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OZET

NATAMISIN ICEREN ALJINAT VE ZEIN FILMLERININ HAZIRLANMASI,
KARAKTERIZASYONU VE KASAR PEYNIRININ RAF OMRU UZERINE ETKISi

Gikece SARITAS

Ordu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali, 2017
Yiksek Lisans Tezi, 83s.

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hasan TURE

Bu ¢aligmanin amaci, kasar peynirinde kiiflenme problemini sinirlandirma/engelleme amagl
olarak dogal bir antimikrobiyal olan natamisin igeren polisakkarit (aljinat) ve protein (zein)
bazli biyofilmlerin gelistirilmesidir. Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat ve
zein esash yenilebilir filmlerin antifungal etkileri model mikroorganizma olarak segilen
Aspergillus niger (A. niger) ve Penicillium camemberti (P. camemberti ) kullanilarak agar
disk diflizyon metoduyla belirlenmistir. Mekanik o6zellikleri, nem tutma kapasiteleri,
filmlerin kesit yapisi ve yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmigtir. Son olarak filmlerin kasar peynirinin raf 6mriine etkisi Aspergillus niger ve
Penicillium camemberti kiifleri test mikroorganizmalari kullanilarak buzdolab1 sicakliginda
45 giin depolama siiresi boyunca arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, natamisin
konsantrasyonunun artmasiyla her iki test organizmasina karsi antimikrobiyal aktivitenin
arttigini; ancak A. niger ve P. camemberti kiiflerine karsi aljinat filmlerinin, zein filmlerine
kiyasla daha genis inhibisyon zonlari olusturdugu tespit edilmistir. Zein filmlerine ait
gerilme direngleri, kopma aninda uzama yiizdesi ve elastik modiilii degerlerinin aljinat
filmlerinden daha zayif oldugu tespit edilmistir. En yiiksek gerilme direnci ve elastik modiilii
40 mg natamisin igeren aljinat filmlerde, en yiiksek kopma anindaki uzama yiizdesi ise 2 mg
natamisin igeren aljinat filmlerde gozlemlenmistir. Aljinat filmlerin nem tutma kapasiteleri
zein filmlerine gore daha yiiksektir ve en yiliksek nem tutma kapasitesi 20 mg natamisin
iceren aljinat filmlerde gdzlemlenmistir. SEM analizi sonucunda aljinat film 6rneklerinin
zein filmlere kiyasla daha diizenli bir yapiya sahip oldugu ve diisiik konsantrasyonda
natamisinin aljinat filmleri icerisinde daha homojen dagilim gosterdigi belirlenmistir. 45
giinliik depolama siireci sonunda kasar peynirlerindeki kiif yiikleri incelendiginde, yiiksek
konsantrasyonlarda natamisin bulunduran zein filmlerinin aljinat filmlere kiyasla her iki test
organizmasina karsi daha iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmis ve bu nedenle
kasar peyniri ambalajlamasinda daha uygun olacagi sonucuna varilmistir. Bu ¢alismada elde
edilen bulgular 1s18inda ekonomik, g¢evre dostu, dogal ve saglikli bir ambalaj elde
edilebilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Aljinat, Antimikrobiyal, Kasar peyniri, Kaf, Natamisin, Zein.



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF ALGINATE AND ZEIN
FILMS CONTAINING NATAMYCIN AND INVESTIGATION OF THEIR
EFFECTS ON THE SHELF LIFE OF KASHAR CHEESE

Gikece SARITAS

University of Ordu
Institute for Graduate Studies in Science and Technology
Department of Food Engineering, 2017
MSc. Thesis, 83p.

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Hasan TURE

The aim of this study was to develop polysaccharide (alginate) and protein (zein)
based biofilms containing natamycin, a natural antimicrobial, in order to limit or
prevent the common molding issue in kashar cheeses. Using disk diffusion method,
the antifungal effects of alginate and zein based edible films containing natamycin
were determined over the selected model microorganisms; Aspergillus niger (A.
niger) and Penicillium camemberti (P. camemberti). The mechanical properties,
water holding capacities, cross sectional and surface morphologies were screened
using a scanning electron microscope (SEM). Finally, the effects of films on the shelf
life of kashar cheeses inoculated with A. niger and P. camemberti were investigated
through their storage under refrigerator conditions for 45 days. The results indicated
that as the natamycin concentration increased the antifungal activity increased
against both microorganisms, however, alginate films were found to create wider
inhibition zones than the zein films against both A. niger and P. camemberti. The
tensile strength, the percent elongation at break and the elastic modulus values of the
zein films were found to be weaker than the alginate films. The highest tensile
strength and elastic modulus were observed in alginate films containing 40 mg
natamycin while the highest elongation percentage at break was determined in
alginate films containing 2 mg natamycin. The moisture retention capacities of the
alginate films were higher than those of the zein films and the highest moisture
retention capacity was observed in alginate films containing 20 mg natamycin. The
SEM micrographs showed that the alginate film specimens had a more
regular/organized structure compared to the zein films and a more homogeneous
distribution of natamycin in alginate films at lower concentrations. At high
natamycin concentrations, zein films were found to show better antimicrobial activity
against both test fungi compared to the alginate films at the end of the 45 days of
storage. Hence, zein films were regarded as a better option for cheese packaging. It
has been shown that economic, environmental friendly, natural and healthy
packaging can be obtained in the light of findings obtained in this study.

Keywords: Alginate, Antimicrobial, Kashar cheese, Mold, Natamycin, Zein.



TESEKKUR

Akademik hayatimin temelini atan ve kendisiyle ¢alismaktan mutlu oldugum, tez ¢alismamin
her agamasinda bilgileriyle beni yonlendiren ve bana her konuda destek olan sevgili
damgman hocam, Yrd. Do¢. Dr. Hasan TURE’ye en igten tesekkiir ve saygilarim

sunuyorum.

Calismalarimda sunduklar1 imkanlarindan ve yardimlarindan dolay: degerli hocam Yrd. Dog.

Dr. Bekir Gok¢en MAZI'ya,

Yiiksek Lisans tezi jiiri tiyeleri; Sayin Yrd. Dog. Dr Isil BARUTCU MAZI’ya ve Sayin Yrd.
Do¢. Dr. Kemal SEN’e yapict ve yonlendirici fikirleriyle katkida bulunduklari igin

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismam boyunca tiim asamasinda tezimin daha iyi hale gelmesini saglayan, bilgileriyle
bana her tiirlii destegi olan, varligindan otiirii sevgili hocam, Aras Gor. Omer Faruk
CELIK’e

Ordu Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii arastirma gorevlilerine tesekkiirlerimi ve

saygilarimi sunuyorum.

Son olarak; bu zorlu ve uzun siiregte beni siirekli motive eden hayatimin geri kalan siirecinde
bana yol arkadasi olacak Aytag KUCUK’e, hayatim boyunca tarifi olmayan fedakarlikta
bulunan ve ideallerimi gerceklestirmemde her zaman yanimda olan canim annem Ayse
SARITAS’a, canim babam Hasan SARITAS a ve abim Gokhan SARITAS’a sonsuz sevgi ve

tesekkdirlerimi sunuyorum. Bu ¢aligmami onlara armagan ediyorum.



ICINDEKILER

ABSTRACT

TESEKKUR . ..o,

ICINDEKILER. ...

SEKILLER LISTEST. ..ot e,

CIZELGELER LISTEST ... oot

SIMGELER ve KISALTMALAR.........oii e,

1.

2.
2.1.
2.2.
2.3.
2.3.1.

2.3.1.1.

2.3.2.
2.3.3.

2.3.3.1.

2.3.4.
2.4.

2.4.1.
2.4.2.
2.4.3.
2.4.4.
2.4.5.

2.45.1.
2.45.2.

Aktif Ambalajlama.........cccceeeniiniiiii i
Yenilebilir Ambalajlama ve Ozellikleri.................ccccoviiiiiiiiiiieeiin,
Yenilebilir Film ve Kaplamalar.................ooooiiiiiiiiiiiiiicee e,
Yenilebilir Polisakkarit Bazl1 Yenilebilir Film ve Kaplamalar..................
Aljinat Bazl Yenilebilir Film ve Kaplamalar...........cccccceiviiiiiiiniiiee,
Yenilebilir Lipit Bazli Yenilebilir Film ve Kaplamalar ............cccoccooinenene.
Yenilebilir Protein Bazli Yenilebilir Film ve Kaplamalar...............ccccee....
Zein Bazli Yenilebilir Film ve Kaplamalar.............c.ccooeniiniiniiniiiieee
Kompozit Yenilebilir FIImIer.........ccocoooiiiiiiieeeee e
Yenilebilir Film ve Kaplamalarda Kullanilan Katki Maddeleri..................
| T A1 ] T e (e (<
SOIVENLIET ...ttt et et
Emiilsifiye Edici Maddeler ve Surfaktanlar.....................ooooiiiiiiinnin,
Antioksidan Maddeler ..........c.coeviieinininn e
Antimikrobiyal Maddeler ............ccooieiiieiieiiiieeeeceee e
Kimyasal Antimikrobiyal Maddeler.............cccoeviiiiniiiiii e

Dogal Antimikrobiyal Maddeler............cceoveveriieciienieiieeceee e

10
11
12
15
16
17
17
18
18
18
20
20

21



2.5.
2.5.1.
2.5.2.
2.5.3.
2.5.4.
2.5.5.
2.6.
2.7.
2.8.

2.8.1.
2.8.2.
2.8.3.
2.9.

2.9.1.
2.9.2.

3.1.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.3.1.
3.2.3.2.
3.2.4.
3.2.5.
3.2.6.
3.2.7.

N1 1T 1 OSSP RURURPRRPR

Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Gidalarda Uygulama Y 6ntemleri............
Daldirma YOntemi. . ..c.ueeueein e eeere e,
PUSKUItmMe YONteMI. ....cevueiieiiiiie sttt
DOKIME Y OMECIML c.eveenetieie ettt et et e
Damlatma YONTeMI.....ccceu it
KOPUKIEME Y ONIEMI...eeuvievieiet et eteetee et et teeeetee e e e eeeeenennes
Yenilebilir Ambalajlamanin Avantajlar ve Dezavantajlart.............ccocceevenene.
Antimikrobiyal Madde iceren Ambalajlama Yontemlefi.............cc.c.coeveen....

Antimikrobiyal =~ Ambalajlamalarin ~ Etkinliklerinin ~ Belirlenmesinde
Kullanilan YOntemler........c.ccooviiiiiiiiiiiies s

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Testi (MIK)........cccccocoeveeeevneinnnnnn,
Sallanan Erlen TeSti. ..o e
Agar DIflizyon Testi......ooeoiiiii e
Antimikrobiyal Yenilebilir Film ve Kaplamalarm Gida Uygulamalart........
Aljinat Bazl1 Yenilebilir Film ve Kaplamalarla lgili Calismalar...............
Zein Bazli Yenilebilir Film ve Kaplamalarla lgili Calismalar..................
MATERYAL VE YONTEM ........cccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiseenienes
MALEIYAD .o,
D 0111 3 s PR PRROPRRTR
Mikroorganizmalarin Mikrobiyal Biiyiime Kosullar1 ve Kiiltiirleri ...............
Kiif Sporlarinin Hazirlanmast .......c..eeveienineinicicniini e
Biyopolimer Esasli Filmlerin Hazirlanmast .........cccoeeeviiiniiiiniiiin,
ZEIN FIlM...oii e
ALJINAL FIIML. i
Natamisin Igeren Antimikrobiyal Filmlerin Hazirlanmast.......................
Natamisin Igeren Filmlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi.......
Film KAl coeeeeeeie et

Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi..........ocvovevereoeenanenennns.

\

24
25
25
25
25
26
26
27

28
29
29
29
30
32
34
36
36
36
36
36
37
37
38
38
39
39

39



3.2.8. Toplam Nem Miktarinin Belirlenmesi.................ocooooiiiii,

3.2.9. Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi................cccoveviiniininn..
3.2.10.  Natamisin Iceren Filmlerin Gida Uygulamalari...................................
3.2.10.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve IOKGIIM. .........ccoveviveieeiniiieieieieieeiee e
3.2.10.2.  MiKrobiyolojik ANALIZ........c.cooiiiiiieiiesese e
3.2.11.  Istatiksel Degerlendirme. ..............ouuiuneenii e,
4, BULGULAR VE TARTISMA ...t
4.1. Natamisin Iceren Zein ve Aljinat Yenilebilir Filmlerinin Antimikrobiyal

OZEIITKIETT. ...t e e e et
4.2. Antimikrobiyal Filmlerin Fiziksel ve Mekanik Ozellikler.......................
4.2.1. Filmlerin Kalmliklarinm OIGHIMESI............oovviiiiiiiiiiiie e
4.2.2. Filmlerin Mekanik OzelliKIEri...................ovvueiieeieeiee e
4.23. Toplam Nem Miktarmin OlgiImesi...............cooviviiiiiiiiieiiiiieiiei,
43. Filmlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfolojisi................
4.4,

Farkli Konsantrasyonlarda Natamisin Igeren Zein Filmin Kasar Peyniri

Uzerine UygUIAmast..............uiiuiiniii e

4.5, Farkli Konsantrasyonlarda Natamisin Igeren Aljinat Filmin Kasar Peyniri

Uzering UYGUIAMAST ........c.c.vvveeeeeeeeeeeeeeeeeeieseseaeie e ensie s s s sessasse e sasenes
5. SONUC VE ONERILER .........cocoovooiiiiiieeeeseeeeee e ene e,
6. KAYNAKLAR . .,
OZGECMIS......oiiiiiiiii s

Vi

40

40
40
41
41
41
42

42
47
47
48
50

52

54

59
65
69
82



Sekil No

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 4.1.

Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

SEKILLER LISTESI

Sayfa
Zein filmlerin hazirlanisi................oocii e 37
Aljinat filmlerin hazirlanisi...............oooi . 38

Farkli konsantrasyonlarda natamisin i¢eren zein filmlerinin A. niger
ve P.camemberti mikroorganizmalarina karsi olusturduklar
InhibiSyon Zomn Gaplart.........c.ceeeeriiieriicee e

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmlerinin A.
niger ve P.camemberti mikroorganizmalarina karsi olusturduklari
INhibiSyon Zon Gaplari......ccccceevviiuiiii i e

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat ve zein
filmlerinin SEM mikroskobunda goriintiilenen yiizey ve kesit
VAPIIATT. ettt et s

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
UZETINE CtKILETT. e ueieiiiieieeie e

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki P. camemberti populasyonu
UZETINE CKILETI. ... vt

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
UZETINE CLKILETT.....eviienieiieiiicriccccc e

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki P. camemberti populasyonu
UZETINE CKILET. c.coviiviiieierericete e

Natamisin i¢ermeyen aljinat kontrol filmlerinin P. camemberti
inokiile edilmis kasar peyniri iizerine depolama boyunca etkisi........

VI

43

45

53

56

58

61

63

63



Cizelge No

Cizelge 2.1.

Cizelge 2.2.

Cizelge 3.1.

Cizelge 4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

CIZELGELER LIiSTESI

Yenilebilir  film  ve  kaplamalara eklenen  kimyasal
antimikrobiyaller ...,

Yenilebilir film ve kaplamalara eklenen dogal antimikrobiyaller

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein ve aljinat
filmlerin hazirlani$i.........ocvviiiiniiei e

A. niger ve P. camemberti mikroorganizmalarina kars1 farkli
konsantrasyonlarda  natamisin  i¢eren  zein  filmlerin
olusturduklari inhibisyon zon ¢aplart............cccoeervrviici e e

A. niger ve P. camemberti mikroorganizmalarina karsi farkli
konsantrasyonlarda  natamisin  igeren  aljinat  filmlerin
olusturduklari inhibisyon zon ¢aplart....................ccooeiint.

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat ve zein
filmlerin kalinlik 6l¢timleri ve mekanik 6zellikleri...................

Farkli konsantrasyonlarda natamisin ilave edilen zein ve aljinat
filmlerin  yapisinda bulunan toplam nem  miktarlar

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
(log kob/g) tizerine etkileri..........cccoeririeininiieeeieeseeiee

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki P. camemberti
populasyonu (log kob/g) tizerine etkileri ..................cceeeeee.

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
(log kob/g) tizerine etkileri..........ccvviirieriiiiieisc e

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki P. camemberti
populasyonu (log kob/g) tizerine etkiler......................cceuee.

Sayfa

21

22

39

42

44

48

49

95

57

60

62



ADI
ASTM
BHA
BHT
cm
CMC
CO,
DRBC
EB

EC
EDTA
EM

FDA

GRAS
HPC
HPMC
kob
MC
Mg
NA
nm

O,

Pa

SIMGELER ve KISALTMALAR

: Giinliik Alinmas1 Gereken Miktar
: American Standart Test Methods
: Biitilendirilmis Hidroksianisol

: Biitilendirilmis Hidroksitoliien

: Santimetre

. Karboksi Metil Seliiloz

: Karbondioksit

: Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar
: Uzama Ytizdesi

: European Community

: Etilendiamin Tetraasetik Asit

: Elastik Modiili

: Amerika Gida ve Ilag Dairesi
:gram

: Genel Olarak Giivenilir/Zararsiz Kabul Edilen
: Hidroksipropil Seliiloz

: Hidroksipropil Metil Seliiloz

: Koloni Olusturan Birim

: Metil Seliiloz

: Miligram

: Natamisin

: Nanometre

: Oksijen

: Kismi Pasing



PDA
pH
ppm
PVA
rpm
SEM
sn
TBHQ
TGK
TS
TUIK
uv
WG
WHO

WPI

: Potato Dextrose Agar

: Power of Hydrogen

: Milyonda Bir Birim

: Polivinil Asetat

: Dakikada Doniis Sayisi

: Taramal1 Elektron Mikroskobu
: Saniye

: Tersiyer Biitil Hidroksi Kinon
: Tirk Gida Kodeksi

: Gerilim Direnci

: Tiirkiye Istatistik Kurumu

: Ultraviyole

: Bugday Gluteni

: Diinya Saglik Orgiitii

: Peynir Alt1 Suyu Protein izolati

XI



1. GIRIS

Diinya niifusundaki artisin tersine dogal kaynaklarin giin gegtikce azalmasi,
teknolojideki ilerlemeler ve hizli yasam sartlar1 insanlar1 beslenme ve gida
konusunda farkli arayislara yoneltmistir. Hazirlanmasi kolay, tiikketime hazir, daha az
islem gormiis, dogal ve organik gidalara olan talep artmistir. Giiniimiizde bir taraftan
bitkilerin genetik modifikasyonlar yoluyla zararlilara ve iklim kosullarina karsi
direncini, diger taraftan ise gidalarin raf Omriinii ve besin degerini artirmak i¢in yeni
isleme ve muhafaza yontemleri gelistirilmektedir. Boylece verimi/iiretimi artirma ve
mevcut kaynaklar1 korumanin yaninda {iretilen iiriinlerin kalite kayiplarin1 6nleyerek
uzun siireli muhafazalar1 amaclanmaktadir. Bu yontemlerden biri de aktif
ambalajlamadir. Aktif ambalajlama, iirlinii dis faktorlerden korumada bariyer olarak
kullanilan ambalaj materyaline ekstra Ozellikler kazandirilmasi  olarak
tanimlanmaktadir. Aktif ambalajlamanin uygulamalarindan biri de antioksidanlar,
antimikrobiyaller, vitaminler, renklendiriciler, tatlandiricilar gibi farkli gida katki
maddeleri igeren yenilebilir film ve kaplamalarin gidalarin yiizeylerine

uygulanmasidir (Han, 2000).

Yenilebilir film ve kaplamalar; bir gidanin yiizeyi iizerinde olusturulmus ince
tabakali, gidayla birlikte yenilebilen, sentetik olmayip dogal kaynaklardan elde
edilen ¢evre dostu malzemelerdir. Yenilebilir film/kaplama malzemelerinin
kullanim1 gida friinleri i¢in gereken paketleme malzemesini basitlestirme ve
azaltmayr miimkiin kildig1 gibi, plastiklerle yapilan gida ambalajlamasinin ciddi
sorunlar1 olan kanserojen riski ve ¢evre kirliligini azaltma potansiyeline sahiptir. Bu
ithtiyaglar dogrultusunda 6zellikle 2000’11 yillarda yenilebilir film ve kaplamalardaki
gelismeler olduk¢a hiz kazanmistir. Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda temelde
hidrokolloidler (protein ve polisakkarit) ve lipitler kullanilirken, bunlarin

kombinasyonlarindan elde edilen kompozit filmlerden de yararlanmak miimkiindiir

(Dursun ve Erkan, 2009).

Iyi kalitede bir yenilebilir filmde; duyusal ozellikler (seffaf, tatsiz ve kokusuz)
yaninda filmin sahip oldugu bariyer 6zellikleri (nem, oksijen gecirgenlikleri), gida ile
film ve/veya atmosfer ile film arasinda gergeklesebilecek fiziksel ve biyokimyasal

reaksiyonlara karsi1 kararli yapida olmasi, saglik agisindan giivenilir, ¢cevreyle dost ve



diistik maliyetli olmasi Onemlidir. Bu nedenlerden dolay1 yenilebilir film ve
kaplamalarda genellikle nisasta, seliiloz ve tiirevleri, gamlar (guar, keciboynuzu
gami, karragenan, pektinler ve diger tiirevleri) ve kitin/kitosanin, aljinatin i¢inde yer

aldig1 polisakkarit esasli tiriinlerden yararlanilmaktadir (Sarikus, 2006).

Son yillarda yapilan arastirmalarda siklikla kullanilan yenilebilir film ve
kaplamalarin basinda kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen polisakkarit bazli
aljin, aljinik asit ve aljinatlar gelmektedir (Rhim, 2004; Norajit ve ark., 2010).
Aljinatlardan elde edilen film ve kaplamalar, diisiik su icerigine ragmen esnek ve
giicli bir film yapisina sahiptir. Ambalaj materyali olarak kullanildiginda gidanin
nem kaybini onlemekte ve lipid oksidasyonu ile artan acilagsmay1 azaltmaktadir.
(Moe ve ark., 1995; Fabra ve ark., 2008a; Fabra ve ark., 2008b). Ayrica dogal olarak
elde edilmesi aljinata hem c¢evre dostu olarak hem de ekonomik yonden deger
kazandirmaktadir. Protein bazli film ve kaplamalarda hayvansal olarak kazein, peynir
alt1 suyu, kollajen ve jelatin; bitkisel olarak ise zein (misir), soya ve gluten daha fazla
tercin edilmektedir. Yapilan arastirmalarda bitkisel olup gida materyali olarak
toleransi yliksek olan zein filmi ¢ok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Zein filmi
iyi bir nem bariyeri Ozelligi sergilemektedir. Bircok c¢alismada esnekligini
gelistirmek i¢in zein filmine plastiklestirici maddeler (organik asit, gliserol, sekerler
vb.) eklenmesi yoluyla filmde meydana gelen kopmalarin Oniine gecilmesi
hedeflenmistir. Zein, tatlarin yayilmasinda ya da maskelenmesinde kontrol amaciyla
da kullanilmistir (Gennadios ve ark., 1994). Sert kabuklu iiriinlerde, iiriin tizerindeki
antioksidanlar1 sabitlestirerek oksitadif acilasma, bayatlama ve nemlenmeyi
onlemede olumlu etki yapmistir (Gennadios ve Weller, 1990). Farkli 6zellikteki
yenilebilir film ve kaplamalarin pek ¢ok farkli gidaya etkin bir sekilde uygulandigi
yapilan caligmalarla gosterilmis olup antimikrobiyal madde ilaveli yenilebilir
filmlerin de gidalardaki mikrobiyal yiikii azaltarak gida giivenligini saglama, kalite
kayiplarini azaltma ve raf omriinlii uzatma potansiyeline sahip oldugu bildirilmistir

(Quintavalla ve Vicini, 2002).

