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OZET

DEFNE (Laurus nobilis) VE FESLEGEN (Ocimum basilicum)
EKSTRAKTLARI KULLANILARAK URETIiLEN

YENILEBILIR FILMLERIN ALABALIK (Oncorhynchus mykiss)
FILETOLARINA ETKILERININ TESPITi

SURENGIL, Goknur

Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Avlama ve Isleme Teknolojisi Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog¢. Dr. Berna KILINC
Haziran 2014, 103 sayfa

Calisma dogal antimikrobiyal icerikli ksantan gam yenilebilir film iiretimi
ve alabalik filetolarinin taze olarak muhafaza siiresi lizerine etkileri belirlemek
amaciyla yapilmistir. Calisma mikrobiyolojik ac¢idan degerlendirildiginde defne
ve feslegen ekstraktli filmlerin antimikrobiyal aktivitelerin birbirine yakin oldugu,
kaplama yapilmayan gruba gore daha iyi sonu¢ verdigi goriilmiistiir.

Bu calismada defne, feslegen ve limon yaprag: ekstraktlarinin maya ve
bakteriler {izerine minimum inhibasyon konsantrasyonu belirlenerek ksantan
yenilebilir filmde uygulanmigtir. Elde edilen defne, feslegen ve limon yapragi
ekstrakth yenilebilir filmlerin disk difiizyon yonetimiyle antimikrobiyal etkinlik
degerleri belirlenerek alabalikta kaplanacak uygun yenilebilir filmler tiretilmistir.
Limon yapragi ekstraktinin antimikrobiyal etkinliginin diisiik oldugundan dolay1
alabalik filetolarin kaplamasinda kullanilmamistir. Defne ve feslegen ekstraktli
ksantan yenilebilir filmlerle kaplanan alabalik filetolarinin +4°C’de 10 giinliik
depolama boyunca mikrobiyolojik (mezofilik aerobik bakteri sayisi, psikrotrof
bakteri sayisi, toplam Enterobactericeae sayisi, Staphylococcus spp. sayisi, kiif-
maya sayisi, laktik asit bakteri sayisi), duyusal (¢ig ve pismis alabalik filetolar
kabuledilebilirlik testleri), pH analizleri yapilmistir. Ayrica depolama boyunca
alabalik filetolarinda bakteri ve maya tanimlamalar1 gergeklestirilmistir.

Duyusal analizleri dogrultusunda ilk reddedilen grup olan kontrol grubu
4°C’de 7 giin raf dmrii oldugu ve toplam canli sayis1 7,75 log CFU/g tespit
edilmistir. Defne ve feslegen film kapli gruplarin ise 10. giinde sirayla 6,2 log
CFU/g ve 6,8 log CFU/g oldugu belirlenmis olup duyusal anlamda
reddedildiginden depolamasi 10. giiniinde sonlandirilmigtir. Antimikrobiyal
yenilebilir film kapli gruplarda depolama boyunca Enterobacteriaceae,
Staphylococcus spp. bakterileri ve maya-kiif gelisimini inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Feslegen ve defne ekstraktli yenilebilir film kaplama kontrol
grubuna kiyasla alabalik filetolarin 3 giin raf dmriinii arttirmistir.

Anahtar Kelimeler: Ekstrakt, yenilebilir film, antimikrobiyal aktivite, raf
omri, alabalik fileto
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ABSTRACT

EVALUATION OF EFFECTS OF EDIBLE FILMS PRODUCED
USING DAPHNE (Laurus nobilis) AND BASIL (Ocimum basilicum)
EXTRACTS TO TROUT FILLETS (Oncorhynchus mykiss)

SURENGIL, Géknur

MSc in Fishing and Processing Technology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Berna KILINC
June 2014, 103 pages

This study was conducted for producing edible xhantan gum films
containing natural antimicrobials and evaluating their effects on storage time of
fresh trout fillets. Microbiological evaluation of this study showed that films with
daphne and basil extracts had similarly better results compared to control group
which was not coated with edible film.

In this study lemon, daphne and basil extracts’ minimum inhibition
concentrations against bacteria and yeast are determined and extracts were used in
xhantan edible films. Antimicrobial effectivity values of acquired edible films
with lemon, daphne and basil leaf extracts were determined by using disc
diffusion method and edible films suitable for coating trouts were produced.
Because of lemon leaf extract’s low antimicrobial effectivity, it was not used for
coating trout fillets. At +4°C and for 10 days period microbiological counts
(mesophilic aerobic bacteria count, psychrotroph bacteria count, total
Enterobactericeae count, Staphylococcus spp. count, fungus count, lactic acid
bacteria count), pH analysis and sensory tests (acceptability tests for raw and
cooked trout fillets) were done for trout fillets coated with edible films containing
daphne and basil extracts. Additionally during the storage time bacterial and
fungus identifications were done in trout fillets.

First group to get rejected was control group according to sensory analysis
which had total viable count of 7,75 log CFU/gr and 7 days of shelf life at +4°C.
Groups with daphne and basil coatings had total viable counts of 6,2 log CFU/gr
and 6,8 log CFU/gr respectively at 10" day of storage, thus they got rejected due
to sensory analysis and discarded at 10" day. Groups with antimicrobial edible
film coatings were observed to have inhibited growth rates for
Enterobacteriaceae, Staphylococcus spp. and fungus. Edible film coatings with
daphne and basil extracts were found to be prolonging shelf life of trout fillets by
3 days.

Key Words: Extract, edible film,antimicrobial activity, shelf life, trout
fillet
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TESEKKUR

Lisans egitimime basladifim giinden itibaren gida mikrobiyolojisi
konusunda egitimimde ve yaptigimiz ¢alismalarda her zaman destegini
gordiigim danisman hocam Sayin Dog¢. Dr. Berna KILINC’a, yiiksek lisansim
boyunca yanimda oldugu ve destekledigi i¢in kendisine tesekkiirii borg bilirim.

Her zaman yanimda olan, calismalarim i¢in maddi manevi her zaman
arkamda destek ve en biiyiikk yardimcim canim annem Nursel Siirengil’e,
calismalarim sirasinda her zaman yanimda olup, gosterdikleri anlayis, destek ve
yardimlarindan 6tiirii hayatimin giizel renkleri olan canim ablam Meltem Gorgiin
ve esi, canim abim Nihat Can Gorgiin’e, maddi manevi desteklerini esirgemeyen
sevgili babam Gokay Siirengil’e ve yine her adimda yanimda destek¢ilerim teyze

ve dayima cok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizli artisi, insanlarin hayat standartlarmi yiikseltme
egilimleri ve hizli sanayilesme, hazir gida maddelerine olan talebi artirmis ve
bunun sonucunda gida maddelerinin iiretimi bir sanayi kolu haline gelmistir.
Boylece, islenmis gidalar son derece ¢esitlenmis ve tiretimde kullanilan gida katki
maddeleri ve koruma yontemleri sayilari da biiyiik bir hizla artmistir (ilhan,
2010).

90’11 yillarda meydana gelen lezzet ¢ilginligi ve hazir gida tiiketimi, artan
obezite ve kalp-damar hastaliklar1 nedeniyle tahtini, sagliga ve bilingli tiiketim
fikrine birakmustir. Simdilerde ise diinya c¢apinda dogal antimikrobiyallerin
kullanimi ve fonksiyonel gida pazarlari hizli bir sekilde biiyiimektedir (Meral ve
Dogan, 2009). Gelisimle birlikte hizli bir ilerleme kaydeden gida sektoriinde gida
katkis1 olarak kullanilan baz1 kimyasallarin insan sagligi {izerine g¢esitli
zararlarinin  ortaya c¢ikmasi, gidalarda baharat ve bitkilerin  kullanimina
yonlendirmistir. Gidalarda aroma verici olarak kullanilan baharatlar ve oziitleri
son yillarda antimikrobiyal ozellikleri agisindan daha fazla inceleme konusu
olmustur (Coskun, 2010). Tiketiciler igin biiylik bir sorun olan gida
zehirlenmeleri, koruyucu yontemler kullanilmasina ragmen halen hem tiiketicileri
ve hem de gida endiistrisini tehdit etmektedir. Bununla birlikte tiiketicilerin,
koruyucu igeren gidalarin giivenligi konusunda endiseleri vardir. Bu nedenle, gida
kaynakli hastalik olaylarinin azaltilmasi ig¢in daha yeni ve daha etkili tekniklere
artan bir sekilde ilgi vardir. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen
antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda korumay: bagsardigi
arastirilarak bulunmustur (Alzokery ve Nakahara, 2003).

Deniz {irtinleri bazi iilkelerde insanlarin hayatta kalmasimi saglayan ana
besin kaynaklaridir. Fakat iilkemiz ve diger bircok iilkelerde deniz iiriinlerinin
mevcudiyetine gore ¢cok daha az tliketimi olmaktadir. Bu sekilde gerekli olan
besinsel ihtiyag yeterince karsilanmamaktadir. Bu yiizden su iriinlerininin
tilketicilere en saglikli, hijyenik, en iyi kalitede ve en ekonomik sekilde ulagtirmak
acisindan fonksiyonel gida 6zelliklerini tiiketicilere tanitmak ¢ok 6nemlidir (Eksi,
2005). Bir gidanin fonksiyonel olarak tanimlanmasi igin ‘besleyici etkisinin yani
sira bir veya daha fazla bilesene bagh saglig1 koruyucu, diizeltici ve/veya hastalik
riskini azaltict etki gOsterebilmesi ve bu etkinin bilimsel olarak kanitlanmas1®
gereklidir. Normal insan beslenme fizyolojisinde deniz iriinleri, yiiksek kalitede
protein saglama, doyurma ve tok tutma, esansiyel yag asitlerinin temel kaynagi
olma ve farkli tat ve lezzet ihtiyaglarin1 tatmin etme gibi goérevler yaparlar.
Aslinda deniz iirlinleri bu temel islevlerine ilaveten, son yillarda ¢ok Onem



kazanan ve yeni bir sektor olarak ortaya ¢ikan ‘fonksiyonel gida’ kavraminda da
ana bir grubu olusturmaktadir (Y1lmaz vd., 2006). Bununla birlikte tiiketilen ve
tedavi amacl olarak kullanilan dogal bilesenlerin gida bilesimine girmesiyle
gidanin fonksiyonel 6zelligini artirmaktadir. Bu bilesenlerin temininin kolay ve
fiyatinin ucuz olmasi, vitamin ve mineral yoniinden zengin olmasi, antimikrobiyal
ve antioksidan Ozellige sahip olmalar1 ayrica besinsel lif igerikleri bu dogal
bilesenlere olan ilgiyi giinden giine arttirmakta, bu bilesenlerin saglik ve gida
kalitesi tizerine etkileri gézlenmektedir (Meral ve Dogan, 2009).

Tiiketilen islenmis veya taze gidalarin endistride kullanilan ambalaj
materyalleri, petrol tiirevi ve pratikte sindirilemeyen, saglik agisindan yan etkileri
olabilen materyallerdir. Bunlar yiiksek atik oranlari ile ekolojik dengeye zarar
vermekte ve isletmeler igin de yiiksek maliyet unsurlart yaratmaktadir. Cevresel
sorunlar ve teknolojik problemler nedeniyle ambalajlamalarda plastik filmler
kullanilarak degil, ambalaj malzemelerin olumsuzluklarin1 giderecek ve biyolojik
olarak parcalanabilir filmler ile ayn1 zamanda gida kalitesinden 6diin vermeden,
raf Omriinii iyilestirebilecek, diisiik maliyetli ve ¢evreci materyal kullanilarak
gelistirilmesi yoniinde bir egilim vardir. Biyolojik olarak sindirilebilir ve
yenilebilir filmler gibi biyolojik bazli materyaller bu arayislarin sonucu olarak
nanoteknoloji sayesinde gelistirilen bir teknolojidir (Appendin1 ve Hotchkiss,
2002, Sahin ve Bayizit, 2008). Nanoteknolojinin bir¢ok uygulamasi
nanoboyutlarda maddenin farkli davranmasina dayanir. Giinimiizde gidanin raf
Omriinli artirabilmek igin yapilan calismalarda ancak nanoteknoloji ile somut
sonuglara ulasabilmektedir. Bu ydnde gelistirilen nanoboyutlu malzemelerle
uretilmis ambalajlar ¢esitlerine gore “akilli veya aktif ambalajlar”dir. Bu
teknolojiler ile plastik veya film i¢inde disperse edilen nanopargaciklar ile gidaya
oksijen, karbondioksit, nemin ge¢mesini ve gida da mikrobiyal gelismeyi
onleyecek ozelliklerde bariyer olusturabilirler (Celiker, 2006).

Son yillarda gerek atik maddelerin gerek dogada ¢6ziinmeyen maddelerin
dogada yarattiklar1 tahribattan dolayi; ¢evre dostu, geri doniisiimlii ve atiklarin
degerlendirildigi malzemelerin 6nemi gilin gectikce artmaktadir. Bu amag
dogrultusunda yapilan bu c¢aligmada dogal antimikrobiyal malzemeler ile
antimikrobiyal Ozellige sahip biyogoziintir/yenilebilir bir ambalaj film
gelistirilmesi ve bu ambalajlarin alabalik filetolarina uygulanarak raf omrii
boyunca kalite degerleri ve olusan bakteri florasi tespit edilmesi amaglanmistir.
Antimikrobiyal 6zelligi oldugu bilinen defne (Laurus nobilis), feslegen (Ocimum
basilicum) bitkilerinin ve limon (Citrus limon) yaprag: ekstrakte ederek yenilebilir
filmlerde kullanimu ile alabalik filetolarindaki ekonomik kayiplarin 6nlenmesi, raf
Oomriiniin arttirilmasi ve yeni bir aktif ambalajlama teknolojisi ile ¢cevreye verilen
zararin azaltilmasi hedeflenmistir. Ayrica bitki ekstrakt ilaveli ksantan yenilebilir



film soliisyonunun antimikrobiyal aktiviteleri gram pozitif, gram negatif
bakterilere ve mayaya karst disk diflizyon ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu yontemleriyle in vitro olarak da gézlemlenmistir.

1.1. islenmis Tiiketime Hazir Gidalar

Giliniimiizde gelisen teknolojiyle birlikte artan hazir gida tiiketimine olan
talebe paralel olarak, gida isleme teknolojisi besin degeri yiiksek, giivenli ve raf
Omrii uzun iirlin iiretimine yonelmistir. Boylece degisik cesni, lezzet ve goriiniiste
birgok et iiriinii iiretilmeye baslanmistir (Ilhan, 2010).

Gliniimiiz sartlarinda insanlarin minimal islem gormiis ve kimyasal katki
kullanilmamis hazir gidalara yonelmesinden dolayi, gida kalitesini ve saglikli
beslenmeyi saglayabilmek amaciyla baharat ve Oziitlerinin kullanilmalarina
yonelinmis ve bu kullanimlarin 6nemi artmistir. Fakat bazi baharat ve 6ziitlerinin
gidanin duyusal Ozelliklerini etkilemeyecek derecede gidaya ilave edilmeleri
durumunda bazi mikroorganizmalara karsi inhibitor etki gosterebilmekte
bazilarina ise gostermedigi birgok calismalarda goriilmiistiir. Bu nedenden dolay1
baharatlar asil koruyucu olarak kullanilmamali, yardime1 koruyucular olarak gida
tiretim ve muhafazasinda degerlendirilmelidir (Coskun, 2010). Uzun yillardir
gidalarin korunmasinda isitma veya sogutma gibi sicaklik uygulamalari, Su
aktivitesinin diisiiriilmesi, pH kontrolii, kiirleme, tuzlama gibi isleme yontemleri
kullanilmaktadir. Bununla birlikte raf 6mriinii uzatmak ve daha kaliteli {iriin elde
etmek i¢in ambalajlama, kontrollii atmosferde depolama ve antimikrobiyal madde
ilavesi gibi cesitli metotlar1 kullanilmaktadir (Gennadios et al., 1994). Islenmis
deniz iriinlerini ve yan friinleri fonksiyonel gida maddelerinin veya
hammaddelerinin en kiymetli kaynaklaridir. Bu agidan degerlendirildiginde su
triinleri isleme yontemleri ile uygulanarak; giivenlik, biyo-yeterlilik ve
kaynaklarin korunmasi ile kalite kriterleri saglandiginda, bu kaynaklardan yeni ve
cok ilging Ozelliklerde fonksiyonel tiriinler hazirlanabilecektir (Y1lmaz vd., 2006).

Gida endiistrisinde tiim isleme yontemleri belli bir ambalajlama teknigi ile
biitiinlesmis olup, gida maddeleri tasidiklari o6zelliklere uygun ambalajlarda
tiketime sunulmaktadir. Tiiketici kitlelerinin bilin¢lendigi toplumlarda, ambalaj
tizerinde son tiiketim tarihinin belirtilmesi de biiyiik bir 6nem kazanmis ve yasal
zorunluluk halini almistir (Gékmen ve Oztan, 1995). Bununla beraber
tilketicilerde her zaman dogal muhafaza edilen, kaliteli ve taze gidalar1 tercih
etmektedirler. Bu amag¢ dogrultusunda nanoteknoloji gliniimiizde; daha basarili,
daha ucuz, daha besleyici gida dizayn etmek i¢in gidalarin atomlarmin ve



molekiillerinin diizenlenmesinde veya gida paketleme ve film uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Boylece gidalarin dayanikliliklarmin — arttirillmast  ve raf
Omiirlerinin uzatilmasi saglanmaktadir (Gogotsi et al., 2001).

Amerikan Gida ve Ilag Kurumu’nun (FDA) 2002-2011 yillar1 arasinda
kaydettigi gida kaynakli hastalik salginlar1 arasinda, hastalanan kisi sayisina gore,
meyve ve sebzeler ilk sirada yer alirken hemen ardindan su triinleri gelmektedir.
Gida kaynakli hastali§a yol agan bu su lriinleri gruplarindan baliklar en yiiksek
orana sahip grubu temsil etmektedir (Cizelge 1.1). Ayrica 2.616 salgin vakasindan
tespit edilen gida kaynakli hastaliklara neden olan patojenler ile toksik
maddelerin, bulunduklar1 gida gruplarina dagilimlari (Sekil 1.1) incelendiginde ise
su triinlerinde ilk sirada Scombrotoxin, ardindan sirayla Ciguatoxin ve Bacillus
takip ettigi gézlemlenmektedir (CSPI, 2014).

Cizelge 1.1. Sirasiyla en fazla gida kaynakli hastalik ve salginlara sebep olan gidalar (CSPI, 2014)

Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu- Gida diizenlemesi

Gida tiirleri Salginlar Hastaliklar

Sebze-meyve 667 23,748
Meyveler 98 3,608
Sebzeler 230 10,806
Sebze yemekleri 339 9,333

Su iiriinleri 602 5,317
Balik 335 2,183
Kabuklu deniz triinleri 108 1,541
Deniz irlinleri yemekleri 98 1,083
Diger su iirlinleri 41 510

Tiim gida tiirleri icin toplam 2,616 63,463
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Sekil 1.1. 2002-2010 yillarinda gidalarda tayin edilen patojenler ve toksinler (CSPI, 2014)
1.2. Akilli ve Aktif Ambalajlama Teknolojisi

Ambalaj iireticileri gidayr daha uzun siire taze tutmak tizerinde g¢alisirken,
tiiketiciler ise gidanin tazeligini paketi agmadan gormek ve taze gériiniime sahip
gidalart tiiketmek istemektedir. Giliniimiizde yapilan ¢aligmalar her ikisinin de
nanoteknoloji kullanilarak yapilan yeni ambalajlama teknolojileriyle miimkiin
olabilmektedir (Sahin ve Bayizit, 2008).

Giiniimiizde yaygmn olarak kullanimda olan gelencksel ambalajlar,
paketlendigi {irlinli, istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarindan, disaridan nem
alma ya da kaybindan, fiziksel hasar ve biyolojik bozulma gibi zararh etkilerine
karsi koruyabilir. Ancak, giiniimiizde bu fonksiyonlar artik bazi talepleri
kargilamakta yetersiz kalmaktadir. Bilinglenen toplum, degisen yasam sartlar1 ve
bulasic1 hastaliklar ile gida biyoterdrizmi, tiiketicilerin daha uzun 6miirlii ve daha
giivenilir gida tiiketimi taleplerine yol agmistir. Bu durum, gida zincirinde
giivenilir, saglikli, biyoyararli ve izlenebilir bir sistem kurmay1 zorunlu kilmis ve
sonucta ortaya ¢ikan teknolojik gelismeler de buna ‘Akilli Paketleme Teknolojisi’
ile cevap vermistir (Ozgandir ve Yetim, 2010).

