylece

gelisme ortaminin redoks potansiyelini diisiirmektedirler (Cueva C. vd. 2010).

Depolama siirecinin 15. giiniinde peynir yiizeyindeki E. coli diizeyi, 10. giin ile
kiyaslandiginda, E.coli iiremesi antimikrobiyal madde igeren fimlerden tarafindan inhibe
etmeye devam ettigi goriilmektedir. Negatif kontrol gruplarindaki bakteri diizeyi giinlere
bagl olarak artmaktadir (Cizelge 4.3). %5 hesperidin ve %10 propolis igeren F5 filmi
uygulamalar1 sonucunda %25 oraninda bakteri inhibisyonunda artis tespit edilmistir. 10. ve
15. giin bakteri diizeylerinin kiyaslanmasi sonucunda bakteri inhibisyonunda en yiiksek artis
bu sonugla, F5 filmi uygulamalarinda gériilmiistiir. F1 filmi %11, F2 filmi %5, F3 filmi %3,
F4 filmi %17, F6 filmi %3, F7 filmi %11, F8 filmi ise %2 oraninda bakteri iireme
inhibisyonunda artisa neden olmustur. Pozitif kontrol olarak kullanilan potasyum sorbat
iceren filmlerin bakteri inhibisyon oranlari depolama siireci boyunca benzer olmustur.
Negatif kontrol grubunda bakteri diizeyi zamana bagl artis gosterirken tiim film kaplama
uygulamalarinda zamana bagli olarak beyaz peynir lizerindeki bakteri yogunlugu azalmstir.
En yiiksek bakteri inhibisyon yiizdeleri propolis (%20) ve %S5 Hesperidin iceren film
kaplamalarinda sirasiyla %59 ve %57 olmustur. Gerek %10 gerekse %20 propolisin tek
olarak piskiirtiildiigii filmlerde yiiksek oranlarda bakteri inhibisyonlari elde edilmesine
ragmen hesperidin ve karoten ile karigimlar1 sonucunda yapilan uygulamalarda beklenilen
sinerjetik etki goériilememistir. Bu durum her bir antimikrobiyal maddenin karisim haline
geldiginde antimikrobiyal aktivitede gorev yapan hidroksil gruplarinin bagkalasmasi ile

aciklanabilmektedir (Gyawali R. ve Ibrahim SA. 2014).

4.3.2. S.aureus sayimi

Gida mikrobiyolojisi yoniinden Staphylococcus cinsi igindeki en énemli patojen tiir
S. aureus’ dur. S. aureus suslarinin yaklagik %50-70" 1 enterotoksin sentezleyebilmektedir.

Siiperantijenik yapidaki S. aureus enterotoksinlerinin gelismis {ilkelerdeki gida
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zehirlenmelerinin baslica nedenlerinden biri oldugu bilinmektedir (Erol 1. 2007). Malatya
ilindeki yerel marketlerden alinan beyaz peynirler, S. aureus ile kontamine edilerek antimikrobiyal
maddeler igeren seliiloz bazli yenilebilir filmler ile kaplanmistir. 4 °C'deki depolama siirecinde
SBY fimlerin S.aureus diizeyi tizerindeki etkisi 5 giinde bir 15 giin boyunca test edilmistir. Negatif
kontrol grubu olarak bakteri ile kontamine edilmis ve film ile kaplanmamis peynirler kullanilmustir.
Sadece potasyum sorbat igeren seliiloz bazli yenilebilir film iceren F9 filmi ise pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Potasyum sorbat iceren F9 filmi uygulandiginda 5. giinde S. aureus diizeyi log 5.48

Kob/g olarak tespit edilmis ve %13 oraninda bakteri iireme inhibisyonu saglamistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4: 4° C de depolama sirasinda antimikrobiyal maddeler iceren SBY filmleri ile

sar1lt beyaz peynirdeki S.aureus (log kob/g) sayisi

Depolama (giin)
5 10 15
Kontrol 6.30+0.64 7.27+0.54 7.25+0.16
F1 5.25+0.68 3.98+0.47 3.03+0.48
F2 5.36+£0.45 4.76+0.58 4.48+0.33
F3 4.27+0.22 4.21+0.29 4.07+0.51
F4 4.74+0.43 3.64+0.49 3.284+0.28
F5 4.70+0.48 4.20+0.37 3.75+0.34
F6 5.01+0.56 4.64+0.25 4.46+0.29
F7 5.39+0.42 3.91+0.33 3.46+0.26
F8 5.36+0.51 3.86+0.45 3.04+0.40
F9 5.48+0.11 6.08+0.28 6.05+0.33

F1: SBYF + K (% 5 (a/h))