Siit iriinlerinde kiif ve mayalar1 engellemek amaciyla genellikle benzoik asit ve
tuzlar1, dehidro asetik asit, hegzametilen tetramin, CO, hidrojen peroksit, nitratlar,
p- hidroksibenzoik asit esterleri kullanilmaktadir. Bununla birlikte kimyasal yapidaki

bu antimikrobiyaller gidayla birlikte tiiketildiginden gidalarda kullanim miktarlar
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siirlandirilmistir. Ayrica, ¢evreye verdikleri zarar da diisiiniildiiglinde son yillarda
dogal antimikrobiyallerin kullanimindaki artisin nedeni daha iyi anlagilmaktadir. Siit
tirinlerinde dogal antimikrobiyallerden olan natamisinin (E-235) kullanim1 oldukca
yaygindir. Streptomyces natalensis’den elde dilen natamisin “Genel olarak
giivenilir/zararsiz kabul dilen” (GRAS) dogal bir bakeriyosin olup diisiik dozlarda
bile kiif ve mayalara kars1 oldukga etkilidir (Struyk ve ark., 1957-58). Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan izin verilen giinliik kullanim miktar1 0,3 mg/kg’dir. Son
yillarda 6zellikle peynirde kiif gelisimini 6nlemek amaciyla natamisin kullanimi

olduke¢a yayginlagmaktadir (Elayedath ve Barringer, 2002).

Kasar peyniri iilkemizde beyaz peynirden sonra en fazla iiretilen ve tiiketiciler
tarafindan oldukea fazla tercih edilen bir siit {iriiniimiizdiir. Tiirkiye Istatistik Kurumu
(TUIK) verilerine gore 2014 yilinda toplam 593.200 ton peynir ve lor iiretilmistir ve
bunun 167.675 tonunu kasar peyniri olusturmustur (Anonim, 2016). Uretimin
sonrasinda ozellikle uygun olmayan olgunlagsma ve depolama kosullarindan dolay1
yiizeyde kiiflenme problemine kasar peynirinde oldukca sik rastlanmaktadir.
Kiiflenme sonucunda 6nemli ekonomik kayiplar yaninda ve kiifli peynirlerin

tiikketimi halinde ciddi saglik sorunlar1 da ortaya ¢ikabilmektedir (Topal, 1987).

Bu calismada, siit {iriinleri isletmelerinde ve evlerde siklikla karsilagilan kasar
peynirinde kiiflenme problemini sinirlandirma/engelleme amacgh olarak dogal bir
antimikrobiyal olan natamisin ilave edilerek polisakkarit (aljinat) ve protein (zein)
bazli biyofilmler gelistirilmistir. Calismanin ilk boliimiinde farkli konsantrasyonlarda
natamisin i¢eren fimlerin antifungal etkileri model mikrorganizma olarak secilen
Aspergillus niger ve Penicillium camemberti kullanilarak agar disk difiizyon
metoduyla belirlenmistir. Calismanin ikinci béliimiinde filmlerin mekanik (gerilme
kuvveti, elastikiyet modiilii, kopma noktasi) ve nem tutma kapasiteleri belirlenerek
gida ambalajlamasina uygunluklar1 degerlendirilmistir. Bu boliimde ayrica, filmlerin
kesit yapist ve yilizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmistir. Caligmanin son boliimiinde ise filmlerin kasar peynirinin raf émriine
etkisi Aspergillus niger ve Penicillium camemberti kiifleri model mikroorganizmalar

kullanilarak buzdolabi sicakliginda 45 giin siire ile test edilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Aktif Ambalajlama

Teknolojik gelismelerdeki ivmeyle birlikte yasam da hiz kazanmis ve bu durum
insanlarin yeme aligkanliklarini da etkilemistir. Tiketiciler son yillarda beslenme
ihtiyaglarin1 hazir gidalardan karsilama egiliminde olup yemek pisirme ve hazirlama
icin zaman kaybetmek istememektedirler. Hazir gidalara iligkin artan bu talepler
neticesinde aragtirmacilar, gida ambalajlarin1 bu egilimlere gore sekillendirme ve
ambalaj fonksiyonlarin1 gelistirme dogrultusunda c¢alismalara yonelmislerdir (Kerry
ve ark., 2006). Geleneksel ambalajlama yontemlerinde gidanin bozulmasina neden
olan 1s1, nem, 151k, oksijen, basing, enzimler, mikroorganizmalar ve bdcekler inert
konumdadir. Bu nedenle, bu tip ambalajlarda gida ile ambalaj arasindaki etkilesim
olduke¢a sinirlt olup dis etmenlerden korumanin Stesine gecememektedir (Restuccia
ve ark., 2010). Hizla gelisen teknoloji, tiiketicinin pratik gida tiiketimi anlayis1 ve
geleneksel ambalajlardaki bahsedilen sinirlamalar aktif ambalaj yontemlerinin ortaya

¢ikmasina neden olmustur (Brody, 2005).

Aktif ambalajlar, giday1 sadece dis etmenlerden korumakla kalmayip gida ile ambalaj
arasindaki etkilesimi saglayarak raf Omriinii artiran, duyusal, fiziksel ve
mikrobiyolojik 6zelliklerini iyilestiren bir muhafaza yontemidir. Aktif ambalajlama,
1935/2004/EC sayili Avrupa Birligi yonetmeliginde; gidanin raf dmriinii artirmak ve
kalitesini  yiikseltmek amaciyla ambalajda kullanilan materyaller olarak
tanimlanmistir. Bu materyaller, kii¢lik paketler halinde veya ambalaj film ve
kaplamaya dogrudan ilave edilerek kullanilabilmektedir. Kiiciik paketler halinde
kullanilmas: tiiketicinin yanlishkla veya bilgi eksikliginden dolayr bu malzemeleri
tiiketebilmesi agisindan risk olusturabilmektedir. Bu nedenle materyallerin, ambalaj
film ve kaplamalara dogrudan ilave edilerek kullanilmasinin daha avantajli oldugu
diisiiniilmektedir. Bu ilave 6zellikler sayesinde ambalajlanmis iirline daha uzun siire
dayanim, daha 1yt koruma kosullar1 ve daha yiiksek kalite gibi 6zellikler
kazandirilmaktadir. Bunlar arasinda; oksijen ve etilen tutucu, karbondioksiti tutan
veya salan, nem tutucu veya diizenleyen, antimikrobiyal aktiviteye sahip ambalajlar
ile, antioksidan salan, aroma ve koku maddelerini absorbe eden veya salan biyolojik

olarak ¢Oziiniir ambalajlar bulunmaktadir (Floros ve ark., 1997).
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2.2. Yenilebilir Ambalajlama ve Ozellikleri

Diinyada artan niifusla beraber gida tliketiminin artmasi neticesinde bir taraftan
iriinlin kalitesinin korunmasi diger taraftan ise c¢evreye olan zarar1 azaltmak
amaciyla biyolojik olarak bozunuma ugrayan, gida ile birlikte tiiketilebilen,

yenilebilir film ve kaplamalar iizerine yapilan ¢aligmalar yayginlagmaktadir.

Yenilebilir film ve kaplamalar; bir gidanin yiizeyi iizerinde olusturulmus ince
tabakali, gidayla birlikte yenilebilen sentetik olmayip dogal kaynaklardan elde edilen
cevre dostu materyallerdir (Isik ve ark., 2013). Yenilebilir film ve kaplama
maddelerin kullanim1 gida iriinleri i¢in paketleme materyalini basitlestirme ve
azaltmay1 sagladig1 gibi, plastiklerle yapilan gida materyalinin dogay1 kirletme ve
insan saghigl acgisindan kanserojen olma riskini ortadan kaldirmaktadir (Krochta ve
De Mulder-Johnston, 1997). Yapilan ¢alismalarda farkli 6zellikteki yenilebilir film
ve kaplamalarin bir¢ok farkli gidaya etkin bir sekilde uygulandig1 gosterilmistir (Isik
ve ark., 2013).

Gida riinlerinde yenilebilir film ve kaplama kullanimi ¢ok eski yillara
dayanmaktadir. Cin’de 12. ve 13. yiizyillarda narenciye meyvelerin su kaybini
engellemek amaciyla kullanilan vakslarin (balmumu) ilk yenilebilir film ve
kaplamlardan oldugu belirtilmektedir (Yener, 2007). Japonya’da 15. yiizyilda
kaynamis soya siitiinden elde edilerek bazi1 gidalarin goriinilislinii ve muhafazasini
gelistirmek i¢in Yuba isminde ilk film iretilmistir (Cagri, 2002). 16. yiizyilda
Avrupa’da et yiizeyleri, nem kaybini azaltmak ve olusan fiziksel Ozellikleri
tyilestirmek i¢in yag ile kaplanmistir. 19. yiizyillarda yagmn jelatin kaplamasi
yapilmistir (Kester ve Fennema, 1986). 19. yiizyilda sert kabuklu kuruyemislerin
muhafazas1 sirasindaki ransidite ve oksidasyonun O©nlenmesi i¢in yenilebilir
koruyucu bir kaplama olarak ilk kez siikroz kullanilmistir (Cagri, 2002). 1930’dan
beri kullanilan yag ve vakslardan yapilan emiilsiyonlar, yenilebilir film ve
kaplamalarin 6nemli uygulamalarindandir. Bu emiilsiyonlar sayesinde, meyvelerin
fiziksel o6zellikleri ve gorilintisleri korunmakta, fungisitlerin taginmasi onlenmekte,
olgunlagsmanin kontrolii saglanmakta ve nem kayb1 azaltilmaktadir (Debeaufort ve
ark., 1998). Ogzellikle 2000’li yillarda yenilebilir film ve kaplamalara yonelik

arastirmalar oldukc¢a hiz kazanmustir.



Yenilebilir film ve kaplamalar; gidanin tiiketimi sirasinda olumsuz bir etki
yaratmamas1 i¢in kokusuz, saydam, renksiz, berrak ve gida maddesiyle uyum
igerisinde olmalidir (Kandemir, 2006) Filmler genellikle dis etmenlere karsi

dayanikli ve esnek olmalidirlar (Dainellia ve ark., 2008).

Kester ve Fennema, (1986), yaptigi ¢alismasinda yenilebilir film ve kaplamalarin

fonksiyonel 6zelliklerini su sekilde belirlemislerdir:
. Nem gecisini yavaslatmasi veya nem bariyeri olma,

. Gaz (oksijen, karbondioksit, ugucu aroma bilesenleri ve su buhari) transferine

izin vermeli veya yavaslatmali,

. Yag transferinin yavaslatilmasi veya ¢oziiniirliigi,

. (Coziicii aktariminin yavaslatilmast,

. Gidanin mekaniksel islenme 6zelliklerinin arttirilmasi,

. Tiiketici kabulii i¢in gerekli olan aroma, lezzet, besinsel ve organoleptik

ozellikleri dengede tutan bilesenlerin yapisal biitiinliigiinii olusturarak kayiplarin

O6nlenmesi,

. Kontaminasyon, hagere istilasi, mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve diger dis
etmenlere karsi korurken biyokimyasal ve mikrobiyal ylizey kararliligim da

saglamali,

. Cesni, koku, renklendirici, besleyici 6geler ve vitaminler gibi arzu edilen gida

katk1 maddelerini tasiyici 6zellik gostermelidir.

Ozellikle yenilebilir film ve kaplamalar; yasal talepler, giivenlik ve gidaya uygun
ambalaj fonksiyonunu karsilamalidir. Ambalaj materyali toksik ve alerjik olmamali
ve ayn1 zamanda kolay sindirilebilir bilesenleri icermelidir. Son ve ¢ok dnemli olarak
yenilebilir film ve kaplamalar kolayca iiretilebilmeli ve ekonomik agidan

uygulanabilir olmalidir (Baker ve ark., 1994; Pavlath ve Orts, 2009).

Iyi kalitede yenilebilir film ve kaplama materyali iiretimi icin bazi kosullari
saglamasi gerekmektedir. Oncelikle; ambalaj materyalinde kullanilan hammaddenin
herkes tarafindan giivenirligi kabul edilmis (GRAS) olmali, {irlin solunumuna yavas

ve kontrollii olarak izin verilmedir. Uygulanan modifiye atmosfer ile {irlin
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bilesimindeki gaz igerigi uyumlu olmalidir ve bdylece olgunlagsma prosesini
diizenleyerek raf dmriinii uzatmalidir. Ayrica, yapisal biitiinliik saglamali ve mekanik
Ozelliklerini gelistirmelidir. Ambalaj materyallerinin icerisine ilave edilen gida katki
maddeleriyle birlestirici gorev yapmali bununla beraber mikrobiyel yiikii ve
bozulmay1 raf 6mrii boyunca engellemeli veya azaltmalidir (Appendini ve Hotchkiss,
2002).

Yenilebilir film ve kaplamalar gidalara uygulanirken 6nemli gorevlerinden biri de
nem gociidiir. Ciinkii her bir gida icin kritik su aktivitesi bulunmaktadir. Gidanin su
aktivesindeki degisimler gida ve gidanin igerisindeki ortamla iliskilidir. Gidalardaki
nem tutma kapasiteleri, tazeligi, mikrobiyolojik gelisimi kontrol altinda tutmak ve iyi
bir goriiniim saglamak i¢in 6nemlidir (Krochta ve De Mulder Johnston, 1997).

2.3. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Yenilebilir film ve kaplamalarin formiilasyonunu olusturan dogal kaynakli
polimerler; Sarikus, (2006), tarafindan asagidaki sekilde simiflandirilmaktadir.
Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda ana madde olarak hidrokolloidler (protein ve
polisakkarit), lipidler ve kompozitlerden (hidrokolloid+lipid) yararlanilimaktadir.
Yenilebilir film ve kaplamalar, biyolojik kaynakli polimer yapilarina gore

polisakkaritler, yaglar ve proteinler olarak 3 kisimda siniflandirilabilir:
A- Polisakkaritler
— Nisasta (patates, bugday ve diger tiirevleri)
— Seliiloz (pamuk, odun ve diger tiirevleri)
— Gamlar (guar, kegiboynuzu gami, karragenan, pektinler ve diger tiirevleri)
- Kitin/Kitosan
Aljinat
B- Yaglar
— Capraz bagl trigliseridler, Yag asitleri
- Vakslar/Mumlar

— Hayvansal ve bitkisel yaglar



C- Proteinler
— Hayvansal (kazein, peynir alt1 suyu, kollajen, jelatin vb.)

- Bitkisel (zein, soya, gluten vb.)

2.3.1. Yenilebilir Polisakkarit Bazh Film ve Kaplamalar

Yenilebilir polisakkarit bazli film ve kaplamalar; aljinat, kitin/kitosan, pektin, agar,
karregan, seliilloz tlirevleri, nisasta ve hidrolizatlari, dekstran gibi maddelerden

olusmaktadir.

Polisakkaritler suda ¢oziinebilen ve molekiil agirlig: yiliksek olan hidrokolloidlerdir.
Bir¢ok polisakkaritin hidrofilik yapisindan dolayr filmlerde nem tutma kapasitesi
yiizeyde gergeklesir. Bundan dolayr ¢ok iyi fiziksel nem gegisini engelleyemezler
(Ali ve ark., 1997; Anonim, 2001). Polisakkarit film ve kaplamalarin onemli
avantaji; yapisal kararliliklar1 ve oksijen transferini azaltmalaridir. Polisakkarit bazli
film ve kaplamalarin parlaklik ve karakteristik ¢oziiniirliiklerine sahip oldugu yapilan
aragtirmalarda goriilmiistiir (Nieto, 2009). Bu film ve kaplamalar karbondioksit ve
oksijen gecirgenligi nedeniyle anaerobik ortam olusturmadan istenilen modifiye

atmosfer kosullarini olusturarak gidanin raf dmriinii uzatabilmektedir.

Baz1 polisakkarit film ve kaplamalar, lipid ve diger gida bilesenleriyle beraber
oksidasyona kars1 ortak koruma da saglamaktadir (Baldwin ve ark., 1995; Banker,
1966; Gontard ve ark., 1996). Polisakkarit bazli film ve kaplamalar, iyi bir nem
bariyeri olmamasina ragmen, bu film ve kaplamalar, gidalardan nem kaybini

geciktiren ajanlar gorevindedir (Bourtoom, 2008; Dursun ve Erkan, 2009).

Kitosan bazi1 eklem bacaklilarin kabuklarinda, bakteri ve mantarlarin hiicre
duvarlarinda bulunan kitinin (f-(1-4)-poli-N-asetil-D glukozamin) asetilendirilmesi
yoluyla elde edilen bir polimerdir (Duman ve Senel, 2004). Toksik ve alerjik
olmamasinin yaninda biyobozunur ve ekonomiktir. Kitosanin gida ambalajlamasinda
en Oonemli kullanim sekli film olarak, 6zellikle sebze ve meyvelerin raf dmriinii ve
kalitesini artirmast seklindedir. Kitosan bazli film ve kaplamalar iyi bir oksijen
bariyeri olmasi yaninda gevresiyle arasinda nem transferini ve sicakligi kontrol
altinda tutmaktadir. Kitosan film ve kaplamalar, et ve su {irlinlerinin glivenirligini ve
raf Omriinli korumada basarili bir materyal olarak kullanilmaktadir (Crackel ve ark.,
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1988; Tsai ve ark., 2002; Sathivel, 2005; Gomez-Esteca ve ark., 2007; Kim ve ark.,
2007; Yilmaz ve ark., 2007).

Karagenan; kirmizi deniz yosunlarinin (Rhodophycae) bazi tiirlerinden su
ekstraksiyonuyla elde edilen bir polimerdir. Gida teknolojisinde kullanilan karagenan
bazli film ve kaplamalar; kappa-(k), iota-(1) ve lambda-(A) polimerlerinden
tiretilmektedir. Karagenan, biiyilk veya kiiclik molekiil yapisi gosterir. Fareler
lizerinde yapilan arastirmalarda kiiciik molekiillii karagenan farelerin bagirsak
fonksiyonlarin1 olumsuz etkilediginden gida sanayisinde kullanilan karagenanin
biiyiik molekiillii olmasi tercih edilmektedir (Cakmakgt ve Celik, 2004). Karagenan,
baz1 polisakkaritlerin birlesimi olmakla beraber gida teknolojisinde jellestirme,
kivam artirma ve gidalarin vizkozitelerini 1iyilestirmede kullanilir. Gida
uygulamalarinda kullanilan karagenan film ve kaplamalar ise tavuk iriinleri ile
baliklarin raf 6mriinii ve kalitesini artirmak i¢in kullanilmaktadir (Pearce ve Lavers,
1949; Meyer ve ark., 1959; Nisperos-Carriedo, 1994; Baldwin ve ark., 1995;
Cakmakgei ve Celik, 2004).

Pektinler, bitki hiicrelerinin orta lamellerinden bulunan polisakkaritlerdir. Pektinlerin
metil ester igerigi ile farklilagsarak ¢oziiniirliik ve jellesme Ozellikleri degismektedir.
Pektin bazli film ve kaplamalarin diisiik nemli gidalarda kullanildig: fakat ¢ok 1yi bir
nem bariyeri olmadigi belirlenmistir. Biftek parcalar1 kalsiyum pektinat jel ile
kaplandiginda biiziilmeyi azalttigi ve bakteriyel gelisimi yavaslattigi gorilmistiir
(Gennadios, 2002). Findiklarda kullanilan diigiik metoksilli pektin kaplamalar ise
yapiskanlhigi azaltip goriiniisii iyilestirmek amaciyla kullanilmigtir (Baldwin ve ark.,
1995).

Film ve kaplamalarin hazirlanmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan ham materyal
nisasta ile seliiloz ve derivatlaridir. Seliiloz derivatlari; CMC (E466, karboksi metil
seliiloz), MC (E461, metil seliiloz), HPMC (E464, hidroksi propil metil seliiloz) ya
da HPC (E463, hidroksi propil seliilloz) olarak kullanilmaktadir (Skurtys ve ark.,
2010). Seliiloz derivatlari, polimer zincir sayesinde yenilebilir film ve kaplamalar
suda ¢oziinen, lipidlere direngli ve esnek yapmak i¢in uygulanmaktadir (Baldwin ve
ark., 1995). Metilseliiloz (MC), seliillozun metilklorid ile tepkimeye girdikten sonra

alkali ile reaksiyonu sonucu olusan seliiloz derivatidir (Dursun ve Erkan, 2009). MC
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ve HPMC soguk suda ¢oziinerek etlerin kaplamalarinda pisirme sirasindaki besinsel
kayb1t minimuma indirmekte, dondurulmus cips ve soganlarin kizartmalarinda yag
alimini diisiirmekte, tavuk {iriinleri ve su iirlinlerinde glazing (ince buz ile kaplama)
olarak kullanildiginda nem kaybini azaltmaktadir. CMC ise muz, elma ve portakal
gibi meyvelerde oksijen ve karbondioksit gegisine izin vermeyerek bariyer gorevi
yapmaktadir (Saldamli, 1985; Kester ve Fennema,1986; Gennadios, 2002; Krochta
ve De Mulder-Johnston, 1997).

Dekstran; D-glukopiranosil birimlerinin glikozit baglarinin farkli dizilisleri ve
miktarlariyla olusan mikrobiyal gamlardir. Genel olarak Leuconostoc mesenteroides
ve Leuconostoc dextranium siikroz fermentasyonuyla dekstran biyosentezinde
gorevli mikrooranizmalardir. Dekstranlar, depolama sirasinda koruyucu kaplama
olarak sivi soliisyon veya dispersiyon seklinde parca etlere, sosis, pastirma gibi

kirmizi et tirlinlerine ve soyulmamis karidese, baliklara uygulanmaktadir (Gennadios
ve ark., 1997).

2.3.1.1. Aljinat Bazh Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Arastirmalarda, kahverengi deniz yosunlarinin alkali ile reaksiyona girmesiyle elde
edilen aljinatlar, gida endiistrisinde ve endiistriyel alanda bir¢cok uygulamalarda
kullanilan hidrokolloidlerdendir. Aljinatlar, Phaeophyceae sinifindan ekstrakte
(izole) edilen linear D-mannuronik ve L-guluronik asit monomerlerinin aljinik asit
tuzudur (Sanderson, 1981; Lu ve ark., 2009). Macrocystis pyrifera, Laminaria
hyberborea, Laminaria digitata ve Ascorphyllum nodosum tiirlerinden elde
edilmektedir. ABD, Ingiltere, Fransa, Ispanya, Norveg, Kanada ve Japonya gibi
tilkelerde aljinat iiretimi yapilmaktadir (Gombotz ve ark., 1998).

Aljinatlar suda ¢oziinen polisakkaritlerdir. Formiilasyonunda; R-D-mannuronate (M)
ve a-L-guluronate (G) asit birimlerinden olusup (1-4)-baglantili farkli pozisyonlarda
ve zincirin farkli yerlerinde bulunurlar. M ve G birimlerinin kimyasal birlesimi ve
dizilisleri yosunun ne kadar olgunlastigina ve biyolojik kaynagina gore
degismektedir (King, 1983). Aljinat bazli yenilebilir film ve kaplamalar uzun
zamanlardan beri bircok gida iiriinlerinin ambalajlanmasinda kullanilmaya devam
etmektedir. Gida triinlerinde nem kaybin1 onlemekten ziyade lipid oksidasyonuyla

ortaya cikan acilasmayi Onleyici 6zelligi on plana c¢ikmaktadir. Bdylece meyve
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sebzelerde kararmay1, hayvansal iiriinlerde ise acilagsmay1 engellemektedir (Yesiltas,
2012). Aljinatlar; su iriinlerinde ve et iriinlerinde yaygin sekilde kullanilan
materyallerden birisidir. Ayrica dondurma ve peynirlerde stabilizator, siitlii puding
ve jel halindeki sulu tathilarda jellestirici olarak ve meyveli icecek ve diger sulu
mesrubatlarda siispansiyon olusturarak koyulastirici, birada kopilik olusturucu ve
mayonezde ise emiilgatdr rolinde kullanilmaktadir (Erickson ve Hung, 1997,
Gennadios ve ark., 1997; Gombotz ve Wee, 1998; Gennadios, 2002; Datta ve ark.,
2008).

Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki aljinat diisiik su seviyesine ragmen esnek ve giiclii
bir film yapisindadir. Bircok gida iiriiniinde aljinat kullanimiyla raf Omriiniin
artirllmas1 ve kalite kayiplarinin azaltilmasina yonelik arastirmalar yapilmakta ve
stirekli yeni yontemler gelistirilmektedir. Aljinat easli filmlerin herhangi bir alerjenik
etkisine rastlanmayip dogal olarak elde edilmesi aljinatt hem g¢evre dostu hem de

ekonomik olarak avantajli kilmaktadir (Yesiltas, 2012).

2.3.2. Yenilebilir Lipit Bazh Film ve Kaplamalar

Yenilebilir film ve kaplamalarin ikinci kisminda yag asitleri ve monogliseritler,
dogal mumlar ve ¢esitli yagh bilesikler, regineler ve emiilsiyon kaplama olarak

kullanilan lipidler bulunmaktadir (Isik ve ark., 2013)

Lipidler genelde hidrofobik 6zellikleri nedeniyle iyi bir nem bariyeri olmas1 yaninda
gida irilinlerinin parlakligini da saglamaktadir. Ancak, genellikle film ve
kaplamalarda esnek olmadigindan {iiretimlerde yiliksek sicaklik kullanilmakta ve
bundan dolay1 iyi mekaniksel ozellikler sergileyememektedir (Gontard ve ark.,
1996). Lipidler mikroskobik porlari, yiiksek ¢oziinme ve difiizyon 6zelligiyle iirtinlin
solunumunu azaltarak, gidanin depolama siiresinin uzamasint da saglamaktadirlar
(Sothornvit ve Krochta, 2000). Mum ve yag kokenli film ve kaplamalarin igerisinde
parafin mum, candelilla mum, balmumu, carnauba mum, polietilen mum ve mineral
yaglar bulunmaktadir. Sekerin yiizeyde kristalizasyonu sonucu istenmeyen tekstiir
olusumuna neden olan nem kaybini engellemek i¢in kuru meyvelere de mum veya

yag uygulanabilmektedir.
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Yenilebilir mumlar; nem transferine karst diger lipid filmlerden veya lipid olmayan
filmlerden daha direnclidir. Mum kaplamalarin direngli olmasinin nedenleri hem
hidrofobik karakterlerinden hem de molekiiler yapilarindan dolayidir (Callegarin ve
ark., 1997).

Yag asitleri ve monogliseritler; emiilsifiye edici madde olarak diger kaplama
materyalleriyle beraber kullanilmaktadirlar. Kaplamalarda oncelikle emiilsifiyerler
ve dagitict maddeler olarak kullanilirlar (Koyuncu ve ark., 2002). Lipidler genelde
filmlerin mekaniksel 6zelliklerinde etkili degildir, fakat asetogliseridler, yag asitleri,
monogliseridler, fosfolipidler plastiklestirici olarak kaplamalarin bilesimde yaygin
bir bigimde kullanilmakta ve esnekligi gelistirmektedir (Callegarin ve ark., 1997). Bu
kaplamalar depolama siirecinde dehidrasyonu egellemek amaciyla tavuk etlerinde ve

kirmiz1 parga etlerde kullanilmaktadir (Kester ve Fennema, 1986).

Emiilsiyon film ve kaplamalar, su ya da bazi hidrofilik ¢ozeltilerde yag veya mumun
dagilmasiyla olusur. Cok iyi nem bariyer 6zelliklerine sahiptirler; fakat parlak bir
renk ve mumsu bir tat sergilemektedirler (Callegarin ve ark., 1997; Mc Hugh, 2000).
Kazein ve jelatinin sivi soliisyonlarina asetillenmis monogliserid, stearik asit,
palmitik asit, balmumu ve karnauba mumunun etanolik soliisyonlarinin ilave

edilmesiyle emiilsifiye film ve kaplamalar olusturulmustur (Mc Hugh, 2000).

Recineler, aga¢ ve calilarin kendine 6zgii bitki hiicrelerinin yaralanmaya bir tepki
olarak irettikleri asit karakterdeki reginelerdir. Meyve ve sebzelerin renginin
korunmasinda, su transferinin azalmasinda ve baz1 yapisal bozukluklarin
onlenmesinde rec¢inelerden hazirlanan kaplamalar etkili olmustur. Ayrica bu tip
kaplamalarin sert ¢ekirdekli meyvelerde, nar, domates ve ananasta kullanildig1 da

belirlenmistir (Koyuncu ve ark., 2002).

2.3.3. Yenilebilir Protein Bazh Film ve Kaplamalar

Yenilebilir protein film ve kaplamalar, bitkisel kokenli proteinler (misir zein, soya
protein, bugday gluten vb.) ve hayvansal kokenli proteinler (kazein, peynir alt1 suyu,

kollajen vb.) olarak iki gruba ayrilmaktadir (Dursun ve Erkan, 2009).

Protein film ve kaplamalar; polisakkarit bazli film ve kaplamalara goére oksijen,

karbondioksit ve lipitlere karsi bariyer olma ve mekaniksel 6zellikleri bakimindan
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daha iyidir. Ancak, polisakkarit filmlere benzer olarak, dogal yapisindan
kaynaklanan hidrofilik 6zelliklerinden dolay1, protein filmler, genellikle diisiik nem
bariyeri Ozelligine sahiptirler (Padgett ve ark., 2000). Proteinlerin izoelektrik
noktasinin amino ve karboksil gruplar1 arasindaki etkilesimlere bagli olarak
gecirgenlik degisebilir. Film ¢ozeltisi dokiiliirken pH, film 6zelliklerinde (renk, yap,
gerilme direnci gibi) farkliliklara neden oldugu gozlenmistir (Gennadios ve ark.,

1993a).

Protein kaynakli film ve kaplamalarin en 6nemli avantajlar1 fiziksel kararliliklarinin
yiikksek olmasi ve bundan dolay1 iiriine istenilen seklin verilmesini saglamasidir
(Sucuk kiliflart gibi) (Gennadios ve ark., 1993b). Protein kaynakli yenilebilir film ve
kaplamalar, ayrica kullanildig1 gidayr besin degeri agisindan da zenginlestirmektedir
(Dursun ve Erkan, 2009).

Kollajenler; hayvanlarda deri ve konnektif doku bilesenlerinde bol miktarda bulunan
protein kaynakli polimerlerdir. Kollajenler; film ve kaplama olarak ticari anlamda
yaygin olarak kullanilirlar. Kollojenler suda ¢6ziinmedigi i¢in ¢ok iyi su buhari
transferinin olmamasina ragmen iyi bir oksijen bariyer 6zelligine sahiptir. Ozellikle
kollajen kiliflar; sosis kaplamada dogal bagirsak gibi ayni gorevi iistlenmekte ve
daha c¢ok kullanilmaktadir. Sosis ve et iiriinlerinin kaplanmasinda kullanilan kollajen
kiliflar, ¢ok kalin iiretilmedigi siirece iiriinle birlikte yenilebilir ya da tliketilmeden
Once lriinden uzaklastirilabilirler (Baker ve ark., 1994). Bu tiir film ve kaplamalar
iirtin islenirken saglam kalabilen ve gerilme miktar1 yiiksek olan esnek bir yapiya
sahiptirler. Goriintis olarak seffaf ve sagliklidirlar. Kapladiklar1 gidanin net agirligini

da arttirirlar (Kutas, 1987).

Bugday gluteni; bugday ununun suda ¢oziinmeyen proteinleridir. Gluten; gliadin ve
glutenin polipeptidlerinin birlesiminden olusmaktadir. Yiiksek molekiil agirligi,
apolar karakteri ve yapisal cesitliligi Onemli oOzelliklerindendir. Yiiksek nem
gecirgenligine sahip olup, oksijen ve karbondioksit gecirgenligi diisiiktiir (Muilen,
1971; Schilling ve Burchill, 1972; Turbak, 1972). Bu film ve kaplamalar; gida esasl
katki maddeleri kullanildigi ve dogal olmayan maddeler kullanilmadigi zaman
yenilebilirler (Temiz ve Yesilsu, 2006). Fakat bazi insanlarin glutene Kkarsi

duyarliligindan dolay1 herkes tarafindan kabul goérmiis hammaddeler kismina
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giremezler. Gluten kaplamalar tuz ve tat vericilerin gerezler iizerine kaplanmasini
saglamakta ve firincilik {riinlerinde flavor ve renk etkenlerinin kapsiilasyonunda da
kullanilmaktadir (Muilen, 1971; Schilling ve Burchill, 1972; Turbak, 1972;
Gennadios ve Weller, 1990; Krochta ve De Mulder-Johnston, 1997).

Soya proteini ham materyal olarak gida endiistrisinde ¢ok yaygin kullanilmaktadir.
Ozellikle film {iretimleri Uzakdogu iilkelerinde iiretilmektedir. Soya protein
konsantresi ve soya protein izolatlari kuru agirlik olarak % 70-90 oraninda
proteinden olugmaktadir. Soya proteini izolatlari, yagi alimmis soya keklerinin
seyreltik alkali ile ekstraksiyonu sonucunda elde edilmektedir. Ekstraksiyon sonucu
protein, pH’nin 4.5 altina diisliriilmesi ile ¢Oktiiriiliir ve daha sonra santrifiij
yardimiyla ayrilip kurutulur (Gennadios ve ark., 1993a). Film olusumu; protein
polimerizasyonundan sorumlu olan disiilfit baglarinin 1s1 uygulamasiyla artmaktadir

(Temiz ve Yesilsu, 2006).

Siit proteinleri diizenli yapisindan dolay1 gecirgenligin kontrolii agisindan, yenilebilir
filmlerin {iretimi i¢in ¢ok uygundur. Siit proteini; % 80 kazein ve toplam siit
proteinin % 20’sini olusturan peynir alti suyundan olusur (Mc Hugh ve Krochta,
1994b; Chen, 1995; Karakaya ve ark., 2001).

Kazeinler, suda ¢oziiniir yapisina sahip oldugundan fosfoproteinlerdir. Kazeinden
elde edilen filmler seffaf, kokusuz ve esnektir (Krochta ve ark., 1994). Meyve ve
sebzelerin korunmasinda kazein film ve kaplamalarin yapisina ilave edilen yag ile
nem gegirgenligine kars1 direnci artirilmaktadir. Kazeinlerin asitte koagiile olanlari
pH 6.7°’de sodyum, potasyum, kalsiyum ve magnezyum hidroksit kullanilarak
coziilebilirler. Yaglar ile birlestiginde taze meyveleri, kuru meyve sebzeleri ve
dondurulmus baliklart nem gecisine ve oksidasyona karsi koruma islevindedirler
(Krochta ve De Mulder-Johnston, 1997). Kazein ve sodyum kazeinat, yag (pamuk,
misir, soya, keten tohumu veya aycice§i yagi) ve plastifiyan bir madde igeren
kaplamalar; cikolatali kek, ¢ikolata ve findik gibi iirlinlerde raf omriinii uzatmak
amaciyla kullanilmaktadir (Mc Hugh ve ark., 1994; Krochta ve De Mulder-Johnston,
1997; Acar ve Alper, 1996).

Peynir alti suyu, peynir liretimi esnasinda ¢ok miktarda agiga ¢ikmakta olup son

zamanlarda yapilan arastirmalarla degerlendirilmeye baslanan Onemli bir siit
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proteinidir. Peynir alt1 suyu protein filmi oksijen gecirgenligini engellemede iyi bir
avantaja sahip olmasina ragmen, nem bariyeri 6zelligi hidrofilik yapist nedeniyle
yeterince direngli degildir. Peynir alt1 suyu proteinlerinden {iretilen filmler, berrak,
kokusuz ve yliksek elastikiyet 6zelliklerine sahiptir (Shellhammer ve Krochta, 1997;
Anker, 1996). Peynir altt suyu proteinli kaplamalar; dondurulmus baliklarda
antioksidan ozellik saglar ve pisirilmis gidalarda, sekerleme, ¢ikolata ve biskiivi
tirinlerinde kullanilirlar. Peynir alti suyu proteinleri ve peynir alti suyu proteinleri-
asetile edilmis monogliserit karisimi kaplamalar kahvaltilik gevreklerde nem
gecirgenligini  ve kuru iiziimlerin yapiskanligini  azaltma amach olarak

kullanilmaktadir (Krochta ve De Mulder-Johnston, 1997).

2.3.3.1. Zein Bazh Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Zein oldukca parlak, sert ve yag bariyer Ozelligi olan film ve kaplamalarin
hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir biyopolimerdir (Gennadios ve Weller,
1990). Yapisindaki aminoasit bilesimi nedeniyle zein hidrofobik yapida oldugundan
su emilimi, yiiksek su aktivitesinde yliksek, diisiik su aktivitesinde ise diisiik
olmaktadir. Birgok ¢alismada zein filminin kirilgan yapisindan dolay1 esnekligini
gelistirmek ic¢in plastiklestirici maddeler (organik asit, gliserol, sekerler vb.)
eklenerek filmde meydana gelen kopmalarin Oniline gecilmistir. Yapilan
aragtirmalarda; gliserolle plastiklestirilmis filmlerin yiiksek su aktivitesinde,
plastiklestirilmemis filmlere kiyasla bes kat daha fazla su absorbsiyon kapasitesine
sahip oldugu belirlenmistir. Plastiklestirilmis filmlerin daha yliksek nem tutma
kapasiteleri kullanilan plastiklestiricilerin (gliseroliin) hidrofilik 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Polietilen glikol veya laktik asit ile plastiklestirilmis filmler
gliserolle plastiklestirilmis filmlerden daha diisiik su absorbsiyonuna sahiptir (Temiz

ve Yesilsu, 2006).

Zein film kaplamalar findik, seker, sekerleme iirlinleri basta olmak {izere bir¢ok
gidalarda kullanilmistir. Zeinin gida degeri asetil olmayan gliseritler ve 6zel agartici
maddeler katilarak arttinlmistir. Kiiclik meyve pargalari, kuru yemisler ve
dondurularak kurutulmus bazi gidalar zein ile kaplanmistir (Yildirim ve Barutgu-
Mazi, 2016). Zein ilag endiistrisinde kapsiillerin kaplanmasinda koruma amagh ve

tatlarin yayilmasi ya da engellenmesinde kontrol amaciyla da kullanilmaktadir

16



(Gennadios ve ark., 1994). Ayrica sosis kiliflarinda kollajenlere alternatif bir polimer
ve kuru gidalar i¢in ise suda eriyen posetlerin iiretiminde bitki kaynakli biyopolimer
olarak uygulanmistir (Georgevits, 1967; Turbak, 1972). Domatesler zeinle
kaplandiginda, parlakligimi ve nem gecirgenligini azaltmakta, renk degisimini de
geciktirmektedir. Zeinler peynirler ilizerinde uygulandiginda, peynirlerin yiizeyine
koruyucu olarak ilave edilen sorbik asidi korumaktadir. Boylece, bir anlamda
koruyucunun koruyucusu hem de mikroorganizma etkinligini engelleyen bir film

olmaktadir (Akbaba, 2006).

2.3.4. Kompozit Yenilebilir Filmler

Yenilebilir film ve kaplamalar, polisakkarit, protein ve/veya lipitlerin bir
karisimindan meydana gelen heterojen yapiya da sahip olabilmektedir. Kompozit
film ve kaplamalar, her bir film 6zelliklerinin, farkli karakteristiklerini kullanmaya
imkan saglayan bir yaklagim olarak diisiinilmiistir. Kompozit filmlerin
tiretilmesindeki ana hedef, spesifik uygulamanin ve gidanin gereksinimlerine gore,

gecirgenlik veya mekanik 6zelliklerin gelistirilmesidir.

Bu kompozit filmler, olusan filmin bariyer Ozelliklerine gbre ya bir emiilsiyon,
siispansiyon veya karismayan bilesiklerin dispersiyonu seklinde, ya ardisik katmanlar
seklinde (cok katmanli film veya kaplamalar) ya da bir genel ¢oziicli igerisinde
soliisyon formunda uygulanmaktadir. Kamper ve Fennema, (1984), metil seliiloz ve
seliloz filmlerin su buhar1 bariyeri yetenegini gelistirmek icin, yag asitlerinden
olusan emiilsiyon filmleri 6nermislerdir. Son yillarda pek ¢ok arastirmaci; Kamper
ve Fenneman, (1984)’1n ¢aligmasina dayali kompozit filmlerin gelistirilmesi lizerine
yogun arastirmalar yapmaktadir. Yapilan ¢alismalarda polisakkaritlerin, meyveleri
oksijenden ve esmerlesme reaksiyonundan korudugu fakat nem kaybindan dolay:
zamanla meyvenin burustugu saptanmistir. Yag, suyu uzak tutmaktadir, fakat yag ile
kat1 ve stabil bir film hazirlanamamaktadir. Bu amacla proteinler kullanilmaktadir.
Proteinler, su kaybimna karsi gidayr korumamasma ragmen, film biitiinligliniin
muhafazasi i¢in 6nemli bir ana bilesendir (Kester ve Fennema, 1986; Pennisi, 1992).
Bir baska uygulamada, polisakkarit bazli film ve kaplamalar {iriinde daha fazla
agirlik kaybina neden olurken, diisiik oksijen gecirgenligine sahip olan lipidleri

iceren kaplamalar oksijensiz solunuma neden olmaktadir. Bu iki kaplama materyali
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beraber kullanilarak sukroz yag asiti esterleri gibi heterojen kaplamalar
gelistirilmistir (Koyuncu ve ark., 2002). Kompozit film ve kaplamalar yapilan
degisikliklerle ve katkilarla raf Omriiniin belirlenmesinde ve gida igeriginin

gelistirilmesinde avantaj saglamaktadir (Lopez-Rubio ve ark., 2006).

2.4. Yenilebilir Film ve Kaplamalarda Kullanilan Katki Maddeleri

Yenilebilir film ve kaplamalarda, formiilasyon olusumunda temel bilesenlere ilaveten
yardimer katki maddeleri de ilave edilmelidir. Kullanilan yardimer katki maddeleri
film ve kaplamanin 6zelliklerine ve gidanin depolanma siirecine gore secilmelidir.
Bunlar plastiklestiriciler, solventler emiilsifiye edici maddeler, surfaktanlar,

antioksidan ve antimikrobiyal maddelerdir (Baldwin, 2007).

2.4.1. Plastiklestiriciler

Yenilebilir film ve kaplamalarin mekanik 6zelliklerini gelistirmek icin formiilasyona
sorbitol, gliserol, mannitol, sukroz ve polietilen glikol gibi plastiklestiriciler ilave
edilebilmektedir. Bu katki maddeleri genellikle diisikk molekiil agirligina sahip olup
yiiksek kaynama noktasinda ugucu olmayan polimer ile son derece uyumlu olan
kiigiik molekiillerdir. Protein ve polisakkarit kaynakli yenilebilir film ve
kaplamalarin mekanik 06zelliklerini  gelistirmek i¢in bir c¢ok arastirmaci
plastiklestiricilerin kullanilmasini 6nermistir (Donhowe ve Fennema, 1993; McHugh
ve Krochta, 1994a; Chen ve ark., 1994; Parris ve ark., 1995). Ozellikle kullanilan
plastiklestirici maddenin c¢esidinin protein filmlerin hidrofilik 6zelliklerine etkisi
onemlidir (Gontard ve ark., 1994; Charai ve ark., 1996; Galietta ve ark., 1998).
Boylece film yapisinda istenmeyen kopmalar1 engellemektedir. (Sarioglu, 2005).
Plastiklestirici maddeler; gida ambalaj uygulamasinda film ve kaplamalarin
esnekligini, ywrtilmaya kars1 direncini artirirken kirilmayr azaltict yonde etki

gosterirler (Lieberman ve Guilbert, 1973).

2.4.1.1. Gliserol

Gliserin ya da 1, 2, 3 propanetriol olarak da adlandirilan gliserol renksiz, kokusuz,
hidroskobik, tatli, vizkoz bir sividir. Gliserol bir seker alkoliidiir ve yapisinda 3
hidrofilik alkolik hidroksil grubu (-OH) bulunmaktadir. Bu gruplar sayesinde gliserol

suda ¢oziiniir (O’Neill ve ark., 2001). Gliserol gidalarda ve iceceklerde nemlendirici,
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¢coziicii ve tatlandirict olarak kullanilir. Ayrica gidanin mekanik 6zelliklerini

arttirarak korunmasina da yardimeir olmaktadir (Sarikus, 2006).

2.4.2. Solventler

Tiiketimleri giivenilir oldugundan dolay1 yenilebilir film ve kaplamalarda solvent
olarak saf su, asetik asit ve etanol segilir. Yoshino ve arkadaslari, (2002), yaptiklari
bir ¢alismada solvent olarak sulu aseton ve sulu etanol kullanarak zein filmler elde
etmiglerdir. Solvent olarak etanol kullanildiginda elde edilen filmler aseton ile elde
edilene gore daha esnek oldugu goriilmiis, ancak neme ve yliksek nemli ortamlara
daha duyarli oldugu belirlenmistir. Boylece solvent se¢iminin son filmin 6zelliklerini

etkiledigi goriilmektedir (Dangaran ve ark., 2009).

2.4.3. Emiilsifiye Edici Maddeler ve Surfaktanlar

Emiilsifiyerler, yiizey aktif ajanlar olarak yiizeydeki su aktivitesini azaltarak raf
Omriinii artirir.  Surfaktantlar, kaplamada ylizey yapiskanligini gidermek igin

kullanilirlar (Sarikus, 2006).

2.4.4. Antioksidan Maddeler

Antioksidanlar; yenilebilir film ve kaplamalarda stabiliteyi arttirmak, gidalarda
oksidasyondan dolayr olusan kotii tat ve kokuyu engellemek, gidalart renk ve
bozulmalara kars1 korumak ve iriiniin besleyicilik degerini korumak amaciyla

kullanilirlar (Moore ve ark., 2003).

Gida antioksidanlari; organik asitler (sitrik asit, tartarik asit) ve bunlarin esterleri ile
fenolik bilesikler (BHA, BHT, TBHQ) olmak iizere iki guruba ayrilir. Yapilan
caligmalar sentetik antioksidanlarin kullanilmasinin endise verici oldugunu
bildirmektedir. BHA (Biitilendirilmis Hidroksianisol) ve BHT (Biitillendirilmis
Hidroksitoluen) gibi gidalarda kullanilan dogal olmayan antioksidanlarin potansiyel
kanserojen etkilerinin oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir. Bu sebeple
organik asit ve esterleri daha yaygin olarak kullanilmaktadir (Karpinska ve ark.,

2001).

Antioksidanlar, findik ve et iiriinlerinde kokusmayi yavaglatmak ve meyve

sebzelerde rengi korumak amaciyla kaplamalarda kullanilmaktadir. Yenilebilir
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kaplamalar yemeklik mantarda enzimatik kahverengilesmeyi azaltmakta,
kaplamalara antioksidan ilavesiyle (% 1 askorbik asit) daha iyi bir koruma elde
edilmektedir. Targin ve benzoik asit gibi baz1 maddelerin askorbik asit ile birlesmesi
gidalarda esmerlesmeyi engellemede etkilidir (Baldwin, 1999; Karakaya ve ark.,
2001). Ozellikle et ve et iiriinleri yiiksek oranda doymamis yag asidi igermesinden
dolay1 oksidasyona karsi oldukg¢a hassastir (Tharanathan ve Kittur, 2003). No ve
arkadaglari, (2007), tarafindan yapilan bir ¢alismada, kitosan yenilebilir film olarak
kullanilmis ve kitosanin antioksidan o6zelligi ile gidalarda lipid oksidasyonunu
onlenmede etkili oldugu ve kitosanin antioksidan etkisinin molekiiler agirligina bagh

olarak degisim gosterdigi belirlenmistir.