Literatiirde aktif ve akilli ambalajlama sistemleri i¢in farkli tanimlamalar
yapilmakla birlikte, genel bir tanim olarak aktif ambalajlama; giday1 dis etkilerden



koruyan bariyer olmanin yani sira ambalaj i¢indeki ortami kontrol edebilen ve
tepki veren ambalaj sistemidir. Akilli ambalajlama tekniginde ise, ambalaj
icindeki gidanin kalitesi hakkinda bilgi verme 6zelligindedir. Akilli ambalajlama
sistemleri gidanin yasam dongiisii boyunca i¢ ve dis durumunu gosterebilen, diger
bir deyisle {irlin kalitesi ile iletisim kurabilen ambalajlama sistemleridir (Purma ve
Serdaroglu, 2006). Akill1 paketleme su triinlerinde gida glivenligini, kaliteyi ve
kolaylilig1 gelistirmek icin heyecan verici firsatlar sunan, ambalajlama bilimi ve
teknolojisinin yeni bir bransidir. Akilli paketleme karar vermeyi kolaylagtirmak
icin ambalajin iletisim fonksiyonunu kullanmaktadir (Dursun vd., 2010). Akill
paketleme tekniklerinin bir¢ogunda sensorler ve indikatorler kullanilmaktadir.
Cizelge 1.2. ’de akilli ambalajlama tiirleri, metotlari, kullanim alanlar1 ve amaglari
gosterilmistir (Gok, 2007).

Cizelge 1.2. Akilli Ambalajlama Ornekleri (Gok, 2007)

Indikator Metot Kullanim amaci Uygulama alam
Zaman- o Mekaniksel, Depolama Soguk ve dondurulmus
sicakhik e Kimyasal, kosullarini saptamak  kosullarda saklanan

indikatorii e Enzimatik gidalar

O, e Redoks boyalari, Depolama Vakumlu paketleme
indikatorii e pH boyalar. kosullarini saptamak  yapilan gidalar
CO, e Kimyasal Paket sizintis1 olup Modifiye veya
indikatorii olmadigi kontrollii atmosferde
paketlenen gidalar
Mikrobiyal e pH boyalari, Gidalarin mikrobiyal Et, balik ve tabuk gibi
iireme e  Mikrobiyal metabolit kaliteleri cabuk bozulan gidalar
indikatori boyalarl
Patojen e (Cesitli kimyasal ve E. coli O157:H7 gibi  Et, balik ve tavuk gibi
indikatorii immiinokimyasal spesifik patojenler cabuk bozulan gidalar
metotlar
Renk o  Mekaniksel, Ambalaj i¢indeki Mikrodalga firinda
indikatorii e Kimyasal, gidanin sicakligi hazirlanan gidalar
e Enzimatik. hakkinda bilgi
vermek
1.2.1. Aktif ve Antimikrobiyal Ambalajlama Teknolojisi

Alternatif paketleme sistemleri

icerisinde yer alan aktif paketleme

teknolojisinin bir sekli olarak tanimlanan antimikrobiyal paketleme kimyasal
madde kullanimini sinirlandirabilecek tekniklerden biri olarak goriilmektedir. Bu
sistemlerde, antimikrobiyal madde kaplama yapilan filmin yardimiyla gidaya
taginmaktadir. Antimikrobiyal madde iceren ambalajlarin gida ylizeyine temasi,



bozulmanin basladifi nokta olan yiizeyde mikroorganizma gelisimini
onlemektedir. Yapilan ¢alismalarda gida yiizeyine kaplanan filme antimikrobiyal
madde eklenmesinin alternatif ve ekonomik bir muhafaza yontemi oldugu
belirtilmektedir. Filmde kullanilan antimikrobiyal, filmin gegirgenlik 6zelligi ile
gida ylizeyine daha yavas sekilde difiize olmakta bdylece yiiksek konsantrasyonda
antimikrobiyal kullanilmamaktadir. Filmden gidaya difiize olan antimikrobiyal
madde, mikrobiyal populasyonun iireme hizimn azaltmakta ve hedef
mikroorganizmanin lag fazi uzamaktadir (Vermeiren et al., 1999; Appendini and
Hotckiss, 2002; Quintavalla and Vicini 2002). Bu nedenle; yenilik¢i aktif
paketleme uygulamalarindan birisi olan antimikrobiyal paketleme, antimikrobiyal
bilesenleri gida ambalaj materyaliyle birlikte uygulayarak et, balik, tavuk iirtinleri,
ekmek, peynir, meyve ve sebzeleri iceren gida ¢esitleri i¢in potansiyel bir
uygulama olmaktadir (Dursun vd., 2010).

Aktif ambalajlamada kullanilan ambalaj materyalleri arasinda plastik ve
yenilebilir filmler de yer almaktadir. Ancak plastik ambalaj materyalleri giivenli,
ekonomik ve kullanima elverisli olmasina ragmen biyolojik olarak bozunuma
ugramadigindan g¢evresel problemler yaratmaktadir. Bu nedenle, biyolojik olarak
bozunuma ugrayan, gida ile birlikte tiiketilebilen, toplam kati atik miktarim
azaltan ve herhangi bir ¢evre endisesi yaratmayan protein, polisakkarit ve lipid
gibi dogal polimerlerin ambalaj materyali olarak kullanilmasi1 yayginlasmaktadir.
Bu biyopolimer, sentetik ambalaj materyallerinin yerini almak ve sentetik
materyallerin kullanimin1 azaltmak i¢in son yillarda iizerinde en ¢ok calisilan
ambalaj materyalleridir (Ayana, 2007). Biyopolimer bazli ambalajlama
materyalleri, gida kalitesinin gelistirilmesi ve iirlindeki mikrobiyal gelismeyi en
aza indirerek gidalarin raf Oomriinlin uzatilmas1 gibi 6nemli o6zellikleri vardir.
Dogal biyopolimerler biyolojik olarak pargalanmasi ve yenilenebilir olmasiyla
birlikte, yenilebilir malzemeler oldugu i¢in sentetik polimerlerden daha fazla
avantajlara sahiptir (Rhim and Ng, 2007).

Aktif ambalajlama tekniginde, gida kalitesini arttirmak ve gida giivenligini
saglamak amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu ydntemlerden biri de
antimikrobiyal ambalajlamadir (Appendini and Hotchkiss, 2002). Bununla birlikte
gida giivenliginde aktif ambalajlama tiirlerinden bir digeri ise yenilebilir filmlerin
kullanimi olup, ambalajlama tiirleri i¢inde yeni bir yaklasimdir. Tiketicilerin
yiiksek kalite ve uzun raf 6mrii olan gidalara olan taleplerindeki artis ve ¢cevredeki
geri doniisimlii. ambalajlara olan ihtiya¢ yenilebilir film kullanimina ve
aragtirmalarma olan ilgiyi arttirmistir (Krochta and DeMulder Johnston, 1997).
Ayrica yenilebilir film ve kaplamalarin, baz1 fonksiyonel ozellikleri sayesinde
antioksidan, antimikrobiyal, renk ve lezzet maddelerini tasiyarak aktif paketleme
materyali 6zelligi de gdstermesi diger avantajli 6zelliklerindendir. Fakat yinede



yenilebilir film ve kaplamalar, tiiketim sirasinda olumsuz etki yaratmamak i¢in
miimkiin oldugunca kokusuz, tatsiz, renksiz, saydam, berrak olmali, gida maddesi
ile uyum gostermelidir (Baki, 2013).

Antimikrobiyal gida paketleme sistemleri mikroorganizmalarin gelisimini
inhibe ederek mikrobiyal bozulmay: azaltir ve mikrobiyal kaliteyi muhafaza eder.
Antimikrobiyal gida paketleme farkli yontemlerle uygulanabilen teknolojilerdir.
Bunlardan baslicalari;

1- Gida ambalajlar1 icerisine antimikrobiyal ajanlar igeren
kiiciik paketciklerin veya ped yerlestirilmesi: Etlerde ve tavuklarda
kullanilan organik asit igeren pedler.

2- Antimikrobiyal ajanlarin direk olarak polimer igersine
ilavesi: Lizozim, organik asitler, esensiyel yaglar gibi antimikrobiyal
malzemelerin ambalaj materyalleri igerisine ilavesi, yiizeyine kaplanmasi
veya immobilize edilmesi sonucu elde edilen filmler.

3- Antimikrobiyal o6zellikteki dogal polimerlerin kullanimi:
Kalsiyum aljinat filmlerin kullanimidir (Appendin and Hotchkiss, 2002).

Gelecekte ise kullanilacak olan ambalajlarda organik ve inorganik
maddelerin nanoboyutta manipulasyonuyla elde edilen nanokompozitlerin gida
iiriinlerinin paketlenmesinde yer almalari, geleneksel kompozitlerin kullanimina
onemli bir alternatiftir. Polimer nanokompozitler, sunduklar1 saydamlik, diisiik
yogunluk, gelismis yiizey ozellikleri ve geri doniistiiriilebilirlik gibi olanaklarla
yeni kusak, c¢ok fonksiyonlu, akilli paketleme malzemelerini olusturacak
niteliktedirler. Boylelikle, paketleme malzemelerinin gecirgenlik, mekanik ve
termal Ozelliklerini modifiye ederek gidalarin daha iyi korunmasinmi saglamada
etkin olacaklar1 belirtilmektedir (Sorrentino et al., 2007).

1.2.1.1.Antimikrobiyal Yenilebilir Film ve Kaplamalari

Yenilebilir film ve kaplamalarin kullanimi yeni bir uygulama olmamakla
birlikte, son yillarda gittikge énem kazanmaktadir. ik defa 12-13. yiizyilda Cin’de
turunggillerin korunmasi amaciyla nem kayiplarini azaltmak i¢in mumla (vaks)
kaplama uygulamasi seklinde ortaya c¢ikan yenilebilir film kaplama yontemidir.
Ayni amagla 16. yiizyilda Avrupa’da etlerin yiizeyi yaglarla kaplama teknigi
uygulanmis, yaglarla beraber jelatin kaplamalarin kullanilmaya baslanmasi 19.
yiizyilda gerceklesmistir. Yenilebilir film ve kaplamalarin uygulamalar1 bununla
da sinirlhi kalmamais, sosis gibi et iirlinlerinde hayvan bagirsag: yerine yenilebilir



kollojen kiliflar kullanilmaya baglanmistir (Kester and Fennema, 1986; Ayana,
2007; inanli ve Kuzgun, 2012).

Yenilebilir film ve yenilebilir kaplamalar olarak ifade edilen yenilebilir
ambalajlar, dogal ve biyolojik olarak geri doniisiimlii maddelerden yapildiklar
icin ¢evreyi kirletmeyen ve ¢evrenin korunmasina katkida bulunan ambalajlardir.
Bu ambalajlar gidada meydana gelebilecek gorsel, kimyasal, mikrobiyal
bozulmalar1 durdurmasi ve iiriin 6zelliklerinin korunmasi, depolama hatalarinin
azaltilmasi ve tiiketici begenisine hitap eden bir iriin eldesi igin tercih
edilmektedir (Sahin ve Bayizit, 2008).

Son yillarda tizerinde yogun ¢alisilan yenilebilir antimikrobiyal filmlerin;
gida ile tiiketilebilme, biyolojik olarak bozunuma ugrama gibi oOzellikleri ile
sentetik materyallerin kullanimin1 azaltmaya ve sentetik antimikrobiyal filmlerin
yerini almaya aday etkin bir ambalaj sistemi olacagina inanilmaktadir. Sorbik asit
ve potasyum sorbat gibi antimikrobiyal madde iceren yenilebilir film ve
kaplamalarla ilgili calismalar 1980 li yillarin ortasinda baslamistir. Literatiirde
film materyali olarak metilseliiloz, hidroksipropil metilseliiloz gibi polisakkaritler
ve yag asitleri gibi lipidler yaygin olarak kullanilirken proteinlerle ilgili yapilan
caligmalara pek rastlanmamistir. 1990 Ii yillarin sonlarina dogru yenilebilir
protein filmlerde dogal antimikrobiyal maddeler kullanilmaya baslanmistir
(Ayana, 2007). Kontrollii sartlar altinda, yenilebilir kaynaklar kullanilarak ve
secilmis tiirlerden elde edilebilmesi gibi faktorler bu biyomateryallere olan ilgiyi
giderek yogunlastirmaktadir. Farkli kaynaklardan elde edilen gamlar iginde
mikrobiyal gamlar g¢esitli mikroorganizma tiirleri tarafindan tiretilen, endiistriyel
uygulamalara sahip, suda c¢Oziinebilir polimerler sinifi iginde yer alirlar.
Yapilarindaki gesitlilik ve fizikokimyasal dzellikleri nedeniyle mikrobiyal gamlar;
gida, farmositik ve diger endiistri uygulamalarinda, kalinlastirici, stabilize edicl,
emiilsifiye edici, tekstiir ve jellestirme ajani olarak genis bir uygulama alanina
sahiptir (Demirci ve Arici, 2008).

Yenilebilir film ile paketlenmemis gidalar paketleme Oncesi veya paket
acilmasindan  sonra  mikroorganizmalarla  kontamine  olabilirler.  Bu
mikroorganizmalar gida ylizeyine, ambalaj ve gida temasi ile de yerleserek
gelisim gosterebilirler.  Yenilebilir kaplama uygulamalarinda ise kaplama
materyali ile kaplanmis gida yiizeyinde oksijenin azlhigi ve antimikrobiyal
maddelerle dogrudan etkilesim nedeniyle gidadaki mikroorganizmalarin
gelisimine engel olurlar. Fakat mikrobiyal gelisim kaplama yiizeyinde gergeklesir.
Baslangigta antimikrobiyal madde icermeyen gida tabakasina, film ve kaplamadan
antimikrobiyal madde gegisi olur, buna bagl olarak film ve kaplamadaki
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antimikrobiyal madde miktar1 azalir ve gidanin raf Omrii uzatilmasi saglanir
(Gennadios et al., 1994). Yani, antimikrobiyal aktivitelere sahip bu film
uygulamalar1 gidalarla yiizey temasi saglanarak, gelisecek olan patojenleri ve
bozulma yapan mikroorganizmalar1 etkilemektedir (Rhim and Ng, 2007). Bu
sekilde gida kalitesinin korunabilecegi, albenisinin artirilabilece§i ve {iriiniin
saglikli beslenme i¢in daha uygun hale getirilebilecegi One siiriilmektedir
(Kiliggeker ve Kiigiikoner, 2004). Yenilebilir filmlerle, iiriin kalitesini muhafaza
etmenin yaninda ambalaj atiklarin1 azaltmak ve ilave olarak gidanin raf dmriinii
uzatmak ic¢in Ozellikle bilesimlerindeki fenolik maddeler nedeniyle giiclii
antimikrobiyal ve antioksidan etkiye sahip olan ugucu yaglarin ambalaj
sistemlerinde kullanim1 gida sektorii icin olduk¢a 6nemli bir gelisme ve yenilik
olacaktir (inanl ve Kuzgun, 2012).

Film ve kaplamalar olusum sekilleri ve gidalara uygulamalarina gore
farklilik gosterirler. Yenilebilir kaplamalar sivi bir film yapict soliisyona veya
erimig bilesikler eklenerek dogrudan gida {izerine uygulanarak bir fir¢a ile veya
plskiirtme, batirma veya akitma ile olusturulur. Soliisyonlarin diiz bir yiizeye
akitilarak ve kurutularak, soliisyonu bir kasnak kurutucu iizerinde kurutarak veya
sikip ¢ikarma gibi geleneksel plastik isleme teknikleri ile yapilir (Sarikus, 2006).
Bu ¢alismamizda da uygulanmis oldugu gibi, gida maddesinin film ¢6zeltisine
daldirilmasi, fazla kaplama materyalinin gida yiizeyinden akitilmasi sonrasinda
kaplamanin kurutulmasi ve katilastirilmasi uygulamasidir. Bu yontem diizgiin
olmayan yiizeylerin homojen bir sekilde kaplanmasi, kaplama materyalinin
fazlasinin uzaklastirilmasi ve kurutulma olanag1 gibi avantajlara sahiptir. Biiyiik
hacimli gidalarin kaplanmasina uygun degildir. Et, balik ve tavuk etlerine asetil
gliseritlerin, meyve ve sebzelere mumlarin uygulanmasinda 6nerilmektedir (Caner
ve Kiigiik 2004). Ayrica gida giivenligini saglamak ve raf omriinii arttirmak
amactyla yenilebilir filmlere antimikrobiyal maddeler ilaveleri yapilmas: biyiik
avantajlar saglamaktadir. (Gennadios et al., 1994).

1.2.1.2. Yenilebilir film iiretimi ve cesitleri

Yenilebilir film, tiiketici tarafindan yenilebilen ve gida i¢in oksijen ve nem
bariyeri olan ayrica kati gegisini saglayan, gidanmin tiimiinii saran veya gida
bilesenleri arasinda bir bilesen olarak yer alan ince katmanlardir. Bu tanimlamaya
gore yenilebilir filmler, gidanin tiikketiciye sunumu sirasinda, giday: besin degert,
mikrobiyal kalite agisindan korumak gibi fonksiyonel 6zelliklere sahiptirler (Baki,
2013). Yenilebilir filmler, tarimsal kokenli, dogal ve biyolojik olarak geri
doniisiimlii. maddelerden {iretildikleri i¢in ¢evreyi kirletmeyen ve c¢evrenin
korunmasina katki saglayan materyallerdir (Debeaufort et al., 1998). Yenilebilir
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filmler birgok gida bileseninin stabilitesini artirmakta, oksijene karsi bariyer
ozelligi gostermekte, vitamin kayiplarini, kimyasal ve enzimatik tepkimelerini
yavaglatabilmektedirler. Boylece {irlinii koruyarak, ambalaj acildiktan sonra
gidalarin kalitesinin korunmasinda potansiyel ozelliktedirler (Krochta et al.,
1994).

Farkli koruma fonksiyonlarma sahip yenilebilir film sistemlerinde
antimikrobiyal madde yavas bir sekilde film tabakasindan gidaya gegmektedir.
Boylelikle film igerisinde ve gida yiizeyinde yiiksek derisimde antimikrobiyal
madde kalmakta ve mikroorganizmalara kars1 daha uzun siire etki gostermektedir
(Inanli ve Kuzgun, 2012). Suyun yani sira aroma bilesikleri, antioksidantlar,
antimikrobiyal maddeler, pigmentler, kararma reaksiyonlarini durduran iyonlar ve
vitaminler gibi irilinleri igerisinde tutarak gida kalitesini ve raf Omriinii
gelistirmektedirler (Debeaufort et al. 1998). Bu noktada gida yiizeyindeki
antimikrobiyal gelisme gida kalitesini, depolama sirasindaki giivenligini
belirlemede &nemli bir kriterdir. Ornegin E. coli O157:H7 bakterilerinden
kaynaklanan bir¢ok gida zehirlenmesine neden olmustur. Ayrica 1995 te ABD’ de
E. coli O157:H7 bulagsmasindan dolayr 13.6 milyon ton biftek imha edilmek
zorunda  kalinmistir. Diger yandan Salmonella  Typhimurium  gida
zehirlenmelerinin % 34’iiniin sebebi olan gida kaynakli multi antibiyotik direncli
bir patojendir. Antimikrobiyal ambalaj materyalleri bakterilerin “lag periyodunu”
uzatarak mikroorganizma gelisimini azaltarak raf Omriini uzatirlar ve gida
giivenligini saglarlar. Yenilebilir maddeler sentetik maddelerin kullanimini 6nemli
sekilde azaltacagi ise yapilan ¢alismalar ile tespit edilmistir (Sarikus, 2006).

