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ONSOZ

Son yillarda tiiketiciler arasinda hizla artan gida giivenligi bilinci ve
mikroorganizmalarin neden oldugu ekonomik kayiplar gida endiistrisinde dogrudan
gidalara yonelik uygulamalar yaninda antimikrobiyal ambalaj {iriinlerinin
gelistirilmesine yonelik caligmalarin artmasina neden olmustur. Bununla beraber
tiikketici taleplerinin gidalarda koruyucu olarak sentetik iiriinler yerine dogal kaynakli
irtinlerin kullanimindan yana olmasi, antimikrobiyal gida ambalajlarina yonelik

caligmalarda dogal kaynakli antimikrobiyal maddelere olan ilgiyi arttirmigtir.

Bu ¢aligmada antimikrobiyal 6zellikte bir biyopolimer olan kitosan ve ugucu
yaglar kullanilarak hazirlanan yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin
antimikrobiyal etkisi ger¢ek gida matriksi iizerinde dnemli gida patojenlerine karsi

degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal 6zellikte yenilebilir filmler, plastik filmlerin biyopolimerler
ile kaplanmasi1 ve gida ambalaj iriinlerinde ugucu yaglarin kullanilmas: gida
endiistrisinin yeni ¢alisma alanlar1 arasindadir. Bu nedenle bu ¢alismadan elde edilen

sonugclar ileride yapilacak calismalar i¢in veri teskil edecektir.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

AB: Avrupa Birligi

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

ATCC: American Type Culture Collection
BOPP: Biaxially oriented polypropylene

CAS: Chemical abstract service

EC: European Commission

EFSA: European Food Safety Authority
EHEC: Enterohaemorrhagic Esherichia coli
ELFA: Enzyme linked fluorescence assay
FDA: Food and Drug Administration

GRAS: Generally recognized as safe

HDPE: High density polyethylene

ISO: International Organization for Standardization
LDPE: Low density polyethylene

MIC: Minimum inhibitory concentration
NZFSA: New Zealand Food Safety Authority
OPC: Oxygen permeability coefficient

OPP: Oriented polypropylene

PE: Polyethylene

PP: Polypropylene

RFV: Relative fluorescence value

TGK: Tiirk Gida Kodeksi

TSE: Tiirk Standartlar1 Enstitiisii

USDA: United States Depertment of Agriculture
WVPC: Water vapour permeability coefficient

alh: agirlik/hacim

h/h: hacim/hacim

kob: Koloni olusturan birim
ppm: Parts per million

rpm: Rotations per minute



Vi

Ki: Saf kitosan soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler

KiKe (%0,5): %0,5 oraninda kekik ugucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan
soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler

KiKe (%]1): %1 oraninda kekik ucucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu
ile hazirlanmig yenilebilir filmler

KiKa (%0,5): %0,5 oraninda karanfil ugucu yag: ilave edilmis kompozit kitosan
soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler

KiKa (%]1): %1 oraninda karanfil ugucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan
soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler

PPKi: Tween 20 ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile kaplanmig plastik
filmler

PPKe: %1 oraninda kekik ucucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile
kaplanmis plastik filmler

PPKa: %1 oraninda karanfil ugucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile

kaplanmis plastik filmler



1. GIRIS

Gliniimiizde bircok gida Urlinliniin  tliketiciye ambalaj igerisinde
sunulmasindan dolayr ambalaj materyalleri modern toplumlarda giinliik hayatin
vazgecilmez bir parcasi haline gelmistir. Gida endiistrisinde ambalaj materyalleri
gidalarda bozulmay1 onlemek, raf omriinii uzatmak, kalite ve glivenligi arttirmak
amaciyla kullanilmaktadir. Bu nedenle, ambalajlamadaki temel amag¢ giday1
mikrobiyal ve kimyasal kontaminasyondan korumak, oksijen, nem ve 1s1k bariyeri

olusturmaktir (Cha ve Chinnan 2004).

Son yillarda gida ambalaj endiistrisinde aragtirmalar geleneksel ambalaj
materyallerinden farkli olarak gida maddeleri ve dis ortam ile etkilesim i¢inde olan
ve lirlinii korumada aktif olarak gorev alan ambalaj materyallerinin gelistirilmesi
lizerine yogunlasmistir. Bu arastirmalarin sonucu olarak basta ABD ve Japonya
olmak iizere birgok gelismis iilkede gida endiistrisinde O6zellikle oksijen ve nem
tutucu, karbondioksit ve etanol salici ve antimikrobiyal Ozellikte aktif ambalaj
materyallerinin kullanimi1 yayginlagmaktadir (Quintavalla ve Vicini 2002, Coma

2008).

Gida maddelerinin patojen mikroorganizmalar ile kontaminasyonun halk
saglig1 acisindan olusturdugu riskler ve artan tiiketici bilinci antimikrobiyal 6zellikte
aktif ambalaj materyallerine olan ilgiyi arttirmistir. Gidalarda arzu edilmeyen
mikrobiyal gelisme genellikle gidanin yiizeyinde meydana gelmektedir. Yiizeydeki
mikrobiyal gelismeyi engellemek i¢in antimikrobiyal maddeler piliskiirtme gibi
teknikler ile dogrudan gida yilizeyine uygulanabilmektedir. Ancak dogrudan yiizey
uygulamalarinin antimikrobiyal maddenin hizli bir sekilde diflize olmasi ve yiiksek
miktarda antimikrobiyal madde kullanimi gibi dezavantajlar1 mevcuttur. Alternatif
olarak antimikrobiyal maddelerin ambalaj materyalleri ile kullanilmasi ile etken
maddenin gida yilizeyine difiizyonu yavas bir sekilde ger¢ceklesmekte ve muhafaza
stiresi boyunca arzu edilen konsantrasyonda kalmasi saglanmaktadir (Min ve Krochta

2005, Kristo ve ark 2008).

Gida endiistrisinde sentetik polimerlere alternatif olarak biyobozunur
ozelliklerinden dolay1 film olusturma yetenegine sahip dogal kaynakli polimerlerin

kullanilmasi ¢evrenin korunmasi agisindan biiylik avantajlar saglamaktadir. Ayrica



tiiketici taleplerinin dogal iriinler yoniinde artmasi nedeniyle biyopolimerlerin
ambalaj endiistrisinde kullanim olanaklarinin aragtirllmasina yonelik bilimsel
caligmalar ivme kazanmistir. Ambalaj materyali olarak biyopolimerler dogrudan
olusturduklar1 yenilebilir filmler veya plastik filmleri kaplayarak biyoaktif hale
getirmek amactyla kullanim olanaklarina sahiptir. Biyopolimerler ile hazirlanan
yenilebilir filmler nem ve oksijen bariyeri olusturarak ve ugucu aroma bilesiklerinin
kaybma engel olarak gidanin raf omriinii uzatmalar1 ve kalitesini korumalarinin
yaninda antimikrobiyal maddeler i¢in bir tasiyict olarak kullanilabilmektedirler

(Hong ve ark 2005, Rojas-Graii ve ark 2007).

Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dogal kaynakli bir polimer olan kitosan
gida kaynakli bakteri, kiif ve mantarlara karsi antimikrobiyal aktivitesi ile gidalar
icin potansiyel bir koruyucu katki maddesidir. Bu o6zelliginin yani sira film
olusturabilme ve bariyer 6zellikleri kitosani antimikrobiyal 6zellikte yenilebilir film
ve kaplamalar i¢in ideal bir materyal haline getirmektedir. Yapilan bir¢cok calisma
kitosanin koruyucu ve kaplama materyali olarak kullaniminin gidalarin kalite ve raf
Omriinii arttirdigini ortaya koymustur. Kitosanin Kore ve Japonya’ da uzun yillardir
gida katki maddesi olarak kullanimi yasaldir. ABD’ de ise GRAS olarak
onaylanmistir (No ve ark 2007).

Son yillarda yapilan ¢alismalar 6zellikle bilesimlerindeki fenolik maddeler
nedeniyle giiclii antimikrobiyal etkiye sahip olan ucucu yaglarin antimikrobiyal
ambalaj sistemlerinde kullanim olanaklarini ortaya koymustur (Burt 2004, Joerger
2007). Karvakrol, cinnamaldehid, eugenol, p-simen, timol ve mentol gibi bir¢ok
ucucu yag bileseni tiiketici sagligina yonelik bir risk olusturmadigindan dolay1 AB
tarafindan gidalarda kullanimi yasal olan aroma maddeleri kapsaminda
degerlendirilmektedir (EC 2002). AB’ de oldugu gibi ABD’ de bir¢ok ugucu yag
bileseninin gida katki maddesi veya GRAS olarak kullanimi yasaldir (Nedorostova
ve ark 2009).

Antimikrobiyal gida ambalajlarinin etkilerinin degerlendirilmesine yonelik
farkli in vitro test metotlar1 kullanilmaktadir. Bununla birlikte in vitro test
metotlarindan elde edilen veriler antimikrobiyal etkinin degerlendirilmesinde yetersiz

kalmaktadir. Bu nedenle gida Ornekleri kullanilarak ger¢ek sartlart yansitan



denemelerin yapilmasi antimikrobiyal etkinin degerlendirilmesinde 6nemlidir (Ha ve

ark 2001).

Bu caligmada, kekik ve karanfil ucucu yaglar1 ve kitosan ile hazirlanan
yenilebilir ve kaplanmis polipropilen filmlerin 6nemli gida patojenlerinden olan
Listeria monocytogenes, Staphylococus aureus ve Escherichia coli O157:H7 ye
kars1 etkileri dogrudan yapay kontamine gida ornekleri ile buzdolab: sicakliginda
muhafaza sartlar1 altinda degerlendirilmistir. Yapay kontaminasyon i¢in yari sert
geleneksel Tiirk peynirlerinden kasar peynirinin olgunlagsma uygulanmamis g¢esidi

olan taze kasar peyniri 6rnekleri kullanilmistir (Koca ve Metin 2004, TSE 2006).

1.1. Antimikrobiyal Ambalaj Sistemleri

Antimikrobiyal ambalaj sistemleri mikroorganizmalarin lag fazin1 uzatarak ve
gelisme hizlarini diislirerek gidalarin raf Omriinii uzatmak ve gida giivenligini
saglamak i¢in tasarlanmaktadir. Bu amacla antimikrobiyal maddeler baslica;
dogrudan ambalaj materyalinin iiretimi esnasinda polimerlere ilave edilerek, tasiyici
bir matriks icinde ambalaj materyallerinin iizerine kaplanarak ve iyonik veya
kovalent baglar ile polimer ylizeylere baglanarak kullaniimaktadir (Han 2000,
Lopez-Rubio ve ark 2004, Coma 2008).

Antimikrobiyal maddeler gibi biyoaktif maddelerin dogrudan polimerlere
ilave edilmesi ticari olarak ilag ve pestisit endiistrisinde, tekstil materyallerinde,
cerrahi implantlarda ve bazi biyomedikal cihazlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gida ambalaj endiistrisinde ise 0Ozellikle 2000 yilindan sonra antimikrobiyal
maddelerin ambalaj materyallerinin iiretimi esnasinda dogrudan polimerlere ilave
edilmesine yonelik ¢aligma ve patent sayis1 oldukga artmistir. Yapilan bir¢ok ¢alisma
ile dogal kaynakli veya sentetik bircok antimikrobiyal 6zellikteki maddenin kagit ve
plastik polimerlerine ilave edilmesi ile hazirlanan ambalaj materyallerinin Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 serotipi gibi patojenik ve bozulmaya
neden olan mikroorganizmalara karsi etkileri degerlendirilmistir (Appendini ve

Hotchkiss 2002).

Mikroorganizmalarin enzim faaliyetlerine engel olan glimiis zeolitleri polimer

katkis1 olarak en yaygin kullanilan bilesiklerdir. Giimiis zeolitleri yiiksek 1s1l



islemlere dayanikli olmalari nedeniyle o&zellikle sentetik polimerler ile birlikte
rahatlikla kullanilabilmektedir. Isil iglem igeren {iretim prosesleri i¢in enzimler ve
ucucu bilesikler gibi 1siya duyarli antimikrobiyal maddeler uygun degildir. Isiya
duyarli maddelerin ayn1 ¢oziicii icerisinde ¢dziinebildikleri polimerler ile hazirlanan
cozeltilerinin solvent evaporasyon yontemiyle kullanilmalar1 daha uygundur. Isiya
nispeten daha direngli olan bakteriyosinler ve peptidlerin antimikrobiyal aktiviteleri
1s1l islem igeren iiretim prosesleri sonucu azalmaktadir. Ornegin nisin enziminin
antimikrobiyal aktivitesi solvent evaporasyon yontemi ile hazirlanmis filmlerde, 1s1l
presleme islemi gormiis filmlere nazaran ii¢ kat yiliksektir. Su, etanol ve farkl
coziiciilerde ¢oziinebilme oOzelliklerine sahip dogal kaynakli bir¢ok polimer 1s1l
isleme ihtiyac duymaksizin ¢ozeltilerinin solvent evaporasyon yontemi ile film
olusturabilmelerinden dolay1 1s1iya duyarli antimikrobiyal maddelerin ilave edilmesi

i¢in ideal polimerlerdir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Antimikrobiyal maddelerin dogrudan polimerlere ilavesi polimerlerin
mekanik, bariyer ve optik Ozelliklerinde degisimlere ve genellikle bariyer
ozelliklerinin azalmasina neden olmaktadir. Bitkisel ekstraktlar genellikle renk ve
opaklik iizerine etki etmektedir (Hong ve ark 2000). Sorbatlar LDPE filmlerin
seffafligin1 azaltmaktadir (Han ve Floros 1997). LDPE filmlerde oksijen ve su buhari
gecirgenligi kitosan ilavesi ile artarken, benzoik asit ilavesi ile azalmaktadir

(Appendini ve Hotchkiss 2002).

Antimikrobiyal ambalajlarda ugucu olmayan antimikrobiyal maddelerin
kullanilmast durumunda antimikrobiyal maddenin gida yiizeyine difiize olabilmesi
icin ambalaj ile gidanin temas etmesi zorunludur. Ugucu antimikrobiyal maddelerin
kullanildig1 ambalajlarda ise gida ile ambalajin temast zorunlu degildir (Appendini
ve Hotchkiss 2002). Antimikrobiyal maddenin ambalaj materyalinden saliniminin
kontrolli ve migrasyon miktar1 antimikrobiyal etkinligin saglanmasinda 6nemli bir
faktordiir. Bu amagla bazi arastirmacilar c¢ok tabakali antimikrobiyal ambalaj
sistemini 6nermislerdir. Ug tabakadan olusan bu sistemde antimikrobiyal madde orta
tabakada bulunmaktadir. Di1g tabaka antimikrobiyal maddenin c¢evreye salinimina
engel olmak i¢in bariyer gorevi yaparken, i¢ tabaka kontrollii salinimi saglamaktadir

(Han 2000).



Antimikrobiyal maddeler tasiyict bir matriks i¢inde genellikle LDPE ve PP
gibi sentetik polimer ylizeylere kaplanabilirler. Bdylece 1s1ya duyarli antimikrobiyal
maddeler 1s1l islem igeren prosesler ile iiretilen sentetik polimer filmler ile birlikte
kullanilabilirler. Antimikrobiyal kaplamalar sentetik filmlere antimikrobiyal aktivite
kazandirmalarinin yani sira kullanilan tasiyict matrikse bagli olarak mekanik ve
bariyer 6zelliklerini de iyilestirebilmektedir (Hong ve ark 2005). Yapilan ¢alismalar
LDPE ve PP filmlerde protein kaplamalarin oksijen bariyer 6zelligini 6nemli 6l¢iide
arttirdigini ortaya koymustur (Hong ve Krochta 2003, Hong ve Krochta 2004, Hong
ve Krochta 2006).

antimikrobival madde

film kaplama gida kaplama film qida
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ambalaj bilesiming ilave edimesi kimyasal baglanma

Sekil 1.1. Antimikrobiyal maddelerin farkli ambalaj sistemlerinden diflizyonu

(Han 2000).

Antimikrobiyal maddelerin ambalaj materyallerine uygulanmasinin diger bir
yolu ise kovalent veya iyonik baglar kullanilarak polimer yiizeylere baglanmalaridir.
Bu baglanma i¢in hem antimikrobiyal maddenin hem de polimerin peptidler,
enzimler, poliaminler ve organik asitler gibi fonksiyonel gruplara sahip olmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte bazi durumlarda “spacer” adi verilen baglanti
molekiillerine ihtiyag duyulabilir. Ornegin nisin ve laktisin, LDPE film yiizeyine
polyamid kullanilarak basarili bir sekilde baglanabilmektedir. Antimikrobiyal gida

ambalajlarinda diisiik toksik Ozeliklerinden dolay1r dekstranlar, polietilen glikol,



etilendiamin ve polietilenim spacer olarak kullanilabilirler (Lopez-Rubio ve ark

2004).

Gram pozitif bakterilere kars1 etkin olan lizozim ve kitinaz, glukoz ve
oksijenden hidrojen peroksit olusumunu katalize eden glukoz oksidaz, beta
galaktosidaz, laktoferrin ve siilfidril oksidaz gibi enzimler polimer ylizeylere
kovalent baglar ile baglanabilmektedir. Enzimlerin kullanilmasindaki en 6nemli
problemler ise substratlarin bulunma zorunlulugu ve reaksiyonlar sonucu arzu
edilmeyen fiiriinlerin olusmasidir. Ornegin glukoz oksidaz enzimi igin glukoz
gereklidir. Ayrica enzim faaliyetleri sonucu gidadaki hidrojen peroksit diizeyi limit

degerlerin iizerine ¢ikabilmektedir (Appendini ve Hotchkiss 2002).
1.2. Sentetik Polimerler

Ambalaj endistrisinde kullanilan sentetik polimerler diger bir ifadeyle
plastikler genel olarak termosetler ve termoplastikler olmak {izere iki kategoriye
ayrilmaktadirlar. Termoset polimerler otomobil endiistrisi gibi alanlarda yaygin
olarak kullanilan, 1siya maruz kaldiktan sonra eski formunu alamayan, sert ve
dayanikli polimerlerdir. Termoplastikler ise 1siya maruz kaldiktan sonra oda
sicakliginda eski formlarini kazanabilen ve kolay bicimlendirilebilen polimerlerdir.
Bu ozellikleri nedeniyle gida ambalaj endiistrisi i¢in ideal polimerlerdir.
Termoplastik polimerler eritilerek yeni iirlinlerin {iretilmesi icin hammadde olarak

kullanilabilirler (Marsh ve Bugusu 2007).

Plastik filmler tek bir polimerden veya birden ¢ok plastik materyalinin
kombinasyonu ile elde edilebilirler. Birden ¢ok materyalin kombinasyonu iki farkli
yontemle saglanmaktadir; laminasyon ve koekstriizyon. Laminasyon solvent veya
kat1 bazli yapiskan uygulamasi yapilmis bir film ile ikinci bir filmin basing altinda
makara sisteminde sarilarak birlestirilmesi ile gerceklestirilmektedir. Koekstriizyon
ise iki veya daha fazla erimis plastik tabakasinin film {iretimi esnasinda
birlestirilmesi esasina dayanmaktadir. Koekstriizyon, laminasyon islemine gore daha
hizli bir iglemdir. Bununla birlikte kullanilacak materyallerin 1s1l &zelliklerinin
koekstriizyon islemine uygun olmasi gerekmektedir. Laminasyon ve koekstriizyon

islemleri kullanilan farkli materyallerin avantajlarini birlestirmelerinin yaninda



genellikle gerekli olan ambalaj materyali miktarin1 azaltmaktadir (Marsh ve Bugusu

2007).

Icerdikleri stabilizer, plastiklestirici ve bisfenol A gibi kondenzasyon
komponentlerinin kalintilar tiiketici saglig1 agisindan kaygi olusturmasina ragmen
fonksiyonel avantajlar1 ve maliyetlerinin diisiik olmasindan dolayr sentetik
polimerlerin kullanimlar1 hizla artmaktadir. Giiniimiizde polyolefin, polyester,
polivinil klorid, polisitren, polyamid ve etilen vinil alkol gibi ¢ok c¢esitli sentetik
polimerler gida ambalaj materyali olarak kullanilmaktadirlar. Gida ambalaj materyali
olarak otuzun iizerindeki sentetik polimer arasinda en ¢ok kullanilanlar polyolefin ve

polyesterdir (Lopez-Rubio ve ark 2004, Marsh ve Bugusu 2007)

Esneklik, dayaniklilik, seffaflik, yliksek nem ve kimyasal dayanimi gibi
ozellikleri ve geri doniistiiriilebilir olmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde en fazla
kullanilan ambalaj materyali olan polipropilenler (PP) ve polietilenler (PE) genel
olarak polyolefinler olarak isimlendirilmektedir. Etilenin polimerizasyonu ile iiretilen
polietilen en ucuz sentetik polimerdir. Polietilen yliksek ve diisiik yogunlukta olmak
tizere iki temel kategoriye ayrilmaktadir. Diisiik yogunlukta polietilen (LDPE),
yilksek yogunlukta polietilene (HDPE) nazaran daha esnektir ve 1sil kapatma
islemine uygundur. Polietilene nazaran sert, yogun, kimyasal dayanim1 ve su buhari
gecirgenligi diislik olan polipropilen yiiksek erime sicakligi nedeniyle sicak dolum,
mikrodalga uygulamasina uygun paketleme islemleri gibi 1s1 dayanimi gerektiren

gida ambalaj uygulamalari i¢in uygundur (Marsh ve Bugusu 2007).
1.3. Ambalaj Materyali Olarak Biyopolimerler

Tarim, hayvancilik, su trlinleri gibi yenilenebilir kaynaklardan elde edilen
biyopolimerlerin ambalaj endiistrisinde kullanim1 ¢evresel kaygilardan ve gelecekte
petrokimyasal hammaddelerin maliyetlerindeki artis beklentilerinden dolayr énemli

bir arastirma alani haline gelmistir.