2.4.5. Antimikrobiyal Maddeler

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalarin iremesini veya gelisimini engelleyen
maddelerdir. Antimikrobiyal film ve kaplamalarin iiretiminde kimyasal ve dogal

antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir (Gennadios ve ark., 1994).

2.4.5.1. Kimyasal Antimikrobiyal Maddeler

Propiyonik asit, sorbik asit, benzoik asit, tartarik asit gibi zayif organik asitler,
sodyum benzoat, potasyum sorbat, propiyonat gibi organik asit tuzlar1 gidalarda en
yaygin olarak kullanilan kimyasal koruyucular olup Cizelge 2.1°de gosterilmistir.
Bunlarin bir kismi fermente {riinlerde ve bitkilerde dogal olarak bulunmasina

ragmen bir¢cogu kimyasal olarak sentezlenmektedir (Ayana, 2007).

Zay1f organik asitler yaygin olarak kullanilan klasik koruma ajanlaridir. Bu asitler
bakteriyel ve fungal hiicrelerin biliylimesini inhibe ederler. Zayif organik asitler, pH
bagimli koruyuculardir ve koruyucu etkilerini ayrismamis formlarinda gosterirler.
Diistik pH’l1 ortamlarda ayrismamis formda bulunduklarindan maksimum inhibitor

etkisi gosterirler (Cha ve Chinnan, 2004).

Sorbik asit ve tuzlar1 gidalarin muhafazasinda kullanilan koruyucu maddelerdendir.
Diger koruyuculara gore bircok avantaji olan sorbik asit ve tuzlari gida
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle sorbatlar geklinde
nitelendirilen tuzlarinin ve bunlar i¢inde O&zellikle potasyum tuzunun suda g¢ok
yiiksek ¢oziiniirliikk oranina sahip olmasi nedeniyle gida maddelerine daha ¢ok tercih
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edilmektedir. Sorbik asit ve tuzlari, mikroorganizmalarin spor ya da hiicre olusumu
lizerinde Onleyici ya da yavaslatici 6zelliginden dolayr antimikrobiyal bir koruyucu
olarak bilinmektedir (Sarioglu, 2005).

EDTA (Etilen diamin tetraasetik asit) selat yapict fonksiyonuyla gram negatif
bakterilere karsi antimikrobiyal etkinlii artirmada onem tagimaktadir. Nisin ile
EDTA birlikte antimikrobiyal madde olarak kullanildiginda, EDTA gram negatif
bakterilerin hiicre duvarini zedeleyerek nisin aktivitesine kars1 daha dayaniksiz bir

hale getirmis ve boylece nisinin antimikrobiyal aktivitesinde artis gozlenmistir

(Padgett ve ark., 1998).

Fungusitler yenilebilir film ve kaplamada; turunggil meyveleri iizerinde o6zellikle
muma dayali emiilsiyonlarin uygulamasinda c¢alisilmistir. Mum emiilsiyonlarinin
uygulanmasinda fungusit kullanimi kiif gelisimini azaltmistir. Benomyl ve imazalil
turunggillerde kullanildigi bilinen fungusitlerdir. Bu fungusitler solvent seklinde
uygulanir, fakat bu sekilde mum emiilsiyonlarina karistirilarak uygulanmasi
fungusitin kiif gelisimini 6nleme kabiliyetini azaltmaktadir. Ciinkii fungusit mum
icinde kalmakta ve gorevini tam olarak yapamamaktadir. Cekirdekli meyvelerde,
cilek, domates ve elmada fungusit kullanildig1 da tespit edilmistir (Baldwin, 1999;
Karakaya ve ark., 2001).

Cizelge 2.1. Yenilebilir film ve kaplamalara eklenen kimyasal antimikrobiyaller

Org‘?‘”'k Zayif organik  Fungusitler Celat .
asit . Diger
asitler Yapicilar
tuzlar
Potasyum Asetik asit Benomyl EDTA Etanol
sorbat

Kalsiyum Sorbik asit Kiikiirtdioksit

propiyonat
Sodyum Laktik asit Imazalil
benzoat
Sitrik asit
Benzoik asit

Tartarik asit
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2.4.5.2. Dogal Antimikrobiyal Maddeler

Kimyasal koruyucularin kullanimina getirilen siirlamalar, dogal antimikrobiyal
maddelerin kullanimi {izerine gerceklestirilen aragtirmalar1 artirmistir (Ayana, 2007).
Dogal antimikrobiyal maddelere 6rnek olarak enzim, bakteriyosin, esansiyel yaglar,

baharat yaglari ve lipitler vb. 6rnek olarak Cizelge 2.2’de verilmistir.

Tek bir peptit proteininden meydana gelen lizozim enzimi, gram (+) ve (-)
mikroorganizmalarin hiicre duvarlarinin ana bileseni olan peptidoglukanda bulunan
N-asetilglukozamin ve N-asetilmumarik asit arasindaki beta 1-4 glikodik baglar

lizerine enzimatik aktivite gosterir (Cha ve Chinnan, 2004).

Baharatlar ve otlar ise gidalarda ve sofralarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismalar farklt bitki tiirlerinin ve Oziitlerinin antimikrobiyal 6zelliklerinin
oldugunu gostermistir. Sarimsak, sogan, tar¢cin, hardal, karabiber, kekik, ada cay1,
biberiye, anason, tar¢in, kirmizibiber, kereviz, dereotu, mercan kosk gibi dogal olan
ve sofralara her gilin giren bu iiriinler gidaya lezzet katmanin yani sira antimikrobiyal

etkinlikleri ile de dikkat ¢gekmektedir (Nasar-Abbas ve Halkman, 2004).

Cizelge 2.2. Yenilebilir film ve kaplamalara eklenen dogal antimikrobiyaller

Bakteriyosinler Enzimler Baharat ve Ucucu Yaglar  Bitki Ekstraktlar:
(Esansiyel Yaglar)
Nisin Lizozim Karabiber Targin Uziim ¢ekirdegi
Pediosin Laktaperoksidaz Kekik Dereotu Zeytin yapragi
oziitl
Laktisin Glukozoksidaz Zencefil Rezene Limon otu yagi
Natamisin Kitinaz Kimyon Biberiye Bambu tozu
Karanfil Adagay1 Himokitol
Kisnis Anason Yesil cay 6zii

22



Bir bakteriyosin olan nisin antimikrobiyal madde olarak 1960’lardan beri gidalarda
kullanilmaktadir. Nisin, Amerika Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan giivenilir
(GRAS) kabul edilmis ve c¢ok eski yilldardan beri gidalar i¢in bakteriyosin olarak
kullanilmistir. Nisin antimikrobiyal 6zelligi nedeniyle yenilebilir film {iretiminde
bilimsel caligmalarda kullanilmaktadir (Dawson ve ark., 2002). Nisin bir asit

bakterisi olan Lactococcus lactis tarafindan turetilmektedir.

- Natamisin

Biyolojik yontemlerle maya ve kiif gelismesinin engellenmesinde yaygin olarak
dogal bir antimikrobiyal olan natamisin kullamlmaktadir (Ugiincii, 1980; Oztek,
1983; Altug, 2001). Natamisin, Streptomyces natalensis (Giiney Afrika, Natal’dan
alman toprak numunelerinden elde edilen mikroorganizma) kiiltiiriiniin aerobik
fermentasyonu sonucu olusan bir polien makrolit antibiyotiktir. Fermentasyon birkag
giinde tamamlanmakta ve natamisin ekstraksiyon veya miselyum ekstrakisyonuyla

saf olarak elde edilmektedir (Sahan ve ark., 2004).

Molekiil agirligi 665.73 g/mol olan natamisinin kapali formiilii C33Hs7NO;3 olup
renksiz, kokusuz ve tatsizdir. Oda sicakliginda bir litre saf suda yaklagik 50 mg’1
¢oziinebilmektedir. Suda az ¢oziinmesinden dolayr gidalarin yiizeyinde uygulanarak
kullanim1 yaygindir. Asitlik (pH degeri), sicaklik, 151k, oksidanlar ve agir metaller
yapisini etkilemektedir (Sahan ve ark., 2004).

Natamisin etki sekli; hiicre zarinda sterollerle 6zellikle ergosterol ile birleserek kiif
hiicrelerinin zarlarinda delik acip hiicre i¢inin disari akmasina neden olarak hiicrenin
gecirgenlik mekanizmasini tahrip eder. Natamisin, gidalarda olusan kiif ve mayalara
karst ¢ok az miktarlarda kullanildiginda bile oldukga etkilidir. Natamisinin E kodu
E235°tir ve gilinlik maksimum izin verilen miktar1 (ADI degeri) 0.3 mg/kg’dir
(Zusatstoffe, 2002). Ulkemizde 25.08.2002°de yayinlanan 24857 sayili Tiirk Gida
Kodeksinin “Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Gida Katki Maddeleri”
Tebliginde peynir yiizeyinde (5 mm’lik derinlikte bulunmayacak) en fazla 1 mg/dm2

natamisin bulunabilecegi bildirilmistir (Anonim, 2002).

Ulkemizde ve diinyada gidalarda giivenligin saglanmasi iizerine gerceklestirilen

bilimsel arastirmalarda artis s6z konusudur. Ozellikle siit ve siit {iriinleri, zengin
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besin igerigi ve notre yakin pH degeriyle mikroorganizma gelisimi i¢in oldukca
uygun olup gida giivenligi a¢isindan riskli gidalar arasinda yer almaktadir. Siit
endiistrisinde en 6nemli problemlerden birisi de taze kasar peynirlerinde raf émrii
stiresinde goriilebilen maya ve kiiflenmelerdir (Vercelino-Alves ve ark., 1996).
Natamisin, Avrupa Toplulugu Bilimsel Komitesi’nin gida katki maddeleri ile ilgili
yonetmeliginde, sert, yari-sert, yart yumusak peynirlerin yiizeyinde kullanilan bir
koruyucu olarak belirtilmistir. Diger koruyucu maddelere oranla daha az miktarda
dahi etki gosterebilmesi, peynirin i¢ine niifuz etmeyerek organoleptik ozellikleri ve
dogal mikrofloras1 iizerinde olumsuz etkide bulunmamasi nedeniyle natamisin,
yaklasik 30 yildir peynirlerde koruyucu madde olarak kullanilmaktadir (Russel ve
Gould, 1985; Altug, 2001; Volpon ve Lancelin, 2002). Peynirlere daldirma veya
spreyleme yontemiyle uygulanabilen natamisin, peynirin lezzetinde ve dogal
mikroflorasinda degisiklige neden olmamaktadir. Yapilan bir ¢aligmada kasar peyniri
depolama siiresi sirasinda natamisinin etkisi incenlenmistir ve sonugta natamisinin
peynirlerin olgunlasmasinin ikinci ayinda kiif gelismesine etki ettigi fakat ikinci
aydan sonra kiif gelisimine etki etmedigi tespit edilmistir (Var ve ark., 2006).
Hayvanlar iizerinde laboratuvarda yapilan aragtirmalar sonucunda natamisinin zehirli
ve alerjik bir etkisi olmadigi belirlenmistir. Ayrica, natamisin yagda ve suda
¢Oziinmediginden viicuda alindiginda % 90’1nin bagirsaklar tarafindan disar atildigi

saptanmigtir (Y1lmaz ve Kurdal, 2005).

Natamisin, iiretilen peynirin ¢esidine ve her iilkenin yasalarina gore degismekle
birlikte peynir iiretiminde asagidaki sekillerde kullanilmaktadir (Yilmaz ve Kurdal,
2005):

e Peynir iiretimi sirasinda oOzellikle taze ve eritme peynirlerde siite ve
salamuraya katilmaktadir.

e Sulu natamisin ¢ozeltisi seklinde peynirlere piiskiirtiilmekte ya da peynirler
bu ¢ozeltiye daldirilarak uygulanmaktadir.

e Fungistatik paket materyali (PVA-Polivinil asetat) ya da yenilebilir film
kaplamalar1 (WPI- Peynir alt1 suyu protein izolat1) natamisin ile kombine

edilerek peynir ambalaji olarak kullanilmaktadir.
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2.5. Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Gidalarda Uygulama Yontemleri

Yenilebilir film ve kaplamalar gidalara degisik yontemlerde uygulanabilir. Bu
uygulamalar gidanin zarar gormeyecegi, film ve kaplamalarin 6zelliklerine uygun
olarak secilmelidir. Ozellikle film ve kaplamaya esneklik saglayan plastiklestirici ve
diger katki maddelerinin se¢imi, uygulanan yontemler ve kaplama kalinlig

materyalin son 6zellikleri lizerine etkilidir (Isik ve ark., 2013).

Yenilebilir film ve kaplamalar su veya gaz transferinin engellemesinde, mikrobiyel
bozulmay1 durdurmak veya yavaglatmak, gida yiizeyinin kurumasini sinirlandirmak,
mekanik 6zellikleri ile tat ve kokusunu kuvvetlendirmek amaciyla ilgili uygulama
alanlart bulunmaktadir (Kaya ve Kaya., 1999). Yenilebilir film ve kaplamalar
gidalara daldirma, piskiirtme, kopiikleme, damlatma ve dokme yOntemleri
kullanilarak uygulanmaktadir. Ayrica, piskiirtme veya daldirma yoOntemleri
koruyucu maddeler, antioksidan igeren ¢ozeltiler ve diger sulu materyallerde de
uygulanabilmektedir (Isik ve ark., 2013).

2.5.1. Daldirma Yontemi

Bu yontemde gida maddesinin sirasiyla film ¢ozeltisine daldirilmasi, siiziilmesi daha
sonra oda kosullarinda bekletilerek veya ¢oziiciiniin uzaklastirildig: bir kurutucu ile
kurumasi ve katilasmasi film olusumu igin izlenilen uygulamalardir (Ugiincii, 2000;
Altan, 2003). Et, balik ve tavuk etlerine asetil gliseritlerin kaplanmasinda daldirma
yontemi kullanilmaktadir. Ayrica meyve ve sebzelere mumlarin uygulanmasi i¢in de

onerilmektedir (Caner ve Kiigiik, 2004; Sarioglu, 2005; Polat, 2007).

2.5.2. Piiskiirtme Yontemi

Gidanin belli bir kismi kaplanacaksa ya da diizgiin ve homojen bir tabaka seklinde
bir film elde edilecekse {irline piiskiirtme yontemi uygulanir. Bu ydntem yiiksek
basing piiskiirtme uygulayicilar veya hava iifleme sistemlerin gelistirilmesiyle,
meyve ve sebze kaplamada yaygin olarak kullanilan bir metottur (Krocthta ve De
Multer-Johston, 1997; Gokoglu, 2002; Koyuncu ve Savran, 2002). Ayrica bir tarafi
sosla kaplanan pizza tabanlar1 gibi koruyucu olarak tek bir tabakanin kaplanmasinda

puiskiirtme yontemi kullanilmaktadir (Krocthta ve ark., 1994; Polat, 2007).
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2.5.3. Dokme Yontemi

Bu yontem hazirlanan film c¢ozeltisinin uygun bir sekilde ylizeye dokiilerek
kurutulmasi1 ve daha sonra sogutulmasi ile gidanin kaplanilmasi yontemidir.
Piiskiirtme ve daldirma metodlariyla beraber kullanilmakta olup direkt olarak
uygulanisi endiistride goriilmemektedir (Gokalp ve ark., 1995). Ciinkii kaplamalarin
yiizeyine kaplama maddesi fazla kaplanirsa iirlinlin gaz gegisi ¢ok az olmaktadir. Bu
durum, meyve ve sebze gibi iirlinlerde bozulmalara neden olabilmektedir (Krishna ve

ark., 2012).

2.5.4. Damlatma Yontemi

Bu metot, kaplama maddesinin iiriine yukaridan damlatma seklinde
uygulanmaktadir. Daha sonra iiriiniin homojen bir sekilde kaplanmasi i¢in, dénen
firga yataklar1 iizerine gonderilir ve kaplama, fircalarin {izerindeki fanlar ile
kurutulur. Kaplama kalinlig1 fircalarla yayilarak kontrol edilebildigi gibi, kaplamalar
kalip halinde de olusturulabilmektedir. Gidanin muhafazasi boyunca problemlere
(catlama, kirilma, yapisma vs.) neden olmamak icin, kaplama kalinligmma dikkat

edilmelidir (Koyuncu ve Savran, 2002).

2.5.5. Kopiikleme Yontemi

Emiilsiyon kaplama olarak kopiikleme yonteminde ise iiriin, kopiik uygulayici veya
uygulama tankina sikistirilmis hava ile kaplanmaktadir. Silindir yapida hareket eden
trtinlere, kopiik uygulanarak, fircalar yardimiyla emiilsiyonu {iriiniin yiizeyine
dagitilarak uygulanmaktadir. Bu tip emiilsiyon, su az igerdiginden olduk¢a hizli
kurumasina ragmen, yetersiz kaplama nedeniyle problemler olugmaktadir. Bu

nedenle, ¢cok fazla tercih edilen bir yéntem degildir (Ugiincii, 2000; Altan, 2003).
2.6. Yenilebilir Ambalajlamanin Avantajlar1 ve Dezavantajlar

Avantajlar:
Yenilebilir film ve kaplamalarin avantajlari su sekilde 6zetlenebilir:

e Ambalajlanmus {irlin ile birlikte tiiketilebilmektedir.
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Tiketilmeseler bile, yenilebilir maddelerden f{iretildiklerinden, dogada
polimerik materyallerden dogada polimerik materyallerden daha hizli

pargalanan biyobozunur 6zellikte ve ucuz materyallerdir.

Icine eklenen ¢esitli katki maddeleriyle (renk maddeleri, tatlandirici
maddeler) desteklenerek, uygulandiklar1 gidalarin duyusal 6zelliklerini
gelistirmektedirler.

Tatlandiricilar  ve diger katki maddelerin  mikrokapsiilasyonunda da
kullanilmaktadir, bodylece bu maddelerin gidaya gecisleri kontrol
edilebilmektedir.

Gidalarin beslenme degerlerini de desteklemektedir. Ozellikle proteinlerden
yapilan filmler bu konuda 6nem tasir.

Bezelye, fasulye, findik ve ¢ilek gibi, ayr1 ayri ambalajlanamayan {iriinlerin,
kiigiik parcalar halinde ayr1 olarak ambalajlanmasinda kullanilmaktadirlar.
Antimikrobiyal ve antioksidan maddelere tasiyic1 gorevi iistlenmektedirler.
Gida yiizeyine uygulanarak, yiizeydeki koruyucu maddelerin gidanin ig
kisimlarina gegis hizini kontrol etmek amaciyla da kullanilmaktadirlar.
Yenilebilir filmler yenilemeyen filmler ile birlikte ¢ok katli ambalaj
materyalleri olarak da kullanilabilirler. Bu durumda yenilebilir filmler gida
ile direkt temas eden i¢ tabakada bulunmaktadirlar (Gennadios ve Weller,
1990; Acar ve Alper, 1996).

Gidadan nem, gaz (O, CO;) ve sivilarin gecisini engelleyerek bozulmalarini
onler.

Gidalar1 mekanik darbelere karsi korurlar.

Pigsme sirasinda dagilmayi Onlerler ve gidadan pigsme ya da depolama
esnasinda ugucu bilesiklerin kaybini 6nleyerek besin degerinin muhafazasina

katkida bulunurlar (Kiiciikoner ve ark., 2003).

Dezavantajlan

Birgok tiiketicinin yeni bir teknoloji olarak cekimser kalmalar1 ya da
tanimiyor olmasi,
Yenilebilir 6zellikte olmalarindan dolayr insan sagligini korumak igin bazi

ambalaj materyalleri ikinci bir ambalaj materyaline gerek duymalart,
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e BHA, BHT, TBHQ gibi sentetik antioksidan maddelerin ilavelerinde
kanserojen endisesi (Baldwin, 1994),

e Petrol tiirevi malzemelere gore daha az fiziksel ve kimyasal direng
gostermeleri, madde diflizyonunu daha az engellemeleri bundan dolay1

uygulanan gidalarin ¢esitliliginin sinirlanmis olmasi dezavantajlaridir.

2.7. Antimikrobiyal Madde iceren Ambalajlama Yontemleri

Aktif ambajlamanin en 6nemlisi ve en ¢ok kullanilani1 antimikrobiyal ambalajlama
sistemleridir.  Antimikrobiyal —ambalajlar; antimikrobiyal —maddelerin ilave
edilmesiyle ambalaj materyalinde ve gidada olusan mikroorganizmalarin
gelisimlerini  smirlayan ya da tamamen durdurulmasini saglayabilen ambalaj

malzemeleridir (Ugiincii, 2007).

Antimikrobiyal ambalajlama sistemlerinde en yaygin olarak antimikrobiyal film ve
kaplamalar kullanilmaktadir. Antimikrobiyal film ve kaplamalar, gida ve ambalaj
yiizeyinde etkilesim halinde bulunmakta olup gidada bulunan mikroorganizmalarin
tireme hizini diisiirerek gida giivenligini saglamayi, gidanin raf dmriinii ve kalitesini

arttirmay1 hedeflemistir (Cha ve Chinnan, 2004).

Antimikrobiyal film ve kaplamalar hazirlanirken kimyasal ve dogal antimikrobiyal
maddeler kullanilmaktadir. Kimyasal antimikrobiyal maddeler, gerek gida ile beraber
tilkketilmelerinden gerekse cevre dostu olmamalarindan kullanimlarina birtakim
kisitlamalar ~ getirilmistir. Dogal antimikrobiyal maddeler ise, kimyasal
antimikrobiyal maddelerde oldugu gibi sinirli miktarda degil, antimikrobiyal etkiyi
sagladiklar1 sinir diizeyi ve iizerinde kullanildiklarinda etkili bir antimikrobiyel
aktiviteye sahip olurlar (Trotter ve ark., 2000). Kimyasal antimikrobiyal ajanlarin
bahsedilen dezavantajlarindan dolay: son yillarda dogal antimikrobiyal ambalajlama

yontemleri kullanilmasi lizerine arastirmalar artmistir.

Antimikrobiyal film ve kaplamalar farkli koruma mekanizmalarina sahiptirler.
Antimikrobiyal film ile ambalajlanmis gida; antimikrobiyal madde ile yavas bir
sekilde etkilesime ge¢cmektedir. Boylece filmin ve gidanin yilizeyinde yiiksek
derisimde antimikrobiyal aktivite korunarak mikroorganizmalar iizerinde uzun siireli

etki gostermesi saglanabilmektedir (Coma ve ark., 2002; Cagri ve ark., 2002).
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Antimikrobiyal kaplanan gida ambalajinda; oksijen yetersizligi ve antimikrobiyal
maddelerinin gida yiizeyine dogrudan etkilesimi nedeniyle mikrobiyal gelisme
gozlenmez. Ancak, kaplamada antimikrobiyal aktive ¢ok hizli gercekleserek sadece
gida yiizeyinde kaldig1 i¢in mikroorganizmalara karst uzun stlireli bir etki
gostermemektedir. Bundan dolayr etkin antimikrobiyal aktive i¢in kaplamalardaki
antimikrobiyal maddelerin diflizyon hizinin filmlerdekine gore daha diisiik olmasi

arzu edilmektedir (Gennadios ve ark., 1994).