Yenilebilir film uygulamalarinda kullanilan plastiklestiriciler; molekiiller
aras1 kuvvetlerden kaynaklanan kirilganlig1 ortadan kaldirmak ve polimer yapisina
esneklik kazandirmak amaciyla kullanilan diisiik molekiil agirlikli bilesiklerdir
(Ayana, 2007). Bunun i¢in yenilebilir film ve kaplama soliisyonuna ilave edilen
gliserol (Gls), etilen glikol, sorbitol, mannitol ve polietilen glikol gibi ¢esitli
plastiklestiriciler yenilebilir film uygulamalarinda kullanilabilmektedir (Inanl ve
Kuzgun, 2012). Bunlardan gliserin veya 1,2,3 propantriol olarak da bilinen
gliserol, yenilebilir film ve kaplamalarin iiretiminde yaygin olarak kullanilan
renksiz, kokusuz, hidroskobik, tatli, vizkoz bir sividir. Gliserol bir seker alkoliidiir
ve 3 hidrofilik alkolik hidroksil grubu (-OH) igerir. Bu gruplar gliseroliin suda
¢Oziinmesini saglarlar. Gliserol gidalarda ve igeceklerde nemlendirici, ¢6ziicli ve
tatlandiric1 olarak kullanilir (Seydim vd., 2007). Kimyasal adi propan-1,2,3-triol
diir. Molekiil agirligr 92,09 g/mol diir. Erime noktas1 17,8°C ve kaynama noktas1
290°C dir (Perry and Green, 1997; O’Neill et al., 2001; Ayana,2007).
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Yenilebilir filmlerin kullanilan hammadde kaynagina gore protein esaslh
(kazein, peyniralt1 suyu proteini, jelatin, fibrinojen, soya proteini, bugday gluteni,
musir zeini, yumurta albumini), polisakkarit (gamlar, nisasta, alginat, seliiloz eteri,
kitosan, karragenan, pektin), yag (asetogliserin, mumlar ve balmumlari, siv1 ve
kat1 yaglar) esashi tretilen film ve kaplamalar olmak tizere 3 ana grupta
siniflandirilabilir. Bunlar gidalara kazandirdiklar1 ¢esitli 6zelliklerinden dolay1 et,
tahil, meyve, sebze, unlu triinleri olmak lizere gida sanayiinde yaygin olarak
kullanilir. Karbonhidrat yapisindaki yenilebilir filmler, gaz gegirgenlikleri diisiik
olan ve film olusturmak i¢in giday1 kuru formuna direk bulayarak ya da uygun
sulu ¢ozeltisine daldirilarak kaplama yapilan malzemelerden biridir. Hidrofilik
yapida olduklarindan fiziksel nem bariyer 6zellikleri diisitk olmaktadir (Kester
and Fennema, 1986; Field vd., 1986, Baron vd., 1993; Kiliggeker ve Kiiciikoner,
2004; Siirengil, 2010). Ayrica bu polisakkarit filme materyallerin gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasinin en 6nemli nedenleri ucuz olmasi ve
toksik olmamasidir (Polat, 2007). Filmlerin elde edilmesinde kullanilan
polimerlerden polisakkarit, protein ve lipid gibi dogal kaynaklardan elde edilen
biyopolimerler biyobozunur, yenilebilir, ¢evre dostu ve antikanserojen olduklari
icin petro-kimyasal bazli plastiklerin yerine gegebilecek iyi bir alternatif ambalaj
materyali olarak goriilmektedir. Bu filmler; antioksidanlar, antifungal ajanlar,
antimikrobiyaller, renk maddeleri ve diger gida bilesenleri gibi biiylik bir katki
cesidinin birlestirilmesi i¢in de milkemmel araglardir. Biyopolimer bazl
antimikrobiyal filmler ve yenilebilir film ve kaplamalar et, balik, tavuk {iiriinleri,
tahil, peynir, meyve ve sebze iirlinlerini igeren genis bir gida grubunda yaygin
sekilde kullanilmaktadir. (Dursun vd., 2010). Gidalarda yenilebilir film ve
kaplamalar1 i¢in yaygin olarak kullanilan dogal polimer malzemeler ve gesitleri
Cizelge 1.3’ de sunulmustur.

Cizelge 1.3. Gidalarda kullanilan dogal polimer malzemeler ve gesitleri (Dursun vd., 2010).

ebitkisel/algsel: nisasta, seliilloz, pektin, konjak, alginat,
karragenan, gumlar

*hayvansal: hyluronik asit

«fungal: pullulan, elsinan, siikleroglukan

bakteriyel: kitin, kitosan levan, ksantan, poligalaktozamin,
kiirdlan, jellan, dekstran

Polisakkaritler

*Soya, zein, bugday gluteni, kasein, serum, albumin,

Proteinler kollajen/jelatin, deri, sesilin, polilisin, poliamino asitler,
elastin, poliarjinil

Lipidler/ R |

"p * Asetgliseridler, vakslar, siirfektanlar, emiilsan

Siirfaktanlar

Ozel polimerler «Lignin, sellak, dogal kauguk

ANASNAAN——
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Yapilan bu calismada mikrobiyal gamlar iiretim alanlarinin ve temin
imkanlarinin sinirli olmamasi, teminlerinde mevsimsel degisikliklerin olmamasi
ve fizikokimyasal 6zelliklerinin daha dengeli olmasi gibi avantajlarindan dolay1
biyopolimer kaplama malzemesi olarak ksantan gam segilerek kullanilmistir.
Ksantan gamlarin suda ¢6zenebilir, hidrofilik ve jellesme oOzelliginden yola
c¢ikarak plastiklestirici ajan olarak en uygun gliseroliin olacag: diistiniilmiistiir.

Ksantan gam; Gam terimi ilk olarak, yapiskan, zamkimsi, bitkilerden sizan
dogal maddeler i¢in kullanilmistir. Gamin teknik olarak kabul edilen tanimu ise,
kivam artirict ve/veya jellestirici etki vermek i¢in suda dagilabilen veya
¢Oziinebilen polimerik karbonhidratlar olarak agiklanmaktadir. Bu tip maddeler
kolloidal yapida ve hidrofilik kolloid 6zellikte olduklarindan ‘“hidrokolloidler”
olarak da adlandirilirlar (Glicksman, 1969; Sungur ve Ercan, 2004; Demirci ve
Arici, 2008). Giliniimiizde bu malzemeler yaygin bir sekilde gidalarin doku, lezzet
ve raf dmriini kontrol etmek ve gelistirmek i¢in yenilebilir film soliisyonu olarak
kullanilmaktadir (Skurtys et al., 2010).

Cesitli biyolojik kaynaklardan elde edilen, genellikle suda c¢oziinebilir
gamlar olarak da bilinen hidrokolloidler, polimerik karbonhidratlardir (Ward
Andon 1993). Bu gamlar genellikle bitkisel kaynaklardan olmak {izere farkli
kaynaklardan elde edilmektedir. Suda ¢6ziinebilir yani hidrokolloid gam tipleri ve
tiretildikleri kaynaklar Cizelge 1.4 *de gosterilmistir. Biyolojik tiretilmesi ve suda
kolay c¢oziilebilen malzeme olmasindan dolay1r endiistriyel ve bilimsel
uygulamalarda kullanilabilecek olan polisakkaritlerin mikrobiyal kaynaklardan
elde edilerek kullanilmasi daha avantajli olmaktadir (Demirci ve Arici, 2008).
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Cizelge 1.4. Hidrokolloid gam g¢esitleri ve {retildikleri kaynaklari (Kiliggeker ve
Kiigtikéner, 2004).

Dogal Gamlar { Modifiye Gamlar

Agag sizintilar1 ve ekstraktlar Seliiloz Tiirevleri
» Gam arabik
* Trakagant

« Karaya gami

« Karbaoksimetilseliiloz

* Metilseliiloz

* Hidrosipropilmetilseliiloz
« Hidrosipropilseliiloz

» Mikrokristal seliilloz

Cekirdek veya kokler Nisasta tiirevleri

* Keciboynuzu gami * Modifiye nigasta

* Guar gam

Deniz yosunu ekstraktlart Mikrobiyal fermentasyon gamlari
* Agar » Ksantan gam

* Alginatlar * Gellan gam

» Karagenan * Dekstran

Hidrokolloit veya emiilsiyon bir film olusturmak i¢in bir ¢dziicli sistemi
gereklidir. Coziici, ince bir film tabakasi olusturmak igin yiiksek molekiil agirlikli
polimerlerin ¢6ziinmesini ve homojen bir sekilde dagilimimi saglar. Su ve etanol
yenilebilir filmlerin yapiminda kullanilan iki tipik ¢oziiciisidir (Kester and
Fennema, 1986).

Ksantan gam; Polisakkarit B-1459 veya ksantan gam, Xanthomonas
campestris kiiltiirii tarafindan tiretilen mikrobiyal fermasyon gamidir. Giiniimiizde
gida, ila¢ ve kozmetik sektoreleri gibi genis iiriin ¢esitliliginde kullanilmakta olup,
diistik konsantrasyonlarda yiliksek viskoz c¢ozelti yetenegine sahip suda iyi
¢oziinen biyobozunur bir malzemedir (Soares et al., 2005; Fitzpatrick et al., 2012).

Dogal bir polisakkarit ve Oonemli bir endiistriyel biyopolimerdir. 1950
yilinda Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi Arastirma Labotatuvari’nda
(NRRL) kesfedilmistir. Cok c¢esitli gidalarda; emiilsiyon stabilizasyonu, sicaklik
stabilitesi, gida ingrediyentleri ile uyumlu ve psddoplastik reolojik 6zellikleri gibi
cok sayida 6nemli sebepler dolayisi ile kullanilmaktadir (Demirci ve Arici, 2008).
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Mikrobiyel fermantasyon gami olan Ksantan gami, gida katkisi olarak
onaylandiktan sonra, diisiik konsantrasyonlarda depolama dayanikliligi, su
baglama kapasitesi ve iiriine estetik bir goriinlim kazandirmasindan dolay1 gida
endiistrisinde birgok alanda kullanilmaktadir (Sungur ve Ercan, 2004).

1.3. Dogal Antimikrobiyal Ekstraktlar ve Gidalarda
Kullanim

Bitkiler ¢ok eski yillardan beri tedavi amacgli olarak kullanilmaktadir.
Bitkilerden ekstreler hazirlanarak ila¢ olarak kullanilmasi, Cin’ de M.O. 2700
yillarina kadar uzanmaktadir. Anadolu halkinin yabani bitkileri ilag olarak
kullanis1 da ¢ok eski devirlere kadar gitmektedir. Hitit donemi tibbi tabletlerinde
bulunan regete formiillerinde kayitli bitki adlar1 bunun bir kanitt olarak
gosterilmektedir (Yigit ve Benli, 2005). Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiriict
ve insan saghg ic¢in Onemli olan Ozellikleri 1926 yilindan bu yana
laboratuvarlarda  arastirilmaktadir.  Diinya Saghk  Orgiiti'niin  (WHO)
aragtirmalarina gore tedavi amagh kullanilan tibbi bitkilerin sayisi 20.000
civarindadir (Toroglu ve Cenet, 2006).

Son yillarda Farmakognozi ve gida biliminde ortaya ¢ikan gelismeler ve
yapilan buluslar gida iiriinlerine, viicudumuz i¢in yararli baz1 dogal maddelerin ve
ekstraktlarin katilmasiyla bu eksikliklerin giderilmesi ve eksiklikten kaynaklanan
rahatsizliklarin onlenmesi fikrini dogurmustur (Meral ve Dogan, 2009). Bunun
yanisira gidalarda antioksidan ve antimikrobiyal madde kullanimi depolama
stabilitesini artirmaktadir. Burada da yine tiiketiciler tarafindan dogal katki
maddeleri kullanilan gidalar tercih edilmektedirler (ilhan, 2010). Gidalarda
kullanilan kimyasal bilesenlerin zararlarindan dolayi, dogal {iriinlerden 6ziitleme
ve saflastirma ile elde edilen bu tip antimikrobiyal bilesenlere ilgi artmistir
(Bouaziz and Sayadi, 2005). Bitkilerden ekstrakt elde etmenin temel amaci,
bitkilerin gereksiz maddelerde arindirilmasi ve ana aktif maddelerinin saf olarak
elde edilmesidir. Bitkisel ekstraktlarin kendilerine 6zgii bilinen esas etkilerinden
birisi bunlarin antimikrobiyal aktiviteleridir. Bir¢ok bitkisel ekstraktin patojenlere
kars1 antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkilerinin kanit1 olabilecek laboratuvar
calismalarindan olusan oldukca fazla bilimsel kaynak mevcuttur. MIK (bakteri
iireme ve gelismesini Onleyici bir indeks; Minimum Inhibitér Konsantrasyon)
caligmalar1 bu ekstraklarin, ticari olarak temin edilen bazi antibiyotiklere bazen
cok yakin veya benzer degerler gosterdigini bildirmektedir. Biitiin bu kanitlarla
birlikte, uygulamada bir¢ok farkli bitki ekstraklar1 yliksek konsantrasyonlarda
karistirtlarak etkileri antibiyotiklerle mukayese edilmelidir (Tekeli, 2007).
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Ambalajlama sanayinde en ¢ok kullanilan koruyucu ve antibiyotikler,
benzoatlar, propiyonatlar, sorbatlar, parabenler, asitlestiriciler (asetik asit ve laktik
asit gibi), kiir ajanlar1 (sodyum klorit ve sodyum nitrat gibi), bakteriyosinler ve
dogal koruyucular (esensiyel yaglar ve lisozim) dir (Cagri vd., 2003). Baharat
ucucu yaglar1 ve ekstraktlar1 da gida koruyucusu olarak kullanabilen dogal
antimikrobiyal kaynaklardir. Baharatlar flavonoidler ve fenolik asitler gibi fenolik
bilesiklerce zengindirler. Baharatlarin igerdikleri bu esansiyel yag bilesenlerinden
dolay1 genis antimikrobiyal ve antioksidant 6zellikleri gostermektedirler (Sarikus,
2006).

Antimikrobiyal maddeler mikrobiyal gelisimi azaltarak islenmis ya da
islenmemis gidalarin raf omriinii uzatabilirler. Bitkiler gibi dogal kaynaklardan
elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek oranlarda
korumay1 basardigi ve bitkisel ekstraktlarin gidalarda dogal antimikrobiyal olarak
kullanilabilecegi yapilan bilimsel arastirmalarla kanitlanmistir (Kotzekidou et al.,
2007). Birgok antimikrobiyal madde polimerler icine, ya 1sil islemle eritilerek
veya ¢oziicii bilesenler igerisinde ¢oziindiiriilerek ilave edilir. Protein, lipit ve
karbonhidrat gibi biyopolimerlerden elde edilen filmlerde antimikrobiyal
maddeler su, etanol gibi ¢oziiciilerle kullanilabilmektedir (Ayana, 2007).

Gida endistrisinde gida muhafaza siiresini uzatabilmek amaciyla bitki
ekstraktlarin kullanimi giin gectikce artmaktadir. Dogal olmalari ve kalintt
sorununa yol agmamalar1 nedeniyle baharatlarin, 6zellikle gidalarda 6nemli bir
antimikrobiyal olarak deger bulacagi tahmin edilmektedir (Cerit, 2008). Bitkisel
ekstrakt yapilarindaki etken maddenin 6zelligine bagli olarak bakteri veya
protozoa tlizerine Oldiiriicii etkiye sahip olmaktadir. Bu etki ise, ekstraktlarindaki
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bir takim mekanizmalara baglanmaktadir
(Tekeli, 2007). Aromatik bitkilerin ugucu yag1 ve ekstraktlari, ki bunlarin birgogu
Labiatae familyasina ait olan feslegen, defne, karanfil, kekik ve biberiye gibi
oziitlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari, L. monocytogenes ve diger
patojenlere kars1 bakterisidal aktivite gdsterdigi bulunmustur. Insanlar bu tiir
bitkileri dogadan toplayarak veya satin alarak, degisik amac ve sekillerde
kullanarak faydalanabilmektedirler (Toroglu ve Cenet, 2006).

Ayni bitkilerden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinde
farkliliklar goriilebilmektedir. Bu cesitliligin sebepleri; yetistirme cografyasinin
farkliligi, hasat zamani, genotip, iklim, kurutma yontemi ve ugucu yagin elde
edildigi bitki organidir (Lacroix et al., 2006).
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Bu calisma ile dogal antimikrobiyal yenilebilir film ambalajlamalarin
kullanim1 sayesinde; baliklarin paketlemesinde karsilasilan sorunlar, ambalaj
materyalinin ¢evre kirliligi lizerine olan etkileri, plastik materyalin insan sagligi
tizerine olan etkileri, paketlemenin ekonomik agidan daha pahali olmasi ve alet
ekipman gerektirmesi gibi olumsuz birka¢ etkisinin Oniine gecilebilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica balik etinin ksantan gam yenilebilir filmiyle ile
kaplanmas1 ve bitki ekstrakt icerikli ksantan gam yenilebilir film {iretimiyle ile
ilgili literatiir bulunmamaktadir. Bu agidan g¢alismanin baliklarda raf omri ile
ilgili yapilacak diger caligmalara 151k tutacagi diistiniilmektedir.

2. ONCEKI CALISMALAR

Dogal antimikrobiyal ekstrakt igerikli yenilebilir film kapli balik filetolarin
depolama siiresince degisimlerin arastirildigi ¢alismayla ilgili oncelikle bitkisel
ekstraktlarin daha sonra antimikrobiyal yenilebilir kaplama uygulamalarin ve su
iriinlerinde kullanimina yonelik ¢aligsmalara ait bilgiler asagida sunulmustur.

2.1.Bitki Antimikrobiyal Etkinligi Uzerine Yapilmis Cahsmalar

Feslegen, defne, karanfil, kekik ve biberiyenin ugucu yaginin Listeria
monocytogenes ve diger patojenlere karsi bakterisidal aktivite gosterdigi (O’Gara,
et al., 2000), nane, kimyon, rezene ve defne ugucu yaglarmin Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Bacillus
subtilis’i engelledigini belirtilmistir (Akgiil ve Kivang, 1989).

Wan et al., (1998), yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada agar difiizyon metodu
kullanilarak feslegen esansiyel yaglarinin Gram (+) ve Gram (-) bakteriler, maya
ve kiiflere karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. Her iki esansiyel
yagda Clostridium sporogenes, Flavimonas oryzihabitans ve Pseudomonas’n {i¢
tirii hari¢ arastirilan mikroorganizmalarin ¢oguna kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermistir.

Campo et al.,, (2000), biberiye ekstraktinin bakterilerin gelismesini
engelleyici ve inhibe edici etkisi incelendigi arastirmada 30°C’de 24 saat sonunda
biberiye ekstraktinin Escherichia coli, Salmonella enriditis, Erwinia carotovora
gibi gram negatif bakteriler tizerine antimikrobiyal etkisi olmadig1, ancak, Listeria
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monocytogenes, Bacillus cereus, Leuconostoc mesenteroides, Streptococcus
mutans’i tamamen inhibe ettigi saptanmistir. Gram pozitif B. cereus’un biberiye
ekstraktina karsi en hassas bakteri oldugu ve %0,06 biberiye ekstrakti varliginda
tamamen inhibe oldugu belirtilmistir. Bakterilerin inhibisyonu ig¢in minimum
konsantrasyonun S. mutans i¢in %0,5, S. aureus, L. monocytogenes, L.
mesenteroides i¢in ise %1 oldugu bildirilmistir.

Nascimento et al. (2000), yilinda bazt bitki ekstraktlarinin ve
fitokimyasallarin, antibiyotige duyarli ve antibiyotige direngli mikroorganizmalar
iizerindeki antimikrobiyal aktivitesini belirlemeyi amaglayan c¢alismalarinda,
civanpercemi, karanfil, ogulotu, feslegen, guava, nar, biberiye, adagayi, java erigi
ve kekik ekstraktlar1 kullanmislardir. Karanfil ve java erigi ekstraktlarin test
mikroorganizmalarina ve antibiyotige direngli bakterilere karsi daha yiiksek
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Adagay1 ve civanpergemi ekstraktlari herhangi
bir antimikrobiyal aktivitesi tespit edilmemistir. Elde edilen tim ekstrakt ve
fitokimyasallarin denenen mikroorganizma ve ekstrakt kombinasyonlarina gore
degisen farkli sonuglar1 olsa da, etkin bir antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu
vurgulamiglardir.

Nostro et al. (2000), yapmis olduklar1 ¢aligmada bitki ekstraktlarinin Gram
(+), Gram (-) bakteriler ile mantar tiirlerine karsi antimikrobiyal etkinligi Disk
Diflizyon Metodu kullanilarak tespit etmislerdir. Caligmada, antimikrobiyal
aktivitenin Gram (+) bakteri ve mantar tiirlerine kars1 Gram (-) bakterilerden daha
etkili oldugu saptanmustir.

Holetz et al. (2002), Brezilya tibbi bitkilerinden 10 bitki ekstraktinin
antibakteriyal aktivitelerinin ¢esitli seviyelerde oldugunu belirlemislerdir.
Calismada kullanilan Nar (Punica granatum) ekstraktlarinin S. aureus’un
gelismesini iyi bir sekilde engellerken, diger standart tiirlere kars1 (B. subtilis, P.
aeruginosa, E. coli) etkili olmadigini, antifungal aktivite yoniinden ise P.
granatum'un da igerisinde bulundugu 9 bitki ekstraktinin antifungal etkili
oldugunu belirlemislerdir.