Biyopolimerler yenilenebilir kaynaklardan elde edilme metotlarina gore
dogrudan biyolojik kaynaklardan elde edilenler, biyolojik kaynakli monomerlerden
sentezlenenler ve mikroorganizmalar tarafindan {iretilenler olmak iizere {i¢ baslik

altinda smiflandirilabilir (Sekil 1.2). Gilinimiizde her ii¢ kaynaktan elde edilen



biyopolimerler ambalaj materyali olarak kullanilmakta veya kullanim potansiyeli
tasimaktadir. Biyolojik kaynakli monomerlerden sentezlenen ve mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen biyopolimerler sentetik filmlere yonelik standart tiretim teknikleri
ile kolaylikla film formu alabilir. Ancak maliyetleri sentetik filmlere nazaran
yiiksektir. Dogrudan biyolojik kaynakli biyopolimerlerden film iiretiminde ise iiretim

ve performans problemleri 6n plana ¢ikmaktadir (Quintavalla ve Vicini 2002).

BIYOLOJIK POLIMERLER
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Sekil 1.2. Biyopolimerlerin siniflandirilmasi (Srinivasa ve Tharanathan 2007).

Dogrudan biyolojik kaynakli polimerlerden kitosan, aljinat, seliiloz,
karragenan ve nisasta gibi karbonhidratlar, sodyum kazeinat, peynir alt1 suyu proteini
ve jelatin gibi proteinler, mumlar ve gliseridler gibi lipidler tek baslarmma veya
kompozit halde kaplama veya film formunda gida ambalaj materyali olarak
kullanilabilmektedir (Cha ve Chinnan 2004, Wang ve ark 2007). Hidrokkolloidler ve
lipidlerden hazirlanan filmler biyobozunur olmalarinin yanmi sira yenilebilir olma,
diisiik oksijen gecirgenligi ve estetik goriinlim gibi avantajlara sahiptirler (Durango

ve ark 2006).



Biyopolimerler oksijen bariyer performansi gibi mekanik 6zelliklerin
tyilestirilmesi ve biyoaktif 6zellik kazandirmak amaciyla sentetik filmlerin iizerine
kaplanabilmektedir (Hong ve Krochta 2003, Hong ve Krochta 2004, Hong ve ark
2005, Hong ve Krochta 2006, Duan ve ark 2007, Lee ve ark 2008, Ye ve ark 2008a).

Sentetik polimerler biyopolimeler ile karistirilarak kismi biyobozunur hale
getirilebilirler (Tharanathan 2003, Briassoulis 2004, Marsh ve Bugusu 2007).
Nisasta bu amacla en fazla calisilan biyomolekiildiir. Yapilan birgok c¢alismada
nisatanin polivinil asetat, etilen akrilik asit ve LDPE gibi sentetik polimerlere ilavesi
ile hazirlanan kismi biyobozunur filmlerin mekanik Ozellikleri arastirilmistir

(Briassoulis 2004).

Biyolojik kaynakli monomerlerden sentezlenen ve ambalaj materyali olarak
kullanim olanagina sahip en 6nemli biyopolimer karbonhidrat fermentasyonu ile
olusan laktik asitten iiretilen polilaktidlerdir. Polilaktidler, laktik asit monomerlerinin
katalitik polimerizasyonu ile diisiik maliyet ve yliksek verimle elde edilebilmektedir.
Giliniimiizde bazi biiylik gida ambalaj {ireticileri biliyiik 6lcekte polilaktid tiretimi
yapmaktadir. Polilaktidlerden tiretilen biyobozunur plastikler gida ambalaj endiistrisi
disinda ortopedik uygulamalar, prostetik cihazlar gibi biyomedikal sahada bir¢cok
uygulama alanina sahiptirler (Quintavalla ve Vicini 2002, Briassoulis 2004, Marsh

ve Bugusu 2007, Srinivasa ve Tharanathan 2007).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve ambalaj materyali olarak
kullanilabilen biyopolimerlerin basinda polihidroksialkanoatlar gelmektedir. Basit
yapida makromolekiiller olan polihidroksialkanoatlar bir¢ok mikroorganizma
tarafindan sentezlenebilir ve yikimlanabilirler. Dogal termoplastik polyesterler olarak
polihidroksialkanoatlar tek olarak veya sentetik ve dogal polimerler ile birlikte iplik
ve kozmetik ambalajlar1 gibi tiiketici ambalajlarinin {iretiminde kullanilabilir.
Polihidroksialkanoatlarin geri doniisiimiiniin petrokimyasal polimerlere nazaran

olduke¢a kolay olmasi biiyiik avantaj saglamaktadir (Srinivasa ve Tharanathan 2007).

Xanthomonas campestris tarafindan kontrollii fermentasyon ile {iretilen
ksantan gum ve siyah mayalar olarak bilinen Pullularia pullulans ve Aureobasidium
pullulans tarafindan {retilen pullulan ambalaj materyali olarak kullanilabilen

polisakkarit yapidaki biyomolekiillerdir (Yuen 1974). Ekstriizyon islemi ile



pullulandan biyobozunur, toksik olmayan, yag dayanimi olan ve miikemmel oksijen

gecirgenligine sahip filmler iiretilebilmektedir (Tharanathan 2003).

1.4. Yenilebilir Filmler

Yenilebilir filmler, gida i¢in gaz ve nem bariyeri saglayan ve gida ile birlikte
tiiketilebilir ince bir polimer tabakasi olarak tanimlanabilir. Yenilebilir filmler
bariyer Ozelliklerinin yani sira antimikrobiyal ve antioksidan maddeler i¢in tastyici

bir matriks olarak kullanilabilirler (Bourtoom 2008).

Pullulan gibi baz1 istisnalar diginda biyopolimeler sentetik filmlerde oldugu
gibi ekstriizyon islemine uygun degildir. Bunun nedeni belirli erime sicakliklarinin
olmamast ve 1s1 ile dekompoze olmalaridir. Genel olarak yenilebilir filmler
biyopolimerlerin sulu ¢ozeltilerinin uygun kaliplara dokiilmesi ve kurutulmasi ile
hazirlanmaktadir. Hazirlanan filmlerin  kaliptan kolaylikla ve yirtilmadan
cikartilabilmesi i¢in kalip materyalinin se¢imi 6nemlidir. Bu amacla en ¢ok tercih
edilen kalip materyalleri teflon ve polisitrendir. Filmlerin kaliplardan kolaylikla

cikartilabilmesi i¢in %5 ile %8 arasinda nem orani idealdir (Tharanathan 2003).

Film formasyonu genel olarak molekiil i¢i ve molekiiller aras1 baglanmalar
veya polimer zincirlerinin ¢apraz baglanmasi ile olusan ve ¢oziiciiyli hapseden yari
kat1 i¢ boyutlu yap1 ile olugsmaktadir. Olusan bu formasyonun yapisi kullanilan
polimerin yapisina, kullanilan ¢oziiciiye, sicakliga ve plastiklestiriciler gibi diger
molekiillerin varligima baghdir. Lipidlerin kullanildigi kompozit soliisyonlardan

estetik goriiniimlii camsi filmler elde edilebilmektedir (Tharanathan 2003).

Yalnizca biyopolimerlerden elde edilen yenilebilir filmler zayif mekanik
ozelliklere sahiptir, kirilgan yapidadir ve kurutma asamasinda catlama yapabilirler
(McHugh ve Krochta 1994, Hong ve ark 2005). Bu problemler gliserol, propilen
glikol, sorbitol veya polietilen glikol gibi plastiklestiricilerin film bilesimine
eklenmesi ile agilabilir (Dutta ve ark 2009). Plastiklestirici terimi polimerik
materyale molekiiller arasi kuvveti azaltalarak ii¢ boyutlu yapisini degistirmek
amactyla ilave edilen ucucu olmayan molekiiller olarak tanimlanabilir (Banker ve ark

1996). Plastiklestiriciler polimer zinciri boyunca molekiiller arasi kuvvetin
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azalmasmi saglayarak filmlere elastikiyet kazandirmaktadirlar (Aydinli ve Tutas

2000, Ziani ve ark 2008).

Yenilebilir filmler bilesenlerine gore ti¢ farkli kategoride siniflandirilabilirler;
hidrokolloidler, lipidler ve kompozitler. Hidrokolloidler nisasta gibi proteinleri ve
aljinat, seliiloz tiirevleri, agar ve kitosan gibi karbonhidratlari; lipidler balmumlarini,
acilgliserolleri ve yag asitlerini kapsamaktadir. Kompozitler ise hidrokolloidlerin ve
lipidlerin birlikte olusturdugu filmlerdir (Donhowe ve Fennema 1993, Cha ve
Chinnan 2004). Kompozit filmlerin yapiminda olusabilecek faz ayrimi problemi

emiilsifiyer ilavesi ile 6nlenebilir (Srinivasa ve Tharanathan 2007).

Polisakkaritlerin hidrofilik 6zelliklerinden dolayr olusturduklar1 filmlerin su
buhar1 bariyer 6zellikleri diisliktiir. Bununla birlikte gaz bariyer 6zellikleri yiiksektir
(Park ve Chinnan 1995, Bourtoom 2008). Polisakkaritler i¢inde nisasta, seluloz,
karboksimetilseluloz, metil seluloz, hidroksipropil metil seluloz, aljinat, karragenan
ve kitosanin film olusturma 6zellikleri ve olusturduklari filmlerin mekanik 6zellikleri

tizerine bir¢ok calisma yapilmistir (Cha ve Chinnan 2004, Bourtoom 2008).

Proteinler, suda ¢dziinmeyen ve hayvansal dokularin yapisal materyalini
olusturan fibréz proteinler ve su, asit, baz veya tuzlarin sulu ¢ozeltilerinde
¢oziinebilen, canlilarda fonksiyonel gorevleri olan globiiler proteinler olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir. Zein ve guluten gibi globiiler proteinlerin film olusturma
ozelliklerine yonelik bir¢cok arastirma yapilmasina ragmen kollajen gibi fibroz
proteinlere yonelik olduk¢a az sayida arastirma yapilmistir. Genel olarak proteinler
film formasyonu i¢in 1s1, asit ve bazlar ile denatiire edilerek kimyasal yapilari
genisletilmektedir. Polimer zincir etkilesimlerinin artmasi filmlerin saglamligim
arttirken elastikiyetlerini, gaz ve sivi gegirgenliklerini azaltmaktadir. Polisakkarit
filmlerinde oldugu protein filmlerinin gaz bariyer oOzellikleri yiiksek, su buhar
bariyer ozellikleri diisiiktiir (Kester ve Fennemea 1986, Cha ve Chinnan 2004,
Bourtoom 2008).

Lipid terimi yag asitleri, gliserol esterleri ve uzun zincirli monohidrik
alkollerin esterlerinden ve yag asitlerinden olugsan balmumlarini kapsamaktadir. Bu
grup i¢inde asetogliseridler, dogal mumlar ve surfaktantlar yenilebilir kaplamalarda

kullanilmaktadir (Cha ve Chinnan 2004). Hidrofobik karakterleri ve disiik
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polariteleri nedeniyle lipid filmlerinin su buhari bariyer Ozellikleri yiiksektir.
Bununla birlikte lipidlerin olusturdugu filmler oldukca ince ve kirilgan 6zelliktedir.
Bu nedenle lipitler hidrokolloidler ile birlikte kullanilmaktadir. Boylece hidrokolloid
filmlerin su buhar1 gecirgenligi lipidlerin hidrofobik karakteri sayesinde
tyilestirilmektedir (Debeaufort ve ark 1993, Chick ve Hernandez 2002, Bourtoom
2008).

1.5. Sentetik Filmlerin Biyopolimerler ile Kaplanmasi

Dogrudan biyolojik kaynaklardan elde edilen biyomolekiillerin olusturdugu
filmler dogal ve biyobozunur olma gibi avantajlara sahiptir. Bununla birlikte
ozellikle zayif mekanik ve su buhari bariyer ozellikleri nedeniyle yapisal ve
foksiyonel biitiinliiklerini korumadaki yetersizliklerinden dolayr sentetik filmlerin
islevlerini biitiiniiyle yerine getirmede yetersiz kalmaktadir. Sentetik filmlerin ve
biyopolimerlerin avantajlar1 sentetik filmlerin biyopolimerler ile kaplanmasi yoluyla

birlestirilebilir (Farris ve ark 2009).

Sentetik filmlerin polar olmayan yiizeyleri polar biyopolimerlerin sulu
cozeltileri ile kaplanmasi i¢in uygun degildir. Biyopolimerlerin sentetik film
ylizeyine 1yi tutunabilmesi i¢in yiizey modifikasyonu zorunludur. Polar olmayan film
yiizeylerinin modifikasyonu i¢in korona desarji, alev uygulamasi, plazma uygulamasi
ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Sentetik polimerlerin yiizey enerjisini
arttiran korona uygulamasi etkin bir yiizey modifikasyon yontemidir (Hong ve

Krochta 2003, Hong ve ark 2005, Vartiainen ve ark 2005).

Hong ve ark (2005) PP filmleri metil seluloz, hidroksipropil metil seluloz,
dekstrin, karragenan ve kitosan kullanarak kapladiklari caligmalarinda kitosan ve
karragenan’ 1n gorsel ve mekanik 6zellikleri bakimindan ideal kaplama materyalleri
ve antimikrobiyal maddeler icin ideal tasiyict matriksler oldugunu ortaya
koymuslardir. Elsabee ve ark (2008) PP fimler iizerine chitosan ve pektin kullanarak
yaptiklart ¢ok katli kaplamanin kullanima yonelik yeterli mekanik o6zelliklere ve
kitosan miktarina bagl olarak kayda deger antifungal ve antibakteriyal etkiye sahip

oldugunu saptamiglardir.
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Oksijen gidalarda lipidler, vitaminler, aroma ve renk bilesenleri ile geri
doniislimsiiz olarak reaksiyona girerek gidalarda kalici degisimlerin olusmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle gida ambalajinin oksijen bariyer 6zelligi gidanin
Ozelliklerinin muhafaza edilmesi agisindan 6nemlidir. Sentetik polimer filmlerin
oksijen bariyer 6zelligi etilen vinil alkol ve poliviniliden klorid gibi pahali sentetik
bariyer polimerlerin laminasyonu ile arttirilabilmektedir. Cok katli bariyer filmlerinin
maliyetlerinin yiiksek olmasinin yaninda geri doéniisiimlerinin zorlugu bir diger
dezavantajlaridir. Ciinkii birden ¢ok polimerden olusan plastikler geri doniisiim igin
uygun degildir. Cok katli oksijen bariyer filmlerine alternatif olarak hidrokolloidler
gibi biyomolekiiller ile kaplanmig PP ve LDPE gibi sentetik filmler kullanilabilir
(Hong ve Krochta 2003, Hong ve Krochta 2004).

LDPE, PP ve PE filmlerin peynir alt1 suyu proteinleri ve plastiklestirici olarak
gliserol kullanilarak kaplandig: calismalarda diisiik ve orta nem diizeylerinde protein
kaplanmis sentetik filmlerin oksijen bariyer o6zelliklerinin kaplanmamis sentetik
filmlere nazaran oldukca yiiksek oldugu saptanmistir (Hong ve Krochta 2004, Hong
ve Krochta 2006). OPP, LDPE ve polyester filmlerinin jelatin ile kaplanmasi oksijen
bariyer Ozelliklerini sirasiyla %73, %56 ve %40; UV bariyer Ozelliklerini ise

sirastyla %20, %12 ve %12 oraninda yiikseltmistir (Farris ve ark 2009).

Biyopolimerlerin sentetik filmler iizerine kaplanmasi ektriizyon ve diger 1s1l
uygulamalar ile okside veya denatiire olabilen antimikrobiyal maddelerin sentetik
filmler ile birlikte kullanimina imkan saglamaktadir (Hong ve ark 2005). Yapilan
caligmalar lizozim ve nisin ilavesinin kitosan kapli sentetik filmlerin antimikrobiyal
aktivitelerini onemli diizeyde (P<0,05) arttirdigin1 gostermistir (Duan ve ark 2007,
Ye ve ark 2008a, Ye ve ark 2008b). Cooksey (2005) 2500 IU/ml diizeyinde nisin
ilave edilmis metil seluloz+hidroksipropil metil seluloz solusyonlar ile 0,5 mm 1slak
kaplama kalinliginda kaplanmig LDPE filmlerin yapay kontamine sosis drneklerinde

L. monocytogenes’ 1 tamamen inhibe ettigini bildirmistir.
1.6. Kitosan

[k olarak 1884 yilinda tamimlanan kitin dogada seliilozdan sonra en ¢ok

bulunan polimerdir ve organizmalarin bircogu tarafindan sentezlenmektedir. Kitinin
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deasetilasyonu yaklasik %50 oldugu zaman asidik ¢ozeltilerde ¢oziinebilir hale

gelmektedir ve kitosan olarak isimlendirilmektedir (Rinaudo 2006).

Kitin yengeg¢, karides ve kerevit gibi omurgasiz deniz hayvanlarinin dig
iskeletlerinin en O©nemli yapisal bilesenidir. Omurgasiz deniz hayvanlarinin
kabuklari, kitinin biyolojik olarak yikimlanmasi oldukca yavas oldugu i¢in deniz
iriinleri endiistrisinde Onemli bir problem olusturmaktadir. Deniz {iriinlerinin
islenmesi sirasinda agiga cikan atik kabuk miktar1 yillik yaklasik bes milyon ton
civarindadir. Bu nedenle yengec¢ ve karides gibi hayvanlarin atik kabuklarindan kitin,
kitosan ve onlarn tiirevleri gibi farkli endiistriyel alanlarda kullanim imkani olan
biyopolimerlerin iiretilmesi hem c¢evresel hem de ekonomik agidan oldukga biiyiik

yararlar saglamaktadir (Shadidi ve ark 1999).

Kitin ve kitosan reaktif hidroksil ve amino gruplarina sahip molekiiler
yapilar1 olduk¢a benzer molekiillerdir. Bununla birlikte kitin kitosana nazaran daha
stabil ve kriztalize yapidadir. Her iki polimerde 1sitildigi zaman erimeden Once
dekompoze olmalar1 nedeniyle erime sicakligi degerine sahip degillerdir. Kitosan
bircok asidin sulu ¢ozeltisinde ¢oziinebilirken, kitin oldukca az ¢ozeltide ¢Oziiniir

hale gelmektedir (Tharanathan ve Kittur 2003).

Kitosan ii¢ tip fonksiyonel gruba sahiptir. Bu gruplar C-2 pozisyonundaki
amino grubu, C-3 pozisyonundaki primer hidroksil grubu ve C-6 pozisyonundaki
sekonder hidroksil grubudur. Bu gruplarin kimyasal modifikasyonu farkli uygulama
alanlar i¢in sayisiz kullaniglt materyal saglamaktadir (Shadidi ve ark 1999). Avrupa
Patent Ofisi verilerine gore kitosan ile ilgili olarak farkli endiistriyel alanlarda 2000’

in lizerinde patent bulunmaktadir (Rhoades ve Rastall 2000).

kitin kitosan
OH 02( OH
. 0 NH kismi . o NH;*
-0 HO 0" deasetilasyon 0 H o
HO 0 d — > o 0 d
NH NH
0:< OH o=< OH

Sekil 1.3. Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 (Bégin ve Calsteren 1999).
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Kitin tlirevleri arasinda kitosan yiiksek molekiil agirligi, polielektrolit
ozellikleri, kimyasal yapisindaki reaktif fonksiyonel gruplar, jel olusturma yetenegi,
kimyasal ve enzimatik olarak modifiye edilebilir olmas1 ve adsorbsiyon kapasitesi ile
bircok endiistriyel uygulama alanina (Sekil 1.4) sahiptir. Kitosan dogal kaynakli,
biyobozunur ve hayvan ve insan dokulari ile biyouyumlu olmasindan dolay: 6zellikle
tip, veteriner ve farmosdtik alanlarinda kullanimi hizla artan bir biyomolekiil haline

gelmistir (Synowiecki ve ark 2003, Tharanathan ve Kittur 2003).
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Sekil 1.4. Kitosan tiirevleri ve endiistriyel kullanim alanlar1

(Tharanathan ve Kittur 2003).
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Kitosan genel olarak yenge¢ ve karides kabuklarindan elde edilen kitinin
deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Deasetilasyon i¢in kitin oda sicakliginda veya
daha yiiksek sicakliklarda yiiksek konsantrasyonda sodyum hidroksit ile muamele
edilmektedir. Kitosanin iiretim sartlarina bagl olarak degisen deasetilasyon derecesi
ve molekiiller agirligr asidik c¢ozeltilerde ¢06ziinebilirligini, soliisyonlarinin
viskositesini ve biyolojik aktivitesini etkilemektedir. Yiiksek sicakliklarda yapilan
iretim deasetilasyon derecesini arttirirken molekiil biiyiikliigiinii azaltmaktadir.
Alkali ile muamele siiresinin uzatilmasinin deasetilasyon derecesi iizerine 6nemli bir
etkisi olmamakla beraber depolimerizasyona neden olmaktadir. Kitinin
deasitilasyonu sirasinda oksijen varligi polisakkarit pargalanmasini etkileyerek
uretilen kitosanin vizkositesinde ve molekiiler agirliginda azalmaya neden
olmaktadir. Uretimin azot altinda yapilmas: bu etkileri kisitlamaktadir (Synowiecki

ve ark 2003, Tharanathan ve Kittur 2003).