2.8. Antimikrobiyal Ambalajlamalarin  Etkinliklerinin  Belirlenmesinde

Kullanilan Yontemler

Antimikrobiyal maddelerin kimyasal 06zelligi, derisimi, uygulama sicakligi,
uygulama stiresi, ortam pH’s1 ile mikroorganizmalarin yasi, cinsi antimikrobiyal
maddelerin etkinligi iizerine etkili olabilmektedir (Temiz, 2000). Yiiksek derisimde
antimikrobiyal madde kullaniminin insanda toksik etki olusturmasi, uygulandig
yilizeye zarar vermesi, yiizeyde kalint1 sorunu yaratmasi gibi sakincalari olabildigi
icin antimikrobiyal ambalajlama etkinliginin test edilmesi gerekmektedir. Test
edilmesinde kullanilan yontemlerin en Onemlileri; minimum inhibisyon
konsantrasyonu testi (MIK), agar diflizyon testi ve sallanan erlen testidir (Ayana,
2007).

2.8.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Testi (MIK)

MIK testinde polimerin antimikrobiyal aktivitesi ile antimikrobiyal maddelerin tek
baslarina etkileri karsilastirilir. Metot, farkli miktarlarda antimikrobiyal madde
igeren polimerlerin ve antimikrobiyal maddelerin, hedef mikroorganizmanin biiyiime
ortami ile inkiibasyona birakilmasi ve mikrobiyal biiylime gozlemleninceye kadar
inkiibasyonda bekletilmesi ilkesine dayanir. MIK testi ile mikroorganizmalarin
inhibisyonu i¢in gerekli en diisik antimikrobiyal madde derisimi belirlenir
(Appendini ve ark., 2002). MIK degeri mikroorganizma cesidi ve sayisi, besiyeri
bilesimi ve pH’s1, inkiibasyon siiresi ve sicaklik gibi faktorlerden etkilenir. Farkli
antimikrobiyal maddelerin etkinliklerinin ya da farkli mikroorganizmalarin aym
antimikrobiyal maddeye karsi duyarliliklarinin karsilastiriimalarinda MIK testinden

yararlanilmaktadir (Temiz, 2000).
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2.8.2. Sallanan Erlen Testi

Sallanan erlen testi antimikrobiyal maddelerin kinetigi tiizerine ayrintili bilgi
vermektedir. Tampon, biliyime ortami veya gida gibi sivi ortama hedef
mikroorganizma ve antimikrobiyal igeren polimer yerlestirilir ve karistirilan ortamda
inkiibasyona birakilir. Bu yontemle mikroorganizmalarin biiylime hizindaki azalma
Olgiiliir. Ayrica tampon igerisinde yapilan testlerde polimerlerin antimikrobiyal

aktiviteleri hakkinda da bilgi edinilmektedir (Appendini ve ark., 2002).

2.8.3. Agar Difiizyon Testi

Agar diflizyon yontemi, test edilecek mikroorganizmay: igeren kati besiyerine
antimikrobiyal filmler yerlestirildikten sonra besiyeri lizerinde mikrobiyal biiyiime
gbzlemleninceye kadar inkiibasyona birakilmasi ilkesine dayanir. Bu yontemden
yararlanilarak test edilecek mikroorganizmanin antimikrobiyal maddelere duyarlilig
veya herhangi bir ortamdaki antimikrobiyal maddenin varlig1 belirlenebilmektedir.
Inkiibasyon siiresince, filmdeki antimikrobiyal madde besiyerine difiizlenerek film
cevresinde, mikroorganizma gelisiminin gdzlenmedigi bir inhibisyon zonu olusturur.
Olusan bu inhibisyon zonu mikroorganizma gelisiminin engellendigini ortaya koyar.
Film etrafinda olusan zon ¢ap1 dl¢iilerek antimikrobiyal madde etkinligi nicel olarak

ifade edilebilir (Temiz, 2000).

2.9. Antimikrobiyal Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Gida Uygulamalar:

Gida endiistrisinde liretim siirecinde olusan aksakliklar, kotli sanitasyon ve hijyen,
birgok zararli mikroorganizmanin bu gidalarda gelismesine ve bu gidalarin
tilketilmesi sonucunda insanlarda gida kokenli hastaliklarin olusmasina neden
olabilir. Muhafaza siiresi bitmeden gidalarda olusan bu sorunlar hem {ireticiyi hem
de tiiketiciyi bir¢ok sebeplerden dolay: etkilemistir. Bu sorunlar1 azaltma yollarindan
biri de antimikrobiyal madde igeren yenilebilir filmlerin veya kaplamalarin gidalara
uygulanma ¢alismalaridir (Ayana ve Turhan, 2009). Son yillarda yapilan ¢calismalarla
antimikrobiyal vyenilebilir film ve kaplamalar {izerinde birgok arastirmalar

yapilmustir.

Beverlya ve arkadaslari, (2008), yaptiklar1 ¢calismada asetik asit ve laktik asit iginde
% 0.5 ve 1.0 (a/h) oraninda diisiik (470 kDa) ve yiiksek molekiil agirlikli (1106 kDa)
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kitosan iceren kaplama soliisyonlari hazirlamiglardir. Listeria monocytogenes ile
inokiile edilmis tiikketime hazir biftekleri kaplama ¢ozeltileri ile kaplayarak 4°C’de 28
giin stire ile depolamislardir. Depolamanin 14. giiniinde, kitosan ile kaplanmis tiim
orneklerde L. monocytogenes sayisinda 1.40-1.65 logaritmik azalma goriilmistiir.
Laktik asit ¢Ozeltisinde ¢ozdiiriilmiis diisiik molekiil agirlikli kitosan (% 0.5, a/h) ile
kaplanmis hazir biftek 6rneklerinde L. monocytogenes sayisinda en fazla azalma

gorilmiistiir.

Ayranct ve Tung, (1997), taze fasulye ve gilek orneklerini, metil seliiloz, propilen
glikol, stearik asit, palmitik asit ve laurik asitle hazirlanan filmlerle kaplamislardir.
Sonug olarak Orneklerde su kaybmnin Onlendigini ve iriiniin albenisinin arttigini

aciklamiglardir.

Caner, (2005), yaptig1 bir c¢alismada yumurta 6rneklerini 3 farkli konsantrasyon
iceren peynir alt1 suyu proteini ile kaplayarak konsantrasyonun artisina paralel olarak
yumurtanin agirlik kaybi, pH ve renk 6zellikleri degerlendirilmis ve oda kosullarinda

orneklerin raf mriiniin 1 aya kadar uzatilabilecegini tespit etmistir.

Hondrodimou ve ark., (2011), siyah zeytin fermantasyonunda 100 mg/L natamisin
kullanimimin Yunanistan’da yapilan geleneksel anaerobik fermantasyon sistemi
sirasinda tuzlu su yiizeyinde meydana gelen fungal miselyum gelisiminden kaynakli
kiif bozulmasini 6nledigini belirlemis, kiif gelisimini kontrol etmeye yarayan ve
dogal laktik asit bakterilerinin yogunlugunu arttirarak lezzeti arttiran bir islem

sisteminin dnemli bir bileseni olabilecegini saptamistir.

Sarioglu ve Oner, (2006), yaptig1 ¢alismada yenilebilir filmle kaplamanin kasar
peynirlerinin kalitesi tizerine etkilerini ve kasar peynirleri iki gruba (1. grup sorbitol
iceren sodyum kazeinath filmle kaplanirken, 2. grup kontrol grubu) ayirarak 90
giinliik olgunlagma periyodu boyunca Orneklerde agirlikta yilizdelik kayip, peynir
sikiligi, pH, titrasyon asitligi, kuru madde, yag, tuz, protein, aroma maddeleri
analizlerini yapmislar ve olgunlasma boyunca meydana gelen mikrobiyolojik
degisimlerini incelemislerdir. Arastirma sonunda, kasar peynirlerinde sorbitol igeren
sodyum kazeinattan elde edilen yenilebilir filmle kaplamanin, peynirlerin fiziksel,

kimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerinde olumlu etkilerinin oldugu belirlenmistir.
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Ayana ve Turhan, (2009), tarafindan kasar peynirindeki Staphylococcus aureus
gelisimini engellemek i¢cin % 1.5 (a/h) oraninda zeytin yapragi Oziitii iceren
metilseliiloz bazli filmler hazirlanarak dilimlenmis kasar peyniri Orneklerine
kaplanmistir. Ornekler buzdolabinda 4+0.3 °C’de 14 giin siire boyunca muhafaza
edilmistir. Zeytin yapragi oziitiiniin antimikrobiyel etkisi belirlenerck, S. aureus ile
inokiile edilmis ve % 1.5 (a’/h) zeytin yaprag: 6ziitii iceren metilseliiloz esasl film ile

kaplanan kasar peyniri dilimlerinde S. aureus sayist % 24.5 oraninda azalmstir.

Ozdemir ve Demirci, (2006), kasar peynirlerinin 90 giinliik olgunlastirma siiresindeki
mikrobiyolojik degisimlerinin arastirildigir ¢alismalarinda, kiiflenmeyi 6nlemek
amaciyla farkli sekillerde (daldirma, spreyleme, kati halde serpme) potasyum sorbat
iceren film uygulamislar ve maya-kiif sayisinin kontrol grubuna goére énemli diizeyde
azaldigin1 bildirmislerdir. Ayrica potasyum sorbatin kati halde uygulanmasinin,
daldirma ve piiskiirtmeye gore maya-kiif sayisini azaltmada daha etkili oldugunu

belirtmislerdir.

Oliveria ve arkadaslari, (2007), % 2 ve 4 (a/h) oraninda natamisin igeren seliiloz
bazli filmleri gorgonzola peynirine uygulamistir. Filmlerin P. roqueforti
antimikrobiyel etkinligini incelemislerdir. Kontrol olarak kullanilan % 0.2 (a/h)
natamisin igeren sollisyonu peynir drnegine puskiirtillerek uygulanmigtir. Caligma
sonucunda natamisin igeren seliiloz filmleri, peynir 6rneklerine kaplanmis ve kontrol
grubundan daha az kiiflendigi tespit edilmistir. Ayrica natamisin igeren seliiloz film,
ylizeye uygulanan piiskiirtme yontemiyle daha uzun siire antimikrobiyal etki

gosterdigi gozlenmistir.

Karragenan ve agaroz filmle kaplanan orta nemli peynir analoglarinda kaplanmamis
orneklere kiyasla 12 giinliik depolama siiresi boyunca ylizeydeki pH azalmasina

bagli olarak daha az S. aureus gelistigi saptanmistir (Cuq ve ark., 1995).

2.9.1. Aljinat Bazh Yenilebilir Film ve Kaplamalarla flgili Calismalar

Field ve arkadaslari, (1986), tarafindan yapilan ¢alismada glikoz oksidaz enzimi
ilaveli aljinat kaplamalarin dondurulmus ve taze Pseudopleuronectes americanus

tiirli yasst balik filetosunda ve biitiin balikta kullanmislardir. Bu arastirmada glikoz
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oksidaz iceren aljinat kaplamanin duyusal 6zelligin korunmasinda ve bozulma

kokusunun engellenmesinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Siragusa ve Dickinson, (1992), organik asit ilave edilmis aljiinat ile kaplanan sigir eti
karkaslarinda Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Escherichia coli
O157:H7 gelisiminde sirasiyla 1.80, 2.1 ve 0.74 log azalma gergeklestigini
gostermislerdir. Bir diger arastirmada sigir etinde laktik asidi aljinat kaplamayla
beraber kullanilarak L. Monocytogenes’in inhibisyonunu saglamaya c¢alismislardir.
Depolama siirecinde (7 giin) aljinat kaplamalarin potansiyel koruyucu olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Zhang ve arkadaslari, (1998), Mozarella peynirini kitosan, sodyum aljinat ve soya
proteini izolatlarim1 kullanarak kaplamislar ve depolama boyunca sodyum aljinatin

peynir 6rneklerinin fizikokimyasal 6zelliklerini daha iyi gelistirdigini bulmuslardir.

Gennadios ve arkadaglari, (1997), ringa baliginda -18°C’de buzdolabinda muhafaza
boyunca aljinat kaplamalarla muamele edilen ve polietilen torbalara konulmus balik
orneklerinin polietilen torbalardaki kaplanmayan kontrollerden biraz daha fazla nem
icerigine ve daha az lipid oksidasyonuna (daha diisiik TBA degeri) sahip oldugunu
belirtmistir.

Dong ve arkadaslari, (2006), yaptigr calismasinda ilag sektoriinde kaplama olarak
kullanilmasi igin aljinat ve jelatin karisimi filmlerde ambalajlamada mekaniksel
ozelliklerin belirlenmesinde en 6nemli faktor olan elastikiyetin ve gerilme kuvvetinin

20°C ve % 65 bagil nemde basarili sonuglar verdigini saptamiglardir.

Pranoto ve arkadaslari, (2005), yaptig1 ¢calismalarinda dogal bir antibakteriyel gorevi
istlenen sarimsak yagmin aljinat bazli yenilebilir film igerisine ilave etmislerdir.
Calismalar sonucu sarimsak yagi igeren aljinat filminin E. coli, S. typhimurium, S.
aureus ve Bacillus cereus’un canli hiicre sayisinda 4 saatlik siire sonunda sirastyla
2.28,1.24, 4.31 ve 5.61 log azalma oldugu tespit edilmistir.

Wang ve arkadaslari, (2007), yaptiklari ¢alismada karboksimetil seliiloz (CMC),
jelatin, peynir alt1 suyu proteini izolati, patates nisastasi, sodyum kazeinat ve sodyum
aljinat ile hazirlanan yenilebilir filmlerle yapilan ¢alismada sodyum aljinatin en

diisiik su buhar1 gecirgenligine sahip oldugunu bildirmislerdir. Yine ayni ¢alismada
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sodyum aljinat filmin uzama yiizdesi ve gerilme giicili en yiiksek olan yenilebilir film

oldugu belirtilmistir.

Rojas-Grau ve arkadaslari, (2007), aljinat ve jelatin kapli elmalarda kaplamalarin su
buhar1 direncini ay¢icegi yagi kullanarak artirmislardir (Aljinatta 15.7°den 19.2°ye,
jelatinde ise 14.6’dan 27.6s/cm’ye cikmustir). Aygicek yagi eklenmesi aljinat
kaplamaya gore jelatin kaplamada daha iyi bir etki gostermistir.

Marcos ve arkadaslari, (2007), yaptiklari c¢alismada sigir jambonunda L.
monocytogenes’i inhibe etmek amaciyla belli konsantrasyonlarda Enterosin igeren
aljinat filmlerle kaplama yapmisladir. Soguk muhafazada (6 °C) kontrol grubunun
mikrobiyolojik yiikiiniin 8 giin sonunda 10*’den 10 kob/g’a yiikseldigi goriilmiis ve
% 5 aljinat kaplamali jambon gruplarinda L. monocytogenes’in inhibisyonunun

saglandigi tespit edilmisgtir.

Olivas ve arkadaslari, (2007), tarafindan “Gala” elmalar1 aljinat, asetillestirilmis
aljinathh monogliserid linoleik asit ve aljinat-yag-linoleik asit gibi farkli kaplama
igerikleri uygulanarak 5°C’de % 85 bagil nemde muhafaza edilmistir. Diizenli olarak
agirlik kaybi, renk, tekstiir, mikrobiyal ylik ve asidite kontrol edilmistir. Biitiin
kaplama cesitleri ile “Gala” elmalarinda kahverengilesmeyi Onleyici etki

saglanmistir.

Norajit ve arkadaglari, (2010), yaptiklar1 ¢alismada 0.5 g/ml ginseng ekstrakti iceren
% 2’lik aljinat ihtiva eden biyo¢oziiniir filmin antioksidan 6zelliklerini ve film
yapisindaki degisiklileri arastirmislardir. Ginseng ekstrakti filme iyi adapte olmus ve
antioksidan aktivitesi olumlu sonu¢lanmistir. Ginseng katkisi filmin nem iceriginde
belirgin bir degisiklige neden olmamistir. Ayrica ginseng katkisiyla filmin gerilme

direnciyle elastikiyetinde azalma olurken uzama yiizdesinde artis meydana gelmistir.

2.9.2. Zein Bazh Yenilebilir Film ve Kaplamalarla ilgili Calismalar

Yenilebilir protein bazli filmlerden olan misir zeini, bugday gluteni ve bugday
gluteni/soya proteini izolati filmlerinin 4 farkli sicakliktaki oksijen gecirgenlikleri
incelenmis ve sicaklik arttikca gecirgenlik degerinin azaldigi, en yiiksek
gecirgenligin misir zeini filminde en az gegirgenlik degerinin ise bugday gluteni/soya

proteini izolatindan elde edilen filmde oldugu goriilmiistiir (Gennadios, 1993a).
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Yagsiz nisastali tirlinlerin farkli yenilebilir filmlerle kaplanmasinin nem tutma ve yag
alimindaki azalmaya etkilerinin incelendigi bir ¢alismada 47 mm ¢apindaki ezilmis
patates toplar1 gida modeli olarak kullanilmistir. Ornekler; misir zeini, HPMC
(Hidroksipropil Metil Seliiloz) ya da MC (Metil Seliiloz) ile kaplanmistir.
Kaplanmamis ornekler kontrol ornekleri olarak secilmis ve kontrol oOrneklerine
kiyasla sirastyla misir zeini, HPMC ve MC ile kaplanan 6rneklerde nem kaybinda %
14.9, % 21.9, % 31.1’lik azalma gozlenmistir. Yine buna benzer olarak sirasiyla
misir zeini, HPMC, MC filmleri ile kaplanan 6rneklerde yag aliminda % 59, % 61.4,
% 83.6’lik bir azalma gozlenmistir. Nem kaybinda ve yag alimindaki azalma
acisindan en iyi bariyer Ozelligi yenilebilir MC filmin gosterdigi saptanmistir

(Mallikarjunan ve ark., 1997).

Zein filmle modifiye atmosfer ortaminin yaratilmasinin taze brokoli yapraklarina
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada; taze brokoli yapraklari cam bir kavanoza konmus
ve Ustll yenilebilir misir zeini filmi ile kapatilmis, ambalajin i¢inde modifiye
atmosfer ortami1 yaratilarak brokoli Ornekleri sogutucuda 6 giin siireyle
depolanmistir. 6. giiniin sonunda film materyalinin ambalajin i¢inde modifiye
atmosfer ortaminin gelismesini sagladig1 ve brokoli yapraklarinin ilk giinkii tazeligini

ve rengini korudugu gozlenmistir (Rakotonirainy ve ark., 2001).

Wong ve arkadaslari, (1996), yaptiklar1 bir ¢alismada zein bazli filmle kaplanan
tavuk yumurtalarinda depolama siiresi boyunca yumurta albumini, soya proteini
izolati, bugday gluteni ve mineral yag cozeltileriyle muamele edilen yumurtalara
kiyasla daha az su kaybi gerceklestigini ve Haugh birim degerlerinin (i¢ kalite
kriteri) baslangigtaki degerini korudugunu saptamislardir. Ayrica kaplamanin,
koruyucu bir bariyer olusturmak suretiyle yumurta kabuklarinin kirilma dayanimini

gelistirdigi belirlenmigtir.

Padget ve arkadaslari, (1998), nisin ve lisozimin gram pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisini inceledikleri bir ¢alismada, antimikrobiyal olarak nisin ya da
lisozim ilave edilmis misir zeini ve soya proteininden yapilan filmlerde, zein film
igindeki lisozim konsantrasyonu arttikca Lactobacillus plantarum inokule edilmis

ortamda filmin hedef mikroorganizmay1 iceren agar iizerinde inkiibasyon siiresi
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sonunda olusturdugu inhibisyon alani bilylimiistiir. Ayrica, filme EDTA ilave

edilmesiyle E. coli’ye karsi inhibe edici etkinin arttig1 saptanmustir.

Zein film icindeki lisozim aktivitesindeki degisim ile antimikrobiyal zein filmlerin
Bacillus subtilis, L. plantarum ayrica disodyum EDTA ilavesi ile E. coli tizerinde
antimikrobiyal etkisinin oldugu tespit edilmis ve zein filmin gidalarin muhafazasinda
kullanilabilecegi Mecitoglu ve ark., (2006), tarafindan yapilan bir g¢aligmada

saptanmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

Zein ve aljinat; Sigma-Aldrich (Almanya) tarafindan temin edilmistir. Etanol (%
99.5) Riedel-de Haen (Germany) tarafindan tedarik edilmistir. Gliserol (% 99.5)
filmlerin kirilganligimi ortadan kaldirmak ve elastikiyet Ozelligini artirmak igin
kullanilmistir ve Sigma-Aldrich’den (Germany) temin edilmistir. Antimikrobiyel
ajan olarak adlandirilan, Delvecoid® natamisin (% 50-54 natamisin, % 50-46 Laktoz)
(NA) kullamilmistir ve DSM Food Specialties (Hollanda)’den tedarik edilmistir.
Potato dextrose agar (PDA) ve dichloran rose bengal chloramphenicol agar (DRBC)
Merck, (Almanya)’dan satin alinmistir. Penicilium camamberti kamambert
peynirinden, Aspergillus niger ise Ankara Universitesi kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Filmlere uygulanmasi i¢in kullanilan kasar peyniri siipermarketten (Ordu,

Tiirkiye)’den temin edilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1. Mikroorganizmalarin Mikrobiyal Biiyiime Kosullar ve Kiiltiirleri

Aspergillus niger ve Penicillium camemberti biiyiimesi igin potato dextrose agar
(PDA) ve kiif sayimi i¢in ise dichloran rose bengal chloramphenicol agar (DRBC)
ortam kullanilmistir. A. niger ve P. camemberti PDA besiyerinde 30°C inkiibasyona
birakilarak bir hafta boyunca inkiibe edilmistir. Alt kiiltiirleri haftalik hazirlanarak

tiim caligma boyunca % 20 gliserol igeren ortamda -80°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kiif Sporlarinin Hazirlanmasi

A.niger ve P. camemberti kiif sporlar1 % 0.1 steril tuzlu su kullanilarak steril ortamda
toplanilmustir ve her iki kiif soliisyonu 1x10* spor/ml olacak sekilde % 0.1 steril tuzlu

su kullanilarak ayarlanmigtir. Sporlarin sayimi i¢in DRBC agar kullanilmigtir (Tiire
ve ark., 2011).
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3.2.3. Biyopolimer Esash Filmlerin Hazirlanmasi

3.2.3.1. Zein Film

20 mL % 80 etanol igerisine 3.5 g zein ilave edilerek ve manyetik karistirici
kullanilarak homojenize edilmistir. Sicaklik 80+2°C’de kaynamaya basladiktan sonra
500uL gliserol yavas yavas film soliisyonuna ilave edilmistir. Film soliisyonlarinin
(fs) pH’s1 yaklasik olarak 4.66+2 ol¢iilerek 8.5 cm ¢apli poliester petri kaplarina oda
sicakliginda 10 g yayilarak yaklasik 3 giin oda sicakliginda kurutulmustur (Unalan ve
ark., 2013). Zein filmlerin hazirlanist Sekil 3.1°de gosterilmistir.

20 mL %80 Etanol

|

3,5 g zein ilavesi
v

Manyetik karistirici
(Manyetik balik ile 350 rpm)

Kaynamasi beklenilir

500uL gliserol ilavesi

|

Homojenizasyon (5 dakika)

v

Oda sicakliginda sogutma (15 dakika)

8,5 cm ¢apli petri kaplarina dokiim (10 g)

v

Oda sicakliginda kurutma

Petri kaplarindan filmlerin ayrilmasi (3 giin sonu)

Sekil 3.1. Zein filmlerin hazirlanigt

38



3.2.3.2. Aljinat Film

20 mL deiyonize su igerisine 0.4 g aljinat ilave edilerek ve manyetik karigtirict
kullanilarak sicaklik 80+2°C’de homojenize edilmistir. Aljinat film soliisyonlari,
pH’s1 6.26+2 dlgiilerek zein filmlerinin hazirlanmasinda oldugu gibi, 8.5 cm ¢aph
poliester petri kaplarina oda sicakliginda 10 g yayilarak yaklasik 3 glin oda
sicakliginda kurumasi beklenilmistir (Pranoto ve ark., 2004). Aljinat filmlerin

hazirlanis1 Sekil 3.2°de gosterilmistir.