Sagdi¢ vd., (2002), yedi baharat ekstraktinin (kimyon, Helichrysum
compactum Boiss (dlmez ¢icegi), defne, mersin yapragi, kekik, adagayr ve kekik)
E.coli O157:H7 gelisimine olan inhibisyonu iizerine yaptiklar1 denemelerde kagit
disk difiizyon testi kullanmiglardir. Kekik ve mercankdskiin diger baharat
cesitlerinden daha yiliksek antimikrobiyal etkinlik gosterdigi, defne ve
Olmezgigegin de gelisimi stimule ettigi tespit edilmistir. Calisma ile E.coli
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O157:H7’nin inhibisyonuyla gida koruma alaninda bu baharat ekstraktlarin
kullabilecegi sonucuna varilmistir.

Feslegen ugucu yaglari; antifungal, insektisit, antioksidant, gibi biyolojik
etkilerinden dolayi, giderek artan bir dneme sahip olup, degerli ugucu yaglarindan
ve giizel kokularindan dolay1 baharat, ilag, gida, parfiimeri sanayilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu nedenlerden dolay:1 feslegen 1islahi, yetistiriciligi ve
gidalarda  kullanim1  {izerindeki calismalar artarak devam etmektetigi
bildirilmektedir (Telci, 2005).

Portakal, okaliptus, rezene, sardunya, ardig, nane, biberiye, terebentin,
Avusturalya ¢ay agaci oziitlerinin Staphylococcus epidermis ve Escherichia coli
ve Saccharomyces cerevisiae tiirleri {izerine antimikrobiyal ve antiplazmid
aktiviteleri i¢in agar difiizyon metodu uygulanmistir. Yaptiklari ¢aligmada kekik
yagmin bakteriler i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu 1.5 mg/mL’dir.
Mayalara karsi en etkili terebentin yagi (0.2-0.3 mg/mL), nane yagi (0.4 mg/mL)
ve kekik yagi (0.4-0.7 mg/mL) tespit edilmistir. Biberiye yag1 en zayif etkiyi
bakterilere karst1 (11.3 mg/mL) ve iki maya tiirine (2.5-5.7 mg/mL) karsi
gostermistir. Portakal yagi antibakteriyel etki gostermemesine ragmen hafif bir
antifungal aktiviteye (2.8 mg/mL) sahip oldugu goriilmiistiir. Yaglarin E. coli
lizerine etkilerinde ise; nane yagi %37.5’lik bi eliminasyon oranina Sahipken
okaliptus yagi (0.2-0.5%) ve biberiye yagi ( %3.1) daha hafif eliminasyon
gostermislerdir. Calismada nane yaginin bir bileseni olan mentoliin etkisinin
belirgin oldugu, dolayisiyla i¢inde mentol bulunan diger bitki Oziitlerinin de
potansiyel olarak bakteri geligsimini engelleyici olabilecegi vurgulanmistir (Schelz
et al., 2006).

Shan et al., (2007), yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada toplam 46 tibbi bitki
ve baharat ekstraktlarinin antibakteriyal etkisini 5 gida kaynakli patojen bakteri
(Bacillus cereus, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli ve Salmonella anatum)
tizerinde denemislerdir. Toplam fenolik madde igerikleri de hesaplanan
ekstraktlardan, antibakteriyal etkinligi yiiksek olanlarin biiyilk ¢ogunlugunda
fenolik madde diizeyi de yiiksek bulunmustur. Baharat ekstraktlarina karst Gram
(+) bakterilerin Gram (-) bakterilerden daha hassas oldugu, ¢alisilan bakterilerden
en direnglisinin E. coli, en hassasinin ise S. aureus oldugu tespit edilmistir.

Cerit (2008), yapmis oldugu c¢aligmada hidrodistilasyon yontemi
kullanilarak elde edilen mercankosk (Origanum onites), kimyon (Cuminum
cyminum), defne (Laurus nobilis) ve biberiye (Rosemarinus officinalis) ugucu
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yaglarimin Escherichia coli ATCC 11230, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Listeria monocytogenes ATCC 65031, Klebsiella pneumoniae ATCC 27853,
Lactobacillus lactis NRRL 1821 ve Lactobacillus cremoris NRRL 634 {izerindeki
antimikrobiyal etkilerinin incelemislerdir. Antimikrobiyal etki, ugucu yaglar
aycicek yagi icerisinde hacmen %25, %50 ve %100’liik konsantrasyonlarda
hazirlandiktan sonra, disk diflizyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir. En
etkili ugucu yagin mercankoske ait oldugu ve yiiksek antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir. Kimyonun mercankdgkten sonra en etkili ugucu yag
oldugu, bunu sirasiyla defne ve biberiye ugucu yagmin izledigi tespit edilmistir.

Baharat ve baharat ekstraktlarinin mikrobiyal gelismenin tiim asamalarinda
etkili oldugu belirlenmistir. Bunlarin kullanimu ile lag fazi1 uzamakta, logaritmik
fazda tireme hizi azalmakta, toplam hiicre sayis1 diismektedir. Saglikli sartlarda
islenmis ve nispeten az mikroorganizma igeren gidalarin kiif, Gram (+) bakteri ve
bir 6l¢lide de Gram (-) bakterilere kars1 korunmasinda baharatlarin antimikrobiyal
etkisinin 6nemli bir katk1 saglayabilecegi belirtilmektedir (Cerit, 2008).

2.2.Bitki Ekstraktlarmin Gidalarim Raf Omrii Uzerine Yapilan
Calismalar

Frutos and Herrero (2004), yaptiklar1 ¢alismada biberiye ekstraktlarinin yag
oksidasyonu Tizerine etkilerini incelemisler ve ¢alisma sonucunda, biberiye
ekstraktinin 1s1l islem sonrasinda bile oksidasyona kars1 etkin koruma sagladig, 4
g/L seviyesinde kullanildiginda iyi bir antioksidan oldugunu ifade etmislerdir.
Aragtirmacilar tat ve aroma da olusan degisiklikleri engellemek i¢in kullanilmasi
uygun konsantrasyonun belirlenmesi gerektigini vurgulamislardir.

Can vd., (2007), eugenoliin sazan balik filetolar1 tizerindeki antimikrobiyal
etkisi incelenmistir. Bu amagla hazirlanan aynali sazan filetolari, %0.5, %1 ve
%1.5 eugenol soliisyonlart igerisinde 1 dakika bekletildikten sonra vakumla
ambalajlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir. Muhafazanin 0, 7, 14, 28 ve 42.
giinlerinde mikrobiyolojik (Mezofilik Aerob Bakteri, Mezofilik Anaerob Bakteri,
Toplam Koliform, maya ve kiif sayisi) analizleri yapilmistir. Yapilan istatistiksel
analizlerde, kontrol grubu mezofilik aerob genel canli sayisi bakimindan 14.
giinde, soliisyona daldirilan gruplarin ise 42. giinde depolamanin limit degerlerini
astig1 bildirilmistir.
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Cadun vd., (2008), biberiye ekstrakti ile marine edilmis Karideslerde raf
Oomriiniin incelendigi bir arastirmada, biberiye ekstrakti ile marine edilmis
karideslerin raf Omriinii belirlemek igin kimyasal, fiziksel, enstriimantal,
mikrobiyolojik ve duyusal analizleri yapilmistir. Kontrol grubu 75. giinde duyusal
ve kimyasal agidan tiiketilebilir limit degerlerine ulasirken mikrobiyolojik agidan
limit degerlerinin altinda tespit edilmistir. Biberiye ekstraktli deneme gruplari ise
75.glinde hala kalitesi “iyi” degerlerinde tespit edildigi bildirilmistir. Biberiye
ekstrakti ile marinasyon, karideslerde toplam ugucu baz azotu (TVB-N) ve
tiyobarbitiirik asit (TBA) degerlerinde azaltici bir etkide bulunmustur.

Karpinska (2008), hindi koftelerde raf omrii ve kalitesi {izerine biberiye
ekstrakti kullaniminin etkilerini inceledigi ¢alismada, vakum paketlenmis 4°C’de
depolanmistir. Depolama sonucunda, biberiye ekstrakti ilave edilen koftelerin,
kontrol grubuna gore daha diisiik su aktivitesi ve pH degerlerine sahip oldugu ve
duyusal degerlendirmede daha yiiksek puanlar aldigi belirtilmistir. Biberiye
ekstraktinin psikrofil, koliform ve Clostridium sp. bakterilerinin geligimlerini
inhibe ettigi bildirilmistir. Calisma sonucunda biberiye ekstraktinin et iiriinlerinde
kullaniminin  olumlu etkilerin  gosterdigi, kullaniminin onaylanabilecegi
belirtilmistir.

Hisar vd., (2008), yaptiklar1 ¢alismada, gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) filetolart iizerine dogal antioksidan iceren 1sirgan otu (Urtica diocia)
ekstraktinin 3 farkli konsantrasyonda (% 0,4, % 0,8 ve % 1,61) 9 giinliik
depolama siiresince toplam antioksidan aktivitesine, TBARS, TVB ve pH
degerlerine bakilmistir. Isirgan otu ekstraktlarinin, aerobik olarak depolanan
gokkusagi alabalik filetolarmin raf Omriinii uzattigini ve lipit oksidasyonunu
engelledigi bildirilmistir.

Mexis et al., (2009), buzdolabi kosullar altinda depolanan (4 °C) gokkusagi
alabalig filetolarinin raf omriinii uzatmada oksijen absorberi (oksijen emici) ve
kekik esansiyel yagiin (%0.4 v/w) kombine etkisini arastirmiglardir. Yapilan
calismada, depolama siiresince iiriinde olusan mikrobiyolojik (toplam canh
sayimi, Pseudomonas spp., laktik asit bakteri sayisi, Shewanella putrefaciens’i
iceren H,S iireten bakteri sayisi, Enterobacteriaceae sayisi ve Clostridium spp.),
fizikokimyasal (pH, PV, TBA, TVBN ve su kayb1) ve duyusal (koku ve lezzet)
degisimler incelenmistir. 4 °C’de depolanan alabaliklardaki toplam canli sayimi1
kontrol 6rnekleri i¢in depolamanin 4. giiniinde, oksijen absorberi igeren ornekler
icin 7-8. giinde ve oksijen absorberi (oksijen emici) ve kekik esansiyel yagim
kombine olarak iceren Orneklerde ise 12-13. giinde 7 log kob/g’t asmustir.
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae ve laktik asit bakteri sayist kullanilan O,
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absorber ve/veya kekik yaginda kismen engellenmistir. Balik etindeki pH, 6.65—
6.09 olan baslangic degerinden diislisler sergilemis ve sonrasinda protein
dekompozisyonu iiriinleri olusumundan dolay1 6.86’a yiikselmistir. Calisma
sonucunda 4 °C’de depolanan alabalik filetolarinin raf 6mriiniin kontrol grubu i¢in
4 giin, kekik yagi iceren gruplar i¢in 7—8 giin, O, absorber i¢eren gruplar igin 13—
14 giin, O, absorber ve kekik yag1 iceren gruplar i¢in 17. giin olmustur.

Frangos et al., (2010), yaptiklari ¢alismada, 4 °C’de depolanan taze alabalik
filetolar1 iizerine tuz, mercankdsk esansiyel yagi (EO) ve paketlemenin etkisini;
A1l (kontrol Ornekleri; tuzsuz, hava paketlemeli), A2 (tuzlu, hava paketlemeli),
VP1 (tuzlu, vakum ambalajli), VP2 (tuzlu ve ilave %0.2 v/w mercankosk
esansiyel yagi ile birlikte vakum ambalajli) ve VP3 (tuzlu, %0.4 v/w mercankdsk
esansiyel yagi ile birlikte vakum ambalajli) gruplar arasinda degerlendirme
yapmislardir. A1 ve A2 alabalik 6rneklerinde ambalajli olan diger gruplara gore
sirastyla; laktik asit bakterisi (LAB), H2S iireten bakteri (Shewanella putrefaciens
iceren), Pseudomonas spp. Ve Enterobacteriaceae sonuglari daha yiiksek
popiilasyonlarda bulunmustur. Duyusal verilere dayanarak; aerobik kosullar
altinda  tutulan  kontrol = Ornekleri  vakum  paketleme  kosullariyla
karsilastirildiginda; VP tuz ve mercankosk yagi ilavesi (9%0.2 v/wt) (VP2) 6nemli
bir raf omrii uzamasina yol agarken (11-12 giin) tuz ilavesi (VP1) liriiniin raf
omriinii 9 giin arttirmistir.

Kenar vd., (2010), 3 £ 1 °C’de 20 giin depolanan sardalyanin duyusal,
kimyasal ve mikrobiyolojik kalitesinde biberiye ve adacaymin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Sardalya filetolar1 panelistler
tarafindan duyusal olarak kontrol grubunda 13. giin, biberiye ve adacay1 grubunda
(10g/L biberiye ve adagayi igeren grup) 20. giinde reddedilirken mikrobiyolojik
bozulma kontrol grubu i¢in depolamanin 5. giiniinde, biberiye ve adacayr icin
depolamanin 9. giinlinde gergeklesmistir.

Mantoglu (2010), yaptig1 ¢alismada levrek baligi (Dicentrarchus labrax)
kullanilarak hem yeni bir iiriin gelistirebilmek hem de levrek baligimin kekik
ekstrakti uygulamasindan sonra raf dmriinii tespiti yapilmistir. Levrek filetolar1 10
dakika siire ile kekik ekstraktinda bekletilmistir. Depolanan filetolar ayda 1 kez
yapilan analizler 1s18inda kekik ekstrakti uygulanan deney grubu sonuclarinin
kontrol grubuna nazaran daha iyi sonuglar verdigi ve kekik ekstraktinin levrek
filetolarinin raf dmrii lizerine pozitif bir etkisinin oldugu belirtilmistir. Yapilan bu
caligma ile baharatlarin kullanilma sekliyle de baglantili olarak levrek baliginin
(Dicentrarchus labrax) raf dmriinii uzatmada faydalig1 oldugu, dogal iiriinler olan
baharatlarin  antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinden yararlanmanin
yayginlastirilmasi gerektigi bildirilmistir.
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Kiling ve Yavuz (2011), alabalik filetolar1 farkli laktik asit ¢ozeltisinde
(%1,%2,%3,%4,%5) daldirma islemine tabi tutarak 4°C’da 6 giin depolamiglardir.
Duyusal olarak %1-2 laktik asite 30 dk daldirma en fazla begenilen gruplar
olurken, mikrobiyolojik olarak biitiin laktik asit gruplarinin 6 giin, kontrol grubu
ise 3. giin reddedilmistir. Alabalik filetolarinin %5 konsantrasyonda laktik asite
daldirilmasinin bakteri yiikiiniin azalmasinda en fazla etkili oldugu bildirilmistir.

Aksu ve Derman, (2012), yaptiklar1 arastirmada Trachystemon orientalis L.
bitki yapraklarindan elde edilen petrol eter, metanol ve su ekstraktlar1 sigir
kiymasinda uygulanarak, etin kalite o6zellikleri ve raf Omrii lizerine etkisi
incelenmislerdir. Bitki ekstraklar1 250 ve 500 ppm seviyelerinde ilave edilmis ve
4£1°C’ de 72 saat depolanmustir. Depolamanin 1., 12., 24., 36., 48., 60. ve 72.
saatlerinde TBARS, pH ve renk analizleri ile toplam aerobik mezofilik, toplam
aerobik psikrotrofik, laktik asit, Pseudomonas ve Enterobacteriaceae sayilari
tespit edilmistir. Ekstrakt ilavesi ve depolama siliresi kiyma Orneklerinin
mikrobiyolojik degerlerini de etkilemistir (p<0.01). En diisik Pseudomonas ve
toplam aerobik psikrotrofik bakteri sayilart 500 ppm metanollii grupta
belirlenmistir (p<0.05).

2.3.Antimikrobiyal Yenilebilir Film Uygulamalar1 Uzerine Yapilan
Calismalar

Chaet al., (2002), yaptiklar1 ¢alismada; lizozim, nisin, tiziim ¢ekirdek 6ziitii,
etilendiamintetraasetik asit gibi antimikrobiyal maddelerden na-aljinat ve kapa-
karrajenan antimikrobiyal filmler elde etmisler ve bu antimikrobiyal filmlerin E.
coli, S. aureus, S. enteritidis, L .innocua, M. luteus gibi bakteri tiirleri {izerine
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir. Ayn1 miktarda antimikrobiyal madde
iceren na-aljinat filmler kapa-karrajenan filmlerden daha gii¢lii antimikrobiyal
aktivite gostermislerdir. Uziim cekirdek oziitii ve etilendiamintetraasetik asit
iceren her iki tiir film tiim mikroorganizmalara kars: etki gostermistir. Uziim
cekirdek oOziitii ve lzim c¢ekirdek oOziitli / etilendiamintetraasetik asit iceren
filmlerin daha fazla antimikrobiyal etki gosterdikleri, nisin, nisin-
etilendiamintetraasetik asit, nisin-lizozim- etilendiamintetraasetik asit igeren
filmlerin daha az etkili olduklar1 gozlenmistir. Etilendiamintetraasetik asit ve
tizim c¢ekirdek Oziitii diger antimikrobiyallere gore daha giiclii antimikrobiyal
Ozellikte oldugu tespit edilmistir.

Tsai et al., (2002), kitosanin karidesler {izerinde antimikrobiyal etkisini
arastirildig1 calismada % 1 kitosan uygulamanin kimyasal agidan TVB-N artigini
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geciktirdigi, mikrobiyolojik agidan mezofil, psikrotrof, koliform, Aeromonas ve
Vibrio tiremesini yavaslattigi bildirilmistir. Balik filetolarin raf dmriinii 5 giinden
9 giine uzattig1 sonucuna varilmstir.

Laohakunjit ve Noomhorm (2004), yaptiklar1 ¢alismada; piring nisastasi
esash filmlere Gls % 35 (a/a), sorbitol % 45 (a/a) oraninda plastiklestiriciler ilave
edildiklerinde filmlerin sudaki ¢oziiniirliiklerini arttirdigi tespit edilmistir. GIs ile
plastiklestirilmis filmler, sorbitol ile plastiklestirilmis filmlere gére daha yiiksek
uzama yiizdesi, daha diisiik gerilme kuvveti gostermistir. Ancak Gls, filmlerin su
buhar1 ve oksijen gecis hizin1 sorbitol igeren filmlere gore daha ¢ok arttirmistir.
Sorbitol ve gliserol plastiklestirileri kullanilan nisasta filmlerin, plastiklesci
kullanilmayan piring nisastas1 filmlere gore daha homojen, berrak, piiriizsiiz ve
daha az ¢oziinmemis pargaciklari igerdigi bildirilmistir.

Min et al., (2005), soguk dumanlanmig somon baligin1 lizozim (25mg/g)
iceren peynir alt1 suyu izolati ile kaplamislardir. Yaptiklar1 calisma sonucunda
L.monocytogenes inoliikke edilen baliklarda 2,4 log kob/g inhibisyon sagladigi,
lizozim igeren kaplama hem 4°C hem de 10°C’de Listeria monocytogenes’in
gelisimini geciktirdigi saptanmustir.

Zivanovic et al., (2005), tarafindan yapilan c¢aligmada anason, feslegen,
kisnig, kekik gibi esansiyel yaglarin ve bu esansiyel yaglardan kekik ile
zenginlestirilmis kitosan filmlerin L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 gibi
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Bitkilerin
antimikrobiyal aktiviteleri sirasiyla; kekik >> kisnig> feslegen> anason tespit
edilmistir. %1 ve %2 (v/v) oraninda kekik esansiyel yag1 iceren kitosan filmleri
sosislerin, 5 °C ve 10 °C’de depolamalar1 sonucunda L. monocytogenes sayisini
sirayla 3.6 ve 4.0, E. coli ise 3 logaritmik birim azaldig1 gorilmistiir.

Sarikus (2006), tarafindan yapilan arastirmada; biberiye ugucu yagi,
sarimsak ugucu yagi ve kekik ugucu yagi ilave edilmis peynir alt1 suyu proteini
bazli yenilebilir filmlerin E. coli O157:H7, S. aureus, S. enteritidis, L.
monocytogenes ve L. plantarum iizerine antimikrobiyal etkisi incelenmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda test edilen bakterilere karsi, kekik yagi ve biberiye
yag1 katkili yenilebilir filmlerin yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar
ve peyniraltt suyu proteini bazli (WPI) yenilebilir filmlerde bazi baharat
ekstraktlarin kullanimi ile antimikrobiyal etkiye sahip olduklari belirlenmistir.
Kekik yagi iceren peyniralti suyu proteini bazli film ile kaplanmis, E. coli
O157:H7 bulastirilmig kasar peyniri drneklerinde 1. giinde 1,48 log azalma, S.
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aureus bulastirllmis o6rneklerde, 15. giinde 2,15 log azalma saptanmislardir. S.
enteritidis bulastirilmis peynir orneklerinde sarimsak katkili filmler, nisin veya
kekik katkili filmler ile benzer 6zellik gostermistir.