Allomyces, Mucor, Aspergilum, Penicillium, Fusarium, Rhisopus,
Choanephora, Tamnidium, Zygorrhynchus ve Phycomyces cinsi kiiflerin hiicre
duvarlart kitinin yani sira kiif tiiriine bagh olarak kayda deger oranlarda kitosan ve
farkl asidik polisakkaritler icermektedir (Davis ve Bartnicki-Garcia 1984, Knorr ve
Klein 1986, Muzzarelli ve ark 1994, Synowiecki ve ark 2003). Ozellikle
Zygomycetes smifi, kitosanin hiicre duvarlarinin ana bilesenlerinden olmasi
nedeniyle alternatif kitosan kaynaklaridir. Giliniimiizde kiiflerin polisakkaritlerin elde
edilmesine yonelik kullanimi oldukca sinirli olmasina ragmen kiiflerden kitin ve
kitosan elde edilmesine yonelik birgcok metot gelistirilmistir. Kitosan kiif
misellerinden asetik asit ¢ozeltisi ile tekrarli ekstraksiyon ve sodyum hidroksit ile
presipitasyon ile elde edilebilmektedir. Kiifler uygun gelisme sartlar1 altinda ve
diisiik maliyetler ile ¢cok hizli ¢ogaltilabilirler. Genellikle fungal biyokiitlenin iki
katina ulagma siiresi bir ile ii¢ saat arasinda degismektedir. Kiiflerin bu 6zellikleri
kitin ve kitosan eldesi i¢in avantaj saglamaktadir. Bunun yaninda kiiflerin yapisinda
cok az miktarlarda kalsiyum karbonat ve diger mineral tuzlar bulunmasi nedeniyle
kitinin elde edilmesinde asit ile muamele maliyetleri deniz kabuklularina gore

oldukea diisiiktiir (Tharanathan ve Kittur 2003).
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1.6.1. Kitosanin Antimikrobiyal Etkisi

Kitosanin  antimikrobiyal etki ~mekanizmasi heniliz tam  olarak
aciklanamamistir. Bununla birlikte en ¢ok kabul goren yaklasim pozitif yiikli kitosan
molekiillerinin negatif yiiklii mikrobiyal hiicre membranlar1 ile etkilesime girerek
gecirgenliklerini  degistirmesidir. Bu etkilesim hiicre igeriginin hiicre disina
sizmasina neden olmaktadir. Kitosan ayrica segici olarak iz elementler ile selat
olusturarak toksin olusumuna ve gelismeye engel olarak, konak dokulardaki bazi
savunma mekanizmalarini aktive ederek, hiicre i¢ine girerek DNA’ ya tutunma ve
mRNA ve protein sentezine engel olarak antimikrobiyal etki gostermektedir
(Papineau ve ark 1991, Sudarshan ve ark 1992, Shahidi ve ark 1999, No ve ark
2007).

Genel olarak kitosan mantarlara nazaran bakteriler iizerine daha giiglii
antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Tsai ve ark 2002). Kitosanin Zygomycetes
smifindaki mantarlar iizerine antimikrobiyal aktivitesi sinirlidir. Bunun nedeni
kitosanin bu sinif {iyesi mantarlarin hiicre duvarlarinin ana bileseni olmasidir

(Tharanathan ve Kittur 2003).

Yapilan calismalar kitosanin oligomerlerinden daha giiclii antimikrobiyal
etkiye sahip oldugunu ve kitosan ve oligomerlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
deasetilasyon derecelerine ve molekiiler agirliklarina bagli oldugunu gostermistir

(Jeon ve ark 2001, No ve ark 2002).

Baz1  arastirmacilar Gram  negatif  bakterilerde dis membranin
makromolekiillerin ge¢isi i¢in yeterli bariyer 6zelligi gostermesi nedeniyle kitosanin
dogrudan hiicre i¢ine girmesinin muhtemel olmadigini ileri siirmiislerdir (Helander
ve ark 2001). Bu yaklagimdan farkli olarak Dutta ve ark (2009) diisiik molekiiler
agirliga sahip kitosanin Gram negatif bir bakteri olan E. coli lizerine antimikrobiyal
etkinligini hiicre igine girerek gosterdigini ve kitosanin molekiiler agirlig1 azaldikca

etkinliginin arttigin1 bildirmislerdir.

No ve ark (2002) 4 Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens, Salmonella Typhimirium, Vibrio parahaemolyticus) ve 7 Gram pozitif
(Listeria monocytogenes, Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Staphylococcus

aureus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus bulgaricus)
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bakteri tilirli tiizerine farkli molekiiler agirliktaki kitosanlarin antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda MIC degerlerini %0,05 ile >%]l
arasinda saptamiglardir. Yine ayni ¢alismada Gram negatif ve Lactobacillus tiirleri
disindaki Gram pozitif bakteriler iizerine en gii¢lii antimikrobiyal aktiviteyi 470 kDa
molekiiler agirliga sahip kitosanin, Lactobacillus tiirleri {izerine en gliglii
antimikrobiyal aktiviteyi ise 1106 kDa molekiiler agirliga sahip kitosanin

gosterdigini tespit etmislerdir.

Genel olarak kitosanin asetik asit ile hazirlanan soliisyonu diger organik
asitler ile hazirlanan sollisyonlarina nazaran bakteri tiirleri iizerine daha giiclii
antimikrobiyal etkinlige sahiptir. Lactobacillus tiirleri {izerine en gigli
antimikrobiyal etkiyi ise laktik asit ve formik asit soliisyonlar1 géstermektedir (No ve

ark 2002).

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesine yonelik verilerin biiyiik boliimii in vitro
calismalardan elde edilmistir. Bununla birlikte gidalart olusturan protein,
karbonhidrat ve yag gibi bilesenler kitosan ile etkilesime girerek antimikrobiyal
aktivitesini etkileyebilmektedir (No ve ark 2007). Bu nedenle kitosanin
antimikrobiyal aktivitesinin degerlendirilmesinde gidalar ile birlikte kullanimina

yonelik ¢caligmalar biiyiik 6nem tasimaktadir.
1.6.2. Kitosanin Gidalar ile Birlikte Kullanim Olanaklari

Bir diyet lifi ve fonksiyonel bilesen olarak kitosan gidalarda c¢ok yonlii
islevlere sahiptir. Kitosan ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan yem katkis1 ve GRAS
olarak benimsenmistir. Kitosan Kuzey Kore’ de 1995 yilindan bu yana, Japonya’ da
ise 1983 yilindan bu yana gida katkis1 olarak, Italya ve Norveg gibi bazi iilkelerde
gida endiistrisinde kalite arttiric1 olarak kullanilmaktadir (Shahidi ve ark 1999,
Tharanathan ve Kittur 2003, No ve ark 2007).

Yapilan ¢aligmalar kitosanin karaciger ve serum kolestrol diizeyini etkin bir
sekilde azalttigin1 ve immun sistemi situmule ettigini ortaya koymustur. (Nishimura
ve ark 1984, Lehoux ve Grondin 1993). Japonya’ da diyet unlu mamiileri, patates

cipsleri ve geleneksel makarnalar kolestrol diisiiriicii etkisi nedeniyle kitosan ile
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zenginlestirilmektedir. Yine Japonya’ da kolestrol diisiiriicli etkisi nedeniyle kitosan

igeren sirke tirlinleri tiretilmektedir (No ve ark 2007).

Kitosan ince bagirsagin iist boliimlerinde alkali ortamda kolesterol ile
miseller olugturmaktadir. Bu durum beslenme yolu ile alinan kolesteroliin emiliminin
azalmasina ve karacigere kolik asit sirkiilasyonunun azalmasina neden olmaktadir.
Kolik asit diizeyinde meydana gelen azalma karacigerde kolesterolden kolik asit
sentezine ve kan kolesterol seviyesinin diismesine neden olmaktadir (Tharanathan ve

Kittur 2003).

Kitosan bir¢ok bakteri, kiif ve mayaya kars1 géstermis oldugu antimikrobiyal
aktivite nedeniyle dogal bir gida koruyucusu olarak ilgi ¢ekmektedir (Sagoo ve ark
2002). Farkli gida iiriinlerine kitosan ilavesi ile yapilan bir¢ok ¢alisma antimikrobiyal
Ozelligi sayesinde kitosanin sentetik koruyuculara dogal kaynakli bir alternatif

oldugunu ortaya koymustur (No ve ark 2007).

Sodyum nitrit sosislerde koruyucu ve renk olusumunu saglamak amaciyla
kullanilan bir katki maddesidir. Nitrit ette bulunan aminlerle reaksiyona girerek insan
sagligi acisindan oldukca tehlikeli olan nitrozaminlerin olusumasina neden
olabilmektedir. Sosis liretiminde nitrit yerine kitosanin kullanim olanaklarina yonelik
calismalardan elde edilen sonuglar kitosanin nitrite  alternatif olarak
kullanilabilecegini gostermektedir (Park ve ark 1999, Youn ve 1999, No ve ark
2007).

Diger diyet liflerinden farkli olarak giiclii antimikrobiyal etkiye sahip olan
kitosanin probiyotikler iizerine olan antimikrobiyal aktivitesi patojenlere nazaran
oldukca diistik diizeydedir. Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinden bir¢ogunun
500 ppm ve iizerindeki kitosan konsantrasyonlarinda %90’ 1n {izerinde canl kaldig

saptanmigstir (Tsai ve Hwang 2004).

Ozellikle et ve et iiriinleri yiiksek oranda doymamis yag asidi igermelerinden
dolay1 oksidasyona ¢ok hassastirlar (Tharanathan ve Kittur 2003). Kitosan
antioksidant  6zelligi ile gidalarda lipid oksidasyonunun Onlenmesi igin
kullanilabilmektedir. Kitosanin antioksidan etkisi molekiiler agirligina baglh olarak

degisim gostermektedir (No ve ark 2007). Darmadji ve Izumimoto (1994) kitosanin
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et orneklerine %1 oraninda ilavesinin 4°C’ de ii¢ giin muhafaza sonunda kontrol

grubuna gore TBA degerini yaklasik olarak %70 oraninda azalttigini bildirmislerdir.

Diyetle beraber alinan kitosan midede ¢oziilmekte ve mide igindeki yag
damlaciklar1 ile emiilsiyon olusturmaktadir. Bu emiilsiyon yaglarn lipaz
aktivitesinden korumaktadir. Olusan emiilsiyon pH 6,5-6,8 araliginda ince bagirsakta
presipite olmaktadir. Biriken polisakkarit zincirleri yag damlaciklarin1 matrikslerinde
hapsetmekte ve lumenden gecerek gaita ile atilmalarin1 saglamaktadir. Bu etkin yag
tutucu 6zelligi kitosani kilo kontrolii i¢in ideal bir biyopolimer yapmaktadir (Agullo

ve ark 2003, Tharanathan ve Kittur 2003).
1.6.3. Kitosan Filmleri ve Mekanik Ozellikleri

Kitosandan film tiretimine yonelik ilk patent 1936 yilinda ABD’ de Du Pont
de Nemours&Co firmasi ¢alisanlarindan GW Rigby tarafindan alinmistir ve kitosan
filmi esnek, dayanikli, seffaf, renksiz ve gerilme direnci yaklasik 9000 psi olarak
tanimlanmistir (Wiles ve ark 2000).

Kitosandan film {iretimi i¢in en ¢ok kullanilan metot solvent evaporasyondur.
Solvent evaporasyon metodu ile kitosan filmleri hidroklorik, formik, asetik, laktik ve
sitrik asit gibi asitlerin sulu cozeltileri iginde ¢oziindiiriilen kitosanin bir kaliba
dokiilerek kurutulmasi ile elde edilmektedir (Bégin ve Calsteren 1999, Dutta ve ark
2009).

Srinivasa ve ark (2004) 100°C’ de etiiv, infrared kurutma ve 27°C’ de
atmosferik kurutma uygulamalarinin kitosan filmlerinin mekanik 6zellikleri iizerine
etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda en yiiksek gerilme direnci ve % uzama
orani degerlerini atmosferik kurutma ile en diisiik oksijen ve su buhari gecirgenligi
degerlerini ise infrared kurutma ile elde etmislerdir. Etiiv ile kurutma uygulamasi ile

elde edilen filmlerin renk indeksi digerlerine nazaran daha yiliksek bulunmustur.

Plastiklestirici kullanmadan asetik ve formik asit ile hazirlanan kitosan
filmleri sitrik ve laktik asit ile hazirlananlara nazaran daha sert ve kirilgan
yapidadirlar (Bégin ve Calsteren 1999). Caner ve ark (1998) asetik, formik, laktik
ve propiyonik asitlerin %1 ve %7,5” lik ¢ozeltileri ve plastiklestirici olarak farkl

konsantrasyonlarda (0,25 ml/g kitosan ve 0,50 ml/g kitosan) polietilen glukol
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kullanarak hazirladiklar1 %3’ lik kitosan filmlerinin mekanik o6zelliklerini
arastirdiklar1 c¢alismalarinda filmlerin su buhari1 gecirgenligi katsayilarint (WVPC)
5,35x10" g/m.giin.atm ve 13,20x10" g/m.giin.atm arasinda, oksijen gecirgenligi
katsayilarmi (OPC) 0,08x107 cc O,/m.giin.atm ve 31,67x10° cc O,/m.giin.atm
arasinda, % uzama oranlarmi 14,40 ile 71,80 arasinda, gerilme direncleri ise 6,85
Mpea ile 31,88 Mpa arasinda tespit etmislerdir. En diisik WVPC degerini %7,5 lik
asetik asit, en diisiik OPC degerini %7,5’ lik laktik asit, en yliksek % uzama
katsayisin1 %1’ lik asetik asit, en yiiksek gerilme direnci degerini ise %7,5° lik

formik asit ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan filmlerden elde etmislerdir.

Kitosan filmlerinin hazirlanmasinda kullanilan asitler film matriksinden
difuze olarak filmlerin antimikrobiyal etkisini arttirmaktadir. Bu nedenle film
bilesimindeki asitlerin yavas bir sekilde difuze olmasi aktivitelerinin uzun siireli
olmasini saglamaktadir. Ouattara ve ark (2000a) asetik asidin propiyonik aside
nazaran kitosan filmlerinden difuzyon hizinin olduk¢a diisiik oldugunu
bildirmislerdir. Ouattara ve ark (2000b) su igerisinde kitosan filmlerinden asetik ve
propiyonik asitlerin 24°C’ de, 4°C’ ye gore iki kat hizli difuze olduklarint ve film
bilesimine tar¢cin ucucu yaginin ana bileseni olan cinnamaldehid ve karanfil ucucu
yaginin ana bileseni olan eugenol ilavesinin asetik asidin difuzyon hizini azalttigini

tespit etmislerdir.

Kitosan filmlerine elastikiyet kazandirmak amaciyla film bilesimlerine ilave
edilen plastiklestiriciler filmlerin mekanik Ozellikleri iizerine etki eden
faktorlerdendir. Plastiklestirici etkileri gdz Oniine alindiginda gliserol ve polietilen
glikol, etilen glikol ve propilen glikol’ e gore kitosan filmleri i¢in daha uygundur.
Kitosan miktarinin %20’ si oraninda gliseroliin film bilesimine ilavesi yeterli

elastikiyeti saglamaktatir (Suyatma ve ark 2005).

Kitosanin deastilasyon derecesi ve molekiiler agirligi kitosan filmlerinin
mekanik 6zelliklerini etkileyen faktorlerdendir (Nunthanid ve ark 2001). Ziani ve ark
(2008) %60,9 deasetilasyon derecesine sahip kitosan filmlerinin gerilme direnci ve %
uzama orant degerlerinin %90 deasitilasyon derecesine sahip kitosan filmlerine
nazaran daha yiliksek oldugunu ve kitosanin asetilasyon derecesinin su buhari
gecirgenligi lizerine etkisinin olmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde Wiles ve ark

(2000) kitosanin deasetilasyon derecesinin su buhari gecirgenligi iizerine bir etkisinin
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olmadigini saptamislardir. Nunthanid ve ark (2001) kitosanin molekiiler agirligindaki
artisa paralel olarak fimlerin gerilme direnci, % uzama oranlar1 ve nem

absorbsiyonunun arttigini bildirmislerdir.

1.6.4. Kitosan Filmlerinin Antimikrobiyal Etkisi

Yapilan bir¢ok ¢alisma ile yalnizca kitosandan elde edilen filmler, kitosanin
diger dogal kaynakli polimerler ile olusturdugu kompozit filmler, kitosanin sentetik
polimerlere ilavesi ile elde edilen filmler ve kitosan ile kaplanmis sentetik filmlerin
antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir (Joerger 2007). Bu calismalardan elde
edilen sonuglar (Sekil 1.5) kitosanin antimikrobiyal ambalaj materyali olarak iimit

verici bir biyopolimer oldugunu ortaya koymustur.

Kitosanin film formundaki antimikrobiyal aktivitesi sulu ¢ozeltilerine nazaran
stnirhidir (Ouattara 2000a, Ye ve ark 2008a, Ye ve ark 2008b). Pranoto ve ark (2005)
agar difuzyon metodunda kitosan filmlerinin L. monocytogenes ve B. cereus’ un
gelisimine yalnizca filmlerin agar ile temas ettigi bolgede engel oldugunu ve
kitosanin agara difuze olamamasi nedeniyle kitosan filmlerinin inhibisyon zonu
olusturmadigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde Coma ve ark (2002) kitosan
filmlerinin Listeria tiirleri ile inokiile edilmis agarl besiyerlerinde inhibisyon zonu
olusturmadigini bildirmislerdir. Bununla birlikte bu calismalarda bitkisel ekstraktlar
gibi antimikrobiyal maddelerin film bilesimine ilavesi ile agar difuzyon metodu ile

kaydadeger sonuglar elde edilmistir (Joerger 2007).

Zivanovic ve ark (2005) asetik asit ile hazirlanmis kitosan filmlerinin farkl
diizeylerde kontamine edilmis salam Orneklerindeki L. monocytogenes ve
E. coli O157:H7 sayisin1 10°C’ de 5 giin muhafaza sonunda 1-3 Log diizeyinde
azalttigini tespit etmislerdir. Ayni ¢calismada %1 ve %2 oraninda kekik ucucu yagi
iceren kitosan filmleri her iki mikroorganizma sayisini yaklasik 4 Log diizeyinde

azaltmastir.

Ouattara ve ark (2000a) asetik asit ile hazirlanmig kitosan filmlerinin 4°C’ ve
10°C’ de muhafaza edilen pastirma orneklerindeki Enterobacteriaceae sayisini

onemli 6l¢iide azalttigini (P <0,05) tespit etmislerdir. Film bilesimine %1 oraninda
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cinnamaldehid ilavesi her iki sicaklik degerinde 21 glin muhafaza sonunda

antimikrobiyal etkinligi 6nemli 6l¢iide (£<0,05) arttirmigtir.
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Sekil 1.5. Kitosan igeren antimikrobiyal filmlerin gida dis1 (m) ve gida (O et
ve et tirlinleri, O peynir) 6rneklerinde fakli mikroorganizmalara kars1

antimikrobiyal etkinligi (Joerger 2007).

Duan ve ark (2007) asetik asit ile hazirlanmis %3’ liik kitosan soliisyonundan
elde edilmis yenilebilir ve kaplanmis PP filmlerin 10°C’ de muhafaza edilmis
mozarella peynirlerinde L. monocytogenes, E. coli ve P. fluorescens e karsi
antimikrobiyal etkilerinin istatistiksel olarak énemli diizeyde (P<0,05) oldugunu ve
kitosan soliisyonlarina lizozim ilavesinin (%60, lizozim/kitosan) antimikrobiyal

etkinligi 6nemli oranda arttirdigini bildirmislerdir.

Ouattara ve ark (2000a) yaptiklar1 ¢alismada asetik asit ile hazirlanan kitosan
filmlerinin 4°C” de 21 giin muhafaza edilen salam 6rneklerinde laktik asit bakterileri
tizerine antimikrobiyal etkinliginin 6nemli diizeyde (P>0,05) olmadiginmi tespit
etmiglerdir. Bununla birlikte ayn1 ¢alismada kitosan filmlerinin salam 6rneklerinde
Enterobacteriaceae ve Serratia liquefaciens {izerine etkinligi 6nemli diizeyde
(P<0,05) bulunmustur. Organik asitler ile hazirlanan kitosan filmlerinin laktik asit
bakterileri lizerine antimikrobiyal etkinliginin diger bakteri tiirlerine nazaran daha

diisiik olmasinin nedeni laktik asit bakterilerinin asidik ortama alindiklarinda hizli bir
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sekilde salgiladiklart pozitif yiiklenmis laktatlar ile ortamin pH’ s

dengeleyebilmeleri ile agiklanmaktadir.

Durango ve ark (2006) yaptiklar1 ¢alismada %3 (0, 132 g) ve %5 (0,153 g)
oraninda kitosan iceren nisasta filmlerinin sivi besiyerinde S. Enteridis sayisin1 37°C’

de 24 saat sonunda yaklasik 1 Log diizeyinde azalttigini tespit etmislerdir.

Vartiainen ve ark (2005) kitosan ile kaplanmig (1,8 g/mz) BOPP filmlerinin
B. cereus ve E. coli’ ye karsi etkisini antimikrobiyal damla testi ile degerlendirdikleri
calismalarinda 30°C’ de 24 saat sonunda kitosan kaplanmis filmlerin kaplanmamis
filmlere nazaran B. cereus sayisini yaklasik 3 Log, E. coli sayisini ise yaklasik 4 Log

diizeyinde azalttigin1 saptamislardir.
1.7. Gidda Ambalajlarinda Kullanilan Antimikrobiyal Maddeler

Glinlimiizde bir aktif ambalaj sistemi olarak antimikrobiyal ambalajlara
yonelik spesifik bir yasal diizenleme bulunmamaktadir. AB’ de gidalar ile temasta
bulunan tiim materyaller ile ilgili direktifleri kapsayan 1935/2004 no’ lu g¢erceve
kanun kapsamindaki 2002/72/EC direktifi ile bir¢ok antimikrobiyal madde igin
migrasyon limitleri belirlenmistir. Bununla birlikte bu direktif yalmizca plastik
temelli ambalajlar1 kapsamaktadir (Dainelli ve ark 2008). ABD’ de ise gida
ambalajlarinda kullanilan ve gidaya difiize olabilen antimikrobiyal maddeler gida
katki maddesi olarak gida katki maddeleri icin olusturulan standartlara gore

degerlendirilmektedir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Antimikrobiyal ambalaj sistemlerinde kullanilabilen ve kullanimlar1 yasal
olan antimikrobiyal maddeler arasinda yapilan ¢alisma sayilar1 géz oniine alindiginda
organik asitler ve tuzlari, enzimler, bakteriyosinler ve bitkisel ekstraktlar 6n plana

cikmaktadir (Suppakul ve ark 2003, Joerger 2007).