20mL deiyonize su

0,4 g aljinat ilavesi

v

Manyetik karistirici
(Manyetik balik ile 450 rpm)

Kaynamasi beklenilir

Homojenizasyon (5 dakika)

'

Oda sicakliginda sogutma (15 dakika)

8,5 cm ¢apli poliester petri kaplarina dokiim(10g)

v

Oda sicakliginda kurutma

Petri kaplarindan filmlerin ayrilmasi(3 giin sonu)
Sekil 3.2. Aljinat filmlerin hazirlanis
3.2.4. Natamisin Iceren Antimikrobiyal Filmlerin Hazirlanmasi

Natamisin igeren aljinat ve zein filmler hazirlanirken uygun konsantrasyonlardaki
natamisin, film soliisyonlar1 hazirlanip oda sicakliginda sogutulduktan sonraki
basamakta ilave edilip yaklasik 15 dk. manyetik karistirict ile karigtirildiktan sonra

petri kaplarma dokiiliip kurumaya birakilmistir.
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Antimikrobiyal filmlerin hazirlanmasinda kullanilacak natamisin miktarlar1 Cizelge

3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Farkli konsantrasyonlarda natamisin i¢eren zein ve aljinat filmlerin hazirlanis

Zein Aljinat
% 80 EtOH (mL) 20 dH,O (mL) 20
Zein (g) 35 Aljinat (g) 0.4
Gliserol (mL) 0.5
0, 0,
Natamisin % ppm % Ppm
0.010 100 0.010 100
0.020 200 0.020 200
0.050 500 0.050 500
0.100 1000 0.100 1000
0.200 2000 0.200 2000
0.400 4000 0.400 4000

3.2.5. Natamisin I¢eren Filmlerin Antimikrobiyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyofilmlerin antimikrobiyel Ozellikleri, agar disk-difiizyon metoduna gore
belirlenmistir. Filmler bir makasla 1ecm x 1cm kare olacak sekilde kesilmistir. Filmler
UV 15181 altinda steril edildikten sonra mikroorganizmalar PDA besiyerine yayma
yontemiyle ekildikten sonra kesilen filmler, ekimi yapilmis agar iizerine steril pens
yardim ile yerlestirilmistir. Inkiibasyon sonucunda disklerin etrafinda olusan zon

caplart 6l¢iilmiistiir.

3.2.6. Film Kalinhg

Filmlerin yaklasik kalinliginin hesaplanmasinda dijital elektronik mikron olger
kullanilmistir. Film kalinliginin her biri (mm) 10 rastgele Olgiimiin ortalamasi

seklinde ifade edilmis ve oda sicakliginda dl¢lilmiistiir.

3.2.7. Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Filmlerin mekanik Ozellikleri, Tekstiir Profil Analiz cihazi (model TA-XT.plus,
Stable Micro System, England) tarafindan ASTM Method D882 gore test edilmistir.
Tekstiir analizi i¢in hazirlanan 6rnekler kare petriler (120x120 m?) igerisinde

kurutulmustur. Kurutma isleminden sonra 48 saat boyunca filmleri uygun hale
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getirilmek i¢in % 6042 kismi nemlilikte oda sicakliginda bekletilmistir (ASTM
1991). Kism1 nemlilik desikator icerisinde doymus magnezyum nitrat ¢ozeltisi ile
ayarlanmistir. Olgiimler yapilmadan dnce her bir filmin bes farkli yerden dijital
kumpas ile kalinlig1 olgiilmiistiir. Filmler analize 10 mm ene ve 50 mm uzunluga
sahip olacak sekilde kesilip tekstiir cihazina gerdirilerek tutturulmustur. Kullanilan
test parametreleri su sekildedir; 6n test hizi: 1 mm/sn, test hizi: 1 mm/sn, test sonrasi
hiz: 10 mm/sn, mesafe: 15 mm, tetikleme tipi: otomatik -5g olarak se¢ilmistir.
Kuvvet ve uzama degerleri kaydedilerek ve gerilme direnci degeri (TS), kopma
aninda uzama ylizdesi (EB) ve elastik modiilii (EM) stress-strain grafiginden
hesaplanmistir. TS kesit alani (kalinlik x geniglik) filmin maksimum kopma ytikiine
boliinerek ve EB 6rneklerin ilk uzunluk 6l¢iisiinii filmin uzamasina boliiniirek 100 ile
carpilarak hesaplanmistir. EM stress-strain grafiginin ilk lineer bolgedeki egiminden

hesaplanmistir. Her bir film tiirii i¢in en az 6 film test edilmistir.

3.2.8. Toplam Nem Miktarinin Belirlenmesi

Oda kosullarinda filmlerin biinyesinde tutulan nem miktar1 Rhim ve ark., (1998)’e
gore belirlenmistir. Filmler cam petrilerde (£0.0001 g) tartilmis ve daha sonra etiivde
1054+5°C sicaklikta 24 saat kurutulmustur. Toplam nem miktar1 kurutma sonrasi

agirlik kayb1 olarak yas agirlik tizerinden yiizde olarak hesaplanmustir.

3.2.9. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Filmlerin kesit yapist ve yiizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (Hitachi
SU1510, Tokyo, Japonya) KV’da incelenmistir. Ornekler numune tutucu tabla
lizerine ¢ift tarafli bantla ile sabitlenmistir. Filmlerin yiizey ve kesidi elektron

mikroskobu (SEM) ile taranmustir.
3.2.10. Natamisin i¢eren Filmlerin Gida Uygulamasi

3.2.10.1. Orneklerin hazirlanmasi ve inokiiliim

Kasar peyniri ornekleri yerel bir siipermarketten temin edildikten sonra buz torbalari
igeren izole edilmis kutularda laboratuvara hemen getirilmistir. Kasar peynirleri 1 cm
kalinliginda 2 cm ¢apinda olacak sekilde (yaklasik 20 g) steril kap kullanilarak
kesilmistir. Daha sonra kesilen kasar peynirleri 10 dk bir yiizii ve 10 dk diger yiizii
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olacak sekilde UV (254 nm) 15181 altinda birakilmistir. Dilimlenmis kasar peynirleri
3 dakika siire boyunca 10* spor/ml kiif soliisyonu icerisine daldirilmistir. Daha sonra
her bir yiizey ¢eker ocak altinda 10 dakika kurutulmustur. Kuruyan kasar peynirleri
yaklasik 4.5 cm yuvarlak film pargalar1 arasinda yerlestirilmistir. Daha sonra
ornekler steril petri kaplarinin igerisinde kilitli posetlere yerlestirilerek buzdolabinda

depolanmustir.

3.2.10.2. Mikrobiyolojik Analiz

Buzdolabinda depolanan kasar peyniri 6rnekleri 0., 15., 30., 45. giinlerin sonunda
mikrobiyolojik analiz i¢in alinmigtir. Filmler peynirlerden steril pens ile ayrildiktan
sonra kasar peyniri 6rnekleri, igerisinde yaklagik 180 ml % 0.1 tuzlu su igeren steril
torbalara konulup homojenize edilmistir (Stomacher/Interscience Bagmixer 400,
Paris, Fransa). Uygun dillisyonlar yapildiktan sonra drnekler DRBC agara ekilmis ve

30 °C inkiibasyona birakilip sayimlari yapilmistir.

3.2.11. istatiksel Degerlendirme

Analizler iki tekrarli olarak yapilmistir. Analizlerden elde edilen veriler varyans
analizi (ANOVA) ile incelenerek ve grup ortalamalar1 arasinda onemli bir fark

oldugunda Tukey Test metodu ile hangi grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemli

oldugu (p<0.05) tespit edilmistir (JMP, USA).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Aragtirmada; Oncelikle farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein ve aljinat
filmleri hazirlanarak her film Orneginin A. niger ve P. camemberti iizerindeki
antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Ikinci kisimda, gida ambalajlamasina
uygunlugunun belirlenmesi i¢in hazirlanan antimikrobiyal filmlerin; mekanik
ozellikleri, kesit yapilar1 ve yiizey morfolojileri ve nem tutma kapasiteleri gibi bazi
fiziksel ozellikleri belirlenmistir. Aragtirmanin son kisminda ise uygun natamisin
konsantrasyonlari segilerek hazirlanan filmler A. niger ve P. camemberti inokiile
edilmis kasar peyniri iizerine uygulanmistir. Buzdolab1 kosullarinda, 45 giinlik
depolama siiresince yapilan ekimlerle natamisin ve film cesitlerinin kiif popiilasyonu

tizerine etkileri aragtiritlmis ve elde edilen bulgular degerlendirilerek tartigilmistir.

4.1. Natamisin Iceren Zein ve Aljinat Yenilebilir Filmlerinin Antimikrobiyal
Ozellikleri

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein ve aljinat filmlerinin antimikrobiyal
ozellikleri; Boliim 2.8.3’te belirtilen agar disk-difiizyon metodu kullanilarak tespit
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite i¢in; artan natamisin miktarlar1 (0- 4000 ppm)
ilave edilerek hazirlanan zein ve aljinat filmlerinin inkiibasyon sonrasinda, A. niger
ve P. camemberti test mikroorganizmalarina karsi Potato Dextrose Agar (PDA)’da
olusturduklart inhibisyon zon ¢aplar1 6l¢iilmiistiir. Zein ve aljinat filmleri paralel
caligilarak inhibisyon zon ¢aplari ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir
(Cizelge 4.1 ve 4.2).

Cizelge 4.1. A. niger ve P. camemberti mikroorganizmalarina karsi farkl

konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerin olusturduklar1 inhibisyon
zon gaplari

Inhibisyon Zon Cap1 (cm)

Natamisin (ppm) P. camemberti A. niger

0 + +

100 + +

200 + +

500 + +

1000 2.30+0.28% 1.15+0.21°

2000 2.80+0.263" 1.65+0.20™

4000 3.37+0.19° 2.20+0.14°

+ zon yok, farkli NA miktarlarina sahip ayni istsel harflerle (a-d) gosterilen inhibisyon alanlari
arasinda istatistiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren zein filmlerinin
A.niger (a) ve P.camemberti (b) mikroorganizmalarina karsi
olusturduklar inhibisyon zon ¢aplari; 1) 100 ppm natamisin 2)
1000 ppm natamisin 3) 2000 ppm natamisin 4) 4000 ppm
natamisin igeren zein filmler.
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Agar disk-difiizyon testi sonucunda; kontrol grubu (natamisin igermeyen) ve 100-
500 ppm natamisin igeren zein filmlerinin, test mikroorganizmalarina karsi
inhibisyon  zonu  olusturamadiklar1 ~ gozlenmistir. ~ Antimikrobiyal  etkinin
gbzlemlenebilmesi igin gerekli minimum natamisin konsantrasyonu 1000 ppm olarak
belirlenmistir. Bu dozun iizerindeki miktarlarda, artan natamisin miktariyla birlikte
zein filmlerinin olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplarinin da arttig1 ve en genis zon
capmin 4000 ppm natamisin bulunduran zein filmlerine ait oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.1). Zein filmlerinin test mikroorganizmalar1 {izerindeki etkisi
karsilastirildiginda; kontrol grubu ve 100-500 ppm natamisin konsantrasyon igeren
filmlerin her iki kif tir(i tzerine herhangi bir inhibitér etkisinin olmadigi
goriilmektedir. Artan natamisin konsantrasyonlarina karsi P. camemberti’nin, A.
niger’e kiyasla daha hassas oldugu ve olusan inhbisyon zonu ¢aplarinin daha biiyiik

oldugu soylenebilmektedir.

Zein filmleri bilesiminde 1000 ile 4000 ppm natamisin yer aldiginda sirasiyla P.
camemberti ve A. niger i¢in 1.50-3.98 cm ve 1.15-2.20 cm ¢aplarinda inhibisyon
zonlarinin  olustugu  belirlenmistir.  Natamisinin  diisik  konsantrasyonlarda
antimikrobiyal etki gosterememesinin nedenleri arasinda; plastiklestirici olarak
kullanilan gliseroliin, yapiy1 yeterince gevsetememesinden dolayr agarin yapisinda
bulunan suyun ag yapi igerisine giremeyip natamisinin zein filminden agara difiize

olmasina yardimci olamamasi ve zein filmlerinin genel hidrofobik yapisi sayilabilir.

Cizelge 4.2. A.niger ve P.camemberti mikroorganizmalarina kars1 farkli konsantrasyonlarda
natamisin igeren aljinat filmlerin olusturduklari inhibisyon zon ¢aplar1

Inhibisyon Zon Cap1 (cm)

Natamisin (ppm) P. camemberti A. niger

0 + +

100 + +

200 3.48+1.38° 2.63+0.23°

500 4.01+0.88% 2.99+0.412

1000 4.69+0.26° 3.38+0.31°

2000 4.80+0.22° 4.32+1.11°

4000 4.97+0.04% 4.40+1.10%

+ zon yok, farkli NA miktarlarina sahip aym istsel harflerle (a-d) gosterilen inhibisyon alanlari
arasinda istatistiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin
A.niger (a) ve P.camemberti (b) mikroorganizmalarina karsi
olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari; 1) 200 ppm natamisin 2)
500 ppm natamisin 3)1000 ppm natamisin 4) 2000 ppm
natamisin 5) 4000 natamisin igeren aljinat filmler
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Mecitoglu-Giicbilmez, (2014), yaptig1 ¢alismada, kekik esansiyel yagi igceren zein
filmlerinden elde edilen filmlerin antimikrobiyal test uygulandiginda test edilen
kiiflere, test edilen mayalardan daha fazla etki ettigini ve en hassas organizmanin

A.fumigatus oldugunu belirlemistir.

Kontrol (natamisin igermeyen) grubu ve 100 ppm natamisin i¢eren aljinat filmleri
test organizmalarma karsi antimikrobiyal etki gosterememistir. Her iki test
mikroorganizmasina karst minimum inhibisyon zon ¢api, 200 ppm natamisin i¢eren
aljinat filmlerde belirlenirken bunu 500, 1000 ve 2000 ppm natamisin igeren aljinat
filmleri izlemis ve natamisin konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon ¢aplarinin biiyiidiigii
tespit edilmistir. Maksimum inhibisyon zon ¢ap1 ise en yiiksek konsantrasyon olan
4000 ppm natamisini bulunduran aljinat filmlerinde belirlenmistir. Test
mikroorganizmalar1 karsilagtirildiginda ise natamisin igeren aljinat filmlerinin A.
niger’e kiyasla P. camemberti’ye karsi daha etkili bir inhibisyon gergeklestirmistir.
Benzer sekilde P. camemeberti’ye kiyasla A. niger’in natamisine karsi daha direngli
oldugu da s6ylenebilmektedir (Sekil 4.2).

Aljinat ve zein filmlerine antimikrobiyal ajan olarak ilave edilen natamisinin
konsantrasyonu arttikga antimikrobiyal aktivite her iki test organizmasina karsi
artmigtir. Fakat aljinat filmleri, zein filmlerine gére A. niger’e karsi daha fazla
inhibisyon etkisi gostermistir. Aljinat filmlerinin pH’s1 6.26+2 olmasina ragmen zein
filmlerinin pH’s1 4.66+2 Olcilmiistir. Kif gelisimi disik pH’da optimum

seviyelerde oldugundan antimikrobiyal aktivede pH nin etkisi goriilmemistir.

Silva ve arkadaslari, (2013), yaptiklart ¢calismada; kontrol (natamisin icermeyen) ve
0.04-0.08 g natamisin igeren aljinat filmlerinin Debaromyces hansenii, Penicillium
commune ve Penicillium roqueforti mikroorganizmalarina kargi antimikrobiyal
aktivitelerini arastirmiglar ve en biiyiik inhibisyon zon ¢apini en yiiksek natamisin
konsantrasyonunda  belirlemislerdir. Bu ¢alismada Dbelirlenen en yiiksek
antimikrobiyal aktivite Penicillium roqueforti mikroorganizmasina karsi olmustur.
Tiire ve arkadaslari, (2008), yaptiklar1 g¢alismada natamisinin A. niger ve P.
roqueforti mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkilerini arastirmistir. Bugday
gluteni ve metil seliiloz biyofilmlerinin icerisine 0.007-0.033 g arasinda ilave edilen

natamisinin miktar1 arttikga inhibisyon zon ¢ap1 uzunlugunun da arttigi gorilmistiir.
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Calisma sonucunda natamisinin A. niger’e kiyasla P. roqueforti’ye kars: daha etkin

bir antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.
4.2. Antimikrobiyal Filmlerin Fiziksel ve Mekanik Ozellikleri

4.2.1. Filmlerin Kalinhklarinn Ol¢iilmesi

Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat ve zein yenilebilir filmlerinin
yaklagik kalinliklarinin hesaplanmasinda dijital elektronik mikron 6l¢er kullanilmig
ve sonuglar Cizelge 4.3°te gosterilmistir. Her bir filmin kalinlig1 10 rastgele 6l¢limiin

ortalamasi olarak ifade edilerek sonuc¢lar mekanik testler i¢in kullanilmistir.

Cizelge 4.3’te verilen kalinlik sonuglart incelendiginde, farkli konsantrasyonlarda
natamisin igeren aljinat filmlerinin kalinliklarinin 0.02 ile 0.03 mm arasinda degistigi
goriilmektedir fakat istatiksel bir fark yoktur. Farkli konsantrasyonlarda natamisin
iceren zein filmlerinin kalinliklart 0.30 ile 0.51 mm arasinda degismektedir. En ince
zein filmleri 200 ppm natamisin igerenler olurken en kalin zein fimleri ise 2000 ppm
natamisin ilave edilen zein filmleri olmustur. Sonuglar genel olarak, zein filmlerinin
aljinat filmlerine gére daha kalin oldugunu gostermistir. Filmlerin kalinliklarinin,
petrilere dokiilen film ¢ozeltisinin miktari, filmlerin kurutulma sekli ve siiresi ile
icerisine ilave edilen antimikrobiyal maddenin konsantrasyonuna bagli olarak

degistigi soylenebilir.

Benzer bir ¢alismada Silva ve arkadaslari, (2013), 0-8 g konsantrasyonlari arasinda
natamisin iceren aljinat filmlerinin kalinliklarim1 = 6lgmiis ve natamisin
konsantrasyonlarinin artmasiyla filmlerin kalinliklarinin (47-65 pm) dogru orantili
olarak arttigin1 bildirmistir. Mecitoglu-Giigbilmez, (2014), yaptigi c¢alismada,
iceriginde hi¢bir madde bulunmayan zein filmin kalinliginin en fazla oldugu, kalinlik
miktarlarinin sirasiyla zein film> defne esansiyel yag iceren> defne ve kekik
esansiyel yag iceren> potasyum sorbat iceren> portakal esansiyel yag iceren> kekik
esansiyel yag iceren zein film oldugunu ve yenilebilir filmlerin kalinliklarinin 0.100-

0.139 mm arasinda oldugunu tespit etmistir.
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4.2.2. Filmlerin Mekanik Ozellikleri

Gerilme direnci degeri (TS), kopma aninda uzama yiizdesi (EB) ve elastik modiilii
(EM) ambalaj materyali i¢in 6nemli 6zelliklerdir (Krochta ve De Mulder-Johnston,
1997). Gerilim direnci, uygulanan dis kuvvete karsi malzemenin gosterdigi tepki,
uzama ise dis Kuvvetlerin etkisiyle ambalajin geometrik durumundaki degisim

yiizdesi olarak ifade edilir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat ve zein filmlerin kalinlik
Ol¢limleri ve mekanik 6zellikleri

NA Kalmhk Mekanik Ozellikler
Film
(ppm) (mm) TS (MPa) EM (N/mm?) EB (%)
0 0.030+0.008%  280.82+159.20°  3333.40+2236.30° 3.447+0.002%
100 0.030+0.008%  355.07+189.10°  4704.90+£1251.30®°  3.446+0.001°
200 0.023+£0.005%  610.044275.10® 5926.90+2064.80®°  3.449+0.002°
Aljinat 500 0.023+£0.005% 503.10+161.70®  6081.00+891.70% 3.446+0.0012
1000 0.020+0.002%  629.60+55.40°  6581.00+20.70% 3.270+£0.248°
2000 0.020+£0.002%  830.90+£114.90*°  7633.50+:646.20% 3.446+0.001?
4000 0.020+£0.010%  469.00+201.30%°  7278.20+554.60°% 3.446+0.0012
0 0.44+0.007%° 1.00+0.17° 335.60+152.72° 3.45+0.0012
100 0.42+0.024%® 1.30+0.65" 544.20+43.59%¢ 1.14+0.623¢
200 0.30+0.015°¢ 3.70+1.26% 674.20+9.58° 2.77+0.814%®
Zein 500 0.37+0.051% 1.60+0.70° 639.96+83.45% 0.96+0.362°
1000 0.43+0.063%® 1.40+0.76" 565.84+102.95% 1.09+0.462¢
2000 0.51+0.035° 0.40+0.16" 349.69+53.40% 0.67+0.155¢
4000 0.44+0.054%® 1.50+0.52" 458.09+50.88° 1.76+0.384"

Farklt NA konsantrasyonlarina sahip ayni iistsel harflerle (a-d) gosterilen mekanik 6zellikleri arasinda
istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05). (TS= Gerilim Direnci, EM= Elastik modiilii, EB=uzama
yiizdesi)

Polimer zincirleri arasindaki ¢ekim kuvvetleri ne kadar fazlaysa malzeme o kadar
sert ve dayaniklidir (Erol, 2012). Elastik modiilii ise Boliim 3.2.7’de belirtildigi gibi
dogrusal olan bdlgenin egimi, ambalajin sertliginin bir ifadesi olarak adlandirilir.
Aljinat ve zein filmlerinin mekanik 6zelliklerine ait bulgular standart sapmalariyla
birlikte Cizege 4.3’te gosterilmistir.
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Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmlerinin mekanik ozellikleri
incelendiginde; kopma anindaki en yiiksek uzama yilizdesinin, 200 ppm natamisin
iceren aljinat filmlerinde % 3.449 oldugu tespit edilmistir. Farkli natamisin
konsantrasyonlarina sahip aljinat filmlerin uzama yiizdeleri arasinda belirgin
farkliliklar gézlemlenmemis olup en diisiik uzama yiizdesinin % 3.27 olarak 1000
ppm natamisin i¢eren aljinat filmlerinde oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere
gbre natamisin konsantrasyonu 0-2000 ppm arasinda artarken aljinat filmlerinin
gerilme direncgleri de artmis ve 2000 ppm natamisin i¢eren aljinat filmlerinde en
yiikksek gerilim direncine ulasilmistir. En diisiikk gerilim direnci de natamisin

icermeyen aljinat filmlerinde belirlenmistir.

Elastik modiilii degerleri de benzer sekilde 0-2000 ppm natamisin igeren aljinat
filmlerinde artarak devam etmis ve en yiiksek elastikiyet degeri 2000 ppm natamisin
iceren aljinat filmlerinde goriilmistiir. En yiiksek natamisin konsantrasyonu olan
4000 ppm natamisin bulunduran filmlerde ise elastikiyet degerinde bir miktar azalma
oldugu gorilmektedir. Dong ve arkadaglari, (2006), yaptiklari ¢alismada,
ambalajlamada mekaniksel Ozelliklerin belirlenmesinde en Onemli faktér olan
elastikiyetin ve gerilme direncinin ilag sektoriinde kaplama olarak kullanilan aljinat
ve jelatin kompozit filminde, 20°C ve % 65 bagil nemde basarili sonuglar verdigini
saptamiglardir. Diger bir calismada, % 0-1.5 arasinda 4 farkli konsantrasyonda
oregano esansiyel yagi iceren alginat filmlerin ise konsantrasyonu arttik¢a, gerilme
direnglerinin azaldigi, uzama yilizdesinin ise % 2.2’den 3.7’ye kadar arttig1

belirtilmistir (Benvides ve ark., 2012).