Gomez-Guillen et al., (2007), yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada soguk
dumanlanmig sardalyalarin (Sardina pilchardus) raf 6mriinii uzatmak igin yiiksek
basing (300 MPa/20°C/15 dk) ve keklikotu ekstrakti veya biberiye ya da kitosan
eklenerek zenginlestirilen jelatin bazli fonksiyonel yenilebilir filmleri
uygulamiglardir. Keklikotu veya biberiye ekstrakti kullanilan filmlerle kaplanan
baliklar da fenol igeriginin ve antioksidant giicliniin fazla oldugu belirtilmistir.
Bitki ekstraktlar1 eklenen yenilebilir filmler oksidasyon seviyesini ve mikrobiyal
gelismeyi azalttig bildirilmistir.

Yener (2007), yaptig1 calismada laktoperoksidaz ve koruyucu kiiltiirler
kullanilarak (Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ve Lactobacillus plantarum)
strastyla antimikrobiyal ve koruyucu etkisi olan alginat yenilebilir filmler liretmis
ve ardindan bu fimler ile taze kalamalar paketleyerek 4 °C' de 7 giin boyunca
depolanmustir. Sonuglar iiretilmis olan laktoperoksidaz igeren alginate filmlerin ve
gidalarda uygulanan bu filmlerin E. coli, L. innocua ve P. fluorescens
bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermistir. Gelistirilmis
olan laktoperoksidaz iceren alginat filmler se¢ilmis bir deniz iiriiniinde de
uygulanmis ve bu iirlinlin depolanmasi sirasinda toplam canli bakteri sayisinda
azalma sagladigini bildirmistir.

Calisoglu, (2008), yaptigi ¢alismada, findikta (Corylus avellana L)
yenilebilir kaplama materyali olarak peyniralti suyu protein izolatt ile
antimikrobiyal —materyal olarak karanfil ve tar¢gin ugucu yaglarinin
uygulanabilirligi denemistir. Kavrulmus findiklar1 5 farkli formiilasyonda
peyniraltt suyu proteini bazli filmlerle kaplayarak oksidatif stabilite, tekstiir,
duyusal ve renk ozellikleri tizerine etkisi aragtirtlmigtir. Duyusal degerlendirme
panelinde, panelistlerin goriiniise, 6zellikle parlaklik ve renge 6nem verdikleri,
ancak geleneksel bir bakis i¢inde findik tat ve aromasinda c¢ok fazla degisiklik
istemedikleri gozlenmistir. Bu yiizden ugucu yaglar yerine, aromasiz olan peynir
alt1 suyu (PAS) proteini kaplamalar: daha fazla begeni topladigini bildirmistir.

Carno et al., (2008), taze bifteklere biberiye ekstrakti ve kekik ekstrakti
ilave edilmis yenilebilir filmleri kaplamislar ve yiizeye sadece biberiye ekstrakti
uygulamislardir. 1°C’de 8 giin siiren depolama sonunda kontrol gruplarinda
toplam Bakteri Sayis1 7-8 log kob/g, kekik ve biberiye ekstrakti katkili yenilebilir
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film kullanilan gruplarda bu deger 5-6 log kob/g olarak bulunmustur. Yenilebilir
film kapli gruplar kontrol grubuna gére koku, renk ve duyusal agidan 8 ile 13 giin
arasinda raf dmriini uzatmstir.

Datta et al., (2008), yaptiklar1 bir calismada lizozim ve nisin ilaveli
aljinatlarin dumanlanmis salmon filetolar1 4 °C’de 35 giin boyunca depolanmustir.
Calisma sonucunda buzdolabi sicakliginda lizozim ve nisin iceren alginat
kaplanmig tiikketime hazir dumanlanmis samonlar1 iizerine inokiile edilen Listeria
monocytogenes ve Salmonella anatum’un gelisimlerini baskiladigini tespit
etmislerdir.

Zinoviadou et al., (2009), yaptiklar1 bir ¢alismada, peynirathi suyu proteini
izolatt (WPI) filmlerde; plastiklestirici olarak sorbitol ve 0.5%, 1.0%, 1.5% w/w
oranlarindan eklenen kekik ekstraktlar1 kullanilarak taze et {iriinlerinde etkisi
incelenmistir. %1.5 (w/w) kekik (oregano) ekstrakli film ile kaplanan taze et
iiriinlerinde bozulma yapan mikroorganizmalarin 10 giin boyunca gelisimini
inhibe ettigi bildirilmistir. Yaptiklar1 calisma dogrultusunda kekik ekstrakti iceren
WPI filmlerin taze et iiriinlerin raf dmriinii uzattig1 bulgulanmistir.

Kitosan filmlerine kekik ve karanfil ugucu yaglari antimikrobiyal maddesi
ilave edilerek, bu filmlerin kasar peyniri dilimlerindeki L. monocytogenes iizerine
onemli diizeyde inhibe edici etkisinin oldugunu ve ugucu yaglarin antimikrobiyal
etkinliklerinin arttirllmas1 amaciyla kitosan filmleri ile birlikte kullanim
olanaklarinin oldugunu ortaya koymustur. Bununla birlikte kitosan filmlerine
ucucu yag ilavesinin gidalarin duyusal nitelikleri iizerine etkilerinin
arastirltlmasina yonelik c¢aligmalara ihtiyag oldugu bildirilmistir (Torlak ve
Nizamlioglu, 2009).

Torlak ve Nizamlioglu, (2009), yaptiklar1 caligmada  kitosan
soliisyonlarinda; %0,5 ve %1 oranindaki kekik ve karanfil ugucu yaglari iceren
yenilebilir filmlerin Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenes' e karsi
gercek gida matriksi iizerinde antimikrobiyal etkilerini degerlendirilmistir. Gida
matriksi olarak kullanilan kasar peyniri dilimleri L. monocytogenes ile Log 5
kob/g dilizeyinde kontamine edilmis, 4°C' de 14 giin depolanmistir. Muhafaza
periyodu sonunda tiim film tiplerinin L. monocytogenes'e karsi antimikrobiyal
etkisi kontrol grubuna nazaran Onemli diizeyde bulunmus, kontrol grubuna
nazaran yenilebilir filmler ile kaplanmig 6rneklerde L. monocytogenes sayist 1,18
log ile 2,39 log arasinda diisiik tespit edilmistir. Genel olarak kekik ugucu yagi
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iceren filmlerin karanfil ugucu yagi iceren filmlere nazaran daha gigcli
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Ojagh et al., (2010), targin yag1 ile zenginlestirilen kitosan kaplamasinin 16
giinliik depolama siiresince (4 + 1 °C) gokkusagi alabaligi kalitesine olan etkisinin
belirlenmesi tizerine ¢aligmislardir. Kaplama i¢in kitosan soliisyonu (%2 wi/v) ve
kitosan ile tar¢in yagi kombine soliisyonu (%2 w/v kitosan + %1.5 v/v tar¢in yagi)
kullanilmistir. Kontrol ve kaplanmis balik 6rneklerinin  periyodik olarak
mikrobiyolojik (toplam canli sayimi, psikrotrofik sayimi), kimyasal (TVB-N, PV
ve TBA) ve duyusal 6zellikleri incelenmistir. Muamele gruplar1 depolama sonuna
kadar raf 6mriinii korudugu (16. giin) ancak kontrol grubunun 12 giinliik bir raf
Omriine sahip oldugu bulunmustur. Calisma sonucunda balik kaplamada kitosan
ve targin yaginin kombine olarak kullaniminin baligin tekstiir, koku, renk ve genel
kabul edilebilirliginde herhangi bir 6nemli kayip saglamadigi, balik iizerinde iyi
kalite gostergeleri sagladig1 ve mikrobiyal gelisimde dnemli artislara yol agmadigi
belirtilmistir.

Flores et al., (2010), ksantan gam ve potasyum sorbant yenilebilir filmi ile
gliserol igerikli tapyoka nisastas1 yenilebilir filmin ekstriisyon teknolojisiyle farkli
oranlarda karisimlariin fiziksel ve mikrobiyolojik etkilerini incelemislerdir.
Ksantan gamin karigim yenilebilir filmin 6nemli o6l¢iide  (p<0,05) diger
bilesenleriyle etkilesim gosterdigi, nem igerigini azalttigi, suda ¢oziniirliigiiniin
yiiksek oldugu bildirilmistir. Yenilebilir filmlerde nem ge¢isinin azaltilmasinda,
suda ¢oziiniirligiin arttirilmasinda ve fimlerin giiglendirici iiriin olarak ksantan
gam kullanimi Onermektedirler. Biyopolimerlerden imal edilen ekstriizyon
fimlerin aktif paketleme olarak gida teknolojisinde potansiyel bir uygulama
olacagini tespit etmislerdir.

Sothornvit, (2011), yilinda kizarmig muz cipsinin yiiksek yag igeriginden
dolayr raf omrii kisalifi ve tiiketiciler tarafindan tercih edilmemesi iizerine
hidrokolloid yenilebilir film kaplama cesitleri ile yag absorbsiyon problemi
lizerine calismistir. Arastirmasinda % 1,5 (w / w) soliisyon oraninda ksantan ve
guar gam yenilebilir filmleri ve hi¢bir kaplama uygulanmayan kontrol grubu
arasinda kizarmis muz cipsinin fiziksel o6zellikleri ve yag absorbsiyon oram
lizerine karsilagtirma yapmustir. Yenilebilir film kapli muz cipsleri kontrol
grubuna goére yag absorbsiyon hizi daha biiyiik bir azalma ile sonuglanmustir.
Yenilebilir film kullanimi ile diisiik yag igerigine sahip, iyi kalitede islenmis
gidalarin tiiketiciler i¢in aperatif bir iiriin olacagi bildririlmistir.
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Inanli ve Kuzgun, (2012), yaptiklar1 bir galismada yenilebilir filmlerde
kullanilan antimikrobiyal etki mekanizmasi {izerine gidanin pH’s1t da &nemli
oldugu bildirilmiglerdir. Diisiikk pH’da hidrofobik 6zelligi nedeniyle ugucu yagin
gidanin lipit fazinda ¢6ziinme egilimini arttirdigi ve bu durumun antimikrobiyal
etkinligini de gelistirdigi bildirilmistir.

Akcan vd., (2012), yaptiklari ¢alismada peynir suyu proteininden hazirlanan
2 farkli konsantrasyonda (%2 ve %#4) defne ve adagay1 ekstrakti katkili yenilebilir
filmlerin kofte tipi et iiriinlerinde yag oksidasyonu tizerine etkileri arastirilmistir.
Ornekler 2°C’de 7 giin siireyle depolanmis, defne ve adagayr ekstrakti katkili
filmlerin koftelerde yag oksidasyonu {izerine yavaslatici etkisi oldugu
gozlenmistir.

Mohan et al., (2012), yenilebilir kitosan film kaplamalarin ( %1 ve %2)
sardalyanin buzdaki kalite degisimleri {lizerine arastirma yapmislardir. Kitosan
yenilebilir film kaplamanin bakterilerin biiylimesi {izerine engelleyici etkisinin
oldugu, TVB-N ve TBA degerserinde onemli derecede diisiisler sagladig:
bulgulanmigtir. Tiim gruplarin kas pH degerilerin depolama boyunca artis
gosterdigi bildirilmistir. Gruplarin tiiketilebilirligi acisindan %1 ve %2 kitosan
kapli gruplar i¢in sirasiyla 8 ve 10. giinler, buna karsilik kaplama uygulanmamis
kontrol grubunda 5 giin olarak tespit edilmistir.

Avila-Sosa et al., (2012), farkli 3 tiir yenilebilir filmlerde (amaranth, kitosan
ve nigasta) antimikrobiyal ajan olarak kullandig1 kekik, tar¢in ve limon otu
esansiyel yaglarin farkli konsantrasyonlarda deneyerek antifungal aktivitelerini
degerlendirmistir. En iy1 kitosan filmlerin %0,25 oraninda kekik esansiyel yagi ve
%0,50 oraninda tar¢cin esansiyel yagi iceren oldugu, ardindan protein esasl
amaranth (horozibigi) yenilebilir filmlerin sirayla %2 ve %4 kekik ve targin
esasnsiyal yagi iceren filmlerin etkili oldugu bildirilmistir. Kekik ve tarcin
esansiyel yaglari igeren kitosan yenilebilir filmlerin gida yiizeyinde maya ve kiif
gelismini icerdigi ugucu bilesikler sayesinde inhibe ettigi ve bdylece gida
kalitesini korudugu bildirilmistir.

Baki, (2013), yaptigi calismasinda, orta nemli meyvelerin kaplanmasina
uygun levan film iretilmis, organik orta nemli hale getirilmis kayis1 ve incir
orneklerinin dogal antimikrobiyal olarak lizozim ve kitosan igeren levan film ile
kaplanmig ve depolama siiresince mikrobiyolojik, duyusal, fiziksel ve kimyasal
degisimleri incelemistir. Incir 6rneklerinin toplam canli sayilari iizerine kitosan
iceren levan film ile kaplamanin, lizozim igeren pektin ve levan film ile



29

kaplamanin, lisozim ve kitosan igeren levan film ile kaplamanin etkili oldugu
belirlenmistir. Lizozim ve Kitosan igeren levan film ile kaplanan grupta kiif-
mayanin onemli oranda azalttig1 bildirilmistir.

Guo et al., (2014), jelatin igerikli ve gliserol plastiklestirici ile gliserol-
jelatin ksantan yenilebilir filmleri ile 4 farkli oranda aldehid igerigiyle okside
ksantan gam yenilebilir filmleri {iretimi yapmuslar, jelatin-ksantan gam ve jelatin
okside ksantan gamin yapisi ve ozellikleri filmlerin 151k gegirgenlik 6zellikleri, su
absorpsiyonu, suda ¢oziinirlikleri, nem direnci, mekanik Olglimleri karakterize
etmislerdir. Ksantan gam cozeltisinde % 1 (w / v), % 20 oraninda gliserol
plastiklestiricisi, %5 oraninda jelatin konsantrasyonu hazirlanmig ve farkh
oranlarda sodyum peroksit soliisyonu 40 °C de 4 saat karistirilarak elde edilmistir.
Jelatin ve ksantan gam biyopolimerlerinin etkilesimi ve birbiriyle ¢apraz birlesimi
sonucu jelatin filmlerin termal stabilitesi ve mekanik 6zellikleri biiyiik Olgiide
arttirtlirken, ksantan gamda ise toplam ¢oziinen madde, nem igerigi ve su buhari
gegcirgenligini azaltmis oldugu bildirilmistir. Ksantan gam ile okside ksantan gam
filmler karsilastirildiginda, oksidasyon seviyesi arttik¢a jelatin filmlerein termal
stabilitesi, mekanik Ozellikleri ve su tutma oOzelliklerinin daha artmis oldugu
belirlenmistir.

Zambrano-Zaragoza et al., (2014), taze kesilmis elmalarin dolapta
depolanmalar1 sirasinda korunmast i¢in ksantan gam filmleri ile daldirma,
nanokapsiilasyon ve nanoemilsiyon yontemleri kullanilmistir. Calismada ksantan
gam yenilebilir film kaplama formunun iyi fonksiyonel 6zelliklere sahip olmasina
ragmen nanokapsiilasyon kadar etkili olmadigi bildirilmistir. Yenilebilir film
kaplama olarak ksantan gamin taze meyvelerde kullanimi ile meyvenin lezzet ve
aromasint  muhafaza ettigi tespit edilmistir. Sonuglar  dogrultusunda
nanoteknolojik kaplama yontemlerinin kararma endeksin azalttigi ve sululuk-
sertlik korunmasinda ksantan gam ile kaplamanin kontrol grubuna gore daha uzun
stire etkili oldugu belirtilmistir.

Lopez de Lacey et al., (2014), biyoaktif yenilebilir film materyali olarak
agar ve yesil cay ekstrakti ile probiyotik bakteri (Lactobacillus paracasei L26 ve
Bifidobacterium lactis B94) kullanarak berlam baligindaki 15 giin siiren raf 6mrii
calismasinda yapmislardir. Depolama siiresi boyunca yesilcay+probiyotik film
kaph filetolarin toplam canli sayisi, HpS iiretin mikroorganizmalar ve TVB-N
sonuclarin kabul edilebilir limit degerlerin altinda kaldigi tespit edilmistir.
Caligmada yesil cay ve probiyotik yenilebilir agar filmlerin berlam baginda 1
hafta boyunca raf omrii arttirip, balikta yararli laktik asit bakteri sayist arttildigi
bildirilmistir.
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Jouki et al., (2014), farkli konsantrasyonlarda (0, %1, %1,5, %?2)
mercankdsk (M) ve kekik (K) esansiyal yaglari iceren ayva ¢ekirdegi gami (ACG)
yenilebilir filminleri ile kaplanan gokkusagi alabagin 4 °C’de 18 giin depolama
boyunca raf omrii tayini yapilmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda ACG +
%1 M, ACG+ 1,5M, ACG+%2M, ACG+ %1 K, ACG+ 1,5K, ACG + % 2
K kaplh gurplarin sirasiyla 3, 5, 9, 6, 10 ve 11 giin raf Omriinii uzattig
bildirilmistir.

Bu caligmada antimikrobiyal etkiye sahip ksantan gam esash filmler
tretilmistir. Bunun i¢in antimikrobiyal aktiviteye sahip defne (Laurus nobilis),
feslegen (Ocimum basilicum) bitkilerin ve limon (Citrus limon) yaprag
ekstraktlar1 kullanilmistir. En uygun yenilebilir film ve antimikrobiyal madde
konsantrasyonlarinin elde edilmesi ardindan kaplanan alabalik (Oncorhynchus
mykiss) filetolarmin +4 °C’de depolama periyodu boyunca; mikrobiyolojik, ¢ig ve
pismis olarak duyusal durumu ve pH degisimleri incelenmistir. Optimum film
konsatrasyonu olarak % 0,5 (w/v) (ksantan/saf su) oraninda belirlenerek,
antimikrobiyal madde iceren (defne ve feslegen ekstraktli) ksantan gam yenilebilir
filmlerin alabalik filetolarindaki antimikrobiyal etkinligi ve duyusal Kalitesi
tizerine etkisi belirlenmistir.

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada alabalik (Oncorhynchus mykiss) filetolar1 Bagc1 Alabalik A.S.
(Izmir) tarafindan taze olarak temin edilmistir. Baliklar hasat edildikten sonra
fileto haline getirilip buzlanarak aymi giin icinde sogutmali araclar ile Ege
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Isleme Teknoloji Laboratuarina teslim
alinmistir. Taze alabalik filetolar1 3 ay boyunca -18 C’de muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyon islemlerinde; bitkilerin ¢ozelti karisimlart igin karistiric
(Orbital shaker, Stuart SSL1) ve ekstre edilmesi igin evaporator (Stuart,
RE300DB) cihazlar kullanilmistir.

Antimikrobiyal yenilebilir film iiretiminde; biyopolimer malzemesi
ksantan gam (Adler, M1112A-G5001120007), plastiklestirici olarak gliserol
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(KRK Gida, NO. 422, C3H803), antimikrobiyal madde olarak defne (Laurus
nobilis), feslegen (Ocimum basilicum) ve limon (Citrus limon) yaprag
ekstraktlari, ¢oziicii olarak da % 96’lik seker kamisindan imal edilen etil alkol
kullanilmustir.

3.2.Metot

Bu tez c¢alismasi kapsaminda dogal antimikrobiyal igeren farkli
Ozelliklerdeki ksantan gam yenilebilir filmleri ile kaplanan alabalik filetolart;

1. Kaplamaya uygun ksantan gam filmi iiretilmesi,
2. Defne, feslegen ve limon yagragi ekstrakt tiretimi,

3.Ekstraktlarin  tek basimna ve yenilebilir filmle birlikte uygun
antimikrobiyal konsantrasyonun belirlenmesi,

4. Alabalik filetolarin dogal antimikrobiyal yenilebilir film ile kaplanmasi,

5. Kaplanan alabalik filetolarin strafor kaplarda ambalajlanarak +4°C'de
depolanmas1 gerceklestirilmistir.

6. Depolamanin 1, 3, 5, 7. ve 10. giinlerinde mikrobiyolojik, duyusal ve
pH analizlerin yapilarak bozulmaya neden olan bakteriler tanimlanmaistir.