Yapilan bir¢ok caligmada en yaygin gida koruyucularindan olan asetik asit,
laktik asit, sitrik asit ve benzoik asit gibi zayif organik asitler ve tuzlan tek olarak
veya nisin gibi farkli antimikrobiyal maddeler ile ambalaj materyalleri ile birlikte
kullanilmigtir. Organik asitlerin antibakteriyal etki mekanizmalar1 tam olarak ortaya
konmamistir. Bununla birlikte bakteriyostatik ve bakterisidal ozellikleri hedef

bakterinin fizyolojik durumu ve dis ¢evrenin fizikokimyasal 6zellikleri ile yakindan
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iligkilidir. Organik asitler anyon ve protonlarina ayrismamis formda iken bakteri
hiicrelerinin lipid membranlarindan kolayca gecebilmekte ve hiicre sitoplazmasinin
notral pH’ sinda anyon ve protonlarina ayrisabilmekte ve RNA, DNA protein ve

hiicre duvar sentezini azaltabilmektedir (Cherrington ve ark 1990, Ricke 2003).

Zayif organik asitler, polar olmayan film matrikslerinde ¢6ziiniirliikleri kisith
olmast nedeniyle genellikle sulu c¢ozeltilerden hazirlanan yenilebilir film
bilesimlerine ilave edilmistir. Yapilan caligsmalarda organik asit iceren filmlerin
gidalarda bakteriler, mayalar ve kiifler lizerine antimikrobiyal etkisinin oldugunu ve
bazi hedef mikroorganizma sayilarinda 5 Log diizeyinde azalma sagladigini ortaya

koymustur (Cha ve Chinnan 2004, Joerger 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen antimikrobiyal peptidler olan
bakteriyosinler arasinda nisin ticari olarak elde edilebilirligi ve kullanimi yasal
olarak onaylanmig bir gida katki maddesi olmasi nedeniyle onem tasimaktadir.
Lactococcus lactis tarafindan {retilen ve 1960° It yillardan bu yana gida
endiistrisinde kullanilan, 6zellikle Clostridium tiirlerine kars1 etkin bir antimikrobiyal
madde olan nisinin ambalaj materyalleri ile kullanimina yonelik bircok c¢alisma
yapilmis olmasina karsin diger bakteriosinler ile ilgili olarak 2007 yili itibari ile
yalnizca alt1 adet ¢alisma mevcuttur (Cha ve Chinnan 2004, Joerger 2007, Coma

2008).

Antimikrobiyal bir enzim olan ve bir¢ok hayvan tarafindan iiretilen lizozim
bakterilerin hiicre duvari bileseni olan peptidoglukan yapidaki beta 1-4 glikozid
baglarin1 parcalayarak etki gostermektedir. Lizozim ve diger enzimlerin aktiviteleri
sicaklik ve pH gibi cevresel sartlardan 6nemli derecede etkilenmektedir. Enzimlerin
bu oOzellikleri ambalaj materyalleri ile kullanimlarini simirlamaktadir. Yapilan
caligmalarda lizozim saflagtirilmis ve kismen saflastirilmis halde ve EDTA ve nisin
gibi farkli antimikrobiyal maddeler ile birlikte antimikrobiyal film bilesimlerinde
kullanilmistir (Cha ve Chinnan 2004, Joerger 2007, Coma 2008).

Karvakrol, timol ve eugenol gibi ugucu yaglarin ana bilesenleri, ugucu yaglar
ve liziim cekirdegi ekstrakt1 gibi bitkisel ekstraktlar giiclii antimikrobiyal etkileri ve
dogal kaynakli olmalar1 nedeniyle ilgi ¢eken antimikrobiyal maddelerdendir (Ha ve
ark 2001, Cha ve Chinnan 2004).
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1.8. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar aromatik bitkilerin tomurcuk, ¢icek, yaprak ve govde gibi tiim
organlan tarafindan sekonder metabolitler olarak sentezlenebilen ve keskin kokular
ile karakterize olan dogal, ucucu, berrak, organik c¢oziiclilerde ¢Oziinebilen ve
genellikle yogunluklar1 sudan diisiik olan kompleks bilesiklerdir. Bitkilerde
sentezlenen ucgucu yaglar salgi hiicreleri, kanallar, epidemik hiicreler ve glandular
cikintilarda depolanirlar. Giinlimiizde bilinen yaklasik 3000 ugucu yagin yaklasik
%10’ u oOzellikle eczacilik, ziraat, gida, kozmetik ve parfiim endiistrileri igin

ekonomik agidan 6nem tasimaktadir (Bakkali ve ark 2008).

Ucucu yaglarin ekstraksiyonu ic¢in sivi karbon dioksit, mikrodalga
uygulamasi, diisiik veya yiiksek basing altinda buhar veya su buhar distilasyonu gibi
metotlar kullanilmaktadir. Kimyasal profile olan etkileri nedeniyle ekstraksiyon
metodu ile kullanim amaci yakindan iligkilidir. Ornegin parfiim bilesiminde
kullanilacak ugucu yaglarin lipofilik ¢oziiciiler ve siiperkritik karbon dioksit metodu
ile ekstraksiyonu tercih edilmektedir. Ekstraksiyon metotlarinin ugucu yaglarin
kimyasal profillerine olan etkileri yalmizca organeleptik degisiklikler ile sinirh
kalmamakta ayni zamanda antimikrobiyal aktivitelerini de etkilemektedir. Ugucu
yaglarin bitkilerden elde edildigi organlar kimyasal profillerini etkileyen diger bir
faktordiir (Burt 2004, Bakkali ve ark 2008).

Ucucu yaglar farkli konsantrasyonlarda yaklasik 20 ile 60 arasinda bilesenden
olusan olduk¢a kompleks karigimlardir. Bu bilesenlerden digerlerine nazaran oldukga
yiiksek konsantrasyonda olan bilesenleri ugucu yaglarin biyolojik 6zelliklerini
belirlemektedir. Ugucu yaglarin bilesenleri terpenler ve aromatik bilesikler olmak
tizere 1ki ana gruba ayrilmaktadir. Bes karbonlu isopren birimlerinin
kombinasyonundan olusan terpenler yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore farkl
siniflara ayrilmaktadir. Genel olarak ucucu yaglarin bilesiminde en yiiksek
konsantrasyonda bulunan terpenler iki isopren biriminin birlesmesi ile olusan (C10)
monoterpenlerdir. Fenilpropan tiirevleri olan aromatik bilesikler terpenlere nazaran

daha az sayida ugucu yagin bilesiminde bulunmaktadirlar (Bakkali ve ark 2008).

Yapilan ¢alismalar ucucu yaglar ve bilesenlerinin ¢ok uzun yillardir bilinen

antimikrobiyal etkileri yaninda antiviral (Bishop 1995), antitoksijenik (Juglal ve ark
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2002), antiparazitik (Pessoa ve ark 2002) ve insektisidal (Karpouhtsis ve ark 1998)

ozelliklerinin oldugunu ortaya koymustur.

1.8.1. Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Etkisi

Ugucu yaglarin ve bilesenlerinin antimikrobiyal ozellikleri ile ilgili bir¢ok
calisma yapilmasina ragmen antimikrobiyal etki mekanizmalar1 ile ilgili detayl
calisma sayis1 yetersizdir (Dorman ve Deans 2000, Burt 2004, Viuda-Martos ve ark
2007). Conner ve Beuchat (1984) wugucu yaglarin ve bilesenlerinin
mikroorganizmalarda enzimatik faaliyetlere, enerji liretimine ve yapisal bilesiklerin
sentezlenmesine engel olduklarini bildirmislerdir. Ugucu yaglar ve bilesenleri
hidrofobik 6zellikleri sayesinde bakteriyal hiicre membranlari ve mitokondrilerdeki
lipidleri pargalayarak yapisal biitiinliiklerinin bozulmasina, iyonlarin ve diger hiicre

igeriginin hiicre disina sizmasina neden olmaktadir (Cox ve ark 2000).

Becerril ve ark (2007) elektron mikroskobu ile yaptiklar1 ¢alismada kekik ve
karanfil ucucu yaglarinin S. aureus ve E. coli hiicreleri tlizerine sitoplazmik igerigin
koagiilasyonu, hiicre membranlarinda yapisal bozukluklar, hiicresel yapinin yikima
ugramast ve sitoplazmik materyal kaybi gibi farkli birgok Onemli etkilerinin
oldugunu saptamislardir. Burt ve Reinders (2003) kekik ugucu yaginin bakterisidal
konsantrasyonunun E. coli O157:H7 hiicrelerine geri doniisiimsiiz hasar vermesi i¢in

bir dakika temasin yeterli oldugunu bildirmislerdir.

Ucucu yaglara antimikrobiyal 6zellik kazandiran baslica bilesenler fenolik
bilesiklerdir. Genel olarak yiiksek oranda karvakrol, eugenol ve timol gibi fenolik
bilesikler iceren ugucu yaglar patojenlere karsi giiglii antimikrobiyal etki

gostermektedir (Cosentino ve ark 1999; Lambert ve ark 2001).

Yapilan ¢aligmalar kekik, cay agaci ve nane ugucu yaglarinin metisiline
direngli S. aureus, glikopeptide direngli Enterokoklar, aminoglikozide direncli
Klebsiella tiirleri, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, E. coli
ve Shigella tirlerinin de iginde bulundugu antibiyotiklere karsi ¢oklu direng
kazanmis mikroorganizmalara kars1 etkinligini ortaya koymustur (Edris 2007).

Smith-Palmer ve ark (1998) broth dilusyon metodu ile farkli ugucu yaglarin

gida kaynakli patojenlere (E. coli, S. aureus, Salmonella Enteridis, L. monocytoges,
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Campylobacter jejuni) karsi aktivitelerini degerlendirdikleri ¢aligmalarinda kekik,
karanfil, tar¢in ve defne ugucu yaglarinin bakteriyostatik konsantrasyonlarini1 %0,075
ve daha diisiik diizeyde tespit etmislerdir. Ayn1 ¢alismada ugucu yaglara en direngli
patojen C. jejuni, en duyarli patojen ise L. monocytogenes olarak saptanmistir.
Bununla birlikte Nedorostova ve ark (2009) S. aureus ve E. coli’ nin ugucu yaglara

L. monocytogenes’ e nazaran daha duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Yapilan caligmalar genel olarak Gram pozitif bakterilerin Gram negatif
bakterilere nazaran ugucu yaglara daha hassas oldugunu ortaya koymustur. Bu durum
Gram negatif bakterilerin hidrofobik bilesiklerin hiicre i¢ine girisi igin bariyer
Ozelligi gosteren hidrofilik dis membrana sahip olmalar1 ile agiklanabilir (Smith-

Palmer ve ark 1998, Kotzekidou ve ark 2008, Nedorostova ve ark 2009).
1.8.2. Ugucu Yaglarin Gidalar ile Kullanim Olanaklar:

Karvakrol, cinnamaldehid, eugenol, p-simen, timol ve mentol gibi bir¢ok
ucucu yag bileseni tiiketici sagligina yonelik bir risk olusturmadigindan dolay1 AB
tarafindan gidalarda kullanim1 yasal olan aroma maddeleri kapsaminda
degerlendirilmektedir (EC 2002). AB’ de oldugu gibi ABD’ de bir¢ok ugucu yag
bileseninin gida katki maddesi veya GRAS olarak kullanim1 yasaldir. Giiniimiizde
ucucu yag iceren gida koruyucularini ticari iiriin olarak elde etmek miimkiindiir. Bu
ticari iirlinlere Bavaria Corp. (ABD) firmasi tarafindan {iretilen “Protecta One” ve
“Protect Two” ve DOMCA SA (Ispanya) firmasi tarafindan iiretilen “DMC Base

Natural” 6rnek verilebilir (Nedorostova ve ark 2009).

Son yillarda ugucu yaglarin gidalarda dogal kaynakli koruyucular olarak
kullanim olanagi oldugunu ortaya koyan bir¢ok c¢aligma yapilmistir (Burt 2004,
Joerger 2007). Ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesine yonelik in vitro
calismalardan elde edilmis veriler gidalardaki aktivitelerine yonelik degerlendirmeler
yapabilmek i¢in yetersizdir. Bu nedenle dogrudan gidalar ile birlikte kullanimlarina
yonelik ¢aligmalara ihtiyag vardir (Moreira ve ark 2005). Yapilan ¢alismalar ugucu
yaglarin gidalardaki antimikrobiyal aktivitesinin in vitro ¢aligmalara nazaran diisiik

diizeyde oldugunu ortaya koymustur (Burt 2004).
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Gidalarin kimyasal kompozisyonu, kullanilan antioksidanlar ve koruyucular,
muhafaza sartlar1 ve ambalaj Ozellikleri ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesi
tizerine etki etmektedir (Burt 2004). Gidalarda besiyerlerine nazaran su igeriginin
diisiik olmasi ugucu yaglarin hedef mikroorganizma hiicrelerine ulagmasini
kisitlamaktadir (Smith-Palmer ve ark 2001). Gutierrez ve ark (2008) ucucu yaglarin
diisiik pH, ytiksek protein ve diisiik yag ve karbonhidrat oranina sahip gidalarda daha

etkin oldugunu bildirmislerdir.

Ugucu yaglarin gidalar ile birlikte kullanimlarinin oniindeki en biiyilik
kisitlayict faktor gidalarin organoleptik 6zelliklerindeki muhtemel degisimlerdir.
Organoleptik degisimler ugucu yaglar yerine ucucu yaglarin en aktif bilesenlerinin
kullanilmasi, birden ¢ok ugucu yagin birlikte kullanimi ve ozellikle yiliksek yag
oranina sahip gidalarda ugucu yaglarin gida icinde daha iyi dagilmasimi ve
mikroorganizmalar ile temasin artmasini saglayan polietilen glikol gibi maddelerin

kullanima ile azaltilabilir (Smith-Palmer ve ark 2001).

1.8.3. Ucucu Yaglarin Ambalaj Materyalleri ile Kullanim Olanaklar:

Ucgucu yaglarin ambalaj materyalleri ile birlikte kullanimina yonelik ¢aligsma
sayis1 gidalar ile birlikte kullanimina yonelik ¢alismalara nazaran daha az sayidadir

(Becerril ve ark 2007, Rojas-Graii ve ark 2007).

Ucucu yaglarin ambalaj materyalleri ile kullanimda gidalardaki muhtemel
organoleptik degisimler goz 6niinde bulundurulmalidir. Chi ve ark (2006) %1 kekik
yag1 iceren kitosan filmleri ile kaplanmis salam Orneklerinde bes giinlilk muhafaza
sonunda karvakrol konsantrasyonunu 13,3 ppm olarak saptamiglardir. Yine ayni
calismada salam Orneklerinde 45 ppm ve daha diisiik diizeylerde karvakrol
konsantrasyonu duyusal 6zellikler bakimindan kabul edilebilir olarak tespit

edilmistir.

Ugucu yaglarin protein ve polisakkarit filmlerine ilavesi antimikrobiyal
Ozellik kazandirmanin yaninda hidrofobik yapilari nedeniyle filmlerin su buhari
gecirgenliklerinin azalmasini saglamaktadir. Bununla birlikte ugucu yaglarin protein

ve polisakkarit filmlerine ilaveleri filmlerin gerilme direnci gibi bazi mekanik
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Ozeliklerini olumsuz etkilemektedir (Zivanovic ve ark 2005, Rojas-Graii ve ark

2007).

Zivanovic ve ark (2005) %1 ve %2 oraninda kekik yagi igceren kitosan
filmlerinin L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 ile farkli diizeylerde kontamine
edilmis salam orneklerinde 10°C’ de 5 giin muhafaza sonunda L. monocytogenes ve
E. coli O157:H7 sayilarim1 3-4 Log azalttigin1 tespit etmislerdir. Rojas-Graii ve ark
(2007) agar difuzyon metodu ile yaptiklar1 ¢caligmada kekik, tar¢in, limonotu ugucu
yaglar1 ve bu ugucu yaglarin ana bilesenleri olan karvakrol, cinnamaldehid ve sitral
igeren aljinat ve elma piiresinden hazirlanmis filmlerin E. coli O157:H7’ ye karsi

onemli diizeyde antibakteriyal etki gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Ouattara ve ark (2000b) ugucu yaglarin bilesenlerinden olan cinnamaldehid
ve eugenoliin organik asitler ile hazirlanan kitosan filmlerine ilavesinin
antimikrobiyal etkinligi arttirmasinin yaninda organik asitlerin film matriksinden

difuzyon hizlarini azalttigini bildirmislerdir.

Ucucu yaglar ve bilesenlerinin 1siya duyarli olmasi nedeniyle sentetik
polimerlerde oldugu gibi film formu i¢in yiiksek sicaklik uygulamalarina ihtiyag¢
duyulan polimerlere ilavesi antimikrobiyal aktivitelerinin 6nemli diizeyde azalmasina
neden olmaktadir (Del Nobile ve ark 2009). Bu nedenle 1s1ya duyarli antimikrobiyal
maddelerin 1s1l islem olmaksizin tasiyici bir polimer matriksi i¢inde plastik fimlerin
yiizeyine kaplanmalar1 ideal bir yontemdir (Lee ve ark 2008). Bununla birlikte son
yillarda ugucu yaglarin dogrudan polimerlere ilavesi ile antimikrobiyal plastik
filmlerin iretimine yonelik alinan patentler, bu filmlerin mekanik ozellikleri ve
antimikrobiyal etkilerine yonelik yapilan g¢aligmalardan elde edilen sonuglar {imit

vericidir (Becerril ve ark 2007, Gutierrez ve ark 2009).
1.8.4. Kekik (Origanum onites) Ucucu Yagi

Glintimiizde Origanum (Kekik) tiirleri ihra¢ eden iilkeler arasinda Tiirkiye ilk
siralarda yer almaktadir. Origanum cinsi Tirkiye’ de 22 tiir ve 32 takson ile temsil
edilmektedir. Tiirkiye’ de yetistirilen Origanum tiirleri arasinda ekonomik ag¢idan en
onemli olani ise Izmir Kekigi olarak bilinen Origanum onites’ dir (Ceylan ve ark

1999, Azcan ve ark 2000, Diindar ve ark 2008).
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Azcan ve ark (2000) Mugla bolgesinden elde edilen O. onites 6rneklerinin
ucucu yagindaki karvakrol, timol, p-simen ve y-terpinen oranlarin sirastyla %71,22,
%5,97, %4,18 ve %2,20 olarak saptamislardir. Ozel ve ark (2004) Tiirkiye’ de
Denizli bolgesinden elde edilen O. onites 6rneklerinden yiiksek sicaklikta su
ekstraksiyonu, buhar ekstraksiyonu, soksalet ekstraksiyonu metotlar ile elde ettikleri
ucucu yaglarda karvakrol oranini %68,21 ve %80,17 arasinda tespit etmislerdir.
Baydar ve ark (2004) Isparta bolgesinden elde edilen O. onites orneklerinde

karvakrol oranin1 %86,9 olarak tespit etmislerdir.

Karvakrol Gram negatif bakterilerin dis membranlarinin yapisal biitlinliiglinii
bozarak lipopolisakkaritlerin serbest kalmasina, sitoplazmik membranlarin ATP
gecirgenliklerinin artmasina, hiicre ici ATP miktarinin azalmasina ve hiicre dis1t ATP

miktarinin artmasina neden olmaktadir (Helander ve ark 1998).

Baydar ve ark (2004) O. onites ugucu yaginin aralarinda L. monocytogenes,
S. aureus ve B. cereus gibi gida kaynakli patojenlerinde bulundugu 15 farkli bakteri
tiirii tizerine antimikrobiyal etkinligini degerlendirdikleri ¢alismalarinda <1/100 (4/h)

konsantrasyonunun tiim bakteri tiirlerini inhibe ettigini saptamiglardir.

Koriikliioglu ve ark (2009) O. onites ugucu yaginin broth dilusyon metodu ile
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor ve Penicillium tiirlerine kars1 antifungal
aktivitesini degerlendirdikleri ¢alismalarinda minimum fungisidal konsantrasyon

degerlerini 0,5 ile 9 pg/ml arasinda tespit etmislerdir.

1.8.5. Karanfil (Syzygium aromaticum) Ucucu Yagi

Karanfil yagi, ana vatan1 Endonezya olan herdem yesil Syzygium aromaticum
agacinin  acilmamis tomurcuklarindan, yapraklarindan ve olgunlasmamis
meyvelerinden elde edilmektedir. (Raina ve ark 2001). Karanfil yag1 antimikrobiyal
etkisinin yani sira gostermis oldugu farkli biyolojik aktivitelerden dolayr dis
hekimliginde ve kozmetik endiistrisinde yogun olarak kullanilmaktadir (Srivastava

ve ark 2005).

Karanfil yaginin ana bilesenleri eugenol, f-karyofilen, a-humulen ve humulen
epoksittir. Yapilan caligmalarda karanfil yagindaki eugenol orani bitkisel materyal ve

ekstraksiyon metoduna bagli olarak %68 ve %94,4 arasinda tespit edilmistir.
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Eugenolden sonra en yiiksek oranda tespit edilen bilesen f-karyofilen’ dir (Raina ve

ark 2001, Srivastava ve ark 2005, Fu ve ark 2007).

Karanfil yagmin ana bileseni olan eugenoliin bakterilerde enzim sentezine
engel oldugu, hiicre duvarinin yapisint bozdugu ve hiicrenin lize olmasina neden

oldugu bildirilmistir (Thoroski ve ark 1989).