Zein filmlerin mekanik 6zelliklerine bakildiginda; uzama yiizdesinin % 0.668-3.45
arasinda genis bir aralikta degistigi goriilmektedir. En yiiksek uzama yiizdesine
kontrol (natamisin igermeyen) grubu zein filmlerinde rastlanirken en diisiik uzama
yiizdesi ise 2000 ppm natamisin i¢eren zein filmlerinde tespit edilmistir. Gerilme
direngleri 0.4 ile 4.5 MPa arasinda degismektedir. En yiiksek gerilme direnci 200
ppm natamisin igeren zein filmlerinde belirlenmistir. Zein filmlerinin elastik
modiilleri incelendiginde 335.6-674.2 N/mm? degerleri arasinda degistigi goriilmekte
olup en yiiksek elastikiyetlik 200 ppm natamisin igeren zein filmlerinde, en diisiik

elastikiyetlik ise kontrol (natamisin igermeyen) grubunda belirlenmistir.
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Elde edilen veriler incelendiginde, zein filmlerin formiilasyonuna plastiklestirici
olarak gliserol ve antimikrobiyal madde olarak natamisin ilavesinin elastikiyeti
artirdigr ve film yapisinin gelismesine olumlu katki yaptigi distiniilebilir. Han,
(2000), yaptig1 ¢alismada biyofilmlere ilave edilen antimikrobiyal maddelerin, filmin
diizensiz yapilarmin oldugu bolgelere yerlestigini ve filmlerin mekanik 6zellikleri
lizerine etki etmedigini savunmustur. Biyofilmlerin mekanik &zelliklerinin
gelistirmesi i¢in film igerigine eklenen candelilla ve carnabau mumu katkilarinin,
gerilme kuvvetini artirirken % uzama degerlerini azaltti1 tespit edilmistir (Kim ve
Ustunol, 2001; Chick ve Hernandez, 2002). Ku ve arkadaslari, (2008), yaptigi
aragtirmada farkli konsantrasyonlarda (0-1200 IU/ mL) nisin igeren zein filmlerinin
gerilim direnglerini 6l¢miistiir. Nisin konsantrasyonu arttik¢a zein filmlerinin gerilim

direnglerinin de arttig1 gozlemlenmistir.

Aljinat ve zein filmlerinin mekanik 6zelliklerini karsilastirildiginda aljinat filmlerinin
yapisal Ozelliklerinin daha iyi oldugu goriilmektedir. Zein filmleri, protein kaynakli
biyopolimerler olup zeinin karakteristik film yapisini ileri goriintiileme teknikleriyle
ayrintil sekilde arastirildigi bir ¢alismada bu filmlerin, asimetrik gubuklar seklindeki
zein molekiillerinin yan yana dizilerek simit halkasi seklinde kiimelenmesi ve ¢ok
sayida halkanin da yan yana gelerek bir yap1 olusturmasiyla meydana geldigini
belirlemislerdir (Guo ve ark., 2007). Ayrica, zein filmlerde rastlanan klasik
kirilganlik ve elastikiyet sorunlarinin zein molekiillerini bir arada tutan giiclii
hidrofobik reaksiyonlardan kaynaklandigi belirtilmistir. Plastiklestirici olarak
gliseroliin  kullanilmasiyla zein filminin  mekanik 6zellikleri iyilestirilmeye
calisilmistir. Diger taraftan, yapilan ¢alismalarda da belirtildigi tizere aljinat filmler,
hidrokolloid yapisindan dolayr daha esnek ve giiglii bir film yapisina sahiptir
(Yesiltas, 2012).

4.2.3. Toplam Nem Miktarinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein ve aljinat filmlerin biinyesinde
tutulan nem miktar1 Bolim 3.2.8’teki yonteme gore belirlenmistir. Filmlerin

yapisinda yer alan toplam nem miktarlar: Cizelge 4.4’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlarda natamisin ilave edilen zein ve aljinat filmlerin
yapisinda bulunan toplam nem miktarlari (%)

Toplam Nem Miktari (%)

Natamisin (ppm) Zein Aljinat

0 7.55+0.0707 15.69+0.438%
100 9.90+0.282%° 15.6145.112%
200 11.06+0.989° 13.50+0.707°
500 10.60+0.339% 17.504+2.1212
1000 8.45+0.042 20.67+1.873°
2000 8.89+0.728" 21.02+2.828°
4000 8.81+0.282% 17.50+3.535°

Farkli NA konsantrasyonlarina sahip aym tstsel harflerle (a-d) gosterilen nem tutma kapasiteleri
arasinda istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05)

Cizelge 4.4 incelendiginde, zein filmlerinin toplam nem miktari; % 7.55 ile % 11.06
degerleri arasinda degistigi goriilmektedir. En diisiik nem miktar1 kontrol (natamisin
icermeyen) grubunda tespit edilirken en yiiksek nem miktart 200 ppm natamisin
iceren zein filmlerinde belirlenmistir. Aljinat filmleri toplam nem miktarlari % 13.50
ile % 21.02 degerleri arasindadir. En yiiksek toplam nem miktar1 2000 ppm
natamisin igeren aljinat filmlerinde belirlenirken en diisiik toplam nem miktar1 ise

200 ppm natamisin igeren aljinat filmlerinde belirlenmistir.

Genel olarak natamisin igeren aljinat filmlerinin, natamisin igeren zein filmlere
kiyasla % nem igeriklerinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (P>0.05). Yapilan
caligmalarda aljinat filmlerinin hidrofilik 6zellikte oldugu i¢in nem bariyer
Ozelliklerinin zayif; fakat hidrofilik maddelerden olusan yenilebilir filmlerin su
buhart gegirgenliklerinin yiiksek oldugu savunulmustur (Shahidi ve ark., 1999).
Lieberman ve Gilbert, (1973), yaptiklar1 calismada % 50 bagil nemde oda
kosullarindaki zein ve aljinat filmlerinin su buhari gegirgenliklerini sirasiyla 12-24
g.mm/m?.dkPa ve 42.2 g.mm/m?.dkPa olarak tespit etmistir. Hidrofobik yapisindan
dolayr zein filmlerin genelde su buhari gegirgenliginin azaltilmasinda
kullanilabilecegi diisliniilmiistiir. Yapilan arastirmalarda kullanilan plastiklestirici
cesidi ve konsantrasyonu ile test kosullarmin filmin yapisal 6zelliklerini 6nemli
derecede etkiledigi belirtilmistir (Krochta, 2002). Diger bir arastirmada,
plastiklestirici olarak gliserol kullanildiginda plastiklestirilmemis zein filmlerinin beg
kat daha fazla su aktivitesine sahip oldugu ve bunun gliseroliin hidrofilik
Ozelliginden kaynaklandigi bildirilmistir (Dursun ve Erkan, 2009). Sonu¢ olarak,

aljinat yapisinin hidrofilik 6zelliginden dolay1r her ne kadar da zein filmlerinin
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yapisina katilan gliserol; hidrofilik 6zellikte olsa da zein filmlerinin aljinat filmlerine

gore kismen nem kaybini azalttig1 diisiiniilebilir.

4.3. Filmlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfolojisi

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat ve zein biyopolimerlerden elde
edilen yenilebilir film Orneklerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

belirlenen yiizey ve kesit yapilar1 Sekil 4.3°de gosterilmistir.

Sekil 4.3°deki mikrograflara bakildiginda, en homojen yiizey yapisina sahip film
orneklerinin natamisin igermeyen kontrol aljinat filmleri oldugunu soylemek
miimkiindiir. Kontrol aljinat filmlerinin yiizeyinde hava kabarcigi veya kiigiik
deliklere rastlanmamigtir. Fakat 4000 ppm natamisin igeren aljinat filmlerin bazi
bolgelerin piiriizlii oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3.d). Bu piiriizliligiin yeterince
¢oziilmeyen natamisinden kaynaklandigr disliniilmektedir. Ayrica 4000 ppm
natamisin i¢eren aljinat film 6rneklerinin kesit yapilari incelendiginde, natamisinin
kesit yapisinda kristalize formda oldugu goriilmiistiir. Pires ve ark., (2008)’c ait
caligmada ise natamisin i¢eren seliiloz filmlerindeki kiiglik antimikrobiyal Kristallerin

SEM mikroskobunda benzer bir sekilde gozlemlenmistir.

Zein filmlerinin SEM mikroskobundaki mikrograflar incelendiginde, natamisin
iceren ve icermeyen zein filmlerinin yiizey yapilarinda hava kabarciklarinin ve
deliklerin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3.f). Natamisin konsantrasyonu arttik¢a film
orneklerinin kesit yapis1 daha diizenli ve siki olup natamisin varligin1 gézlemlemek
miimkiin olabilmektedir (Sekil 4.3.h). Zein filmlerinde yap1 6zelliklerini gelistirmek
i¢in plastiklestirici olarak kullanilan gliserol ve miktar arttik¢a kullanilan natamisinin
zein film yapisina uyumlu oldugu sdylenebilir. Arcan ve Yemencioglu, (2013)’ na ait
benzer bir calismada, katesin igeren zein filmlerinin SEM mikroskobundaki
mikrograflarinda 3.00 mg/cm? katesin igeren zein film orneklerinin kesit yapisinin

daha diizgiin ve yiizey yapilarinin daha homojen oldugu goriilmektedir.
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SU1510 15.0KV X500 SE Bl e e ol SU1510 15.0kV 5.00k S

8U1510 15.0kV x500 SE 100um

SR e s
SU1510 15.0kV x500 SE L 100um 8U1510,16:0kV x3.00k SE

SU1510 15.0kV x500 SE U i SU1510:45. 0KV x500 SE 100um

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda natamisin i¢eren aljinat ve zein filmlerinin
SEM mikroskobunda gériintiilenen yiizey ve kesit yapilari, a)
kontrol (0 natamisin) igeren aljinat filmin yiizey yapisi, b)kontrol (0
natamisin )igeren aljinat filmin kesit yapisi, ¢) 4000 ppm natamisin
iceren aljinat filmin yiizey yapisi, d) 4000 ppm igeren aljinat filmin
kesit yapisi, e) kontrol (0 natamisin) igeren zein filmin yiizey yapisi,
f) kontrol (O natamisin) igceren zein filmin kesit yapisi, g) 4000 ppm
natamisin igeren zein filmin yiizey yapisi, d) 4000 ppm iceren zein
filmin  Kkesit yapis1 (Sekildeki ok, natamisin kristallerini
gostermektedir.)
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4.4. Farkh Konsantrasyon Natamisin iceren Zein Filmin Kasar Peyniri Uzerine

Uygulamasi

Zein filmleriyle ambalajlanan test patojenlerinin inokiile edildigi kasar peyniri
dilimleri 45 giin siiresince buzdolab1 kosullarinda depolanmis ve depolamanin 0.,
15., 30. ve 45. giinlerinde mikrobiyolojik analizleri yapilarak natamisin katkili zein

filmlerin antifungal etkisi belirlenmistir.

A. niger inokiile edilen kasar peynirleri, B6lim 3.2.10’de belirtildigi gibi farkli
konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmleriyle ambalajlanmis ve zein
filmlerinin antimikrobiyal etkisi depolama boyunca 6l¢iilmiistiir. Bu 6rnekler ayrica,
islem gormemis ve UV’ye maruz birakilmig kasar peyniri ve A. niger bulastirilmis
kasar peyniri 6rnekleriyle de karsilastirilmistir. Ornekler, 10°C’de depolanmis ve 0.,
15., 30. ve 45. giinlerde A. niger sayimi yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.5’de

verilmistir.

A. niger inokiile edilmis kasar peynirleri dilimlerinde (3), kiif populasyonu depolama
stiresince artmis olup 45 giin sonundaki ortalama kiif konsantrasyonu 6.46 log kob/g
olarak saptanmistir. Natamisin igermeyen zein kontrol filmleriyle kaplanan A. niger
inokiile edilmis kasar peynirlerinde (4), kiif populasyonunda 30. giine kadar azalma
goriilirken 45. giin sonunda % 37.75’lik bir artis gozlemlenmistir. Natamisin
icermeyen zein kontrol filmleri (5) test mikrorganizmalar ile inokiile edilmemis kasar
dilimleri ile ambajlandiginda 15 giin boyunca antimikrobiyal etki gosterdigi; fakat
depolama  siiresince  zein filmlerinin tek basina antimikrobiyal etkiyi

saglayamadiklar1 soylenebilir.

Farkli konsantrasyonlarda ilave edilen natamisin, zein filmlerine ilk olarak 200 ppm
(6) konsantrasyonunda eklenerek kasar peyniri dilimleri ambalajlanmistir. Depolama
stiresince 15. glinde 3.12 kob/g kadar yiikselip 30. giin sonunda ilk giine kiyasla %
31.54’luk bir azalma gostermistir. Depolama siiresi sonunda ise 2.67 kob/g’a
ulagsmaktadir. Bu sonuglara gore, 200 ppm natamisin iceren zein filmleriyle
ambalajlanan kasar peynir dilimleri ¢ok az antimikrobiyal etki gosterebilmistir. 500
ppm natamisin igeren zein film 6rnekleri (7) ve 1000 ppm natamisin igeren zein film
ornekleri (8) 30. giine kadar logaritmik bir azalis egrisi gostererek baslangic

seviyelerine gore sirastyla % 30.51 ve % 20.07 azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin depolama siiresince

kasar peynirindeki A. niger populasyonu (log kob/g) tizerine etkileri

Uygulama’ 0. giin 15. giin 30. giin 45. giin
1 0° 0° biiylime fazla biiyiime fazla
2 0° 0° biiylime fazla biiyiime fazla
3 3.24+0.280° 4.7340.345° 5.59+0.162° 6.46+0.310°
4 3.62+0.090° 2.89+0.669% 2.49+1.957® 3.43+0.058™
5 0° 0° biiyiime fazla biiyiime fazla
6 2.98+0.465° 3.12+0.020° 2.04+0.067" 2.67+0.120°
7 2.7240.315° 2.07+0.148% 1.41£0.007° 1.89+0.107°%
8 2.64+0.353° 2.19+0.882% 1.29+0.412° 2.1140.212°¢
9 2.84+0.389° 2.19+0.407% 1.45+0.171° 1.43+0.070%
10 2.92+0.243° 2.01+0.253" 1.48+0.013" 1.42+0.007°

*Farkli NA konsantrasyonlarina sahip ayni istsel harflerle (a-e) gosterilen A.niger populasyonu (log
kob/g) arasinda istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).

1= herhangi bir islem yapilmamis kasar peyniri, 2= UV uygulanmis kasar peyniri, 3= A. niger inokiile
edilmis kasar peyniri, 4= UV uygulanmis kasar peyniri + A. niger inokiile edilmis + 0 ppm NA igeren
zein film, 5= UV uygulanmamis kasar peyniri + 0 ppm NA igeren zein film, 6= A. niger inokiile
edilmis +200 ppm NA igeren zein film, 7= A. niger inokiile edilmis +500 ppm NA igeren zein film,
8= A. niger inokiile edilmig + 1000 ppm NA igeren zein film, 9= A. niger inokiile edilmis +2000 ppm
NA igeren zein film, 10= A. niger inokiile edilmis + 4000 ppm NA igeren zein film

Bu sonuglara gore, 200 ppm natamisin igeren zein filmleriyle ambalajlanan kasar
peynir dilimleri ¢ok az antimikrobiyal etki gdsterebilmistir. 500 ppm natamisin
iceren zein film ornekleri (7) ve 1000 ppm natamisin igeren zein film ornekleri (8)
30. giine kadar logaritmik bir azalig egrisi gostererek baslangic seviyelerine gore
sirastyla % 30.51 ve % 20.07 azalma gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Bu durumda 500
ppm ve 1000 ppm natamisin i¢eren zein filmlerininin depolama siiresi boyunca ¢ok
iyi bir antimikrobiyal aktivite gosteremedigi sdylenebilir. 2000 ppm (9) ve 4000 ppm
natamisin igeren zein film ornekleri (10) ile kaplanan kasar dilimlerindeki A. niger
sayis1 depolama siiresince siirekli azalarak 45. giin sonunda baslangi¢ seviyelerine
kiyasla sirasiyla % 49.64 ve % 51.36 azalma belirlenmistir. Bu Sonug, A. niger’e
kars1 yeterli antimikrobiyal etkinin saglanabilmesi i¢in zein filmlerine en az 2000

ppm natamisin katkisinin gerekli oldugunu gdstermektedir.

56



Kasar peyniri Orneklerinde onemli sorun yaratan P. camemberti kiifiine karsi
natamisin katkili zein filmlerin etkisi arastirilmigtir. P. camemberti inokiile edilen
kasar peyniri dilimleri zein filmleriyle ambalajlanarak depolama siiresi boyunca

mikrobiyolojik analizleri ger¢eklestirilmistir.

- ilk- - Aoniger inockule edilmis kasar payniri
-l - - Aoniger inckule edimis kasar peyniri+0 ppm MNA iceren zein film
- 4 - - Aoniger inckule kasar peyniri+200 ppm NA jceren zein film
- k- - Aoniger inckule kasar peyniri+500 ppm MA ceren zein film
- ¥ - - Aoniger inockule kasar peyniri+1 000 ppm MA iceren zein film
- - 3- - Aoniger inckule kasar peyniri+2000 ppm MA iceren zein film
?. - -4k - - A niger inckule kasar peyniri+3000 ppm MA iceren zein film
.-
6
r—— -
=
J— 5
L -
L _J
&2
i -
= < :
e . -
S o -
- 3 - -
= o o
. Tilta . -*
b= | =11 -mm
2 S x
= N P - ik
" =t - "_ PR
g L@
1 i
O 10 20 30 40 50

Depolama Sdresi (gln)

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
iizerine etkileri

Ayrica islem gormemis ve UV ile muamale edilmis kasar peyniri ve P. camemberti
asilanmis kasar peyniri drnekleriyle karsilastirilmistir. Ornekler, 10°C’de depolanmis
ve 0., 15, 30. ve 45. giinlerde P. camemberti sayimi yapilmig olup sonuglar Cizelge

4.6’da verilmistir.

P. camemberti inokiile edilmis kasar peyniri dilimlerinde (3), 45 giinlik depolama
stiresi boyunca artig olup kiif sayis1 4.87 log kob/g degerine ulasmistir. Natamisin
icermeyen kontrol zein filmleri (4) ile kaplanan 6rneklerde 30. giin sonunda azalma
olup 2.06 log kob/g olarak belirlenmistir. Son 15 giinliik siiregte ise P. camemberti
sayisinda % 40 diizeyinde bir artis belirlenmistir. Ayrica, sade kasar dilimleri
natamisin i¢ermeyen zein filmleri (5) ile ambalajlandiginda 30. giine kadar
mikroorganizma sayisinda bir artis olmamis, 45 gilinliik depolama siiresi sonunda ise
mikroorganizma sayisinda artig gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin depolama siiresince
kasar peynirindeki P. camemberti populasyonu (log kob/g) tizerine etkileri

Uygulama’ 0. giin 15. giin 30. giin 45. giin
1 0° 0° biiyiime fazla biiyiime fazla
2 0° 0° biiyiime fazla biiyiime fazla
3 3.54+0.66° 3.36+0.08° 4.05+0.08° 4.87+0.06°
4 3.7240.21° 2.96+0.43° 2.06+0.13%® 2.88+0.01°
5 0° 0 biiyiime fazla biiyiime fazla
6 2.95+0.01° 2.08+0.36° 1.66+1.02° 1.89+0.75°
7 2.93+0.11° 2.44+0.39? 1.42+0.71° 2.49+0.21°
8 2.88+0.34° 2.60+0.47° 1.30£0.070° 1.19+0.08°
9 3.01£0.23° 2.80+0.27° 1.26+0.02° 1.2340.01°
10 3.14+ 0.82° 2.91+0.08° 1.35+0.01° 1.29+0.07°

* Farkli NA konsantrasyonlarina sahip ayni istsel harflerle (a-d) gosterilen P. camemberti
populasyonu (log kob/g) arasinda istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).

1= herhangi bir islem yapilmamis kasar peyniri, 2= UV uygulanms kasar peyniri, 3= P. camemberti
inokiile edilmis kasar peyniri, 4= UV uygulanmis kasar peyniri + P. camemberti inokiile edilmis + 0
ppm NA iceren zein film, 5= UV uygulanmanus kasar peyniri + 0 ppm NA igeren zein film, 6= P.
camemberti inokiile edilmis +200 ppm NA igeren zein film, 7= P. camemberti inokiile edilmis +500
ppm NA iceren zein film, 8= P. camemberti inokiile edilmis + 1000 ppm NA igeren zein film, 9= P.
camemberti inokiile edilmis +2000 ppm NA igeren zein film, 10= P. camemberti inokiile edilmis +
4000 ppm NA igeren zein film

P. camemberti inokiile edilmis kasar peyniri dilimleri 200 ppm natamisin i¢eren zein
filmleriyle (6) ambalajlanmis ve 30. giine kadar siirekli azalarak baslangi¢ seviyesine
kiyasla % 43.72°lik azalma gozlemlenmistir. Ancak, 45. giinde yapilan analiz
sonucunda P. camemberti sayisinda 30. giine kiyasla % 13.58 bir artig
gozlemlemistir. Ayni sekilde 500 ppm natamisin katkili zein filmlerle kaplanan kasar
orneklerinde (7) 30. giine kadar bir azalma gbézlemlenirken depolama siiresi sonunda
P. camemberti sayis1 artarak bir aya kiyasla % 75.35 artmistir. Bu sonuglara gore,
200 ppm ve 500 ppm natamisin igeren zein film ornekleri 1 aya kadar olan siiregte
antifungal etki gostererek P. camemberti gelisimini baskilamig sonrasinda ise
yetersiz kalmistir (Sekil 4.5). Kasar peyniri dilimleri; 2000 ppm, 2000 ppm ve 4000

ppm natamisin igeren zein filmleri ile ambalajlandiginda ise kiif populasyonunda 45
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giin boyunca azalma goézlenmis olup depolama sonundaki P. camemberti sayisi

baslangi¢ seviyelerine gore sirasiyla % 58.68, % 59.13, % 58.91 azalmustir.

- iik- - P. camemberti inokule edilmis kasar peyniri
-Il- - P.camemberti inockule edimis kasar peyniri+0 ppm MA iceren zein film
-4 - - P. camemberti inckule kasar peyniri+200 ppm MA iceren zein film
- - - P. camembertiinokule kasar peyniri+500 ppm NA iceren zein film
- ¥ - - P. camemberti inckule kasar peyniri+ 1000 ppm MNA ceren zein film
- -@O- - P. camemberti inckule kasar peyniri+2000 ppm MA iceren zein film
6 - - dr - - P. camemberti inockule kasar peyniri+2000 ppm MNA iceren zein film
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren zein filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki P. camemberti
populasyonu iizerine etkileri

Buradan anlasildigi tizere, natamisin miktar1 1000 ppm ve iizerine ¢ikarildiginda zein
filmleri kasar peyniri ornekleri tizerinde antifungal aktivite gostermis ve depolama

stiresi boyunca kasar peynirini P. camemberti kiifiine kars1 korumustur.