3.2.1. Alabaliklarin yenilebilir film kaplanmasi

3.2.1.1. Ekstraktlarin hazirlanmasi

Ekstraksiyon Yontemi: Su buhari distilasyon yontemiyle elde edilemeyen
baz1 bilesiklerin elde edilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde bazi
¢oziicii ¢ozgenler (hekzan, aseton, etanol, metanol vb.) kullanilarak ekstraksiyon
islemi yapilmaktadir. Bu islem i¢in ise soksalet veya evaporatorde cihazlar
kullanilmaktadir. Kullanilan ¢6ziicii madde 1sitilarak buharlagsmasi saglanmakta,
buharlasan ¢oziicli sogutma sisteminde sogutularak bitki pargalarinin konuldugu
kisma donmekte ve bitki i¢indeki maddeleri ¢ozerek ¢oOziinmiis maddelerle
birlikte ¢oziiciiniin i¢inde toplanmaktadir. Daha sonra ¢o6ziici madde doner
baslikli evaporatdrde ugurulmakta ve sonucta cam balon i¢inde sadece ¢oziinmiis
maddeler kalmaktadir (Altundag ve Aslim, 2005).
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Caligmada ekstraksiyon islemi i¢in Oncelikle oOgiitiilerek ayni partikiil
boyutlarina getirilen bitkilerden 50,0+0,1 g alinarak 300’er ml etil alkol ilave
edilip ¢ozelti hazirlanmigtir. Cozeltide, ¢ozgen madde olarak % 96’lik seker
kamisindan imal edilen etil alkol kullanilmistir. Hazirlanan ¢6zeltiler karistiricida
190 rpm hizinda 24 saat karistinlmistir. Cozeltide bitki  partikiilleri
uzaklastirilmasi i¢in filtreden gegirilmistir (Sekil 3.1). Elde edilen 6ziit ugurma
islemi uygulanmistir. Ekstraksiyon islemi 70 °C'de 4 ile 6 saat arasinda degisen
zaman araliginda gergeklestirilmistir (Baytop, 1999). Calismamizda kullanilan
diizenek Sekil 3.1’ de gosterilmistir.

(@) (b)

(©) (d)

Sekil 3.1. Ekstraktlarin elde edilmesi (a) karistirma (b) siizdiirme (c) evaporatérde ugurma iglemi
(d) ekstraktlar
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Ekstraksiyon sonucunda ekstraktlarin % verimi hesaplanarak, etil alkolda
cozdiirilmistiir. Hazirlanan ekstreler erlenlerde agizi sikica kapatilarak +4°C'de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.1.2. Antimikrobiyal madde iceren yenilebilir kaplama
cozeltisinin hazirlanmasi ve optimizasyonu

Hidrokolloit ksantan gam ¢d6zeltisi hazirlanmasinda (Sothornvit, et al.,
2011) tarafindan kullanilan yontem temel alinmistir. Film soliisyonu hazirlanirken
sirasiyla 0.5, 1 ve 1.5 gr ksantan gam polisakkariti ile 100 ml distile suyu 25+2°C
sicakliginda 1 saat boyunca isitmali manyetik karistiricisiyla (Hotplate stirrer,
Wissestir MSH-20A, Kore) homojenize edilmistir. Soliisyona % 30 (w / w)
gliserol (KRK Gida, NO. 422, C3H803) ilave edilerek 90+2 °C'de 30 dakika
boyunca karistirilmaya devam edilmistir (Martins et al., 2012). McHugh and
Krochta (1994) filmin optimizasyon sartlari lizerinde ¢alismalar yapmislar ve 90
°C’de 30 dakikalik sicaklik uygulamasimin film formiilasyonu igin gerekli
oldugunu tespit etmislerdir.

Yenilebilir film soliisyonu i¢in % 0.5, % 1, % 1.5 (w/v) konsantrasyonlar1
hazirlanarak Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi, Gida Mikrobiyolojisi
Laboratuari’nda 6n  denemeleri  yapilmistir. Film  ¢Ozeltilerine  aym
konsantrasyonlarda feslegen, defne ve limon yaprag: ekstraktlar1 ilave edilerek
soliisyonun kivami ve antimikrobiyal aktivitesi lizerine denemeler yapilmistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda uygun bir konsantrasyon belirlenerek baliklara
uygulanmustir.

Cizelge 3.1. Ksantan gam yenilebilir film formiilasyonlari

Ksantan gam (w/ v) Gliserol (w/v) Karisim hizi (rpm)
DENEME 1 % 0.5 % 30 12000
DENEME 2 % 1 % 30 10000
DENEME 3 % 1.5 % 30 9000

Olusturulan filmlerde renk, berraklik, yapisma potansiyeli gibi film
ozellikleri ile ekstraktlarla homojenizasyonu bununla baglantili olarak
antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Elde edilen filmlerde % 0,5 (w/v) ksantan
gam iceren filmin kivam, renk ve gidalarda kaplanma ozellikleri en iyi oran
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oldugu belirlenmistir. Bu belirlenen konsantrasyon iizerinden antimikrobiyal
etkinlik tesleri yapilmaya devam edilmistir. Farkli konsantrasyonlardaki ksantan
gam yenilebilir filmler Cizelge 3.1 ’de verilmistir. Denemelerde gliserol miktari
sabit tutulup ksantan miktar1 degistilmesi ile ¢6zeltinin yogunlugunda farkliliklar
gozlenmistir. Bu dogrultuda farkli karistm hizlar1 uygunlanmis, homojen bir
karisim i¢in en iyi konsantrasyon belirlenmistir. Denemeler sonucunda, %0,5
(w/v) ksantan gam film ¢ozeltisinin baliklarin kaplama isleminden uygun oldugu
belirlenmistir.

(a) (b)

Sekil 3.2. Yenilebilir film optimizasyonu (a) ksantan film ¢ozeltisi (b) ekstrakt ilaveli
ksantan film ¢ozeltisi

Alabalik filetolar1 (kontrol grup) ve dogal antimikrobiyal yenilebilir filmle
kaplanmug (3 farkli grup) olarak calisilmistir; feslegen esktrakti 0.5 gr / 100 ml
film ¢ozeltisi [% 0,5 (w / v)] , defne ekstrakt1 0.5 gr / 100 ml film ¢ozeltisi [% 0,5
(W / V)] yenilebilir film ¢ozeltisine ilave edilip 15 dakika boyunca karistirilarak
antimikrobiyal igerikli ksantan gam yenilebilir film elde edilmistir (Sekil 2.2).
Ardindan filetolar1 daldirmada oncesinde soliisyonu 15 dakika oda sicakliginda
bekletilerek sogutmaya birakilmistir. Ksantan gam yenilebilir film soliisyonunun
hazirlanmas1 ve alabalik filetolarinda uygulamasi Sekil 3.3 de gosterilmistir.
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‘ ALABALIK FILETOLARININ YENILEBILIR FILM ILE KAPLANMASI

| RS
| % 0.5 (w/ v ) Ksantan Gam Film Cézeltisinin |
25+2°C de 1 saat homojenizasyonu

‘ %30 (w/v) Gliserol Ilavesi ‘
90+2 ° C'de 30 dakika homojenizasyonu

| % 0,5 (w / v) Ekstrakt ilavesi |
25+2°C de 15 dakika homojenizasyonu

- -

‘ Oda Sicakliginda Sogutma ‘
15 dk bekletme

- -

‘ Alabalik filetolarina uygulama ‘
her iki yiizeyini 30 sn bekletilerek soliisyonda daldirma iglemi
‘ Film soliisyonu siizdiirme ve kurutma ‘
her iki yiizeyini 30 sn bekletme
‘ Paketleme ‘

strafor tabak ve streg¢ film ile kaplama
- -

| Depolama
4+2°C'de 10 giin depolama

Sekil 3.3. Alabalik filetolarinda ksantan gam yenilebilir film kaplama

3.2.1.3. Yenilebilir filmlerin balik filetolarina uygulanmasi

Calismada 3 ay boyunca — 18 ° C’de dondurulmus, paketleme
giinlinden bir giin 6nce +4+2 °C buzdolabinda bekletilerek ¢ézdiiriilmiis alabalik
filetolar1 kullanilmistir. Alabalik filetolar1 kaplama islemi sirasinda 30 saniye
baligin bir ylizeyi 30 saniye diger bir ylizeyini bekletmek kosuluyla toplamda 1
dakika boyunca hidrokolloit kaplama ¢6zeltisi i¢ine daldirilmistir. Yenilebilir film
kaplama ardindan filetolar 1 dk bekletilerek filmin kurumasi ve siizdiiriilmesi
saglanmigtir (Sothornvit et al., 2011). Balik filetolarinin paketlenme islemleri
aseptik kosullarda gergeklestirilmis olup bu islemlerde kullanilan ekipmanlar her
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islemden sonra ateste yakilarak, steril edilmis paketleme sirasinda steril eldiven
kullanilmistir.

Yenilebilir film kaplanmis alabalik filetolar1 strofar tabaklara konularak
stre¢ filmle kaplanarak paketlenmistir. Her gruptan 20’ser adet olmak {izere
toplam 60 adet paket fileto balik hazirlanmigtir. Calismada planlanmig olan
gruplarin sematigi Sekil 3.4 *de gosterilmistir. Elde edilen paketcikler daha sonra
4+2 °C'de buzdolabr igerisine yerlestirilerek bozulma tespit edilene kadar
depolanmustir.

Aralarinda Karsilastirma Yapilan Alabalik Fileto Gruplarn

1 [ )
Kaplama uygulanmamis \ Farkli antimikrobiyal icerikli |
(Kontrol grubu) yenilebilir film kapli gruplar
4 ™\ b
Defne Feslegen
ekstrakth ekstrakth

Sekil 3.4. Calismada aralarinda karsilagtirma yapilan alabalik filetolar

Antimikrobiyal igerikli ksantan gam yenilebilir filmlerin
antimikrobiyal  aktivitesi disk diflizyon yontemi, bitki  eksratklarin
mikroorganizmalarin {iremedigi en diisiik konsantrasyonun belirlenmesinde MIK
yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Bu iki yontem sayesinde biyopolimerin ve
antimikrobiyal maddelerin tek baslarina antimikrobiyal konsantrasyonlari ile
ekstrakt ilaveli yenilebilir film materyallerin antimikrobiyal etkinlikleri
incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda ¢ikan degerlere gore konsantrasyon
belirlenip filetolara uygulanmistir.  Yenilebilir film uygulanmis alabalik
filetolarindaki degisimler mikrobiyolojik (mezofilik aerobik bakteri sayisi,
psikrotrof bakteri sayisi, toplam Enterobactericeae sayisi, Staphylococcus spp.
sayisi, kiif-maya sayisi, laktik asit bakteri sayisi), duyusal (¢ig ve pismis alabalik
filetolar1 kabuledilebilirlik testleri), pH analizleri ve bakteri tayini ile
belirlenmistir. Sekil 3.5 ‘de ¢alismada uygulanan analizler sematize edilmistir.
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Sekil 3.5. Ekstrakt, yenilebilir film ve alabalikta yapilan analizler

@ (b) (©

Sekil 3.6. Antimikrobiyal analizler (a) MIK analizi (b) Disk Difiizyon Analizi (c)
Mikrabiyolojik Analizler
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3.2.2. Ekstrakt ve yenilebilir film antimikrobiyal aktivitelerin
belirlenmesi

Bitki ekstrakt ilaveli ksantan yenilebilir film soliisyonunun
antimikrobiyal aktiviteleri Gram pozitif, Gram negatif bakterilere ve mayaya kars1
disk diflizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyonu yontemleriyle in vitro
olarak gozlemlenmistir. Analizlerde kullanilan bakteri kiiltiirleri; Ege Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ndan temin edilmistir. Bakteri tiirleri Triptik Soy Agar (TSA) da ekilerek
35°C’ de 24 ila 48 saat inkiibe edilmis ve canlandirmas1 yapilmustir (Sekil 3.6).

Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri National Commitee for
Clinical Laboratory Standarts [(CLSI), 2012] tarafindan Onerilen yonteme gore
disk difiizyon ve Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MIK) teknigi ile
yapilmistir.

3.2.2.1.Minimum inhibisyon konsantrasyonu testi (MiK)

Bitki ekstraktlarin Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu [Mininal
Inhibition Concentration (MIK)] mikro diliisyon yéntemiyle ¢alistlmistir. MIK
testinde antimikrobiyal maddelerin tek baglarina etkileri ile antimikrobiyal
aktivitesi belirlenmektedir. Metot, farkli miktarlarda antimikrobiyal madde iceren
antimikrobiyal maddelerin, hedef mikroorganizmalarin biliylime ortam1 ile
inkiibasyona birakilmast ve 24 saat inkiibasyonda bekletilip mikrobiyal
biiyiimenin gdzlemlenmesi ilkesine dayanmaktadir. MIK yontemi ile belirlenen
hedef mikroorganizmalarin inhibasyonu i¢in gerekli en diisiik antimikrobiyal
derisimi belirlenmektedir (Appendini and Hotchkiss, 2002).

Aseptik  kosullar altinda, standart MIK kuyucuklarinn ilkine,
antimikrobiyal ajan olarak test edilecek olan defne, feslegen ve limon yapragi
ekstraktlarin ekimi yapilmis, son kuyucuga dek ardisik seyreltilmislerdir.
Ekstraktlar en son kuyucuga aktarilmamis ve son kuyucuk pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. 37°C’de 24 — 48 saat inkiibasyona birakilan MIK plaklarinda,
iiremeden kaynaklanan bulanikligin gézlemlenemedigi kuyucuk tespit edilmis ve
sonuglarin kontrolii i¢in siipheli olast kuyucuklardan ekim yapilarak sonuglar elde
edilmistir.
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Minimal Inhibitsr Konsantrasyonu’'nda (MIK) diliisyon testleriyle,
iclerinde denenecek ucgucu yagin veya ekstrakt ile denenecek susta ekim
yapildiktan sonra inkiibasyonu izleyerek tiremenin olmadigi (Nasar-Abbas et al.,
2004) en diisiik konsantrasyon (mg/l) saptanmistir. Calismada kullanilan
mikroorganizmalar ve 6zellikler ¢izelge 3.2.’de gdsterilmistir.

Cizelge 3.2. Denemelerde kullanilan mikroorganizmalar ve 6zellikleri

MIKROORGANIZMALAR

Escherichia coli (ATCC ® 29998) Gram -
Escherichia coli O157:H7 Sakai Gram -
Staphylococcus aureus (ATCC® 29212) Gram +
Salmonella typhi (CCM® 5445) Gram -
Enterococcus faecalis (ATCC® 29212) Gram +
Bacillus cereus (ATCC® 7064) Gram +
Staphylococcus epidermidis (ATCC® 12228) Gram +
Candida albicans (ATCC® 10231) Maya

3.2.2.2. Disk difiizyon testi

Disk diflizyon yontemi, test edilecek mikroorganizmay: igceren kati
besiyerindeki bos ve steril 6 mm’lik disklere mikropipet yardimiyla 6rneklerin
inokiile edilip, besiyeri lizerinde olusacak mikrobiyal biiyiimeye karsi direnci
belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemden yararlanilarak test edilecek
mikroorganizmanin antimikrobiyal maddelere duyarliligi veya herhangi bir
ortamdaki antimikrobiyal maddenin varlig1 belirlenebilmektedir (Ayana, 2007).

Mikrobiyal buyiime

Antimikrobiyal
madde

inhibasyon
zonu

Zon cap1 Olciimii ile
antimikrobiyal etKinlik

Sekil 3.7. Disk Difiisyon zon ¢ap1.
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Caligmamizda hazirlanan besiyerine 20 pl/disk inokiile edilen 6rnekler 24
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Bu siire i¢cinde filmde varolan antimikrobiyal
madde besiyerine difiizlenerek 06rnegin bulundugu kuyucugun c¢evresinde,
mikroorganizma gelisiminin olmadig1 bir inhibisyon zonu gézlemlenmistir (Sekil
3.7). Olusan bu inhibisyon zonu mikroorganizma gelisiminin engellendigini
ortaya koymaktadir. Inkiibasyon sonunda, her bir ekstraktli yenilebilir film
¢ozeltisi etrafinda olusan bakteri tiremesinin olmadigi seffaf zon ¢ap1 (6 mm disk
cap1 dahil) olciilerek antimikrobiyal madde etkinligi nicel olarak ifade edilmistir
(Roura et al, 2005).

Aragtirmada defne, feslegen ve limon yapragi ekstraktlarin 3 ayri
konsantrasyonlar1 analizleri yapilmis ve her bir deneme 3 paralelli olarak
calisilmistir. Bu 3 6l¢iim degerinin ortalamasi ¢ap (mm) olarak kabul edilmistir.
Elde edilen sonuglarin ise degerlendirme kriterleri olarak Cizelge 2.3’de
gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Disk Difiizyon Testi sonuglarinin degerlendirilmesi (Roura et al, 2005)

Zon Cap1 (mm) Etki Siddeti Degerlendirme
Cap <8,00 Inhibitor etkisiz -

9,00 < cap < 14,00 Zay1f inhibitor etkili +

15,00 <¢ap < 19,00 Orta inhibitor etkili ++

20,00 < ¢ap Yiiksek inhibitor etkili +++

3.2.3. Yenilebilir film kaph alabalk filetolarin mikrobiyolojik
analizleri

Farkli antimikrobiyal ajan igerikli yenilebilir film kaplamalarin
alabalik filetolar1 lizerine etkisini degerlendirebilmek i¢in; hicbir islem gormemis
(kontrol grubu) ve defne/feslegen antimikrobiyal maddeleri igceren yenilebilir film
kaplanmis gruplarda calisilmistir. Paketlenmis alabalik filetolar1 depolama
boyunca; mikrobiyolojik (mezofilik aerobik bakteri sayisi, psikrotrof bakteri
sayisi, toplam Enterobactericeae sayisi, Staphylococcus spp. sayisi, kiif-maya
sayisi, laktik asit bakteri sayisi), duyusal (¢ig ve pismis alabalik filetolar
kabuledilebilirlik testleri), pH analizleri ve bakteri tayinleri yapilmistir.

Ambalajlanmig  alabalik  filetolarin  mikrobiyolojik  dzelliklerinin
belirlenmesi amaciyla analizleri 1, 3, 5, 7, ve 10. gilinlerde yapilmistir.

Mikrobiyolojik analizler i¢in; depolama periyodunun her 6rnek grubundan aseptik
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sartlarda 10 gram Ornek alinarak konulmustur. 90 ml hazirlanan peptonlu su
(Merck, 1.07228.0500, Almanya) igerisine Ornek konulmustur. Daha sonra
homejenizatérde 1 dakika homojenize edilerek 10™lik diliisyondan diger desimal
diliisyonlar hazirlanmistir. Homojenize edilmis 6érnekten uygun oranda hazirlanan
seri diliisyonlardan 3 paralel olarak mikrobiyolojik ekimler yapilmistir (Harrigan
ve Mc Cance,1976). Yenilebilir film uygulamalar1 yiizeyden itibaren bakterileri
etkileyen bir kaplama yontemi oldugu i¢in mikrobiyolojik analizler i¢in yiizeye
yakin yerlerden 6rnekler alinmistir.

Gida mikrobiyolojisi ve bakteri tayinleri icin Ege Universitesi Avlama ve
[sleme  Teknolojisi ~ Bolimii  Gida  Mikrobiyoloji  laboratuvarinda
gerceklestirilmistir.  Her mikrobiyolojik analiz sayimlar1 sonrast bakteri
florasindan farkli gériiniimlii suslar izole edilerek saflastirilmistir. Etiivde 30°C’de
18-24 saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen alt pasajlardan tanimlamasi
yapilacak olan mikroorganizmalarin tiirlerine uygun ve oksidaz testi sonuglarina
gore API bakteri tanimlama test kitleri (bioMeriux, Fransa) kullanilarak bakteri
tayinleri yapilmistir.

3.2.3.1. Toplam bakteri sayis1

Toplam bakteri sayimi, (PCA) Plate Count Agar (Merck,
1.05463.0500, Almanya) ile doékme plak yontemi inkiibasyon sonunda
kullanilarak gerceklestirilmistir. Petriler 30 °C’de 72 saat inkiibe edilmis ve
gelisen koloniler sayilmistir. Inkiibasyon sonunda PCA besiyerinde gelisen biitiin
koloniler "toplam aerobik bakteri" olarak sayilmistir. Elde edilen sayim sonuglari
log kob (koloni olusturma birimi) / g olarak ifade edilmistir (Harrigan ve Mc
Cance,1976).