Fu ve ark (2007) broth mikrodilusyon metodu ile karanfil yaginin bakteri
(Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Bacillus subtilis, E. coli, Proteus vulgaris,
P. aruginosa) ve kif (Candida albicans, Aspergillus niger) tiirlerine karst MIC
degerlerini 0,062 ile 0,5 (h/h) arasinda bulmuslardir. Smith-Palmer ve ark (1998)
karanfil ugucu yagmin broth dilusyon metodu ile gida kaynakli patojen bakterilere
(L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. Enteritidis, C. jejuni) kars1 bakteriyostatik
konsantrasyonunu %0,03 ile %0,05 arasinda, bakteriyosidal konsantrasyonunu ise
%0,075 ile %0,1 arasinda saptamislardir. Hammer ve ark (1999) broth mikrodilusyon
metodu ile karanfil ugucu yagmin S. aureus, E. coli ve C. albicans igin MIC degerini

her ii¢ mikroorganizma icin %0,12 olarak tespit etmislerdir.
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Sekil 1.6. Kekik (a) ve karanfil (b) ugucu yaglarinin ana bilesenleri karvakrol
ve eugenoliin kimyasal yapis1 (Burt 2004).

1.9. Gida Kaynaklh Patojenler

Gida kaynakli patojen terimi gidalar ile insanlara bulagan ve insanlarda
hastalik olusturan ¢ok hiicreli parazitleri, protozoalari, mantarlari, bakterileri,
virusleri ve prionlart kapsamaktadir. Bununla birlikte gida kaynakli patojenler
arasinda neden olduklar1 hastalik sayilar1 g6z oniine alindiginda bakteriler 6n plana

¢ikmaktadir (Jay 2000).
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ABD’ de her yil gida kaynakli patojenlerden kaynaklanan hastalik vaka sayis1
yaklasik 76 milyon ve bu vakalardan dolay1 6liim sayis1 5000 civarindadir (Mead ve
ark 1999). Bu vakalarda hastalik etkeni olarak en sik izole edilen patojenler
Salmonella, C. jejuni ve E. coli O157:H7’ dir. E. coli O157:H7’ nin neden oldugu ve
bobreklerde kalic1 fonksiyon kaybina neden olabilen hemolitik anemi ile karakterize
olan hemolitik tremik sendromdan o&zellikle cocuk ve genglerin etkilendigi
gorilmiistiir. L. monocytogenes’ in neden oldugu vaka sayis1 Salmonella, C. jejuni ve
E. coli O157:H7’ ye nazaran diisiik olmakla beraber 6liim oranmi1 oldukc¢a yiiksektir
(FDA 2003). AB tarafindan gida gilivenligini tehdit eden risklere zamaninda
miidahale edilebilmesi amaciyla olusturan Hizli Alarm Sistemi’ nin 2007 yili
verilerine gore patojen mikroorganizmalar nedeniyle yapilan bildirimlerin tiim
bildirimler i¢indeki oram1 %20’ dir. Patojenler nedeniyle yapilan bildirim sayis1 agir
metal, pestisit ve antibiyotik kalintilar1 gibi diger tiim bildirim kategorileri arasinda
ilk siradadir (EFSA 2007). ABD’ de 2008 yil1 verilerine gore L. monocytogenes ve
E. coli O157:H7 ile kontamine et ve et iirlinleri tliketiciler i¢in olusturduklar riskler
nedeniyle dagitim ve satis noktalarindan geri ¢ekilen et ve tiriinlerinin yaklasik %50’
sini olusturmaktadir (USDA 2008). Bu durum gida giivenligi agisindan patojen

mikroorganizmalarin 6nemini agikca ortaya koymaktadir.

ABD’ de bes 6nemli gida kaynakli patojenin (E. coli O157:H7, diger Shiga
toksin tireten E. coli serotipleri, Campylobacter, L. monocytogenes ve Salmonella)

neden oldugu ekonomik kayip yillik 6,9 milyar dolarin {izerindedir (USDA 2000).

1.9.1. Listeria monocytogenes

Listeria cinsinin liyesi alt1 tiir arasinda patojen olan iki tiir bulunmaktadir;
Listeria ivanovii ve L. monocytogenes. L. monocytogenes Ozellikle immun sistemi
baskilanmis kisilerin duyarli oldugu ve invaziv formda %20-30 oraninda Sliimle
sonuclanan listeriozis’ e neden olan Onemli bir gida kaynakli patojendir.
L. ivanovii ise ¢ok nadir olarak insanlarda listeriozis’ ¢ neden olur ve daha ¢ok
ruminantlarda hastalik etmenidir. L. monocytogenes disik pH ve yiiksek
konsantrasyonda NaCl varliginda canli kalabilmesi ve diisiik sicakliklarda
cogalabilmesi gibi 6zelliklerinden dolay1 gida sektorii agisindan olduk¢a dnemli bir

patojendir (Faleiro ve ark 2003, Reissbrodt 2004, Walls ve Buchanan 2005).
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Fakiiltatif, intraseliiler bir bakteri olan L. monocytogenes psikotrof olma
ozelliginden dolay1 0°C ile 45°C araliginda, muhafaza sicakligina bagl olarak %10
tuz konsantrasyonunda ve 4,3-9,6 pH araliginda iireyebilmektedir. Etkenin en 6nemli

virulens faktorii spesifik bir hemolizin olan listeriolizin-O’ dur (Erol 2007).

Immun sistemi baskilanmis bireylerde septisemi, menenjit ve hamile
bayanlarda diisiiklere neden olan invaziv formun sekillenebilmesi 100-1000 bakteri
hiicresi yeterlidir. Ates, ishal, bas, kas ve karin agris1 ve kusma ile karakterize
invaziv olmayan form ise >10° kob/g diizeyinde kontamine gidalari tiiketilmesiyle

olusabilmektedir (NZFSA 2001a).
1.9.2. Staphylococcus aureus

Gida mikrobiyolojisi yoniinden Staphylococcus cinsi igindeki en Onemli
patojen tiir S. aureus’ dur. Termoniikleaz, katalaz, hemoliz ve koagiilaz aktivitesine
sahip olan S. aureus suslarinin  yaklasitk  %50-70° 1  enterotoksin
sentezleyebilmektedir. Siiperantijenik yapidaki S. aureus enterotoksinleri gelismis
iikelerdeki gida zehirlenmelerinin baslica nedenlerinden biridir (Granum 2005, Erol

2007).

Fakiiltatif ve mezofil 6zellikte bir bakteri olan S. aureus 6-48°C araliginda,
4,2-9,3 pH araliginda, %25 tuz konsantrasyonunda ve 0,85 a,, degerinde iireyebilir.
Aerobik kosullarda toksin olusturma yetenegi fazla olan S. aureus 10-45°C
araliginda, 5,3-7,0 pH araligimda ve 0,85 a, degerinde enterotoksin

sentezleyebilmektedir (NZFSA 2001b).

S. aureus enterotoksinleri kimyasal ve antijenik ozellikleri esas alinarak
alfabetik siraya gore adlandirilmaktadirlar. Stafilakokal intoksikasyonlarin yaklasik
%80’ inden A tipi toksin sorumludur. S. aureus enterotoksinleri protein yapisinda
olmasina ragmen molekiiliin aktif kismi 1s1ya dayaniklidir. Bu nedenle yiiksek 1siya
maruz kalan iriinler dahi S. aureus enterotoksinleri agisindan riskli iirtinlerdir

(Granum 2005, Erol 2007).
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1.9.3. Escherichia coli O157:H7

Gida kaynakli bir patojen olarak tanimlandigr 1982 yilindan bu yana 6liimle
sonuglanan ¢ogu gida kaynakli enfeksiyonlardan sorumlu tutulan E. coli O157:H7’
nin neden oldugu hemarojik kolitis ve hemolitik iiremik sendrom basta c¢ocuklar
olmak iizere tiim yas gruplarini etkilemektedir. E. coli O157:H7 enfeksiyonlarinin en
onemli kaynagi kontamine et ve et tirtinleridir. Minimal enfeksiyon dozunun oldukca
diisiik olmast ve asit adaptasyon yetenegi gida kaynakli bir patojen olarak

E. coli O157:H7’ nin 6nemini arttirmaktadir (Erol 2007, Simsek ve ark 2007)

Patojenik E. coli gruplarindan biri olan Enterohemorajik (EHEC) grup iiyesi
olan E. coli O157:H7 serotipinin optimum iireme sicakligi 37°C olmakla beraber
8-46°C araliginda {ireyebilir ve oldukca diisiik (3,6) pH degerlerinde canliligini
stirdiirebilir. Etken asidik gidalarda canliligini koruyabilme 6zelligi fermente sucuk
ve elma suyu gibi asidik gidalarin tiiketilmesinden kaynaklanan enfeksiyonlara
aciklik getirmektedir. Etkenin gelisimi %8,5” lik tuz konsantrasyonu ile

baskilanmaktadir (NZFSA 2001c¢, Erol 2007).

E. coli O157:H7 serotipi yapisal ve etki mekanizmasi olarak Shigella
toksinlerine oldukca benzer iki tip toksin sentezleyebilmektedir. Bu benzerlikten
dolayr Shiga toksin olarak isimlendirilen sitotoksik E. coli O157:H7 toksinleri
insanlarda kolon ve bobrek glomerlerini etkileyerek hemorajik kolitis ve hemolitik

tiremik sendroma neden olmaktadirlar (Granum 2005, Erol 2007).
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Filmlerin Hazirlanmasinda Kullanilan Gerecler

Film soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan yenge¢ kabuklarindan elde
edilmis, orta molekiiler agirlikta ve %75-85 deasetilasyon derecesinde kitosan (CAS
no; 9012-76-49) Sigma-Aldrich (Milwaukee, ABD)’ den temin edilmistir. Origanum
onites tiiriinden su buhar1 distilasyonu ile elde edilmis ve Ege Universitesi Ilag
Gelistirme ve Farmokokinetik Uygulama ve Arastirma Merkezi analiz raporuna gore
% 79,87 oraninda karvakrol igeren kekik ugucu yagi (CAS no; 8007-11-2) inan
Tarim (Antalya, Tiirkiye)’ dan, Syzygium aromaticum tiirtiniin tomurcuklarindan elde
edilmis ve sertifikasina gore % 88 oraninda eugenol iceren karanfil ugucu yag1 (CAS
no; 8000-34-8) ise Sigma-Aldrich’ den temin edilmistir. Gliserol, Tween 20 ve

glasiyal asetik asit Merck Co. (Darmstadt, Almanya)’ dan temin edilmistir.

Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda kalip olarak kullanilan 85 mm ¢apinda
pileksiglas petri kutular1 Isolab GMBH (Wertheim, Almanya)’ den temin edilmistir.
Hazirlanan film soliisyonlarimin kaplandigi 20 pm kalinliginda, bir yiizii korona
uygulamasina tabi tutulmus, ¢ift tarafli gerdirilmis PP filmler Polinas A.S. (Manisa,

Tiirkiye)’ den temin edilmistir.
2.1.2. Mikrobiyolojik Analizlerde Kullanilan Geregler

Referans mikroorganizma kiiltiirlerinin hazirlanmast ve muhafazasi igin
kullanilan Nutrient Broth; mikroorganizma sayimlarinda 6rneklerin dilusyonu ig¢in
kullanilan Buffered Peptone Water ve Maximum Recovery Diluent; S. aureus
sayiminda kullanilan Baird Parker Agar ve Egg Yolk Tellurite Emulsion;
L. monocytogenes sayiminda kullanilan Oxford Agar ve Oxford Listeria Selective
Supplement; E. coli O157:H7 aranmasi ve sayiminda kullanilan Sorbitol MacConkey

(SMAC) Agar Merck Co.’ dan temin edilmistir.

E. coli O157:H7 aranmasinda kullanilan EHEC Enrichment Broth ve

Vancomycin Cefixime Cefsulodin Supplement; L. monocytogenes aranmasinda
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kullanilan Fraser Broth, Half Fraser Supplement ve Fraser Supplement Oxoid

Limited (Cambridge, Ingiltere)’ den temin edilmistir.

E. coli O157:H7 aranmasinda ve sayiminda kullanilan Cefixime-Tellurite
(CT) supplement; L. monocytogenes aranmasindan kullanilan ELFA temelli VIDAS
LMO 1II test kiti; identifikasyon amaciyla VITEK II otomatize biyokimyasal
identifikasyon sisteminde kullanilan VITEK II GN ve VITEK II GP kartlar

bioMerié¢ux Co. (Marcy I'Etoile, Fransa) firmasindan temin edilmistir.

E. coli O157:H7’ nin serolojik identifikasyonunda kullanilan lateks test kiti
Remel Inc. (Lenexa, ABD)’ den temin edilmistir.

2.1.3. Mikroorganizmalar

Kasar peynirleri 6rneklerinin yapay kontaminasyonu i¢in kullanilan Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) referans
mikroorganizma kiiltiirleri liyofilize halde Microbiologics Inc. (Saint Cloud, ABD)’
den temin edilmistir. Bir gida numunesinden izole edilerek biyokimyasal ve serolojik
olarak identifiye edilen Escherichia coli O157:H7 serotipi Konya Il Kontrol

Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
2.1.4. Kasar Peyniri Ornekleri

Hazirlanan filmlerin antimikrobiyal etkisinin degerlendirilmesinde matriks
olarak kullanilan kasar peyniri ornekleri Biiyiikk Aygin A.S. (Konya, Tiirkiye)’ den

temin edilmistir.

Yapay kontaminasyon ig¢in kullanilacak kasar peynirleri tam otomatik
dilimleme makinesi (Bizerba, Almanya) ile 3 mm kalinhiginda dilimlenmistir.
Mikrobiyolojik analizlerde ve bakteri sayilariin hesaplanmasinda kolaylik saglamasi

amaciyla =10 g agirhiginda (5,5%5,5 cm) dilimler kullanilmigtir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Film Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kitosanin (%2, a/h) asetik asit (%1, h/h) ¢ozeltisi i¢cinde ¢oziindiiriilmesi ile
saf kitosan sollisyonu hazirlanmistir. Soliisyona plastiklestirici olarak 9%0,7 (h/h)
oraninda gliserol ilave edilmistir. Hazirlanan solliisyon manyetik karistiric
(Heidolph, Almanya) ile 6 saat boyunca karistirilmistir. Kitosan sollisyonundan
coziinmeyen partikiillerin uzaklastirilmas: i¢cin 50 ml’ lik santrifiij tiiplerinde 5000

rpm’ de 5 d santrifiij (Hettich, Almanya) edilmistir (Ponce ve ark 2008).

Tween 20 iceren kompozit kitosan soliisyolar1 %0,1 (4/h) oraninda Tween 20
ilave edilen saf kitosan solusyonunun homojenizer (Ika, Almanya) ile 20000 rpm’ de

1 d homojenize edilmesi ile elde edilmistir.

Ucucu yag iceren kompozit kitosan soliisyonlar1 hazirlanan saf kitosan
solusyonuna kekik ve karanfil ugucu yaglarinin %0,5 ve %1 (4/h) oraninda ilave
edilmesi ile elde edilmistir. Kekik ve karanfil ugucu yaglarinin film soliisyonu i¢inde
homojen bir sekilde dagilmasi icin ugucu yaglar oncelikle Tween 20 ile vortex
(Heidolph, Almanya) yardimi ile karistirilmislardir (Zivanovic ve ark 2005). Tween
20 (%0,5, h/h) ile karistirilan ugucu yaglarin ilavesinden sonra kompozit film

soliisyonlar1 homojenizer ile 20000 rpm’ de 1 d homojenize edilmistir.
2.2.2. Yenilebilir Filmlerin Hazirlanmasi

Yenilebilir filmler solvent evaparasyon metodu ile hazirlanmistir. Hazirlanan
film soliisyonlar1 28 ml (10 mg kitosan/cm?) olarak 85 mm capinda pleksiglas petri
kutularina taksim edilmis ve 20 saat boyunca 25°C’ de biyogiivenlik kabini (Faster,
Italya) icerisinde evaporasyona tabi tutulmustur. Evaporasyon sonunda olusan filmler
kullanim asamasina kadar petri kutularinda 4°C’ de muhafaza edilmistir.
Antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 5 farkli yenilebilir film
hazirlanmstir;

Ki; Saf kitosan soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler
KiKe (%0,5); %0,5 oraninda kekik ugucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan

soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler
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KiKe (%]1); %1 oraninda kekik ucucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu
ile hazirlanmig yenilebilir filmler

KiKa (%0,5); 9%0,5 oraninda karanfil ucucu yag: ilave edilmis kompozit kitosan
soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler

KiKa (%1); %1 oraninda karanfil ucucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan

soliisyonu ile hazirlanmis yenilebilir filmler
2.2.3. PP Fimlerin Kaplanmasi

Kaplanmis plastik filmler film soliisyonlarinin maniiel ince tabaka kaplayicisi
(Desaga, Almanya) ile 20x20 cm ebadindaki ¢ift tarafli gerdirilmis PP filmlerin
korona uygulamasi yapilmig yiizlerine kaplanmasi ile elde edilmistir. Kaplama
isleminden once filmlerin korona uygulamasi yapilmis yiizleri korona test kalemi
(Arcotest, Almanya) ile dogrulanmistir. Kaplama islemi 1slak kaplama kalinligi1 500
um’ ye ayarlanarak yapilmistir. Kaplama iglemi sonrasi filmler 25°C° de 6 saat
evaporasyona birakilmistir. Evaporasyon sonunda kaplanmig PP filmler kullanim
asamasina kadar stomacher posetleri icinde 4°C’ de muhafaza edilmistir.
Antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 3 farkli kaplanmis plastik film
hazirlanmstir;

PPKi; Tween 20 ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile kaplanmig plastik
filmler

PPKe; %1 oraninda kekik ucucu yagi ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile
kaplanmais plastik filmler

PPKa; %] oraninda karanfil ugucu yag: ilave edilmis kompozit kitosan soliisyonu ile

kaplanmis plastik filmler
2.2.4. Film Kalnhklarmin Olgiilmesi

Film kalinliklari, her film tipinden 3 film Orneginin 5 farkli noktasindan
dijital mikrometre (Preisser, Almanya) ile 1 um hassasiyetinde 6l¢iilmiistiir ve dl¢ciim

sonuclariin ortalamasi alinmistir.
2.2.5. Orneklerin Hazirlanmas1 ve Muhafazasi

Kontaminasyon calismasi1 oncesinde kasar peyniri 6rneklerinin pH degerleri

pH metre (WTW, Almanya) ile tespit edilmistir.
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Yapay kontaminasyon i¢in L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. aureus
ile dogal olarak kontamine olmayan kasar peyniri Ornekleri kullanilmistir. Bu
nedenle yapay kontaminasyon oncesinde drneklerde L. monocytogenes, S. aureus ve

E. coli O157:H7 varlig1 arastirilmistir.
L. monocytogenes aranmasi

Selektif 6n zenginlestirme amaciyla 225 ml Half Fraser Broth’ a 25 g 6rnek
ilave edilerek stomacher (IUL, Ispanya) yardimi ile homojenize edilmistir.
Homojenizasyon sonrasit 30+£1°C’ de 25+1 saat inkiibe edilmistir. Selektif ikincil
zenginlestirme amaciyla Half Fraser Broth besiyerinden 1 ml, 10 ml Fraser Broth’ a
ilave edilmis ve 30+1°C’ de 25+1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ikincil
zenginlestirmenin 0,5 ml’ si ELFA teknigi icin kullanilmistir. Bu amagla VIDAS
cithaz1 (bioMeriéux, Fransa) ve LMO II test kiti kullanilmis ve sonuglar 6rneklerden
elde edilen RFV degerlerinin test kiti ile saglanan kontrol antijeninden elde edilen

RFV degerine orani ile kalitatif olarak degerlendirilmistir (Health Canada 2003).
S. aureus aranmasi

225 ml Buffered Peptone Water’ a 25 g Ornek ilave edilerek stomacher
yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi siispansiyonun 0,5 ml’ si
paralel olarak Baird Parker Agar’ a inokiile edilerek yayilmistir. 37+1°C’ de 4842
saat inkiibasyon sonunda Baird Parker Agar iizerinde siyah ve ¢evresinde zon

olusturan koloniler siipheli olarak degerlendirilmektedir (HPA 2005a).

E. coli O157:H7 aranmasi

Selektif zenginlestirme amaciyla 225 ml EHEC Enrichment Broth” a 25 g
ornek ilave edilerek stomacher yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrasi 37+1°C° de 24+1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda EHEC
Enrichment Broth’ dan CT-SMAC Agar besiyerine 6ze ile gegis yapilmis ve
37£1°C’ de 24+1 saat inkiibe edilmistir. CT-SMAC Agar {izerinde 1-2 mm ¢apinda
ve renksiz koloniler siipheli olarak degerlendirilmektedir (FDA 2002).
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Yapay kontaminasyon

L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 stok kiiltiirleri %15 gliserol
igeren nutrient broth iginde -18°C’ de muhafaza edilmistir. Alt kiiltiirleme

asamalarinda saflik ve biyokimyasal kontrolleri yapilmistir (ISO 2000).

Yapay kontaminasyon i¢in dncelikle mikroorganizmalarin stok kiiltiirlerinden
nutrient broth’ a ge¢is yapilmistir. 37+1°C’ de 16-18 saat inkiibasyon sonunda
Nutrient Broth’ dan Maximum Recovery Diluent ile dilusyonlar hazirlanmistir.
Hazirlanan dilusyonlardaki mikroorganizma sayilar1 L. monocytogenes i¢in Oxford
Agar, E. coli O157:H7 i¢in CT-SMAC Agar ve S. aureus i¢in Baird Parker Agar
kullanilarak 37£1°C’ de 18-20 saat inkiibasyon sonunda tespit edilmistir. Uygun
sayida mikroorganizma igeren dilusyonlardaki mikroorganizma sayis1 Maximum
Recovery Diluent yardimiyla yaklasik 10" kob/ml diizeyine ayarlanmistir. Uygun

dilusyonlarin belirlenmesine kadar dilusyonlar 4°C* de muhafaza edilmislerdir.

Steril petri kutular i¢ine konulan kasar peyniri dilimleri (=10 g) inokiilum
olarak hazirlanan dilusyonun 0,1 ml’ si ile kontamine edilmistir. Inokiile edilen
hacim drneklerin ylizeyine drigalski spatiilii yardimi ile yayilmistir. Boylece yaklagik
10° kob/g (5 Log kob/g) diizeyinde kontamine edilen 6rnekler inokiilumun absorbe

olmasi1 ve bakteriyal tutunmay1 saglamak amaciyla 4°C’ de 15 d bekletilmislerdir.