Zein film icerisinden kasar peynir Orneklerine natamisinin gegisi ile ilgili olarak
deneysel c¢aligmalar yapilmadigindan, antimikrobiyal maddenin kasar peynir
orneklerine ne kadarinin gectigi ile ilgili kesin bir sonuca varilamamaktadir. Ancak
bu biyoaktif maddenin filmden hepsinin salindig1 kabul edilirse, 45 giinliikk depolama
sliresi boyunca natamisin miktarina gore A. niger kiifiine kiyasla P.camemberti kiifii
daha duyarli olup, antimikrobiyal aktivite daha az miktarlarda saglanmigtir. Bu
calismaya bakilarak kasar peynir dilim Orneklerinin natamisin igeren zein filmlerle

kaplamanin olumlu etkisi oldugu sdylenebilir.

Baysal ve ark., (2009), yaptig1 ¢alismalarinda +5°C ve +20°C’de 4 ay boyunca orta
nemli kayist ve orta nemli domates Ornekleri askorbik asit ve sorbat igeren zein
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filmler ile kaplamistir. Herhangi bir kaplama islemi uygulanmamis kontrol grubu (K)
orneklerinde maya ve kiif degerlerinde artis meydana gelirken, sorbat igeren zein
filmle kaplanan (S), askorbik asit ve sorbat igeren zein (A) filmle kaplanan, sadece

zein filmle kaplanan (Z) 6rneklerde herhangi bir degisim olmamustir.

45. Farkh Konsantrasyon Natamisin Iceren Aljinat Filmin Kasar Peyniri

Uzerine Uygulamasi

Yenilebilir aljinat filmleriyle ambalajlanan test patojenlerinin inokiile edildigi kasar
peyniri dilimleri 45 giin siiresince buzdolabi kosullarinda depolanmis ve
depolamanin 0., 15., 30. ve 45. giinlerinde mikrobiyolojik analizleri yapilarak

natamisin katkili aljinat filmlerin antifungal etkisi belirlenmistir.

A. niger inokiile edilen kasar peynirleri, Bolim 3.2.10°da belirtildigi gibi farkli
konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmleriyle ambalajlanmis ve aljinat
filmlerinin antimikrobiyal etkisi depolama boyunca Olgiilmiistiir. Ayrica islem
gormemis ve UV ile muamele edilmis kasar peyniri ve A. niger bulastirilmis kasar
peyniri ornekleriyle karsilastirilmistir. Ornekler, 10°C’°de depolanmus ve 0., 15., 30.

ve 45. giinlerde A. niger sayimi1 yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.7°de verilmistir.

A. niger inokiile edilmis kasar peynirleri dilimlerinde (3), kiif populasyonu depolama
sliresince artmig olup baslangigta 2.54 log kob/g olan A. niger sayis1 45 giin sonunda
5.48 log kob/g degerine ulasmistir. Natamisin icermeyen aljinat kontrol filmleriyle
kaplanan A. niger inokiile edilmis kasar peynirlerinde (4), 15. giin sonunda A. niger
sayisinda % 15 azalma analiz edilmistir. Ancak, 15. giinden sonra kiif sayis1 artarak
45. giinde 5.98 log kob/g degerine ulagmistir. Bu durum, natamisin igermeyen aljinat
filmlerinin A. niger kiifiine kars1 tek basina ¢ok iyi bir antimikrobiyal etkisinin
olmadigint gostermektedir. Herhangi bir islem gérmemis kasar dilimleri natamisin
igermeyen aljinat kontrol filmleri (5) ile ambalajlandiginda 30. giine kadar herhangi
bir kiife rastlanmazken depolama siiresi sonunda yogun bir mikrobiyal gelisme
gozlemlenmistir. Bu sonuglara bakilarak tek basina her iki (4 ve 5) aljinat filminin
depolama siiresi sonuna kadar mikroorganizmalara karsi antifungal etkisinin ¢ok az

oldugunu soylenebilir.
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Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlarda natamisin iceren aljinat filmlerinin depolama
stiresince kasar peynirindeki A.niger populasyonu (log kob/g) tizerine etkileri

Uygulama’ 0. giin 15. giin 30. giin 45. giin
1 0° 0° biiyiime fazla biiyiime fazla
2 0° 0° biiylime fazla biiyiime fazla
3 2.54+0.06% 3.17+0.08% 4.18+0.26° 5.48+0.05%
4 2.88+0.05° 2.42+0.03° 4.65+0.06" 5.98+0.07°
5 0° 0° biiylime fazla biiyiime fazla
6 2.42+0.17% 2.49+0.02° 2.47+0.10° 2.46+0.10°
7 2.3140.01° 2.5040.02" 2.40+0.30° 2.1440.05%
8 2.8240.11% 2.30+0.07° 2.54+0.21° 2.45+0.01°
9 2.7840.05™ 2.40+0.10° 2.20 +0.14° 2.13+0.05%
10 2.90+0.04° 2.49+0.02° 2.17+0.10° 1.69+0.03¢

*Farkli NA konsantrasyonlarina sahip aym ustsel harflerle (a-d) gosterilen A.niger populasyonu (log
kob/g) arasinda istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).

1= herhangi bir islem yapilmamis kasar peyniri, 2= UV uygulanmis kasar peyniri, 3= A. niger inokiile
edilmis kasar peyniri, 4= UV uygulanmis kasar peyniri + A. niger inokiile edilmis + 0 ppm NA igeren
aljinat film, 5= UV uygulanmamus kasar peyniri + 0 ppm NA iceren aljinat film, 6= A. niger inokiile
edilmis +200 ppm NA iceren aljinat film, 7= A. niger inokiile edilmis +500 ppm NA iceren aljinat
film, 8= A. niger inokiile edilmis + 1000 ppm NA igeren aljinat film, 9= A. niger inokiile edilmis
+2000 ppm NA igeren aljinat film, 10= A. niger inokiile edilmis + 4000 ppm NA igeren aljinat film

Cizelge 4.7 incelendiginde, 200 ppm natamisin iceren aljinat film ornekleri (6)
depolama siiresi sonunda 2.46 log kob/g kiif bulundurmakta olup % 1.7 mikrobiyal
artis gostermektedir. Buradan, 200 ppm natamisin i¢eren aljinat filmleri kasar peynir
dilimlerinde bulunan A. niger kiifiine karsi yeterli etkiye sahip olmadigi
goriilmektedir. 500 ppm natamisin igeren aljinat filmleri (7) ile kaplanan peynirlerde
depolama siiresince yapilan analizlerde, kiif sayis1 15. giine kadar % 8.22 arttig1
goriilirken depolama sonuna kadar filmlerin A. niger sayisim1 2.14 log kob/g ile
sinirlayarak bir miktar azalma saglamistir (Sekil 4.6). 1000 ppm natamisin igeren
aljinat filmlerle (8) kaplanan kasar dilimlerinde ise baslangigta 2.82 log kob/g olan A.

niger sayist depolama sonunda 2.45 log kob/g olarak belirlenmistir.
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- k- - Aoniger inokule edilmis kasar peyniri
- - - Aoniger inckule edilmis kasar peyniri+0 ppm MA iceren aljinat film
- - - A niger inckule kasar peyniri+200 ppm NA iceren aljinat film
- - - Aoniger inckule kasar peyniri+500 ppm NA iceren aljinat film
- ¥ - - A niger inckule kasar peyniri+ 1000 ppm MNA jceren aljinat film
- - O3- - Aoniger inckule kasar peyniri+20:00 ppm MA iceren aljinat film
?’ - - 4k - - A niger inckule kasar peyniri+4000 pprm MA iceren aljinat film
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmlerinin
depolama siiresince kasar peynirindeki A. niger populasyonu
iizerine etkileri

2000 ppm ve 4000 ppm natamisin ilave edilen aljinat filmleri ile kaplanan kasar
peynir dilimlerinde depolama siiresi boyunca kiif yiikiinde bir azalma
gozlemlenmistir. Depolama siiresi sonunda sirasiyla A. niger diizeyi % 23.38 ve %
41.72 olarak belirlenmistir. Bu sonuca bakildiginda, minimum 2000 ppm natamisin
iceren aljinat filmlerin A. niger tizerine antifungal etki gosterdigi ve kasar peynir
dilimlerindeki mikrobiyal bozulmay: geciktirdigi sdylenebilmektedir. Natamisin

konsantrasyonu arttik¢a A. niger’e karsi antimikrobiyal etki artmaktadir.

P. camemberti inokiile edilen kasar peyniri dilimleri aljinat filmleriyle
ambalajlanarak ~ depolama  siiresi  boyunca  mikrobiyolojik  analizleri
gerceklestirilmistir. Ornekler 0., 15., 30. ve 45. giinlerde analiz edilmis olup P.
camemberti sayimina ait sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir. P.camemberti inokiile
edilmis (3) kasar peynir dilimlerinde baslangigtaki kiif konsantrasyonu 2.51 log
kob/g iken depolama sonunda 6.02 log kob/g degerine yiikselmistir. Bu sonug P.
camemberti’nin  kasar peynirinde kolay biiyliyebilen bir kif oldugunu

gostermektedir.
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Cizelge 4.8. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmlerinin depolama

sliresince kasar peynirindeki P. camemberti populasyonu (kob CFU/(Q) tizerine etkileri

Uygulama’ 0. giin 15. giin 30. giin 45. giin
1 0° 0° bilyiime fazla biiyiime fazla
2 0° 0° bilylime fazla biiyiime fazla
3 2.51+0.66° 3.09+0.08° 6.24+0.08° 6.02:+0.06°
4 2.77+0.03° 2.46+0.02° 6.04+0.29° 6.67+1.08%
5 Q¢ 0° bilyiime fazla bilyiime fazla
6 2.93+0.03° 2.44+0.23° 5.04 +0.08" 5.11+0.22™
7 2.57+0.12° 2.86+0.02° 4.83+0.14° 4.84+0.22°
8 2.88+0.10" 2.64+0.01° 4.78+0.17° 4.17+0.10°
9 2.92:+0.05" 2.44+0.15 4.71+0.22 4.35+0.01°
10 3.01+0.14° 2.46+0.02° 4.70+0.10° 4.52+0.07°

*Farkli NA konsantrasyonlarina sahip aymi {istsel harflerle (a-d) gosterilen P. camemberti
populasyonu (log CFU/g) arasinda istatiksel bir farklilik yoktur (P>0.05).

1= herhangi bir islem yapilmamus kagar peyniri, 2= UV uygulanmis kasar peyniri, 3= P. camemberti
inokiile edilmis kasar peyniri, 4= UV uygulanmis kasar peyniri + P. camemberti inokiile edilmis + 0
ppm NA iceren aljinat film, 5= UV uygulanmamis kasar peyniri + 0 ppm NA igeren aljnat film, 6= P.
camemberti inokiile edilmis +200 ppm NA igeren aljinat film, 7= P. camemberti inokiile edilmis +500
ppm NA igeren aljinat film, 8= P. camemberti inokiile edilmis + 1000 ppm NA igeren aljinat film, 9=
P. camemberti inokiile edilmis +2000 ppm NA igeren aljinat film, 10= P. camemberti inokiile edilmis
+ 4000 ppm NA igeren aljinat film

Natamisin igermeyen aljinat kontrol filmleriyle (4) ambalajlanan kasar peynir
dilimleri 15. giinde % 11.2 mikrobiyal azalma gosterirken depolama siiresi sonunda
P. camemberti diizeyi 6.67 log CFU/g olarak belirlenmistir. Bu sonug, aljinat
filmlerinin tek basina P. camemberti kiifiine kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip
olmadigini gostermistir. 200 ppm ve 500 ppm natamisin i¢eren aljinat filmleri ile
kaplanan peynirlerdeki P. camemberti sayis1 depolama boyunca artarak 45. giiniin
sonunda sirastyla % 74.40 ve % 88.32 olarak belirlenmistir (Sekil 4.7). 1000 ppm,
2000 ppm ve 4000 ppm natamisin igeren aljinat filmleriyle kaplanan kasar
peynirlerinin 15. giindeki mikrobiyolojik analizi sonucunda P. camemberti diizeyleri
sirasiyla % 8.33, % 16.43, % 18.27 degerlerine kadar azalmistir. Fakat depolamanin
ilerleyen siirecinde natamisin, P. camemberti kiifiine karsi etkisini kaybetmis ve

boylece, kiif sayisinda artis gozlenmistir.
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- k- - P. camemberti inokule edilmis kasar peyniri
- - - P.camemberti inckule edilmis kasar peyniri+0 ppm MNA iceren aljinat film
- 4 - - P. camemberti inockule kasar peyniri+200 ppm MA iceren aljinat film
- k- - P. cameamberti inockule kasar peyniri+500 ppm NA iceren aljinat film
- ¥ - - P. camemberti inckule kasar peyniri+ 1000 ppm MNA iceren aljinat film
- O- - P. camemberti inckule kasar peyniri+2000 ppm MNA iceren aljinat film
? - 4k - - P. camemberti inckule kasar peyniri+20030 ppm NA iceren aljinat film
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat filmlerinin
depolama  siiresince  kasar peynirindeki  P.camemberti
populasyonu iizerine etkileri

Ayrica, Onceki analizlerde P. camamberti’ye karsi besiyeri tizerinde elde edilen
antimikrobiyal zon alanlarinin gercek besin ortami olan kasar peynirinde elde

edilemedigi belirlenmistir.

e X9

Sekil 4.8. Natamisin igermeyen aljinat kontrol filmlerinin P.camemberti inokiile
edilmis kasar peyniri iizerine depolama boyunca etkisi; a) 0. giin, b)
30.giin

Tiire ve ark., (2011), yaptig1 ¢aligmada 2- 20 mg konsantrasyonlarinda hazirlanan

natamisin i¢eren bugday gliiteni (WG) ve metil seliiloz (MC) filmlerin A.niger ve P.

roquefortii inokiile edilmis kasar peyniri orneklerini buzdolobinda 10°C’de 30 giin

boyunca depolamistir. Mikrobiyolojik ¢alisma sonucu natamisin igeren WG
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filmlerinin A.niger inokiile edilmis kasar peyniri 6rneklerinin daha iyi antimikrobiyal
etki sagladigini, fakat natamisin igeren WG ve MC filmlerin tizerinde P. roquefortii
inokiile edilmis kasar peynir Orneklerinine antimikrobiyal etki etmedigi tespit
edilmistir. Benzer bir ¢calismada, NA igeren ¢ift tabakali kitosan ve polietilen wax
filmlerin Hami kavununa inokiile edilmis Alternaria alternate ve Fusarium
semitectum olan iki patojen kiiflere 20 giinlilk depolama siirecinde antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir (Cong ve ark., 2007).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Gida ambalajlamasinda kullanilan sentetik polimerlere alternatif olabilecek,
uygulamasi kolay, verimi yliksek ve ekonomik dneme sahip antimikrobiyal filmlerin
gelistirilmesi ¢abalar1 son yillarda yapilan ¢ok sayidaki onemli caligmalara konu
olmaktadir. Bu kapsamda ¢ok cesitli antimikrobiyal maddeler ve biyopolimerden
elde edilen yenilebilir filmler ambalajlama materyali olarak artan bir oranla
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin temel konusunu olusturan aljinat ve zein
biyopolimerlerinin gida ambalajlama materyali olarak kullanimina iligkin ¢aligsmalar
bulunmasina ragmen, natamisin igereren zein filmlerle ilgili ¢alismalara literatiirde
rastlanmamistir. Ayrica, literatiirde natamisin igeren aljinat filmlerinin hazirlandigi,
karakterizasyonunun yapildig1 ve ozellikle gida uygulama olanaklariin arastirildigi
calisma sayisi oldukga sinirlidir. Bu 6zgiin ¢alisma ile alternatif ve doga dostu bir
gida ambalaji gelistirilmesi hedeflenmis olup belirtilen bosluk doldurulmaya

calisiimastir.

Arastirmanin ilk asamasinda, farkli konsantrasyonlarda natamisin ilave edilen aljinat
ve zein bazli filmler hazirlanmis ve A. niger ve P. camemberti {izerindeki
antimikrobiyal 6zellikleri yapilan testler ile belirlenmistir. Analiz sonucunda, aljinat
ve zein filmlere antimikrobiyal ajan olarak ilave edilen natamisin konsantrasyonunun
artmasiyla her iki test organizmasina karsi antimikrobiyal aktivitenin arttig
gozlemlenmistir. Ancak, A. niger ve P. camemberti kiiflerine kars1 aljinat filmlerinin,

zein filmlerine kiyasla daha genis inhibisyon zonlar1 olusturdugu belirlenmistir.

Arastirmanin ikinci asamasinda, hazirlanan zein ve aljinat filmlerin mekaniksel ve
fiziksel o6zellikleri incelenmistir. Elde edilen bulgular 1s18inda zein filmlerine ait
gerilme direngleri (TS), kopma aninda uzama ytizdesi (EB) ve elastik modiilii (EM)
degerlerinin aljinat filmlerinden daha zayif oldugu tespit edilmistir. En yiiksek
gerilme direnci ve elastik modiilii 4000 ppm natamisin igeren aljinat filmlerde, en
yiikksek kopma anindaki uzama ylizdesi ise 200 ppm natamisin igeren aljinat
filmlerde goriilmiistiir. Gerilme direnci artarken uzama ytlizdesinin azalmasi beklenen
bir sonug¢ olmakla beraber natamisin katkili aljinat filmlerindeki bu durumun aljinatin
yapisinda yer alan hidrofil gruplar ile natamisinin yapisindaki hidrofilik bilesenlerin

etkilesiminden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

66



Genel olarak bakildiginda, aljinat filmlerin nem tutma kapasiteleri zein filmlerine
gore daha yiiksektir ve en yiiksek nem tutma kapasitesi 2000 ppm natamisin igeren
aljinat filmlerde belirlenmistir. Zein bazli filmlerde ise en diisiik nem tutma
kapasitesinin natamisin icermeyen kontrol zein filmlerinde oldugu belirlenmis ve bu
durumun temelde zeinin dogal hidrofobik yapisindan kaynaklandig diistiniilmiistiir.
Natamisin icermeyen kontrol zein filmlerin nem tutma degerlerinin natamisin igeren
zein filmlere kiyasla daha az olmasi sonucunun, natamisin ile plastiklestirici
roliinden dolay1 zein filmlerine ilave edilen gliseroliin hidrofilik yapilar1 nedeniyle
birbiri igerisinde ¢oziinerek nem tutma kapasitesini artirmasindan kaynaklandigi

sOylenebilir.

Farkli konsantrasyonlarda natamisin igeren aljinat ve zein polimelerlerinden elde
edilen yenilebilir film Orneklerinin ylizey ve kesit yapilar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Mikrograflara bakildiginda aljinat film
orneklerinin zein filmlere kiyasla daha diizenli bir yapiya sahip oldugu ve diisiik
konsantrasyonda natamisinin aljinat filmleri icerisinde daha homojen dagilim
gosterdigi belirlenmistir. En yiliksek konsantrasyonda natamisin igeren aljinat
filmlerde ise natamisinin kristalize oldugu SEM analizi ile ortaya konulmustur.
Natamisin igermeyen kontrol aljinat film 6rnekleri ise en diizenli ve homojen yapiya
sahiptir. SEM analizi ile, ayrica zein filmlerin porlar (delikler) icerdigini ortaya
koymus ve natamasin igeren zein filmler ile kontrol zein filmlerin SEM goriintiileri

arasinda bir fark olmadig1 gézlemlenmistir.

Aragtirmanin son kisminda, natamisin katkili zein ve aljinat filmlerin kiif sporlari ile
inokiile edilmis kasar peyniri 6rneklerinin raf omrii iizerine etkisi incelenmistir. A.
niger ve P. camemberti kiifleri inokiile edilmis kasar peyniri dilimleri, farkli
konsantrasyonlarda natamisin igeren zein ve aljinat filmleriyle kaplanmis ve 45
giinliik depolama siiresi boyunca peynirlerdeki kiif yiiklerindeki degisimler takip
edilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, 2000 ppm ve 4000 ppm natamisin igeren
zein ve aljinat filmlerinin her ikisinin de depolama siiresi sonunda kasar peynir
dilimlerindeki A. niger sayisini azalttig1 belirlenmistir. Bu azalmanin; 2000 ppm ve
4000 ppm natamisin i¢eren zein film Orneklerinde sirasiyla % 49.54 ve % 51.36;
aljinat filmlerinde ise sirasiyla % 23.28 ve % 41.72 oldugu tespit edilmistir.

Natamisin konsantrasyonlar1 1000 ppm, 2000 ppm ve 4000 ppm olan zein filmleri
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kasar peynirindeki P. camemberti sayisinda sirasiyla % 58.68, % 59.13 ve % 58.91
azalma saglamistir. Natamisin ilaveli aljinat filmlerinin, P. camemberti inokiile
edilmis kasar peynir dilimleri iizerinde inhibisyon etkisinin ise depolama boyunca
cok zayif oldugu belirlenmis ve depolama siiresi sonunda herhangi bir antimikrobiyal

etkiye rastlanmamustir.

45 giinliik depolama siireci sonunda kasar peynirlerindeki mevcut kiif yiikleri
incelendiginde yiiksek konsantrasyonlarda natamisin bulunduran zein filmlerinin
aljinat filmlere kiyasla her iki test organizmasina karsi daha iyi antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmis ve bu nedenle kasar peyniri ambalajlamasinda daha
uygun olacagi sonucuna varilmistir. Aljinat filmler, antimikrobiyal testlerde ve
mekanik Ozelliklerde zein filmlere kiyasla daha iyi olmasina ragmen peynir
ortaminda yiiksek natamisin konsantrasyonlarinda sadece A. niger kiifiine karsi
antimikrobiyal aktivite gosterebilmistir. Kasar peynir dilimleriyle temas eden aljinat
filmler, hidrofilik 06zelliginin yiiksek olmasindan dolayr depolama siiresince
coziinerek dis ambalaja yapismistir. Bu nedenle ambalajin tam olarak gorevini

yapamayarak mikroorganizmalarin gelismesine neden oldugu diisiiniilmektedir.

Bu calismada gelistirilen natamisin ilaveli aljinat ve zein filmlerinin endiistriyel
boyutta kullannomina olanak saglayacak gelecekte yapilacak ¢alismalarla
desteklenmesi hususu oldukca 6nemlidir. Antimikrobiyal ajan igeren zein ve aljinat
filmlerin kasar peynirindeki toplam canli mikroorganizma sayisi {izerine etkisinin
incelenmesi planlanan ¢aligsmalar arasindadir. Kisa vadede filmlerin mekanik
ozelliklerinin 1yilestirilmesine ve farkli gida {irlinlerine uygulanmasina yonelik
caligmalarin gergeklestirilmesi de hedeflenmektedir. Ayrica, ¢alisma sonuclarina
bakildiginda 6ne ¢ikan 2000 ve 4000 ppm natamisin ilaveli zein filmlerinin duyusal
ozelliklerini belirlemek ve aljinat filmlerinde natamisin etkinligini engelledigi
diisiiniilen hidrofilik 6zelliklerini azaltmaya yonelik formiilasyonlarin gelistirilmesi

kapsamindaki arastirmalar bu ¢calismanin devami niteliginde onerilebilir.

Bu calismanin literatiirdeki boslugun doldurulmasina yararli olacagi ve c¢aligma
sonuglarinin daha sonra yapilacak caligmalara Onciiliik edecegine inanilmaktadir.
Teknolojik yeniliklerle beraber gelistirildiginde antimikrobiyal yenilebilir filmlerin,

peynir ve benzeri iirlinlerdeki uygulamalarinin kaliteyi ve gida giivenligini artiracak

68



{imit verici bir uygulama olacag diisiiniilmektedir. Ozellikle son yillarda sentetik
polimerlerin ve kimyasal gida katkilarinin yaygin kullanimi g6z Oniinde
bulunduruldugunda natamisin gibi dogal antimikrobiyal ajanlarin yine dogal olan
ambalaj materyallerine eklenmesi, iirlinlin raf Omriiniin arttirllmasina yarar
saglayarak hem insan sagligimin korunmasi hem de ¢evre kirliliginin azaltilmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.
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