F2: SBYF + K (5% (a/h)) + P (10 % (a/h))
F3: SBYF + K (% 5 (a/h)) + P (% 20 (a/h))
F4: SBYF + H (% 5 (a/h))

F5: SBYF + H (% 5 (a/h)) + P (% 10 (a/h))
F6: SBYF + H (% 5 (a/h)) + P (% 20 (a/h))
F7: SBYF + P (% 10 (a/h)

F8: SBYF + P (% 20 (a/h))

F9: SBYF + PS (10 mg/g peynir)

Peynirlerdeki S. aureus diizeyinin genel olarak, tiim antimikrobiyal madde igeren
film kaplamalarinda kontrol grubuna gore daha az oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4). 5.
giin yapilan olglimlerde inokiile edilen S.aureus miktar1 kontrol grubunda log 6.30 Kob/g
olarak hesaplanmustir. % 5 B-karoten igeren F1 filmi ile kaplanildiginda, 5.giinde, kontrol
grubuna gore % 17 oraninda (Log 5.25 Kob/g ) inhibisyon saglanilmistir. 3-karoten ve % 10
Propolis ihtiva eden F2 filmiyle kaplama yapildiginda S.aureus diizeyi log 5.36 Kob/g olarak
tespit edilmis ve % 15 oraninda bakteri tireme inhibisyonunu saglamistir. 3-karoten ve % 20

oraninda propolis bulunan F3 filmiyle kaplama sonucunda, 5. giin yapilan Ol¢limlerde,
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S.aureus diizeyi log 4.27 Kob/g olarak saptanmis ve bakteri iremesi % 32 oraninda inhibe
edildigi hesaplanmistir. Depolamanin 5. Giiniinde en yiiksek bakteri inhibisyon yiizdesine
F3 film kaplamalarinda ulagilmistir. F3 film kaplamasinin test edilen iki bakteri tiirii
tizerindeki inhibisyon etkisi kiyaslandiginda S. aureus diizeyini E. coli’ye gore %100
oraninda daha fazla inhibe ettigi goriilmiistiir (5. glin sonuglarina gore). Hesperidin bulunan
F4 filminin, S. aureus diizeyi log 4.74 Kob/g olarak saptanmistir. %24 oraninda bakteri
tireme inhibisyonuna ulasilmistir. %5 hesperidin ve %10 propolis igeren F5 film
uygulamalarinda S. aureus diizeyi log 4.70 Kob/g olarak tespit edilmis ve F5 filminin bakteri
tiremesini inhibe ettigi oran %25’dir. F6 filmi ile kaplanan peynirlerdeki S. aureus diizeyi
log 5.01 Kob/g olurken %20 oraninda bakteri tiremesinin engelledigi goriilmiistiir. Sadece
%10 oraninda propolis i¢eren F7 film kaplamalarinda bakteri diizeyi log 5.39 Kob/g olarak
tespit edilmis ve bakteri iireme inhibisyonu %14°diir. Suda ¢éziinmeyen formda propolis
iceren F8 film kaplamalarinda ise S. aureus diizeyi log 5.36 Kob/g olarak saptanmistir ve
%15 oraninda bakteri tiremesi engellemistir. Uygulanan tiim filmler (F1-F8) pozitif kontrol
olarak kullanilan, potasyum sorbat iceren F9 filminden daha fazla bakteri tireme inhibisyonu

saglamistir.

Depolama siirecinin ilk asamasinda, F3 filmi kaplamalarinda kontrol grubuna kiyasla
%32 oraninda en yiiksek bakteri tireme inhibisyonu elde edilmistir (Cizelge 4.4).
Antimikrobiyal maddelerin bakteriler iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri farkli
olmaktadir. Seliiloz bazli yenilebilir film yiizeylerine piiskiirtiilen dort farkli antimikrobiyal
madde ayr1 ayr1 ya da karisimlar halinde kullanilmistir. S. aureus ile kontamine edilen peynir
orneklerinin bu farkli film kompozisyonlar: ile kaplanmalart sonucunda antimikrobiyal
maddelerin karigim halinde de etkili oldugu tespit edilmistir. E. coli uygulamalarinin aksine
karistm  halindeki  antimikrobiyal maddeler kisa siirede S. aureus diizeyini
indirgeyebilmislerdir. Redoks potansiyelinin diismesi, basta aerobikler olmak {izere bircok
mikroorganizmanin  gelisimini  sinirlamaktadir. Bakteri inhibisyonunun membran
biitiinltiglinlin bozulmasindan, membranin secici gecirgen yapisinin zarar gérmesi nedeni ile
hiicre iceriginde (molekiil ve iyonlar) kayiplarin yagsanmasindan, fenolik bilesiklerin hiicre
zarinda hasara neden olmasindan, hiicrenin yasamsal faaliyetlerinin (enerji liretimi, protein
sentezi) yagdan zarar gérmesinden kaynaklanabilecegi iddia edilmektedir (Sengiin 1.Y. ve

Oztiirk B. 2018)

10. gilin yapilan ol¢iimlerde sadece bakteri inokiile edilmis ve filmle kaplanmayan

taze peynirlerdeki S.aureus miktari, log 7.27 Kob/g olarak tespit edilmistir. 5. gilin
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sonuclarina kiyasla, S.aureus miktarinda % 15 oraninda artis meydana gelmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan F9 filmi 10. giinde yapilan 6l¢iimlerde bakteri inhibisyonuna % 10

oraninda artisla devam etmistir.