Kontamine edilmis Orneklerin ambalajlanmasindan o6nce baslangi¢

kontaminasyon diizeyleri 2.6.3” de anlatildig1 sekilde belirlenmistir.
Orneklerin ambalajlanmasi

Yenilebilir filmler i¢in kontrol grubu olarak kontamine edilmis ve kitosan
filmleri ile kaplanmamis, kaplanmis filmler i¢in kontamine edilmis ve kaplanmamis

PP filmler ile kaplanmis kasar peyniri dilimleri kullanilmistir.

Kontamine kagar peyniri dilimlerinin kaplanmasi i¢in 6x6 cm ebadinda
filmler kullanilmistir. Boylece kasar peyniri dilimlerinin filmler ile tamamen temasi
saglanmustir. Orneklerin kaplanmasindan dnce filmlerin &rnekler ile temas edecek
yiizleri biyogiivenlik kabini i¢inde 2 d UV 1s1k altinda tutularak sterilize edilmistir

(Ye ve ark 2008b). Filmlerin sterilizasyonu sonrasi kontamine kasar peyniri dilimleri
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iki film arasinda steril stomacher posetleri i¢ine alinmis ve 1s1l kapatma cihazi

(Uzvac, Tiirkiye) ile ambalajlanmigtir.
Orneklerin muhafazasi

Hazirlanan 6rnekler sogutmali inkiibatérde (Binder, Almanya) 4+1°C’ de 14
giin siireyle muhafaza edilmislerdir. Muhafazanin 1., 7. ve 14. giinlerinde

orneklerdeki L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayilar1 saptanmustir.
2.2.6. Mikroorganizma Sayimlari

Orneklerdeki L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayilar1 10 g
ornek kullanilarak tespit edilmistir. Kontaminasyon i¢in kullanilan 6rneklerin =10 g
olmast nedeniyle muhafazanin 1., 7. ve 14. giinlerinde mikroorganizma sayimlari

i¢in bir adet 6rnek kullanilmistir.

Mikroorganizma sayimlari i¢in 90 ml Maximum Recovery Diluent’ e 10 g
ornek ilave edilerek stomacher yardimi ile homojenize edilmistir. Homojenizasyon
sonrast 10 ve 107’ lik dilusyonlar Maximum Recovery Diluent ile hazirlanmistir.
Mikroorganizma sayilar1 dilusyonlardan paralel ekimlerden elde edilen sonuglar ile
belirlenmistir (HPA 2005b). Gerekli goriildiigiinde karakteristik koloniler otomatize
identifikasyon sistemi VITEK II ile dogrulanmaistir.

L. monocytogenes sayim

Hazirlanan dilusyonlardan Oxford Agar’ a 0,1 ml inokiile edilerek
yayilmustir. 37+1°C’ de 24+1 saat inkiibasyon sonunda eskulin hidrolizi ve eskulinin
hidrolizi sonucu olusan eskuletinin ferrik demir ile reaksiyonu sonucu siyah zon
olusturmus kahverengi-yesil koloniler sayilarak orneklerdeki L. monocytogenes

sayis1 tespit edilmistir (ISO 1998).
S. aureus sayimi

Hazirlanan dilusyonlardan Baird Parker Agar’ a 0,1 ml inokiile edilerek
yaytlmistir. 37+1°C* de 48+2 saat inkiibasyon sonunda telluritin indirgenmesi ve
lesitinaz aktivitesi sonucu olusan siyah renkli ve zon olusturmus koloniler sayilarak

orneklerdeki S. aureus sayisi tespit edilmistir (HPA 2005a).
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E. coli O157:H7 sayim

Hazirlanan dilusyonlardan CT-SMAC Agar besiyerine 0,1 ml inokiile
edilmistir. 37£1°C’ de 24+1 saat inkiibasyon sonunda sorbitol negatif olan renksiz
koloniler sayilarak orneklerdeki E. coli O157:H7 sayisi tespit edilmistir (FDA 2002).

2.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Bagimsiz li¢ tekrar olarak yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar istatistik
analiz yazilmi (SPSS 2000) kullanilarak tek yonlii varyans analizi (One way
ANOVA) ile degerlendirilmis ve ortalama degerler %95 giiven diizeyinde Duncan

coklu karsilagtirma testi ile karsilagtirilmistir.
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Resim 2.1. A; yapay kontaminasyon, B; kaplanmis plastik filmlerin hazirlanmasi,

C; yenilebilir filmlerin UV 151k ile sterilazyonu, D; film ile kaplanmis kasar peyniri

ornegi, E; 1s1l kapatma i¢in hazirlanan 6rnekler, F; muhafaza i¢in hazir 6rnek.
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3. BULGULAR
3.1. Kasar Peyniri Ornekleri

Hazirlanan filmlerin antimikrobiyal etkisinin degerledirilmesinde matriks
olarak kullanilan kasar peyniri Orneklerinde yapay kontaminasyon Oncesi

L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 tespit edilmemistir.

Yapay kontaminasyon oncesinde kasar peyniri Orneklerinin pH degerleri

5,5240,08 (n=3) olarak tespit edilmistir.
3.2. Film Kahnhklari

Hazirlanan yenilebilir filmlerin kalinliklar1 87,93 pm ile 114,00 pm arasinda
tespit edilmistir (Cizelge 3.1). En diisiik ve en yiiksek kalinlik degerleri sirasiyla saf
kitosan filmlerinden (Ki) ve %1 kekik ucucu yag1 iceren kitosan filmlerinden (KiKe
%]1) elde edilmistir. Ugucu yag ve Tween 20 ilavesinin film kalinliklarini 6nemli

diizeyde arttirdig1 goriilmiistiir (P<0,05).

Kaplanmis plastik filmlerin kalinliklar1 35,93 um ile 39,40 um arasinda tespit
edilmistir (Cizelge 3.1). En diisiik ve en yliksek kalinlik degerleri sirasiyla Tween 20
iceren kitosan sollisyonu ile kaplamis filmlerden (PPKi) ve %1 kekik ucucu yag:
iceren kitosan soliisyonu ile kaplanmis filmlerden (PPKe) elde edilmistir. Ugucu yag

ilavesinin film kalinliklarin1 6nemli diizeyde arttirdig1 goriilmustiir (P<0,05).

Cizelge 3.1. Film kalinliklar1.

Film tipi Kalinlik (um) ~
Yenilebilir
Ki 87,93 £7,63°
KiKe (%0,5) 104,67 + 10,70 ®
KiKe (%1) 114,00 + 7,86 ¢
KiKa (%0,5) 100,33 + 7,83 °
KiKa (%1) 111,00 + 8,77 ¢
Kaplanmisg plastik
PPKi 35,93 + 1,98 °
PPKe 39,40+ 1,68 °
PPKa 38,40+ 1,59 °

* Ortalama =+ standart sapma (n=15)
* Farkli tissel ifadeye sahip degerler arasinda fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P< 0,05)
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3.3. Yenilebilir Filmlerin Antimikrobiyal Etkileri

Hazirlanan tiim yenilebilir film tiplerinin kasar peyniri 6rneklerindeki

L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayilarim1 4°C’ de 14 giinliik

muhafaza periyodu sonunda kontrol grubuna gére dnemli diizeyde (P<0,05) azalttig1

tespit edilmistir. Orneklerde muhafaza periyodunun 1., 7. ve 14. giiniinde yapilan

sayimlar sonucu belirlenen mikroorganizma sayilar1 Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2. Yenilebilir filmlerin kasar peyniri 6rneklerinde

L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7’ ye karsi etkileri.

Film tipi Kontaminasyon Mubhafaza siiresi (giin)
diizeyi 1 7 14
L. monocytogenes
Kontrol 5,15+0,23 ° 5,36+0,14° 5,41+021°
Ki 4,88+0,15 ™ 4,46+0,21° 4,234+0,36 °
KiKe (%0,5) 5114022 " 4,52+40,17 3,82+0,27 3,22+0,81°
KiKe (% 1) T 4,3240,16 3,46+0,57 ¢ 3,02+0,38 ¢
KiKa (% 0,5) 4,63+0,16 4,13+026 ™ 3,6240,33
KiKa (% 1) 4,43+0,18 3,77+0,17 3,32+0,42 €
S. aureus
Kontrol 4,95+0,27° 4,92+0,23* 4,75+0,23*
Ki 4,67+0,24 % 4,16+0,16° 3,85+0,34"
KiKe (%0,5) 4924031 4,45+0,30"™ 3,6240,23 < 3,06+0,37 ¢
KiKe (% 1) T 4.2840,06°¢ 3,48+0,14¢  2,09+0,36°
KiKa (% 0,5) 4,52+0,11 ** 3,94+0,15 3,11+0,07°¢
KiKa (% 1) 4,28+0,22" 3,68+0,26 2,7440,68
E. coli O157:H7
Kontrol 4,79+0,23 * 4,76+0,15* 4,51+0,11°
Ki 4,62+0,13° 4,17+0,19° 3,76+0,20°
KiKe (%0,5) 4.8840.21 4,24+0,06"° 3,8240,18 ¢ 2,99+0,13°¢
KiKe (% 1) 4,16+0,24"° 3,3140,09°¢ 2,1940,20¢
KiKa (% 0,5) 4,46+0,20*° 3,75+0,26 < 2,87+0,66°¢
KiKa (% 1) 4,24+0,26"° 3,46+0,22 % 2,75+0,08

* Ortalama =+ standart sapma (n=3), Log kob/g

* Ayni siitunda farkli Gissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,05)
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3.3.1. L. monocytogenes

Kontrol grubu olarak yenilebilir filmler ile kaplanmamis kasar peyniri
orneklerinde L. monocytogenes sayisinin 14 giinlilk muhafaza periyodu sonunda 5,11

Log kob/g’ dan 5,41 Log kob/g’ a yiikseldigi goriilmiistiir.

Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde L. monocytogenes
sayisininin 14. giin sonunda kontrol grubuna nazaran 1,18 Log ile 2,39 Log arasinda
azaldig1 ve muhafaza periyodu boyunca yapilan sayim sonuglarina gore tim film
tiplerinin kontrol grubuna gore antimikrobiyal etkisinin 6nemli diizeyde (P<0,05)
oldugu tespit edilmistir. Muhafaza periyodu sonunda en diisiik ve en yiiksek
L. monocytogenes sayilart sirasiyla %1 oraninda kekik ugucu yagi ile hazirlanan
kitosan (KiKe (%]1)) ve saf kitosan (Ki) filmleri ile kaplanmis 6rneklerde tespit

edilmistir.

Film soliisyonuna %0,5 ve %1 oraninda kekik ve %1 oraninda karanfil ugucu
yag1 ilavesinin kitosan filmlerinin L. monocytogenes’ e karsi etkisini dnemli diizeyde
arttirdig1 (P<0,05) tespit edilmistir. Bununla birlikte %0,5 oraninda karanfil ugucu
yag1 ilavesinin L. monocytogenes {izerine etkisinin 6nemli diizeyde (P>0,05)

olmadig1 saptanmustir.

5.50

4.50 -

Log kob/g

3.50 -

2.50 T
0 7 14

muhafaza siiresi (giin)

—4—Kontrol —fll=Ki —#—KiKe (%0,5) =>¢=KiKe (%1) =#=KiKa (%0,5) —@=—KiKa (%1)

Sekil 3.1. Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde

L. monocytogenes sayisindaki degisimler.
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3.3.2. S. aureus

Kontrol grubu olarak yenilebilir filmler ile kaplanmamis kasar peyniri
orneklerinde S. aureus sayisinin 14 giinliik muhafaza periyodu sonunda 4,92 Log

kob/g’ dan 4,75 Log kob/g’ a diistiigli goriilmiistiir.

Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri Orneklerinde S. aureus
sayisininin 14. giin sonunda kontrol grubuna nazaran 0,90 Log ile 2,66 Log arasinda
azaldig1 ve tiim film tiplerinin kontrol grubuna goére antimikrobiyal etkisinin 6nemli
diizeyde (P<0,05) oldugu tespit edilmistir. Muhafaza periyodu sonunda en diisiik ve
en yiiksek S. aureus sayilar sirasiyla %1 oraninda kekik ugucu yagi iceren kitosan

(KiKe (%]1)) ve saf kitosan (Ki) filmleri ile kaplanmis 6rneklerde tespit edilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda yapilan sayim sonuglarina gore film
sollisyonlaria %0,5 ve %1 oraninda kekik ve karanfil ucucu yag ilavesinin kitosan
filmlerinin S. aureus’ a kars1 etkisini onemli diizeyde arttirdigr (P<0,05) tespit
edilmistir. Orneklerinde S. aureus sayisinda en fazla azalmay saglayan %1 oraninda
kekik ucucu yag1 ile hazirlanan kitosan filmlerinden elde edilen sonuglar ile %0,5
oraninda kekik (KiKe (%0,5)) ve karanfil ucucu yag1 (KiKa (%0,5)) ile hazirlanan
filmlerden elde edilen sonuglar arasindaki fark o©nemli diizeyde (P<0,05)

bulunmustur.

Log kob/g

1.50 T )
0 7 14

muhafaza siiresi (giin)

=4— Kontrol —fll=Ki == KiKe (%0,5) =>¢=KiKe (%1) =#=KiKa (%0,5) —@=KiKa (%1)

Sekil 3.2. Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde

S. aureus sayisindaki degisimler.
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3.3.3. E. coli O157:H7

Kontrol grubu olarak yenilebilir filmler ile kaplanmamis kasar peyniri
orneklerinde E. coli O157:H7 sayisinin 14 giinlik muhafaza periyodu sonunda 4,88
Log kob/g’ dan 4,51 Log kob/g’ a diistiigli goriilmiistiir.

Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde E. coli O157:H7
sayisininin 14. giin sonunda kontrol grubuna nazaran 0,75 Log ile 2,32 Log arasinda
azaldig1 ve tiim film tiplerinin kontrol grubuna goére antimikrobiyal etkisinin 6nemli
diizeyde (P<0,05) oldugu tespit edilmistir. Muhafaza periyodu sonunda en diisiik ve
en yiksek E. coli O157:H7 sayilan1 sirastyla %1 oraninda kekik ugucu yag: ile
hazirlanan kitosan (KiKe (%1)) ve saf kitosan (Ki) filmleri ile kaplanmis 6rneklerde

tespit edilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda yapilan sayim sonuglarina gore %0,5 ve %l
oraninda kekik ve karanfil ugucu yagi ilavesinin kitosan filmlerin E. coli O157:H7’
ye kars1 etkisini onemli diizeyde arttirdig1 (P<0,05) tespit edilmistir. Kasar peyniri
orneklerinde %1 oraninda kekik ugucu yagi ile hazirlanan kitosan filmlerinden elde
edilen sonuglar ile ugucu yag iceren diger filmlerden elde edilen sonuglar arasindaki

fark 6nemli diizeyde (P<0,05) bulunmustur.

5.50

4.50 -

3.50 -

Log kob/g

2.50 A

1.50 . 1
0 7 14

muhafaza siiresi (giin)

—4— Kontrol == Ki —#&—KiKe (%0,5) =>¢=KiKe (%1) =#=KiKa (%0,5) —@—KiKa (%1)

Sekil 3.3. Yenilebilir filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde

E. coli O157:H7 sayisindaki degigimler.
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3.4. Kaplanmis PP Filmlerinin Antimikrobiyal Etkileri

Hazirlanan tiim kaplanmis plastik film tiplerinin kasar peyniri 6rneklerindeki
L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7 sayilarmi 4°C’ de 14 giinliik
muhafaza periyodu boyunca kontrol grubuna gore dnemli diizeyde (P<0,05) azalttig
tespit edilmistir. Orneklerde muhafaza periyodunun 1., 7. ve 14. giiniinde yapilan

sayimlar sonucu belirlenen mikroorganizma sayilar1 Cizelge 3.3° de verilmistir.

Cizelge 3.3. Kaplanmuis plastik filmlerin kasar peyniri 6rneklerinde

L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7’ ye karsi etkileri.

Film tipi Kontaminasyon Mubhafaza siiresi (giin)
diizeyi 1 7 14
L. monocytogenes
Kontrol (PP) 5,11+0,25 5,26+0,20 ° 5,34+0,16 °
PPKi 5112022 4,99+0,16 4,74+0,15° 5,64+0,25°
PPKe 4,68+0,16 ° 427+0,17 ¢ 4,02+0,30
PPKa 4,80+0,17 * 438+024°  428+0,24 ™
S. aureus
Kontrol (PP) 5,00+0,10 4,89+0,24 ° 4,71+0,21
PPKi 4904031 4,66+0,34 ™ 438+0,14°  4,10+0,15°
PPKe ’ ’ 4.45+0,30° 4,02+0,19° 3,3140,43 ¢
PPKa 4,56+0,26 4,04+0,43 ° 3,47+0,40 ©
E. coli O157:H7
Kontrol (PP) 4,85+0,13 ° 4,78+0,16 * 4,47+0,29 °
PPKi 4.88:001 4,74+0,16 4,36+0,20 ° 3,98+0,17°
PPKe ’ ’ 4,40+0,10° 3,86+0,25 © 3,2940,32
PPKa 4,43+0,28 ° 4,16+0,24 "  3,69+0,25 ™

* Ortalama + standart sapma (n=3), Log kob/g

* Ayni siitunda farkli tissel ifadeye sahip degerler arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P < 0,05)

3.4.1. L. monocytogenes

Kontrol grubu olarak kitosan soliisyonlar: ile kaplanmamig PP filmler ile
kaplanmis kasar peyniri Orneklerinde L. momnocytogenes sayisinin 14 gilinlik
muhafaza periyodu sonunda 5,11 Log kob/g’ dan 5,34 Log kob/g’ a yiikseldigi

gOriilmiistiir.

50



Kaplanmis plastik filmler ile kaplanmis kasar peyniri Orneklerinde
L. monocytogenes sayisminin 14. giin sonunda 0,70 Log ile 1,32 Log arasinda
azaldig1 ve tlim film tiplerinin kontrol grubuna gére antimikrobiyal etkisinin 6nemli
diizeyde (P<0,05) oldugu tespit edilmistir. Muhafaza periyodu sonunda en diisiik ve
en yiikksek L. monocytogenes sayilari sirasiyla %1 oraninda kekik ucucu yag1 igeren
kitosan soliisyonu (PPKe) ve Tween 20 igeren kitosan soliisyonu (PPKi) ile

hazirlanan filmler ile kaplanmis 6rneklerde tespit edilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda PPKi ile kaplanmis Orneklerdeki
L. monocytogenes sayist PPKe ile kaplanmis 6rneklerdeki L. monocytogenes sayisina
nazaran onemli diizeyde (P<0,05) yiiksek bulunmustur. Bununla birlikte muhafaza
periyodu sonunda PPKi ve %1 oraninda karanfil ugucu yagi i¢eren kitosan soliisyonu
(PPKa) ile kaplanmig oOrneklerdeki L. monocytogenes sayilar1 arasindaki farkin

onemli diizeyde olmadig (P>0,05) tespit edilmistir.

5.50

-

4.50 A

Log kob/g

"

3.50 T )
0 7 14

muhafaza siiresi (giin)

——Kontrol (PP) == PPKi PPKe =—>¢=PPKa

Sekil 3.4. Kaplanmis plastik filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde

L. monocytogenes sayisindaki degisimler.

3.4.2. S. aureus

Kontrol grubu olarak kitosan soliisyonlar1 ile kaplanmamis PP filmler ile
kaplanmis kasar peyniri Orneklerinde S. aureus sayisinin 14 giinlik muhafaza

periyodu sonunda 4,92 Log kob/g’ dan 4,71 Log kob/g’ a diistiigii goriilmiistiir.
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Kaplanmis plastik filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde S. aureus
sayisinin 14. giin sonunda 0,61 Log ile 1,41 Log arasinda azaldigi ve tiim film
tiplerinin kontrol grubuna gore antimikrobiyal etkisinin 6nemli diizeyde (P<0,05)
oldugu tespit edilmistir. Muhafaza periyodu sonunda en diisiik ve en yiiksek S.
aureus sayilart sirasiyla %1 oraninda kekik ugucu yagi iceren kitosan soliisyonu
(PPKe) ve Tween 20 igeren kitosan soliisyonu (PPKi) ile hazirlanan filmler ile

kaplanmig 6rneklerde tespit edilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda ugucu yag igeren filmler ile kaplanmig
orneklerdeki S. aureus sayis1 PPKi ile kaplanmig orneklerdeki S. aureus sayisina

nazaran onemli diizeyde (P<0,05) yiiksek bulunmustur.

5.00

4.00 -

Log kob/g

3.00

muhafaza siiresi (giin)

= Kontrol (PP) == PPKi PPKe ==¢=PPKa

Sekil 3.5. Kaplanmis plastik filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde

S. aureus sayisindaki degisimler.
E. coli O157:H7

Kontrol grubu olarak kitosan soliisyonlar: ile kaplanmamis PP filmler ile
kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde E. coli O157:H7 sayisinin 14 giinlilk muhafaza

periyodu sonunda 4,88 Log kob/g’ dan 4,47 Log kob/g’ a diistiigii goriilmiistiir.

Kasar peyniri 6rneklerinde E. coli O157:H7 sayisininin 14. giin sonunda 0,50

Log ile 1,19 Log arasinda azaldig1r ve tiim film tiplerinin kontrol grubuna gore
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antimikrobiyal etkisinin énemli diizeyde (P<0,05) oldugu tespit edilmistir. Muhafaza
periyodu sonunda yenilebilir filmler ile kaplanmis 6rneklerde en diisiik ve en yliksek
E. coli O157:H7 sayilar1 sirastyla %1 oraninda kekik ugucu yagi igeren kitosan
soliisyonu (PPKe) ve Tween 20 iceren kitosan soliisyonu (PPKi) ile hazirlanan

filmler ile kaplanmis 6rneklerde tespit edilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda PPKi ile kaplanmis Orneklerdeki
E. coli O157:H7 sayis1 PPKe ile kaplanmig 6rneklerdeki E. coli O157:H7 sayisina
nazaran Onemli diizeyde (P<0,05) yiliksek bulunmustur. Bununla birlikte film
soliisyonlarina karanfil ucucu yagi ilavesinin filmlerin E. coli O157:H7 {izerine

antimikrobiyal etkisini 6nemli diizeyde arttirmadig (P>0,05) tespit edilmistir.