3.2.3.2. Psikrotrof bakteri sayisi

Diisiik sicaklik derecelerinde gelisen psikrofil ve psikrotrof
bakterilerin sayimi i¢in Plate Count Agar (Merck, 1.05463.0500, Almanya) besi
yeri kullanilmis 7 °C de 10 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
besiyerinde gelisen tiim koloniler toplam psikrotrof bakteri olarak sayilmustir.
Elde edilen sayim sonuglar1 log kob (koloni olusturma birimi) / g olarak ifade
edilmistir (Harrigan ve Mc Cance,1976).
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3.2.3.3. Toplam Enterobactericeae sayisi

Enterobactericeae mikroorganizmalarinin sayimi i¢in (VRBD-A)
Violet red bile dekstrose agar (Merk, 1.10275.0500, Almanya) besiyeri ile ¢ift
katli dokme plak yontemi kullanilmistir. Bu besiyerinde gelisen siyaha yakin koyu
kirmizt renkli koloniler toplam Enterobacteriaceae olarak sayilmistir
(Anonymous, 2005). Koloni sayilart 30°C de 25 saat inkube edildikten sonra
degerlendirilmistir (Harrigan ve Mc Cance,1976).

3.2.3.4. Staphylococcus spp. Sayisi

Staphylococcus bakterileri i¢in Baird Parker Agar (Merck,
1.05406.0500, Almanya) besiyerinde yayma plak yontemi kullanilmistir, 37 °C de
sicakliginda ayarlanan inkiibatorde 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir (Harrigan
and McCance, 1976). Inkiibasyon sonunda petri kutularinda etrafi saydam zonlu
1-1,5 mm c¢aph siyah parlak koloniler Staphylococcus kolonileri olarak kabul
edilmis ve kolonilerden 15-300 arasinda olanlar sayilmistir. Sonuglara gore
mikroorganizma sayisi, standart formiil ile log kob/g olarak hesaplanmistir
(Anonim, 2000).

3.2.3.5. Kiif-Maya sayisi

Maya-kiif tespiti amaciyla Yeast Extract Glucose Chloramphenicol
(YGC) Agar (Merck, 1.16000.0500, Almanya) besiyerine dokme plak yontemi
kullanilarak ekim yapilmustir. Ug paralel gerceklestirilen ekim sonrasinda petriler
25°C de 3-5 giin inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen sayim sonugclar1 log kob
(koloni olusturma birimi) / g olarak ifade edilmistir (Anonim, 2000).

3.2.3.6. Laktik asit bakteri sayis1

Balik orneklerinde laktik asit bakteri sayimi i¢in MRS (De Man, Rogosa
Sharpe) Agar (Merk, 1.10660.0500, Almanya) besiyeri kullanilmistir. EKIim
yapilan petriler 30 °C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir (Baumgart et al.
1986). Inkiibasyon sonunda MRS Agar besiyerinde krem renkli, ig seklinde (2
ucu sivri) tiim koloniler laktobasil olarak sayilmistir. Sonuglara gore
mikroorganizma sayisi, standart formiil ile log kob/g olarak hesaplanmistir
(Anonim, 2000).
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3.2.4. Bakteri izolasyonu ve Bakteri Tanimlamasi

Bakteri tayinlerinde, standardize edilmis sonuglardan olusturulmus
veri tabanlarindan hazirlanmis API kitleri ile yliksek sayidaki suslarin
tanimlanmasinda kullanilmakla beraber yeni 6zellik kazanmis tiirlerin veya alt
tirlerin ~ tanimlanmasinda  kullanilmaktadir. ~ Simdiye  kadar  bakteri
tanimlamalarinda kullanilan fermentasyon 6zellikleri ve API Kit prensibine dayali
biyokimyasal testler tiir ve genus bazinda ayrim saglanmaktadir (Kiran ve
Osmanagaoglu, 2011). Yaptigimiz ¢alismada toplam canli  sayisi,
Enterobactericea, kiif-maya ve laktik asit bakterileri mikrobiyolojik analizlerinde
bakteri florasindan tayinleri yapilmistir. inkiibasyon sonrasi gelisen floradan farkli
goriilen koloniler PCA besiyerinde gecis yapilarak saflastirilmistir. Tanimlanacak
mikroorganizmalar 30°C’de 24 saat inkiibe edilerek mikrobiyolojik tekniklere
uygun olarak izole edilmis ve alt pasaji olusturulmustur. Bu pasajlardaki taze
kiiltiirlerden (max. 18-24 saatlik) alinarak tanimlamalar1 yapilmaistir.

3.2.4.1. Toplam mezofilik bakteri tayini (APl 20 NE)

APl 20 NE (Biomérieux, 20 050, Fransa), Enterik olmayan, zor
tiremeyen  Gram-negatif  ¢omaklarm  (Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas gibi.) tanimlanmasi ig¢in
kullanilan bir sistemdir. API 20 NE stribi, dehidrate madde ve substratlar iceren
20 mikrotiipten olugsmaktadir. Geleneksel testler ortamin yeniden hazirlanmasini
saglayan bir fizyolojik bakteriyel siispansiyon ile inokiile edilir. Asimilasyon
testleri minimal madde ile inokiile edilir ve bu substratlar1 kullanabildiklerinde
bakteriler cogalirlar. Inkiibasyon sirasinda metabolizma sonucu spontan olarak ya
da reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir (Biomérieux, API 20 NE,
Fransa, 2004). Islem basamaklarina gdére API 20 NE stribine orneklerin
inokiilasyonundan ardindan 24 saat (+ 2 saat) siireyle 29°C = 2°C de
inkiibasyonuna birakilarak sonuglar kaydedilmistir. inkiibasyon sonrasinda olusan
reaksiyonlar, belirtilen okuma tablosu'na gore okunmus ve tanimlama bilgisayar
tanimlama programi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.4.2. Enterobactericeae tayini (API 20 E)

API 20 E (Biomérieux, 20 100, Fransa)., Enterobacteriaceae ve zor
iremeyen Gram negatif c¢omaklar i¢in standart hale getirilmis tanimlama
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sistemidir. API 20 E stribi, dechidrate substratlar igeren 20 mikrotiipten
olusmaktadir. Bu testler ortamin yeniden hazirlanmasini1 saglayan bir bakteriyel
siispansiyon ile inokiile edilir. inkiibasyon sirasinda, metabolizma sonucu spontan
olarak ya da reaktiflerin eklenmesiyle renk degisimi olusmaktadir (Biomérieux
API 20 E, Fransa, 2006). 18-24 saat siireyle 36°C + 2°C inkiibasyonu sonucuda
olusan reaksiyonlar, okuma tablosuna gore okunup ve tanimlanmis, bilgisayar
ortaminda tanimlama programi kullanilarak sonuclar elde edilmistir.

3.2.4.3. Staphylococcus spp. tayini (APl 20 STAPH)

API Staph (Biomérieux, 20 500, Fransa), Staphylococcus,
Micrococcus ve Kocuria tiirleri i¢in bir tanimlama sistemidir. API Staph,
dehidrate test maddeleri igeren 20 mikrotiip i¢eren bir stripten olusmaktadir. Bu
mikrotiipler, testleri sulandiran, API Staph medyumu ile hazirlanmis bir bakteri
siispansiyonu ile ekilir. Inkiibasyon sirasinda, metabolizma kendiliginden veya
ilave testlerle aciklanan renk degisiklikleri meydana gelmektedir. 18-24 saat
stireyle 36°C + 2°C ’de inkiibasyon sonunda reaksiyonlar okuma tablosuna gore
okunup, bilgisayar tanimlama programi kullanilarak bakteri tanimlamasi
yapilmistir (Biomérieux API 20 STAPH, Fransa, 2002).

3.2.3.4.  Maya tayini (APl 20 C AUX)

API 20 C AUX (Biomérieux, 20 210, Fransa)., en sik karsilagilan
mayalarin kesin olarak tanimlanmasini saglayan bir sistemdir. APl 20 C AUX
stripi, 19 asimilasyon testinin performansini gosterebilen ve dehidrate substratlar
iceren 20 kiipiilden olusmaktadir. Kiipiiller yari-kati bir minimal madde ile
inokiile edilir ve mayalar karbon kaynagi olarak her bir substrati kullanma
kapasitesine sahip olduklarinda ¢ogalabilirler (Biomérieux API 20 C AUX,
Fransa, 2005). 48-72 saat (+ 6 saat) siireyle 29°C + 2°C C'de inkiibasyonlari
sonucunda olusan reaksiyonlar, kontrollerdeki cogalma ile karsilastirilarak
okunmus ve bilgisayar tanimlama programi kullanilarak tanimlama yapilmistir.
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3.2.3.5. Laktik asit bakterileri tayini (APl 50 CH, API
50 CHL)

API 50 CHL Medium (Biomérieux, 50 410, Fransa) ve API 50 CH
(Biomérieux, 50 300, Fransa) stribi, Lactobacillus ve iligkili cinslerin
identifikasyonu i¢in tanimlanmasini saglayan bir sistemdir. APl 50 CH stribi
substratlarin fermentasyonunu kullanan 50 mikrotiip icerir. Fermentasyon testleri
substratlart sulandiran API 50 CHL Medium ile ekilir. Inkiibasyon sirasinda,
fermentasyon asidin anaerobik iiretimi ile ve secilen besiyerinde bulunan pH
indikatorii tarafindan saptanan tiipte renk degisimi ile ortaya cikar. ilk tiip,
substrat igermez ve bir negatif kontrol olarak kullanilir (Biomérieux APl 50 CH,
Fransa, 2002). 24-48 saat (+ 6 saat) siireyle 29°C + 2°C C'de inkiibasyonlar1
sonucunda olusan reaksiyonlar, kontrollerdeki cogalma ile karsilagtirilarak
okunmus ve bilgisayar tanimlama programi kullanilarak tanimlama yapilmaistir.

3.2.5. Duyusal analizler

Yenilebilir film kaplanmis ve kaplanmadan paketlenmis alabalik
filetolarin ¢ig ve pismis olarak duyusal analizleri Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi Isleme Teknolojisi Anabilim Dali 6gretim gorevlilerinden olusan 5
deneyimli panelist tarafindan degerlendirilmistir. Ornekler panelistlere rastgele
siralama yapilarak sunulmustur. Analiz giinlerinde 6rneklerin her biri farkl
kodlanarak sabah 10.00-12.00 saatlerin arasinda duyusal degerlendirmeleri
yapilmustir.

3.2.5.1.Pismis Alabalik Fileto Kabul Edilebilirlik Testi

Pismis alabalik filetolarin duyusal analizi Paulus et al. (1979)
yontemine gore yapmistir. Balik filetolar1 yaklasik 3 dakika mikrodalga firinda
pisirildikten hemen sonra panelistlere sunulmustur. Duyusal degerlendirmede
panelistler pismis Ornekleri 9°dan 1’e kadar olan tanimlayici kriterler ile renk,
koku, lezzet, doku yapis1 (tekstiir) ve genel kabul edilebilirlik o6zelliklerini
degerlendirmislerdir. Degerlendirmede 9’lu hedonik skala (1:¢ok kotii, 9:¢ok 1yi)
kullanilmistir. 9 tamamen taze balifi, 1 ise tamamen bozulmus balig
gostermektedir (Cizelge 3.4.).
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Cizelge 3.4. Pismis alabalik filetolarin duyusal analiz formu (Paulus et al., 1979)

9 8 7 5 4 3 2 1
COK | OLDUK ivi YORU | BIRAZ | KOTU | OLDUK [ COK
ivi CAivi MSUZz KOTU CA KOTU
KOTU
RENK
KOKU
LEZZET
DOKU YAPISI

GENEL KABUL
EDILEBILIiRLIiK

3.25.2. Cig Alabahk Filetolar1 Genel Begeni ve Kabul
Edilebilirlik Testi

Cig alabalik filetolarin duyusal degerlendirmesi Bonilla et al.,
(2007) yaptig1 calismasina gore Kalite Indeks Metoduna (QIM) kriter alinarak
hazirlanmistir. Her bir parametre i¢in; “0” ¢ok taze balik etini gdsterirken, daha
yiiksek puanlar daha diisiik kaliteyi ve bozulmay1 belirtmektedir (Cizelge 3.5).
Begeni testinde ornekler panelistlere sunularak genel begeni ve kabul edilebilirlik
acisindan degerlendirmeleri istenmistir (Del-Valle et al., 2005).



Cizelge 3.5. Cig alabalik filetolarin duyusal analiz formu

KALITE TANIMLAMALAR ORNEKLER
PARAMETRELERI

AZ VE SAYDAM 0 0 0
MUKUS GOK VE HAFIF SARIMSI 1 1 1
AZ VE KOYU SARI 2 2 2

TAZE VE NOTRAL 0 0 0

KOKU YOSUNUMSU 1 1 1
EKSiMIS SUT 2 2 2
ASETIK VE AMONYAK 3 3 3
KOKUSU

PARLAKLIK SAYDAM, PARLAK 0 0 0
MAT 1 1 1

YOK 0 0 0
EKSTRAKT HISSEDILIR 1 1 1
KOKUSU YOGUN 2 2 2

Balik filetosunu satin alir miydiniz? Evet....... Hayur.......

Hangi balik filetosunu tercih ederdiniz?  .........
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3.2.6. pH analizleri

Yenilebilir film kapli alabalik fileto 6rneklerinin pH degeri (Hanna model
pH metre) ile tespit edilmistir. Analizler 3 paralelli olarak yapilmuistir.

3.2.7. Iistatistiksel analizler

Arastirma sonucunda elde edilen sonuclarin istatistiksel
degerlendirilmesinde; grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin 6nemli olup
olmadig1 tek yonlii Varyans Analiz Teknigi (ANOVA) uygulanarak arastirilmistir.
ANOVA istatistik analizi verilerdeki farkliliklart belirlemek igin uygulanmistir (P
<0.05). Ortalamalar arasindaki ana faktdr diizeyleri arasinda anlamli farkliliklar,
zitliklar (Tukey testi) olup olmadigini tespit etmek icin yapilmistir. Temel faktor
diizeyleri arasinda anlamli bir fark olup olmadigini kesfetmek igin ortalamalar
arasindaki karsithik belirlenmesi i¢in (Tukey testi) yapilmistir. Ayrica veriler
standart sapma kullanilarak degerlendirilmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismada antimikrobiyal madde olarak defne, feslegen ve limon yapragi
ekstraktlar1 igeren ksantan gam yenilebilir filmleri iretilmis ve antimikrobiyal
etkinlikleri belirlenmistir. Limon yapragi ekstraktin ve yenilebilir filmde
kullanimiyla diisiik antimikrobiyal etkinliginden dolayr alabaliklara kaplama
islemi uygulanmamistir. Alabalik filetolar1 defne ve feslegen ekstratklariyla
retilen yenilebilir filmlerle kaplanmistir. Ekstraktlarin ve antimikrobiyal
filmlerin maksimum antimikrobiyallik degerleri, ardindan bu filmlerle kaplanmis
alabalik filetolarinin mikrobiyolojik degisimleri, ¢ig ve pismis olarak duyusal
degerleri, spesifik bakteri tanimlamalar1 ve pH degerleri belirlenmistir.

Uretilen filmler arasindan secilen % 0,5 (w/v) konsantrasyonunda ksantan
filmlere % 0,5 (w/v) defne ve feslegen ekstrakt ilave edilerek alabalik filetolarina
uygulanmis ve depolama siiresince filmlerin antimikrobiyal etkinligi test
edilmistir. Fakat limon yapragi ekstraktinin MIK ve disk difiizyon analizleri
sonucunda antimikrobiyal etkinligin diisiik ¢ikmasindan dolay1 balikta yenilebilir
film uygulamasi yapilmamustir.
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4.1 EKSTRAKSIYON VERIMi

3 tekrarli olarak yapilan 50’ser g’lik defne, feslegen ve limon yapragin
ekstraktlarin ekstraksiyon verimi gizelge 4.1°de gosterilmistir. En yiiksek verim
oncelikle limon yapraginda, ardindan defne ve feslegen bitkilerinde
gbzlemlenmistir. Yapilan 2 deneme sonunda bitkilerin verimlerinin birbirlerine
yakin oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraksiyon verimleri

Elde Edilen Kuru Oziit | % Verim
Feslegen 2.9 5.8
1.Deneme | Defne 3.59 7.8
Limon yapragi 4.65 9.3
2.Deneme | Feslegen 4.42 4.4
Defne 8.34 8.3
3.Deneme | Feslegen 5.89 5.9
Defne 9.42 9.4

Ekstrakt verimleri incelendiginde feslegen icin % 4-6, defne igin % 7,5-9,5
arasinda degiskenlik gosterdigi goriilmektedir. Limon yapragi ekstraktinin
ise %9,3 ile en yiiksek verime sahiptir.

Ekstraklar arasi verim degisimlerin sebebi olarak farkli bitkilerin organik
¢ozgendeki farkli ¢oziiniirliikleri, maddelerin pargacik biiyiikliigli, yogunlugu ve
iceriginden kaynaklanabilecegi diisiilmektedir. Calismamizda ayn1 grubun farkl
denemelerindeki ekstraksiyon verimlerinde onemli farklilik goriilmezken
(p>0,05), gruplar arasi farklar 6nemli oldugu belirlenmistir (p<0,05).

Vural vd. (2008), kekik (Thymus argaeus) ekstraksiyonlarinin 5 farkli
organik ¢oziiciiler kullanilarak antimikrobiyal o6zellikleri {izerine yaptig1
calismada kuru madde agirligi esas alindiginda kekikigin (Thymus argaeus)
metanol extraksiyonunun diger organik c¢oziiclilerden en az 3 ila 5 kat daha fazla
verimli oldugu belirtilmistir. Ekstraksiyon isleminin en uygun sartlarda ve
istenilen en yiiksek verimle gergeklesmesi secilen parametrelere gore
degismektedir. Bu parametrelerin en onemli olanlari; sicaklik, basing, ¢oziici,
parcacik blyiikliigi, siire, karistirma hizi ve karistirict tipi, nem, yiizey aktif

madde etkisi, materyalin por Ozelliginden kaynaklandigi bildirilmistir (Baser,
2010).
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4.2 ANTIMIKROBIYAL AKTIVITE ANALIZLERI

Defne, feslegen ve limon yapragi ekstraktlarin ve bu maddeleri igeren
ksantan yenilebilir filmlerin antimikrobiyal etkinlikleri Boliim 3.2.3’de belirtilen
MIK ve Disk Difiizyon ydntemi kullanilarak tespit edilmistir. Analizlerden elde
edilen sonuclar asagida belirtilmistir.

4.2.1. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Testi (MIK)

Bu calismada defne, feslegen ve limon yapragi ekstraktlarinin MIK degeri
icin kullandigimiz  Escherichia coli, Escherichia coli 0157:H7 sakai,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis ve Candida albicans bakteri ve mayalara kars
olusturduklart antimikrobiyal aktivite sonuglari ¢izelge 4.2 ‘de verilmistir.

Bitki ekstraktlarinin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
aktiviteleri incelendiginde; defne icin bakteriler arasinda Salmonella typhi,
Enterococcus faecalis ve Candida albicans iizerine onemli derecede etkili
(p<0,05), feslegen ekstrakti i¢in tiim bakteriler igin etkisinin aynmi degerlerde
oldugu gozlenmistir (p>0,05). Feslegen ve defne gruplar1 arasinda Onemli
farkliliklar gézlemlenmezken (p>0,05), limon yaprag ile aralarindaki istatistiksel
acidan farkin 6nemli oldugu bulgulanmistir (p<0,05).

Mikrodiliisyon yontemiyle elde edilen MIK sonuglarinda feslegen
ekstrakti icin tiim bakterilerde ayni1 konsantrasyon derecesinde (0,73mg/ml) etkili
oldugu goriilmiistiir. Defne ekstrakti i¢in ise tiim bakteriler igin etkilecek olan
minimum inhibisyon degerinin 0,90 mg/ml oldugu tespit edilirken, limon yapragi
ekstrakti i¢in bu degerin 4,65 mg/ml degeri oldugu edilmistir. Limon yaprag:
ekstrakt1 en yiiksek verime sahip olmasina ragmen MIK sonuglari dogrultusunda
antimikrobiyal etkinligi en diisiik materyal oldugu belirlenmistir. Bu agidan
gidada antimikrobiyal etkinligi saglayabilmek i¢in ¢ok miktarda ekstrakt ve limon
yapragi ihtiyacim1 gerektirecek fakat gidada daha diisiik antimikrobiyal etkinligi
olacagi i¢in limon yaprag: ekstrakti antimkrobiyal ajan olarak tercih edilmemistir.
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Cizelge 4.2. Defne ve feslegen ekstraktlarin aktimikrobiyal aktiviteleri

FESLEGEN
Mikroorganizmalar DEFNE EKSTRAKTI EKSTRAKTI
(mg/ml)
(mg/ml)
Escherichia coli 0,90 0,73
Escherichia coli
0157:H7 Sakai 0,45 0,73
Staphylococcus aureus 0,23 0,73
Salmonella typhi 0,23 0,73
Enterococcus faecalis 0,11 0,73
Bacillus cereus 0,11 0,73
Staphylococeus 0,23 0,73
epidermidis

Candida albicans 0,11 0,73

Tim ekstraktlarin en yiiksek konsantrasyonunlarinda E. coli ve ardindan
E. coli O157:H7 sakai bakterilerini etkiledigi goriilmiistiir. Bunun sonucunda bu
iki bakterinin {iremesinin engellemesi i¢in yiiksek konsantrasyonlarin gerekli
oldugu tespit edilmistir. Fakat feslegen bitki ekstraktinin tiim bakteriler i¢in ayn1
engelleyici etkisinin olmasinin bitkinin yiiksek antimikrobiyal etkisinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Akgiil vd. (1989), nane, kimyon, rezene ve defne ugucu yaglarinin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis’i engelledigini belirtmislerdir.