10. giin ile 5.giin kiyaslandiginda uygulanan tiim filmlerin (F1-F8) bakteri iiremesini
inhibe etmeye devam ettigi goriilmektedir. 5. giine oranla en fazla bakteri inhibisyon
saglayan filmin, % 20 propolis igeren F8 filmi oldugu goriilmiis ve % 38 oraninda inhibisyon
yiizdesinde yiikselme tespit edilmistir. 5. giine oranla 10. Giin hesaplanan bakteri inhibisyon
sonuglarina gore, F1 filmi % 24, F2 filmi % 11, F3 filmi % 1, F4 filmi % 23, F5 filmi % 10,

F6 filmi % 6, F7 filmi % 27 daha fazla bakteri iiremesini inhibe ettigi gorilmiistiir.

Depolamanin ileri siireglerinde de (15. giin) uygulanan tim filmlerin, S.aureus
tiremesini inhibe etmeye devam ettigi goriilmektedir. % 5 B-karoten bulunan F1 filmi % 23
oraninda bakteri tiremesinde inhibisyon gostemeye devam etmistir. 2.ve 3.yapilan 6l¢timler
arasinda en fazla etkiyi bu film gostermistir. F2 filmi % 5, F3 filmi % 3, F4 filmi % 9, F5
filmi % 10, F6 filmi % 3, F7 filmi % 11, F8 filmi ise % 21 oraninda bakteri lireme
inhibisyonunu arttirmistir. Filmle kaplanmayan ve negatif kontrol olarak sadece S.aureus
inokiile edilen beyaz peynirdeki kontaminasyon 15 giinliik siire boyunca artmaya devam
etmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan potasyum sorbat iceren film kaplamasi S.aureus
diizeyini minimal diizeyde indirgebilmistir. Kaplama yapilan diger tiim filmler S.aureus
liremesini inhibe etmis ve zamana bagli olarak beyaz peynirdeki bakteri yogunlugu
azalmstir. B-karoten iceren F1 ve % 20 propolis i¢eren F8 filmleri, S. aureus diizeyi lizerinde
kontrole oranla % 58 oraninda azalma olmasini saglamislardir. Karoten ve % 20 propolis
iceren film kaplama uygulamasi depolama siirecinin baslangic asamasinda hizli bakteri
tiremesi inhibisyonuna sebep olurken bu etki depolama siirecinin ileri agsamalarinda daha
yiiksek bir inhisyon etkisine neden olamamistir. Yiiksek oranda fenolik madde igeren
propolis ¢ozeltisinin hidroksil gruplarinin bagkalagsmasi ile agiklanabilmektedir (Gyawali R.
ve Ibrahim SA. 2014).

S. aureus’a uygulanan filmler kiyaslandiginda 5. giin i¢in en yiiksek inhibisyon F3
filminde (%32) oldugu gorilmiistir. Bununla birlikte 5-15 giinliik bekleme siireleri
kiyaslandiginda da F8 filmi, bekleme siiresi arttikca kontrol grubuna kiyasla en yiiksek
oranda (% 43) inhibisyon sagladigi gozlenmistir. Gida maddelerinde kullunilan potasyum
sorbat igeren film (F9) kontrol grubuna oranla minimum oaranda bakteri {ireme inhibisyonu

saglamistir.
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Kaplama islemlerinde olusturulan farkli film kompozisyonlarinin E. coli ve S. aureus
diizeyleri iizerindeki indirgenme kapasiteleri benzer olmustur. Ancak hesperidin piiskiirtiilen
filmlerin E.coli iiremesi, karoten piskiirtilen filmlerin de S. aureus iiremesi tizerinde
antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir. Heriki bakteri tiirliniin liremesi de %20
propolis varliginda yliksek oranda ihhibe olmustur (> % 50)  Seliilozik bazli yenilebilir
antimikrobiyal filmler, giiniimiizde koruyucu olarak kullanilan potasyum sorbattan daha

fazla antimikrobiyal etki gosterip daha ¢ok bakteri tireme inhibisyonu saglamustir.