5.50

450 -

Log kob/g

3.50 -

2.50 T )
0 7 14

mubhafaza siiresi (giin)

—&—Kontrol  —fll—PPKi PPKe  ==¢=PPKa

Sekil 3.6. Kaplanmuis plastik filmler ile kaplanmis kasar peyniri 6rneklerinde
E. coli O157:H7 sayisindaki degisimler.
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4. TARTISMA

Bu c¢alismada dogal kaynakli antimikrobiyal maddeler ile hazirlanan
yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin 6nemli gida patojenlerinden olan
L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7’ ye kars1 antimikrobiyal etkileri
gercek gida matriksi kullanilarak buzdolabi1 sicakliginda iki haftalik muhafaza

periyodu boyunca degerlendirilmistir.

Gida matriksi olarak yar1 sert bir peynir olmasi nedeniyle homojen 6rneklerin
hazirlanmasinda kolaylik saglamasindan dolay1 geleneksel Tiirk peynirlerinden kasar
peyniri  kullanilmistir. Benzer sekilde antimikrobiyal filmlerin etkilerinin
degerlendirildigi ¢aligmalarda cheddar peyniri, mozarella peyniri, salam ve jambon
gibi homojen Orneklerin kolaylikla hazirlanabilecegi gidalar matriks olarak tercih
edilmistir (Ouattara 2000a, Cagr1 ve ark 2002, Duan ve ark 2007, Marcos ve ark
2008, Pires ve ark 2008, Suppakul ve ark 2008, Ye ve ark 2008b).

Kaplanmis plastik filmlerin hazirlanmasinda korona uygulamasi yapilmig PP
filmler kullanilmigtir. PP esneklik, dayaniklilik, seffaflik, yiiksek nem ve kimyasal
dayanimi gibi 6zellikleri ve geri doniistiiriilebilir olmasi nedeniyle gida endiistrisinde
en fazla kullanilan ambalaj materyalleri arasindadir (Marsh ve Bugusu 2007). Plastik
filmlerin polar biyopolimerler ile kaplanmasina yonelik yapilan ¢alismalar ile (Hong
ve Krochta 2003, Hong ve ark 2005, Hong ve Krochta 2006, Lee ve ark 2008)
uyumlu olarak korona uygulamasinin film soliisyonlarinin PP filmlerin polar
olmayan yilizeyine tutunmast icin yeterli ylizey modifikasyonu sagladig

gozlenmistir.

Antimikrobiyal filmlerin hazirlanmasinda ABD ve Japonya basta olmak {izere
bircok lilkede gidalar ile birlikte kullaniminin yasal olmasi (Shahidi ve ark 1999,
Tharanathan ve Kittur 2003, No ve ark 2007), antimikrobiyal aktivitesi (Wang 1992,
Jeon ve ark 2001, Tsai ve ark 2002, No ve ark 2002), film olusturabilme yetenegi
(Tharanathan ve Kittur 2003) ve PP filmlerin kaplanmasi i¢in ideal bir biyopolimer
olmasi (Hong ve ark 2005, Vartiainen ve ark 2005) nedeniyle kitosan kullanilmistir.
Hazirlanan filmlerin antimikrobiyal etkilerinin arttirilmasi amaciyla yiliksek fenolik
icerikleri nedeniyle giiclii antimikrobiyal etkiye sahip olan (Burt 2004) karanfil ve

kekik ugucu yaglar film bilesimlerine eklenmistir. Filmlerin antimikrobiyal etkisinin
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arttirtlmas1 amaciyla ugucu yaglarin se¢ciminde ana bilesenlerinin gidalar ile birlikte
kullanimlarinin yasal olmasi (EC 2002, Suppakul ve ark 2003) g6z Oniinde

bulundurulmustur.

Saf su veya organik solventlerde ¢oziinmeyen kitosan organik veya mineral
asitlerin sulu ¢ozeltilerinde ¢oziinebilmektedir (Kim ve ark 2006). Kim ve ark (2006)
plastiklestiri olarak gliserol ilave edilen farkli organik asitler ile hazirlanan kitosan
filmleri ile yaptiklar1 ¢alismada en diisiik su buhar1 gecirgenligi ve en yiiksek gerilme
direnci degerlerini asetik asit ile hazirlanan filmlerden elde etmislerdir. No ve ark
(2002) genel olarak kitosanin asetik asit ile hazirlanan soliisyonlarinin diger organik
asitler ile hazirlanan sollisyonlarina nazaran bakteri tiirleri ilizerine daha giiclii
antimikrobiyal etkinlie sahip oldugunu bildirmislerdir. Ouattara ve ark (2000b) film
matriksinden asetik asidin  difuzyonunun film bilesimine ugucu yaglarin
bilesenlerinin ilavesi ile azaldigini saptamislardir. Asetik asidin film matriksinden
difuzyon hizinin azalmasi filmlerin antimikrobiyal aktivitelerinin daha uzun siire
korunmasia katkida bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 film soliisyonlarinin

hazirlanmasinda bir gida katki maddesi olan (TGK 2003) asetik asit kullanilmistir.

Film soliisyonlarma kirillganlik gibi mekanik problemlerin {istesinden gelmek
amaciyla %0,7 (h/h) oraninda gliserol ilave edilmistir. Gliserol polimer zincirlerinde
molekiiller —aras1  etkilesimleri  azaltarak  kitosan  filmlerine  elastikiyet
kazandirmaktadir (Ziani ve ark 2008). Ayn1 zamanda bir gida katki maddesi olan
(TGK 2003) gliserol ilavesi ile hazirlanan yenilebilir filmlerin gida ambalaj
materyali olarak yeterli elastikiyete sahip oldugu gozlenmistir. Benzer sekilde
Suyatma ve ark (2005) gliseroliin kitosan filmleri icin ideal bir plastiklestirici
oldugunu ve kitosan miktarinin %20’ si oraninda gliseroliin film bilesimine
ilavesinin yeterli elastikiyeti sagladigini tespit etmislerdir. Hong ve ark (2005) uygun
plastiklestirici ilavesi ile kitosanin plastik filmler i¢in miikemmel bir kaplama

materyali oldugunu bildirmislerdir.

Fenolik maddeler iceren bircok bilesigin sulu ortamlarda ¢oziiniirligii ve
dagilimi zayiftir (Holley ve Patel 2005). Bu calismada fenolik igerikleri yiiksek olan
kekik ve karanfil ugucu yaglarinin emulsifiyer ilavesi olmadan kitosan soliisyonu
icinde homojen olarak dagilmadig1 gozlenmistir. Benzer sekilde Zivanovic ve ark

(2005) ugucu yaglarin kitosan soliisyonu i¢inde homojen olarak dagilabilmesi i¢in bir
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emulsifiyer olan Tween 20’ yi kullanmiglardir. Bu nedenle ugucu yag iceren kitosan
soliisyonlarinin hazirlanmasinda bir gida katki maddesi (TGK 2003) olan Tween 20
kullanilmistir. Bununla birlikte antimikrobiyal aktivitesinin olmamasindan (Senatore
ve ark 2005) dolay1r Tween 20 ilavesi hazirlanan filmlerin antimikrobiyal etkilerinin

karsilastirilmasinda bir problem olusturmamaktadir.

Cift tarafli gerdirilmis PP filmlerin korona uygulamasi yapilmis ylizlerine
Tween 20 iceren kitosan soliisyonlar1 diizgiin bir satith halinde kaplanabilmistir. Saf
kitosan soliisyonunun Tween 20 igeren kitosan soliisyonlarina nazaran PP filmlerin
yilizeyine yayilma o6zelliginin daha diisiik diizeyde oldugu goézlenmistir. Bu durum
kitosan soliisyonlarinin yiiksek yilizey gerilimi ile agiklanabilir. Kitosan soliisyonuna
surfaktant ilavesi sollisyonun yiizey geriliminin ve kat1 ylizey ile temas noktasinda
temas agisinin azalmasina neden olmaktadir. Bdylece kitosan soliisyonlarinin kati
yiizeylere daha kolay ve diizgiin bir satth halinde kaplanmasi miimkiin olmaktadir
(Choi ve ark 2002, Ziani ve ark 2008). Ziani ve ark (2008) kitosan soliisyonlarina
kitosan miktarinin %5’ 1 oraninda Tween 20 ilavesinin ylizey gerilimini 6nemli
diizeyde (P<0,05) azalttigimi tespit etmislerdir. Kitosan soliisyonunun diizgiin bir
satih halinde PP film yiizeyine yayilabilmesi amaciyla ugucu yag igermeyen kitosan

soliisyonlarina kitosan miktarinin %5’ 1 oraninda Tween 20 ilave edilmistir.

Yapilan ¢alismalardan asetik asit ile hazirlanan kitosan soliisyonlarinin
plastik film ylizeylerine kaplanabilirligine yonelik farkli sonuglar elde edilmistir
(Hong ve ark 2005, Duan ve ark 2007, Elsabee ve ark 2008, Ye ve ark 2008). Elde
edilen bu farkli sonuglar plastik filmlerin yiizey enerjisinin yaninda kullanilan
plastiklestirici ve kitosan miktarindaki farkliliklar ile agiklanabilir. Casariego ve ark
(2008) kitosan soliisyonlarinda gliserol ve kitosan miktarinin arttirilmasi soliisyonun
kat1 ylizeylere yayilma ve tutunma oOzelliklerinin azalmasina neden oldugunu

bildirmislerdir.

Saf kitosan filminin kalinligr 87,93 + 7,63 um olarak tespit edilmistir. Film
soliisyonlarina Tween 20 ve ugucu yag ilavesinin film kalinliklarin1 6nemli diizeyde
(P<0,05) arttirdig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde Zivanovic ve ark (2005) kitosan
filmlerine Tween 20 ve ucucu yag ilavesinin film kalinliklarint 6nemli diizeyde
arttirdigin1 tespit etmislerdir. Ouattara ve ark (2000b) kitosan filmlerine karanfil

yagmin ana bileseni olan eugenol ilavesinin film kalinhigini arttirdigim
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bildirmislerdir. Ziani ve ark (2008) Tween 20 ilavesinin kitosan filmlerinin
kalinliklar1 iizerine etksinin kitosanin deasetilasyon derecesine gore farklilik

gosterdigini bildirmislerdir.

Kaplanmig PP filmlerin kalinliklar1 35,93 + 1,98 ile 39,40 + 1,68 pm arasinda
arasinda tespit edilmistir. Ucucu yag ilavesi yenilebilir filmlerde oldugu gibi kaplama
kalinliklarim1 6nemli diizeyde (P<0,05) arttirmistir. Polisakkaritler ile kaplanmis PP
filmlerde kaplama kalinlig1 1slak kaplama kalinligi, polisakkarit konsantrasyonu ve
plastiklestirici tipine baglidir. Bununla birlikte kaplama soliisyonlarinda gliserol gibi
stvi-faz plastiklestiricilerin kullanimi kaplama kalinliginin azalmasini saglamaktadir

(Hong ve ark 2005).

Muhafaza periyodu sonunda yenilebilir fimler ve kaplanmis plastik filmler
i¢in kontrol grubu orneklerinde L. monocytogenes sayisi sirasiyla 0,31 Log ve 0,24
Log artig gostermistir. Benzer sekilde Cetinkaya ve Soyutemiz (2007) farkh
diizeylerde kontamine edilmis siit Orneklerinden hazirlanan ve 5°C’ de 7 giin
muhafaza edilen vakum paketlenmis kasar peyniri 6rneklerindeki L. monocytogenes
sayisinin muhafaza periyodu boyunca 0,19 Log ve 0,44 Log arasinda artis
gosterdigini  bildirmislerdir. L. monocytogenes’ 1in peynirlerde canliligini
korumasinda en oOnemli faktorler liretim ve muhafaza asamalarindaki pH ve
sicakliktir (Linton ve ark 2008). Diger bir faktor ise rekabetci flora olarak laktik asit
bakterilerinin varligidir (Duan ve ark 2007). Genigeorgis ve ark (1991) 4 ile 30°C
arasinda farkli sicakliklarda muhafaza edilen farkli tipteki peynir Orneklerinde
L. monocytogenes’ in canliligl lizerine yaptiklar1 calismada orneklerin pH degerleri
ile L. monocytogenes’ in gelisimi arasindaki korelasyonun 6nemli diizeyde (P<0,05)
oldugunu ve genel olarak pH’ s1 5,5 ve lizerinde olan 6rneklerde L. monocytogenes’
in canliligmi koruyabildigi ve cogalabildigini tespit etmislerdir. Bu c¢aligmada
kullanilan kagar peynirlerinin pH degerleri ve L. monocytogenes’ in gelisebildigi
sicaklik degerleri (Erol 2007) goz Oniine alindiginda kontrol grubu o6rneklerinde
L. monocytogenes sayisinda 0,31 Log ve 0,24 Log diizeyindeki artis beklenen bir

sonugtur.

Saf kitosan yenilebilir filmi ile kaplanmis kasar peyniri Orneklerinde
L. monocytogenes sayilart muhafaza periyodu boyunca kontrol grubuna nazaran

onemli diizeyde (P<0,05) azalmistir. Benzer sekilde in vitro olarak ve farkli gida
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matriksleri ile yapilan caligmalar kitosan sollisyonlarnin  ve filmlerinin
L. monocytogenes’ e karsi etkilerini ortaya koymustur (Joerger 2007). Duan ve ark
(2007) asetik asit 1ile hazirlanan kitosan filmleri ile kaplanmis mozarelle
peynirlerinde L. monocytogenes sayisinin 10°C’ de 14 giin muhafaza periyodu
sonunda 6nemli diizeyde (P<0,05) azaldigini bildirmislerdir. Zivanovic ve ark (2005)
asetik asit ile hazirlanan kitosan filmlerinin salam orneklerinde L. monocytogenes
sayisini 5°C’ de 10 giin muhafaza sonunda yaklasik 2 Log diizeyinde azalttigim

tespit etmislerdir.

Muhafaza periyodunun 7. ve 14. giinlinde yapilan sayimlar kontrol gubuna
nazaran kitosan 1ile kaplanmig PP filmlerin kasar peyniri Orneklerinde
L. monocytogenes sayisin1 6onemli diizeyde (P<0,05) azalttigin1 gdstermistir. Benzer
sekilde Duan ve ark (2007) asetik asit ile hazirlanan kitosan soliisyonlar1 ile
kaplanmisg PP filmlerin 10°C° de muhafaza edilen mozarella peyniri 6rneklerinde
L. monocytogenes sayisin1 14 gilinlilk muhafaza periyodu sonunda 6nemli diizeyde
(P<0,05) azalttiginmi tespit etmislerdir. Joerger ve ark (2008) kitosan ile kaplanmis
plastik filmlerin L. monocytogenes sayisim1 fosfat buffer icinde 2-3 Log diizeyinde,
4°C’ de 10 giin muhafaza edilen hindi gogiis eti orneklerinde 1,7 Log diizeyinde
azalttigin1 bildirmislerdir. Bu calismalarin sonuglarindan farkli olarak Ye ve ark
(2008b) asetik asit ile hazirlanan kitosan soliisyonlar ile kaplanmig plastik filmlerin
20°C’ de muhafaza edilen jambon Orneklerinde L. monocytogenes iizerine
antimikrobiyal etkilerinin 6nemli diizeyde (P>0,05) olmadigin bildirmislerdir. Ye ve
ark (2008b) tarafindan yapilan calismanin sonuclari degerlendirilirken jambon
orneklerinin inokiilasyonu amaciyla kitosana duyarliliklar1 degerlendirilmis 11 farkli
L. monocytogenes susu arasinda kitosana kars1 en direngli susun kullanildig1 gz ardi

edilmemelidir.

Film soliisyonlarina %0,5 ve %]1 oraninda kekik ve %1 oraninda karanfil
ucucu yagr ilavesi yenilebilir filmlerin muhafaza periyodu sonunda
L. monocytogenes’ ¢ karsi antimikrobiyal etkilerini onemli diizeyde (P<0,05)
arttirmigtir. Karanfil ugucu yagmin %0,5 oraninda ilavesinin yenilebilir filmlerin
L. monocytogenes lizerine etkisini Onemli diizeyde arttirmadigi (P>0,05) tespit
edilmistir. Kaplanmis plastik filmlerin L. monocytogenes’ e karsi etkisi bakimindan

kekik ugucu yagi ilavesi onemli (P<0,05) bulunurken karanfil ugucu yagi ilavesinin
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onemli diizeyde bir etkisinin olmadig (P>0,05) saptanmistir. Elde edilen bu
sonuclar ile uyumlu olarak Oussalah ve ark (2007) Origanum tiirleri basta olmak
tizere yiiksek karvakrol oranina sahip ucucu yaglarin karanfil ugucu yagina nazaran
L. monocytogenes’ e kars1 daha giiclii antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmislerdir.
Zivanovic ve ark (2005) kekik, kignis, anason ve reyhan ugucu yaglar ilave edilmis
kitosan filmleri arasinda L. monocytogenes’ e karsi en giiclii antimikrobiyal etkiyi
kekik ugucu yag1 iceren kitosan filmlerinin gosterdigini ve %1 ve %2 oraninda kekik
ucucu yagi ilave edilmis kitosan filmlerinin salam orneklerinde L. monocytogenes
sayisint 5°C’ de 10 gilin muhafaza sonunda 3,6 Log ve 4 Log diizeyinde azalttigini
bildirmislerdir. Seydim ve Sarikus (2006) farkli oranlarda kekik, biberiye ve
sarimsak ucucu yagi ilave edilmis peynir alt1 suyu proteini ile hazirlanmis filmlerin
antimikrobiyal aktivitesini in vitro olarak degerlendirdikleri caligmalarinda L.

monocytogenes’ e karsi en etkin sonuglar1 kekik ugucu yagi ile elde etmislerdir.

Yenilebilir fimler ve kaplanmis plastik filmler i¢in kontrol grubu olarak
antimikrobiyal filmler ile kaplanmamis kasar peyniri 6rneklerinde S. aureus sayisi
4°C’ de muhafaza periyodu sonunda sirastyla 0,17 Log ve 0,21 Log diizeyinde
azalmistir. Bu durum S. aureus’ un zayif rekabet¢i 6zelligi ile agiklanabilir (Erol
2007). Benzer sekilde Meyrand ve ark (1998) 4°C’ de 30 giin muhafaza edilen
camembert peyniri Orneklerinde S. aureus sayisinda yaklagik 1 Log diizeyinde
azalma oldugunu tespit etmislerdir. Bachmann ve Spahr (1995) S. aureus ile yaklasik
7 Log kob/g diizeyinde kontamine olan yar1 sert peynir 6rneklerinde 11-13°C” de 90

giin muhafaza sonunda S. aureus’ un tamamen inhibe oldugunu bildirmislerdir.

Muhafaza periyodu sonunda tiim yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin
S. aureus’ a kars1 etkilerinin kontrol grubuna nazaran onemli diizeyde (P<0,05)
oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar kitosan ve kitosan temelli kompozit
filmlerin S. aureus’ a karsi antimikrobiyal etkilerini ortaya koymustur (Joerger
2007). Fernandez-Saiz ve ark (2006) asetik asit ile hazirlanan ve oda sicakliginda 48
saat muhafaza edilen kitosan yenilebilir filmlerinin S. aureus’ a kars1 etkinligini siv1
besiyerinde in vitro olarak degerlendirdikleri ¢aligmalarinda kitosan filmlerinin
S. aureus sayisii kontrol grubuna nazaran yaklasik 2,5 Log diizeyinde azalttigini

bildirmislerdir.
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Muhafaza periyodu sonunda yapilan sayim sonuglar1 film soliisyonlarma
kekik ve karanfil ugucu yagi ilavesinin yenilebilir ve kaplanmis filmlerin S. aureus’ a
kars1 etkisini onemli diizeyde (P>0,05) arttirdigin1 gostermistir. Genel olarak kekik
ucucu yagi ilavesinin orneklerde S. aureus iizerine inhibe edici etkisi daha yiiksek
bulunmustur. Bu sonug ile uyumlu olarak Dorman ve Deans (2000) kekik ucucu yagi
ve ana bileseni olan karvakroliin karanfil ugucu yag1 ve ana bileseni olan eugenole
nazaran S. aureus’ a karst daha giiclii antibakteriyal etki gosterdigini bildirmislerdir.
Becerril ve ark (2007) kekik ugucu yagi igeren plastik filmlerin S. aureus
hiicrelerinde hiicresel biitiinliiglin bozulmas1 ve stoplazmik igerigin koagiilasyonu

gibi 6nemli degisimlere neden oldugunu goézlemlemislerdir.

Muhafaza periyodu sonunda yenilebilir fimler ve kaplanmis plastik filmler
icin kontrol grubu 6rneklerinde E. coli O157:H7 sayis1 sirasiyla 0,36 Log ve 0,40
Log diizeyinde azaldig1 tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar buzdolab1 sicakliginda
muhafaza edilen farkli peynir 6rneklerinde E. coli O157:H7 sayisinin 6rneklerin pH’
st ve rekabet¢i floraya bagli olarak azaldigimi ortaya koymustur. Lekkas ve ark
(2006) 4°C’ de 28 giin muhafaza edilen ve pH’ s1 3,9 olan Galotyri tipi peynir
orneklerinde E. coli O157:H7 sayisinda yaklasik 1,5 Log diizeyinde bir azalma
olurken pH’ s1 3,7 olan 6rneklerde E. coli O157:H7’ nin tamamen inhibe oldugunu
saptamiglardir. Spano ve ark (2003) E. coli O157:H7 ile kontamine siit ile tiretilen ve
iiretim sonunda 2 Log diizeyinde E. coli O157:H7 iceren mozarella 6rneklerinde
E. coli O157T:H7’ nin 4°C’ de 7 giin muhafaza sonunda tamamen inhibe oldugunu
bildirmislerdir. Govaris ve ark (2001) 2°C’ de 20 giin muhafaza edilen peyniralti
suyundan iiretilen peynirlerde E. coli O157:H7 sayisinin yaklasik 2,5 Log diizeyinde

azaldigini tespit etmislerdir.