4.3.3. Toplam Fenolik Madde Miktari Sonuclar:

Baharatlarda antimikrobiyal etkiye sahip olan yaglar genellikle fenol bilesikleri
igeren hidroksil grubudur ve 6nemli antifungal, antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Bu fenolik bilesikler hiicre zarindaki fosfolipid tabakasini tahrip ederek bu
katmanin gegirgenligini arttirir ve bdylece hiicre i¢indeki maddelerin hiicreden daha kolay
sizmasma veya bakterilerin enzim sistemini bozmasina yardimci olur. Bu durumda
mikroorganizma inhibisyonu meydana gelir ve boylece antimikrobiyal etki gostermis olur
(Moreira M.R. vd, 2008).
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Sekil 4.3: Uygulanan maddelerin toplam fenolik madde miktari

Filmlerde bilesen olarak kullanilan maddelerin toplam fenolik madde miktarlari
gallik asit kalibrasyonu ile hesaplanmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). 3-karoten, hesperidin ve
propolis maddeleri ayr1 ayr1 incelendiginde; en fazla fenolik madde miktarini % 10’luk
propolis ¢ozeltisinin igerdigi tespit edilmistir. Ancak karigim olarak incelendiginde tek

basimna daha az fenolik madde iceren B-karoten maddesi %10’luk propolisle beraber
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incelendiginde en yiiksek fenolik madde igerigine sahip oldugu saptanmustir. Iki maddenin
karigmasi, birbiri igerisinde ¢6ziinmesi, yiizey tutunma dereceleri fenolik madde salinimini
etkilemektedir (Gujarati ve Damodar., 2008). F2 filminin komponentleri yiiksek fenolik
madde icermektedir ancak E.coli diizeyi lizerinde en yiiksek inhibisyonu F4 ve F8 filmleri

gosterirken, S.aureus diizeyi lizerinde ise F3 ve F8 en yliksek inhibisyonu gostermistir.
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Sekil 4.4: Toplam fenolik madde kalibrasyon grafigi

4.3.4. DPPH ile Antiosidan Tayini Sonuclar:

Seri tiip dilisyon yontemi sonrasinda hesperidin, 3-karoten ve propolis’ in miktarlari
%2 oraninda azaltilarak tiiplere dagitilip 30 dakika oda sicakliginda ve karanlikta

bekletildikten sonra spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda metonele kars1 okundu.

% siipiirme kapasite = 1- [AO/AK] x100
AQ 30: Ornegin 30. dakikadaki Absorbansi
AK 30: Kontroliin 30. dakikadaki Absorbansi

Yukaridaki formiile gére yapilan hesaplamalar sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir. Test
edilen materyaller arasinda %20 propolis en fazla antioksidan 6zellik gdsteren madde
olmustur. Bunun yaninda propolis i¢eren karisimlar propolis igermeyen karisimlardan daha
faza antioksidan ozellik gdstermisir. Propolisi yiiksek oranda antioksidan kapasitesine sahip
oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda raporlanmistir (Kovalik, P.V. 1979; Russo, A. vd.
2004). Yapilan 6l¢tim sonuglart dnceki ¢aligsmalarla benzerlik gostermistir. Hesperidin ve B3-

karotenin de serbest radikalleri siipirme aktivitesi vardir ancak propolis ile kiyaslandiginda
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daha az siipiiriicii etkisi oldugu test edilmistir.

Antioksidan Aktivitesi
mg TEAC/g antimikrobiyal madde
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Sekil 4.5: Uygulanan maddelerin antioksidan aktivitesi
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5. SONUC ve ONERILER

Seliiloz bazli yenilebilir filmlerin uygulanmasiyla, siit endiistrisindeki 6nemli
sorunlardan biri olan beyaz peynirde E. coli ve S. aureus kontaminasyonunun neden oldugu
sorunlar, filme B-karoten, hesperidin ve propolis veya bu maddelerin karigimlar1 eklenerek
onlenebilir. Peynir iizerindeki E.coli yiikiinii hesperidin % 57 oraninda, B-kroten % 48
oraninda propolis ise % 59 oraninda azaltmistir. S.aureus’ta da benzer sonuglar gézlenmis,
Hesperidin % 54, B-karoten %58, Propolis ise % 58 oraninda peynirdeki kontamine yiikii
azalttigi, inhibe ettigi gozlenmisir. Bu gelismis paketleme teknolojisi ile gida giivenligi
saglanabilir, iirliniin raf mrii uzatilabilir ve bu sektdrdeki gida kayiplart azaltilabilir. Ayrica,
dis yiizeydeki plastik ambalaj malzemesinin kalinlig1 azaltilacagindan, ambalaj atig1 miktari

azaltilacak ve ¢evre kirliligi bir 6l¢iide 6nlenecektir.
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