Calismada kitosan soliisyonlari ile hazirlanan yenilebilir ve kaplanmis plastik
filmlerin kontamine kasar peyniri orneklerinde E. coli O157:H7 sayisin1 muhafaza
periyodu sonunda 6nemli diizeyde (P<0,05) azalttig1 tespit edilmistir. Bu sonug
katyonik yapidaki kitosan molekiillerinin Gram negatif hiicre membranindaki
anyonik komponentler ile etkilesimi ile membran biitiinliiglini bozmalar1 ile
aciklanabilir (Helander ve ark 2001, Chung ve ark 2004). Joerger ve ark (2008)
kitosan ile kaplanmis plastik filmlerin et eksudati orneklerinde E. coli O157:H7
sayisin1 yaklagik 2 Log diizeyinde azalttigini bildirmislerdir. Bununla birlikte
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Zivanovic ve ark (2005) asetik asit ile hazirlanan kitosan filmlerinin 10°C’ de 5 giin
muhafaza edilen salam 6rneklerinde E. coli O157:H7 sayisininda kontrol grubuna

nazaran 6nemli bir degisime neden olmadigini bildirmislerdir.

Muhafaza periyodu sonunda yapilan sayim sonuglarina gore film
soliisyonlarina kekik ugucu yagi ilavesi filmlerin E. coli O157:H7 iizerine etkilerini
onemli diizeyde (P<0,05) arttirmistir. Karanfil ugucu yagi ilavesi ise yenilebilir
filmlerin E. coli O157:H7 iizerine etkisini 6nemli diizeyde (P<0,05) arttirirken
kaplanmis plastik filmlerin etkisini 6nemli diizeyde arttirmamistir (P>0,05). Bu
sonu¢ ile uyumlu olarak Burt ve Reinders (2003) kekik ugucu yagimnin
E. coli O157:H7 tlizerine karanfil ugucu yagina nazaran daha giiglii antimikrobiyal
etkinliginin oldugunu ve kekik ugucu yaginin bakterisidal konsantrasyonun
E. coli O157:H7 hiicrelerinde bir dakika i¢inde geri doniislimii miimkiin olmayan
hasarlara neden oldugunu bildirmislerdir. Dogrudan kontamine gida ornekleri ve
in vitro olarak yapilan ¢alismalar kekik ucucu yagi ve ana bileseni olan karvakrol
iceren farkli filmlerin E. coli O157:H7 iizerine gii¢lii antibakteriyal etkilerinin
oldugunu ortaya koymustur (Oussalah ve ark 2004, Zivanovic ve ark 2005, Seydim
ve Sarikus 2006, Rojas-Graii ve ark 2007). Zivanovic ve ark (2005) %1 ve %2
oraninda kekik ugucu yagi ilave edilmis kitosan filmlerinin salam 6rneklerinde E.
coli O157:H7 sayisin1 5°C’ de 10 giin muhafaza sonunda yaklasik 3 Log diizeyinde
azalttigimmi bildirmislerdir. Oussalah ve ark (2004) %1 oraninda kekik ugucu yagi
igceren slit proteininden hazirlanmis yenilebilir filmler ile kaplanmis sigir etlerinde
E. coli O157:H7 sayisinin 4°C’ de 7 giin muhafaza sonunda 1,2 Log diizeyinde

azaldigini bildirmislerdir.

Kaplanmis plastik filmlerin kontamine kasar peyniri Orneklerinde
L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7’ ye karst antimikrobiyal etkileri
yenilebilir filmlere nazaran daha diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Bu durum
yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda daha fazla kitosan, asetik asit ve ugucu yag
kullanilmas: ile agiklanabilir. Benzer sekilde Duan ve ark (2007) kitosan ve asetik
asit ile hazirlanan yenilebilir filmlerin kaplanmig PP filmlere nazaran mozarella
peyniri orneklerinde L. monocytogenes, E. coli ve P. fluorescens’ e kars1 daha giiclii

antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmislerdir.
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Kitosan filmlerinin antimikrobiyal aktivitesinde kitosanin asetilasyon derecesi
ve molekiil agirligi, film yapim teknigi ve muhafaza sartlari, kullanilan organik
asidin tipi ve konsantrasyonu gibi bir¢ok faktor etkili olmaktadir (Fernandez-Saiz ve
ark 2009). Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar ugucu yag ilave edilmeyen kitosan
soliisyonlar1 ile hazirlanan yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin Gram pozitif
bakterilerden L. monocytogenes ve S. aureus ve Gram negatif bakterilerden
E. coli O157:H7’ ye kars1 giiglii antimikrobiyal etkisinin oldugunu gostermektedir.
Yapilan birgok c¢alismadan elde edilen sonucglar kitosanin bakteriler {izerine
antimikrobiyal aktivitesini ortaya koymustur. Bununla birlikte yine aym
caligmalardan Gram negatif ve Gram pozitif bakterilere yonelik farkli sonuglar elde
edilmistir. Fernandez-Saiz ve ark (2009) Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarinda
fosfat gruplar ile negatif olarak yiliklenmis teikoik asidin kitosan ile elektrostatik
etkilesimleri nedeniyle Gram pozitif bakterilerin kitosana karst Gram negatif
bakterilere nazaran daha duyarli olduklarmi ileri stirmiislerdir. Bu yaklasgim ile
uyumlu olarak No ve ark (2002) kitosanin Gram pozitif bakteriler {izerine
antimikrobiyal aktivitesinin Gram negatif bakterilere nazaran daha ytliksek oldugunu
bildirmislerdir. Bu yaklasimdan farkli olarak Chung ve ark (2004) Gram negatif
bakterilerin hiicre ylizeylerinin sahip oldugu yiiksek negatif yiik nedeniyle kitosan ile
etkilesimlerinin daha gii¢lii oldugunu ileri siirmiislerdir. Benzer sekilde Devlieghere
ve ark (2004) Gram negatif bakterilerin kitosana Gram pozitiflere nazaran daha

duyarli oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢aligmada kitosan filmlerinin gostermis oldugu antimikrobiyal etki
filmlerin peynir matriksinden su absorbe ederek kitosanin temas yiizeyinde aktif
duruma gec¢mesi ile agiklanabilir (Zivanovic ve ark 2005). Ayrica kasar peyniri
ornekleri kitosanin antimikrobiyal aktivitesi i¢in ideal pH degerine sahiptir. Yapilan
caligmalar kitosanin notral pH degerlerine nazaran diisiik pH degerlerinde pozitif
yiiklenmis aktif gruplarinin sayisindaki artis nedeniyle antimikrobiyal aktivitesinin
daha giiclii oldugunu ortaya koymustur (Wang 1992, No ve ark 2002, Fernandes-Saiz
ve ark 2009). Ayrica diisiik pH diizeylerinde bakteri hiicre yiizeyinde anyonik hale
gecen karboksil ve fosfat grublari kitosana daha fazla elektrostatik baglanma noktasi

sunmaktadir (Helander ve ark 2001).
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Zivanovic ve ark (2005) film soliisyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan ve
bakteri hiicrelerinde DNA, RNA ve hiicre duvar1 sentezini azaltan (Cherrington ve
ark 1990, Ricke 2003) asetik asidin filmlerin antimikrobiyal etkilerine katkida
bulundugunu bildirmislerdir. Bunun tersine Fernandes-Saiz ve ark (2009) asetik asit
ile hazirlanan kitosan filmlerinin antimikrobiyal etkisinin yalnizca film matriksinden

serbest kalan aktif amin gruplarindan ileri geldigini 6ne siirmiislerdir.

Kitosanin toz formunda aktif amin gruplarina sahip olmamasi nedeniyle
antimikrobiyal etkisi goz ardi edilebilecek diizeydedir. Kitosanin amin gruplarinin
aktif duruma gelerek antimikrobiyal aktivite kazanabilmesi i¢in film yapiminda
oldugu gibi diisiik pH degerlerine sahip jel veya viskoz soliisyonlar1 hazirlanmalidir
(Fernandes-Saiz ve ark 2009). Kitosan filmlerinin gida érneginde antimikrobiyal etki
gosterebilmesi i¢in kitosanin film matriksinden gida matriksine difuzyonu
zorunludur (Ouattara ve ark 2000a). Bu calismadan ve mozzarella peyniri, salam,
jambon ve pastirma gibi farkli gida matriksleri ile yapilan ¢calismalardan (Ouattara ve
ark 2000, Zivanovic ve ark 2005, Duan ve ark 2007) elde edilen sonuglar kitosanin
film matriksinden gida matriksine difuze olabildigini ortaya koymaktadir. Bunun
tersine Ye ve ark (2008a, 2008b) kitosanin film formunda jambon ve somon gibi
gida matrikslerine difuze olamadigin1 ve bu nedenle kitosanin film formunda

antimikrobiyal etkinliginin bulunmadigini 6ne stirmislerdir.

Fernandes-Saiz ve ark (2009) kitosan filmlerine film matriksinden serbest
hale gecen pozitif yikli glukozamin molekiillerinin antimikrobiyal etki
kazandirdigini  bildirmislerdir. Yine Fernandes-Saiz ve ark (2008) yaptiklar
calismada kitosan filmlerinden serbest hale gegen glukozamin miktar: ile filmlerin
antimikrobiyal etkileri arasindaki korelasyonu ortaya koymuslardir. Bununla birlikte
agar difuzyon metodu ile yapilan calismalarda kitosan filmlerinin antimikrobiyal
etkileri 6nemli diizeyde bulunmamistir (Coma ve ark 2002, Pranoto ve ark 2005). Bu
durumu inokiile edilen bakteri sayisinin oldukga yiiksek olmasi veya agar yiizeyinde
film matriksinden aktif gruplarin serbest hale gecememesi ile agiklanabilir
(Fernandes-Saiz ve ark 2009). Ancak Lagaron ve ark (2007) ATR-FTIR spektroskopi
ile yaptiklar1 calismada agar yiizeyinin kitosan filmlerinden kayda deger miktarda
aktif grubun serbest kalmasi i¢in yeterli su aktivitesine sahip oldugunu

bildirmislerdir. Bu durum kitosan filmlerinin antimikrobiyal etkilerini agar difuzyon
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gibi in vitro metotlar yerine bu calismada oldugu gibi gergek gida matriksleri

kullanarak degerlendirilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir (Ha ve ark 2001).

Bu calismada kekik ve karanfil ugucu yaglarinin film bilesimlerine ilavesinin
filmlerin Gram pozitif bakterilerden L. monocytogenes ve S. aureus ve Gram negatif
bakterilerden E. coli O157:H7’ ye karsi antimikrobiyal etkilerini énemli diizeyde
arttirdig1 goriilmiistiir. Gram negatif bakterilerin membran yapilarinin daha kompleks
olmasi nedeniyle Gram pozitif bakterilere nazaran ucucu yaglara kars1 daha direngli
olduklart bildirilmektedir (Smith-Palmer ve ark 1998, Holley ve Patel 2005).
Bununla birlikte bu ¢caligmadan elde edilen sonuglar ile uyumlu olarak yiiksek fenolik
igerikleri nedeniyle kekik ve karanfil ugucu yaglarinin her iki grup tiyesi bakterilere
kars1 giiclii antimikrobiyal etkilerinin oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur

(Holley ve Patel 2005).

Genel olarak kekik ugucu yagi iceren filmlerin karanfil ugucu yagi igeren
filmlere nazaran her {i¢ patojene karsi etkisi daha yiiksek diizeyde bulunmustur.
Benzer sekilde yapilan in vitro ¢aligmalar kekik tiirlerinin ugucu yagi ve anabileseni
olan karvakroliin karanfil ucucu yag1 ve anabileseni olan eugenole nazaran daha
giiclii antimikrobiyal etkinliginin oldugunu ortaya koymustur (Burt 2004, Becerril ve
ark 2007, Oussalah ve ark 2007). Bu sonug eugenole nazaran daha hidrofobik yapida
olan karvakroliin hiicre membranlarinda birikebilmesi ve serbest hidroksil grubu
sayesinde proton degisimi yapabilmesi nedeniyle eugenole nazaran bakteri hiicre

membran yapisina daha fazla zarar vermesi ile agiklanabilir (Arfa ve ark 2006).

Kekik ugucu yagi, giiclii antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle ugucu yaglarin
gida ambalaj materyalleri ile birlikte kullanimina yonelik c¢aligmalarda kullanilan
ucucu yaglarin baginda gelmektedir (Joerger 2007). Yapilan in vitro ¢alismalar ile
uyumlu olarak ambalaj materyalleri ile birlikte farkli ugucu yaglarin kullanildig
calismalarda en etkin sonuglar kekik ugucu yagi ile elde edilmistir (Oussalah ve ark

2004, Zivanovic ve ark 2005, Becerril ve ark 2007, Rojas-Graii ve ark 2007).
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5. SONUC ve ONERILER

Gidalarda mikroorganizma kontaminasyonun tiiketici sagligi lizerine
olusturdugu riskler ve neden olduklar1 ekonomik kayiplar antimikrobiyal ambalaj
sistemlerine yonelik ¢aligmalarin hiz kazanmasina neden olmustur. Son yillarda artan
tiketici bilinci ve sentetik kimyasal koruyucularin neden oldugu kaygilar
antimikrobiyal ambalaj sistemlerinde dogal kaynakli antimikrobiyal maddelerin

kullanimina olan ilgiyi arttirmistir.

Gilinlimiizde yillik yaklagik 40 milyon ton sentetik polimer ambalaj materyali
kullanilmaktadir. Bu miktar bir yilda ortaya ¢ikan atik materyalin yaklasik %20’ sini
olusturmaktadir. Bu durum sentetik polimerlerin dogada kaliciliklar1 nedeniyle ciddi
cevresel kaygilar1 beraberinde getirmektedir (Srinivasa ve Tharanathan 2007). Bu
nedenle film olusturma yetegine sahip biyopolimerlerin ambalaj materyali olarak
kullanim olanaklarinin degerlendirilmesine yonelik caligmalar ¢evrenin korunmasi

bakimindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu ¢aligmadan elde edilen sonuglar antimikrobiyal 6zellikte ve biyobozunur
bir biyopolimer olan kitosan ile hazirlanan yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin
gida kaynakli patojenlere karsi etkinligini ortaya koymustur. Kitosanin gida
endistrisinde ambalaj materyali olarak kullanimi tiiketici sagligi ve c¢evrenin
korunmasindaki faydalarinin yaninda o6nemli bir kitosan kaynagi olarak deniz

iriinleri endiistrisi atiklarinin ekonomiye kazandirilmasina katki saglayacaktir.

Yiiksek fenolik icerikleri nedeniyle gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip olan
kekik ve karanfil ucucu yaglarinin (Burt 2004) film soliisyonlarina ilavesinin
filmlerin antimikrobiyal etkisini kaydadeger oranda arttirdigr gorilmiistiir. Elde
edilen sonuglar 1s1l islem gerektirmemesi nedeniyle plastik filmlerin biyopolimerler
ile kaplanmasinin ugucu yaglarin plastik filmler ile birlikte kullanilmalarma yonelik

ideal bir yontem oldugunu gdstermistir.

Kekik ucucu yag iceren filmlerin antimikrobiyal etkisinin karanfil ugucu yagi
iceren filmlere nazaran daha gii¢lii oldugu tespit edilmistir. Ulkemizin kekik ihrag
eden iilkelerin basinda gelmesi ve iilkemizde yetisen kekik tiirlerinin yiliksek

karvakrol igerigine sahip olmasi (Azcan ve ark 2000, Baydar ve ark 2004, Ozel ve
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ark 2004) kekik ugucu yagimin ambalaj materyalleri ile birlikte kullanimima yonelik

arastirmalarin 6nemini arttirmaktadir.

Bu c¢aligmadan elde edilen sonuglar kitosan ve ugucu yaglarin farkli kullanim
alanlarina sahip olan yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin hazirlanmasinda

kullanim potansiyeli oldugunu ortaya koymustur.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Dogal Antimikrobiyal Maddeler ile Hazirlanan Yenilebilir ve Kaplanmis Plastik
Filmlerin Gida Kaynakh Baz Patojenlere Etkileri

Emrah TORLAK

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2009

Bu ¢aligmada kitosan ve ugucu yag igeren kitosan soliisyonlari ile hazirlanan yenilebilir ve
kaplanmig  plastik  filmlerin  Listeria  monocytogenes,  Staphylococcus  aureus  ve
Escherichia coli O157:H7’ ye karsi antimikrobiyal etkileri gergek gida matriksi {izerinde
degerlendirilmistir. Kekik ve karanfil ugucu yaglar1 yenilebilir film soliisyonlarina %0,5 ve %]l
oraninda, kaplanmis plastik film soliisyonlarina %1 oraninda ilave edilmistir. Yenilebilir filmler
solvent evaporasyon yontemi ile hazirlanmistir (10 mg/cm” kitosan). Kaplanmus plastik filmler film
soliisyonlarmin PP filmlerin korona uygulamasi gormiis yilizlerine manuel ince tabaka kaplayicist ile
1slak kaplama kalinligt 500 pm olarak kaplanmasi ile hazirlanmistir.

Gida matriksi olarak kullanilan kasar peyniri dilimleri L. monocytogenes, S aureus ve
E. coli O157:H7 ile Log 5 kob/g diizeyinde kontamine edilmistir. Yapay olarak kontamine edilen
ornekler hazirlanan filmler ile kaplanmis ve 4°C’ de 14 giin muhafaza edilmistir. Muhafazanin 1. 7. ve
14. giinlerinde yapilan sayimlar ile filmlerin her (¢ patojene karsi antimikrobiyal etkileri
degerlendirilmistir.

Muhafaza periyodu sonunda tiim film tiplerinin her ii¢ patojene karsi antimikrobiyal etkisi
kontrol grubuna nazaran 6nemli diizeyde bulunmustur (P<0,05). Kontrol grubuna nazaran yenilebilir
filmler ile kaplanmis drneklerde L. monocytogenes sayisi 1,18 Log ile 2,39 Log arasinda, S. aureus
sayis1 0,90 Log ile 2,66 Log arasinda ve E. coli O157:H7 sayist 0,75 Log ile 2,32 Log arasinda diisiik
tespit edilmistir. Kontrol grubuna nazaran kaplanmig plastik filmler ile kaplanmig Orneklerde
L. monocytogenes sayis1 0,70 Log ile 1,32 Log arasinda, S. aureus sayisi 0,61 Log ile 1,41 Log
arasinda ve E. coli O157:H7 sayis1 0,50 Log ile 1,19 Log arasinda diisiik tespit edilmistir.

Genel olarak kekik ugucu yagi igeren filmlerin karanfil ugucu yagi igeren filmlere nazaran
daha gii¢lii antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Film soliisyonlarina kekik ugucu yagi
ilavesinin muhafaza periyodu sonunda yenilebilir ve kaplanmis plastik filmlerin her ii¢ patojene karsi
antimikrobiyal etkisini 6nemli diizeyde (P<0,05) arttirdig1 goriilmiistiir.

Bu calismadan elde edilen sonuglar kitosanin antimikrobiyal filmler i¢in ideal bir
biyopolimer oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte ugucu yaglarin biyopolimerler ile hazirlanan
antimikrobiyal yenilebilir ve kaplanmis plastik filmler i¢in kullanim olanaklarinin oldugunu ortaya
koymustur.

Anahtar Sézciikler: Antimikrobiyal film; Kitosan; Ucgucu yag; Gida kaynakli patojenler;
Kasar peyniri
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7. SUMMARY

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
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Effects of Edible and Coated Plastic Films Prepared with Natural Antimicrobials on
Certain Foodborne Pathogens

Emrah TORLAK

Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2009

In this study antimicrobial efficiency of edible and coated plastic films praperad with
chitosan solutions and chitosan solutions enriched with essential oils against Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus and Escherichia coli O157:H7 were evaluated on real food matrix. Oregano
and clove oil were added to edible film solutions at %0,5 and %1, coated plastic film solutions at %1.
Edible films were prepared by solvent evaporation method (10 mg/cm? chitosan). Coated plastic films
were prepared by coating of film solutions with manual thin layer coater on corona treatment side of
PP films at 500 um wet coating thickness.

Kashar cheese slices used as food matrix were contaminated with L. monocytogenes,
S aureus ve E. coli O157:H7 at 5 Log cfu/g. Artificially contaminated cheese samples were wrapped
with preperad films and stored at 4°C for 14 days. Antimicrobial effectiveness of films against each of
three pathogens were evaluated by counts performed on 1, 7 and 14 days of storage period.

At the end of storage period antimicrobial effectiveness of all film types against three
pathogens were determined as significant (P<0,05). Application of edible films to samples were
resulted 1,18 to 2,39 Log reduction in count of L. monocytogenes, 0,90 to 2,66 Log reduction in count
of S.aureus and 0,75 to 2,32 Log reduction in count of E. coli O157:H7 compared to control samples.
Application of coated plastic films to samples were resulted 0,70 to 1,32 Log reduction in count of
L. monocytogenes, 0,61 to 1,41 Log reduction in count of S.aureus and 0,50 to 1,19 Log reduction in
count of E. coli O157:H7 compared to control samples.

Generally oregano oil added films were showed greater antimicrobial effect on pathogens
than clove oil added films. Resulst obtained at the end of store period showed that addition of oregano
oil to film solutions increased antimicrobial activity of edible and coated plastic films at significant
degree (P<0,05).

Results suggest that chitosan is an ideal biopolymer for antimicrobial films. Additionally

essential oils have the potential to be used in antimicrobial edible and coated plastic film preperad
with biopolymers.

Key Words: Antimicrobial film; Chitosan; Essentail oil; Foodborne pathogens; Kashar
cheese
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