Hammer et al. (1999), yaptiklar1 ¢alismada bitki ekstraktlari mikrobiyal
akvititeyi inhibe edici etkilerinin arastirildig bir ¢alismada, limon otu yag1, kekik
(oregano) ve defne ekstraktinin %2 (v/v)’nin altindaki miktarlarda, Acinetobacter
baumanii, Aeromonas veronii, Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica subsp. enterica serotip typhimurium, Serratia marcescens ve
Staphylococcus aureus mikroorganizmalarin timii iizerine inhibe edici etkiye
sahip olduklar1 belirtilmigtir. Minimum inhibisyon konsantrasyonu testi
uygulanarak 20 bitki ekstraktin C. albicans, Staph aureus ve E. coli kars1 aktivite
igin, en diisiik minimum inhibasyon konsantrasyonu kekik yaginda; %0.03 (v/v)
olarak tespit edildigi bildirilmistir.
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Ozcan ve Sagdig¢ (2003), yaptiklar1 ¢alismada 16 bitki (anason, rezene,
kimyon, adacayi, feslegen, dereotu, defne, nane, mercankdsk, pickling herb,
biberiye, dalamagia adacayi, savory (kekik), sumak, thyme (kekik), seafennel)
ckstraktlarinin antibakteriyal aktivitelerini 15 bakteri (Bacillus amyloliguefaciens,
B. brevis, B. cereus, B. subtilis var. niger, Enterobacter aerogenes, Escherichia
coli, E. coli O157:H7, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Salmonella
enteritidis, S. gallinarum, S. typhimurium, Staphylococcus aureus, S. aureus,
Yersinia enterocolitica) tizerinde test etmislerdir. Sonug olarak anason, kimyon,
mercankosk, savory (kekik), thyme (kekik) bakteriler iizerinde antibakteriyal etki
gosterdigi tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresince tiim bakteriler iizerinde en
yiiksek antibakteriyal etkinin mercankdsk ve savory (kekik) oldugu, anason,
kimyon ve thyme (kekik) ekstraktlarin ise ancak bakterilerin bir kismi {izerinde
etkili oldugu belirlenmistir. Diger bitki hidrosollerinin ise test edilen bakteriler
iizerinde antibakteriyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir.

Yapilan baska bir ¢alismada, sarimsak yagi ilave edilen kitosan filmlerde
S. aureus, L. monocytogenes ve B. cereus. tiirlerine karsi giliclii antimikrobiyal
etkiye sahipken E. coli ve S. typhimurium tiirlerine kars1 daha zayif antimikrobiyal
etki gdstermistir. Sarimsak yagi miktar1 arttikca antimikrobiyal etki de arttigi
bildirilmistir (Pranoto et al., 2005).

Cenet vd. (2006), defne ve zencefil ugucu yaglarinin antibakteriyel ve
antifungal aktivitelerini disk difiizyon metodu ile Micrococcus luteus, Bacillus
megaterium, Bacillus brevis, Enterococcus faecalis, Pseudomonas pyocyaneus,
Mycobacterium smegmatis, Escherichia coli, Aeromonas hydrophila, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis bakterileri ile
Saccharomyces cerevisiae ve Kluvyeromyces fragilis mayalar1 {izerinde test
etmiglerdir. Caligma sonucunda bitki ugucu yaglarinin test mikroorganizmalari
iizerine farkli degerde antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri oldugu tespit
edilmistir.

Yapilan bir calismada yesil ¢ay ekstraktin antimikrobiyal etkisinin P.
phosphoreum, S. putrefaciens, Pseudomonas fluorescens ve Vibrio
parahaemolyticus gibi gram negatif bekterilerde etkili bulunurken (Lopez de
Lacey, 2014), baska bir ¢alismada ise Staphylococcus aureus, Bacillus cereus ve
L. Monocytogenes gibi gram pozitif mikroorganizmalar tizerine etkili bulmus olup
bunun yamisira E. coli ve Salmonella enterica gibi gram negatif
mikroorganizmalar iizerine etkili olmadigini tespit etmislerdir (Chiu and Lai,
2010).

Onceki  yapilan caligmalarda  goriildiigii  iizere, MIK  degeri
mikroorganizma ¢esidi ve sayisi, besiyeri bilesimi ve pH si, inkiibasyon siiresi ve
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sicaklik gibi faktdrlerden etkilenmektedir. MIK testinden farkli antimikrobiyal
maddelerin etkinliklerinin ya da farkli mikroorganizmalarin ayni antimikrobiyal

maddeye karst duyarliliklarinin  karsilastirilmalarinda  yararlanilabilmektedir
(Ayana, 2007).

Elde ettigimiz defne ve feslegen ekstraktlarin MIK analizleri sonucunda
(swrastyla 0,9 ve 0,73 mg/ml) ortak ve maksimum antimikrobiyal aktivite degeri
olarak 1 mg / ml se¢ilmis, yenilebilir film ¢ozeltisinde %0,1 (g/100 ml) ekstraktlar
kullanilmigtir. Limon yapragi ekstraktin ise 4,65 mg/ml olarak bulunmus olup,
antimikrobiyal etkinligin diislik oldugu belirlenmistir.

4.2.2. Disk Difiizyon Testi

Antimikrobiyal madde iceren ksantan yenilebilir filmlerin antimikrobiyal
etkinligi, Bolim 3.2.3.2 de belirtilen disk diflizyon yontemi kullanilarak tespit
edilmistir. Bu yontem ile Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7 Sakai,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus,
Staphylococcus epidermidis ve Candida albicans mikroorganizmalarin ekildigi
petrilerde, oyuk i¢ine inokiile edilen maddelerin etrafinda olusan zon c¢aplar
Olctilerek tespit edilmistir.

Yapilan calismalarda oncelikle % 1.5 ve %1 (w/v) oraninda ksantan gam
ve sabit miktarda (%30 w/w) gliserol kullanilarak formalize edilen (Deneme 1 ve
Denem 2) ksantan hidrokolloit film ¢o6zeltisi analiz edilmistir. Film ¢ozeltisine
100 ul/ ml ve 250 pl/ ml raninda defne, feslegen ve limon yaprag: ekstraktlar:
konularak hazirlanan film ¢ozeltilerinin ve antimikrobiyal madde ilavesiz film
¢ozeltisinin analizleri yapilmistir. Bu denemelerin sonucunda; film ¢o6zeltisinin
kati kivamindan kaynakli ekstraklar ile homojen karigmayip, saglikli
antimikrobiyal sonuc¢larin alinamadig1 gézlemlenmistir. Ardindan kaplama i¢in ve
homojenizasyonu agisindan en uygun olan % 0.5 w/v ksantan gam ve %30 w/w
gliserol (Deneme 3) yenilebilir film ¢ozeltisi ¢calisilmistir. Film ¢6zeltisine 500 pl/
ml, 250 pl/ ml ve 100 pl/ ml antimikrobiyal maddeleri konularak film ¢dzeltisinin
analizleri yapilmistir. Limon yapragi ekstraktin minimun inhibisyon degeri ¢ok
yiiksek (4,65 mg/ml) bulunmus olup, antimikrobiyal aktivitesi ig¢in yiiksek
konsantrasyonlar gerekecegi i¢in yenilebilir film i¢inde gidalara uygulamamistir.
Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraksiyonlariyla hazirlanmis
ksantan yenilebilir filmlerin disk difiizyon testinden elde edilen degerleri ¢izelge
4.3.°de belirtilmistir. Bununla birlikte ¢alismamizda biyopolimer olarak
kullandigimiz ksantan gam ¢6zeltisin de antimikrobiyal 6zelligine bakilmis, fakat
calisilan bakteriler ilizerine antimikrobiyal etkisinin olmadigi tespit edilmistir.
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Flores et al., 2010 ksantan gam ve potasyum sorbant yenilebilir filmi ile gliserol
icerikli tapyoka nisastas1 yenilebilir filmin tiretmigler, ¢alisma sonucunda onlarda
ksantan gam filmin antimikrobiyal etkiniliginin olmadigi, mikrobiyal negatif etki
gostermedigini bunun yanisira iyi bir bariyer gorevi gosterdigini tespit etmislerdir.

Cizelge 4.3. Defne ve feslegen ekstraktli ksantan gam film ¢6zeltisinin mikroorganizmalar {izerine
olusturdugu zon ¢aplari (mm)

DEFNE EKSTRAKTLI | FESLEGEN EKSTRAKTLI

(mm) (mm)
A B C D E F
500 250 100 500 250 100
p/ml | pl/ml | pl/ ml ul/ ml ul/ ml ul/ ml
Escherichia coli 12 - - 15 14 -
Escherichia coli O157:H7 Sakai 16 14 10 - - -
Staphylococcus aureus 16 15 13 14 13 12
Salmonella typhi 21 14 11 17 14 -
Enterococcus faecalis 15 12 - 12 - -
Bacillus cereus 15 14 11 13 12 10

Staphylococcus epidermidis - - - - - R

Candida albicans 13 11 - 11 - -

Calismada disk diflizyon analizleri 3 tekrarli olarak yapilmistir. Her bir
calisma icin yenilebilir film c¢ozeltisi sabit tutulurken antimikrobiyal madde
miktar1 3 farkli konsantrasyonlarda ekstrakt kullanilarak calisilmistir. Buna gore
artan konsantrasyonlara bagli olarak (sirasiyla 100 pl/ ml, 250 pl/ ml ve 500 pl/
ml) bakterilerde etki degerinin (disk difiizyon ¢aplarinin) 6nemli 6lgiide arttigi
gozlenmistir (p<0,05).

500 pl/ml konsantrasyonda hazirlanan defne ekstrakli filmin 21 mm
capinda olusturdugu inhibisyon ¢apinin olusturarak S. #yphi’ e kars1 en yiiksek etki
gosterdigi tespit edilmistir. Buna kargin E. coli’ ye karst 12 mm ile en diisiik
antimikrobiyal etkiyi gostermistir. Feslegen ekstrakli film ise 17 mm ¢ap1 ile 500
ul/ml konsantrasyonunda yine S. typhi bakterisine karsi en yiiksek, 11 mm ile C.
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albicans’ a kars1 en diigilk antimikrobiyal etki gostermistir. Olusan seffaf zon
dlciimleri MiK sonuglariyla baglantili olarak degisimler gdzlendigi belirlenmistir.
Limon yapragi ekstraktli film codzeltisinin MIK sonuglarinda yiiksek oranda
ekstrakt gerektiginden, disk difiizyon sonug¢larinda tam olarak seffaf zon olusumu
goriilmemistir. Yalnizca 500 ul/ml konsantrasyonunda S. aureus (12 mm), S. typhi
(12 mm) ve B. cereus (11 mm) bakterilerine kars1 en iyi antimikrobiyal etkisi
oldugu tespit edilmistir. S. epidermidis bakterisinde higbir antimikrobiyal etkinin
olmadig1 gozlemlenmistir. Bu analizler sonucunda da limon yaprag: ekstraktinin
yeterli antimikrobiyal etkisi olmadig1 gozlemlenmistir.

Calismada denenen tiim bakterilere karsi en yliksek antimikrobiyal etkiyi
gosteren 500 pl/ml konsantrasyonlu defne ekstrakli yenilebilir film c¢ozeltisi
gostermistir. Filmin S. typhi’ ¢ kars1 en yiiksek, E. coli’ ye kars1 en zayif inhibitor
etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica sonuglarn defne ekstraktt MiK analizlerinde
tespit edilen farkli ve diisiik konsantrasyon degerlerinden kaynaklandigi ve
birbiriyle uyumlu sonuglari oldugu bulgulanmistir. E. coli ‘de 12 mm, E. coli
O157:H7 Sakai ‘de 16 mm, S. aureus ‘da 16 mm, S. typhi ‘de 21 mm, E. faecalis
‘te 15 mm, B. cereus ‘da 15 mm C. albicans ’'da 13 mm’lik yaklasik ortalama zon
caplar1 Sl¢iilmiustiir.

Feslegenden elde edilen ekstraktli filmde 500 pl/ml konsantrasyonunda
defne ekstrakli filmde oldugu gibi yine S. typhi bakterisine kars1 en yiiksek, fakat
C. albicans’ a kars1 en zayif derecede inhibitdr etki gostermistir. Zon ¢aplar1 E.
coli "de 15 mm, S. aureus ‘da 14 mm, S. typhi ‘de 17 mm, E. faecalis ‘te 12 mm,
B. cereus ‘da 13 mm C. albicans 'da 11 mm olarak dl¢iilmiistiir.

Yapilan ¢aligmaya gore limon yapragi ekstraktin antimikrobiyal etkinligi
icin MIK degerleri (4.65 mg/ml) icin hem yiiksek konsantrasyonun gerekli oldugu
hem de yenilebilir film i¢inde kullanildiginda antimikrobiyal etkisinin diger
ekstraktlara gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Limon ekstraktli yenilebilir
film ¢ozeltisinin yalmzca S. aureus (12 mm), S. typhi ‘de (12 mm) ve C.
albicans ’'da (11 mm) etkili oldugu, diger bakteriler iizerinde etkisi olmadig
belirlenmistir. Bunun sebebi olarak; yliksek konsantrasyonlarda antimikrobiyal
etkinlik gosterecek olan limon yapragi ekstraktin film ¢ozeltisinde kullanimiyla
daha da seyreltilmis olup, bakteriler {izerine etkinliginin daha diisiik olmasidir. Bu
sebepten dolayr alabalik filetolarinda limon yapragi estrakthi yenilebilir film
uygulamasi yapilmamaigtir.
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Test mikroorganizmalarina kars1 farkli ekstrakt ilave edilmis yenilebilir
filmlerin antimikrobiyal aktivitesini gosteren inhibisyon zonlar1 sekil 4.1. de

goriilmektedir.
25
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DEFNE FESLEGEN

Yenilebilir Film Cesitleri

Sekil 4.1. Test mikroorganizmalarina karsi farkli bitki ekstrakt ilaveli yenilebilir filmlerin
inhibisyon zonlar1

Disk diifizyon yontemiyle; ksantan hidrokolloit film ¢ozeltisine eklenen
antimikrobiyal maddelerin konsantrasyonlar1 arttirilarak homojen bir karisim
saglanmasiyla mikroorganizmalara etkinliklerinde artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica bu caligmalardaki antimikrobiyal filmlerin antimikrobiyal aktivitelerinin
farkli olmasi, kullanilan antimikrobiyal maddelerin miktarina, ¢esidine, filmdeki
diger bilesimlerle etkilesimine ve mikroorganizma tiiriine bagli olarak
degisebilecegini  gostermektedir. Tim  veriler dogrultusunda, ekstrakt
konsantrasyonu diistiikge antibakteriyal etkinin azaldigi; bu da inhibitdr etkinin
konsantrasyon ile dogrudan baglantili oldugunu gostermektedir. Bu amagla
calismamizda uygun konsantrasyon olarak 500 pl/ml secilmistir. Bu da %0,5 (v/v)
[0,5 ml ekstrakt/100 ml film ¢bzeltisi] olmaktadir. Bitki ekstrakt ilaveli yenilebilir
filmlerin 500 pl/ ml konsantrasyonda uygulanmasi ile elde edilen zon ¢aplarinin
siddet degerlendirmesi Cizelge 4.4. verilmistir.
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Cizelge 4.4. Bitki ekstraktlarin antimikrobiyal etki siddetleri

o ) ETKI SIDDETI
ANTIMIKROBIYAL
YENILEBILIR E. | E.coli S. S. E. B. S. C.
FILMLER coli | Sakai | aureus | typhi | faecalis | cereus | epidermidis | albicans
Defne + ++ ++ +++ ++ ++ - +
Feslegen ++ - + ++ + + - +

Pranoto et al. (2005) yaptiklar1 ¢alismada sarimsak yagi, potasyum sorbat,
nisin ilave edilen kitosan filmlerin E. coli, S. aureus, S. typhimurium, L.
monocytogenes, B. Cereus lizerine antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. 17
mm capinda filmlerdeki 100-400 pl sarimsak yagi/g kitosan, S. aureus i¢in 20,4-
32,5 mm araliginda inhibisyon zonu olusturdugu tespit edilmistir. Film ¢dzeltisine
eklenen potasyum sorbat/g kitosan ve nisin/g kitosan, S. aureus i¢in sirasiyla 19,6-
22,5 mm ve 22,6-26,5 mm inhibisyon zonu olusturdugu belirtilmistir.

Zivanovic et al., (2005) yaptiklar1 ¢alismada; anason, feslegen, kisnis,
kekik esansiyel yaglarini iceren kitosan filmlerin L. monocytogenes ve E. coli
O157:H7 ye karsi ve islenmis et iriinlerindelki antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmigtir. Esansiyel yaglarin tek baglarina ve film igerisinde ayni
antimikrobiyal aktiviteyi gosterdikleri gozlenmistir. Bitkilerin antimikrobiyal
aktiviteleri sirasiyla; kekik >> kisnig> feslegen> anason olarak tespit edilmistir.
Test mikroorganizmalarina karsi en yiliksek etki kekik esansiyal yagi
oldugunda %1 ve %2 (v/v) konsantrasyonlari segilerek kitosan filmler iretilip,
salam dilimlerine uygulanmistir. Muhafazanin sonunda yapilan mikrobiyolojik
analizlerde kitosan filminin L. monocytogenes sayisini 2 log kadar; % 1 ve % 2
kekik esansiyel yagi iceren kitosan filmlerinin ise 3.6 ve 4 log kadar azalttig:
saptanmuistir.

Sarikus (2006) yaptiklar1 ¢alismada kekik, sarimsak ve biberiye yagi ilave
edilen peyniraltt suyu proteini (PASP) filmlerin E. coli O157:H7, S. aureus, S.
enteridis, L. monocytogenes ve L. plantarum {izerine antimikrobiyal aktivitelerini
incelemislerdir. Biberiye yag1 (68,3-273,2 mg/g film) iceren PASP filmler hicbir
mikroorganizma lizerine antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Kekik yagi iceren
PASP filmler S. aureus igin 10,8-11,4 mm inhibisyon zonu olustururken, sarimsak
yagl igeren PASP filmler sirasiyla 9,24 ve 9,38 mm inhibisyon zonu
olusturmustur. PASP filmlere ilave edilen kekik yagi, S. aureus iizerine sarimsak
yagindan daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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Poovarodom et al., 2009 fingerroot, sarimsak, karanfil ve tar¢cin bitki
ekstraktlarin MIK degerlerinin tespit edip en yiiksek aktiviteye sahip olan tar¢in
ve karanfil ekstraktlar karragenan filmlerde ilave ederek MIK sonuglarindan elde
edilen sonuglarin 5 ve 10 kat1 degeri yenilebilir filmde uygulanarak disk difiizyon
yontemi uygulanmistir. MIK ydnteminden elde edilen sonuglardan daha yiiksek
konsantrasyonlarin kullanilmasinda yine tar¢in ekstraktlh filmler karanfil ekstraktl
filmlere gore daha etkili oldugu gozlemlenmistir.

Tim bu c¢aligmalar sonucunda antimikrobiyal filmlerin antimikrobiyal
aktivitelerinin farkli olmasi, kullanilan antimikrobiyal maddelerin ¢esidine,
miktarina, filmdeki diger bilesimlerle etkilesimine ve mikroorganizma tiirline

bagli olarak degistigi, bu ag¢idan en uygun antimikrobiyal madde ve
konsantrasyonun; defne ve feslegen ekstarktlarinda 500 pl/ml orani belirlenmistir

4.2.3. Antimikrobiyal yenilebilir film kaph alabalk filetolarin
analizleri

Ekstrakt ve antimikrobiyal yenilebilir filmlerin MiK ve disk difiisyon
sonuclar1 dogrultusunda;
e % 0,1 (w/v) defne ve feslegen ekstrakt oraninda,
e % 0,5 (w/v) ksantan gam yenilebilir film ¢ozeltisinde;
e % 0,5 ekstrakt / film ¢Ozeltisi oranlari
alabalik filetolar1 kalitesini arttirmak ve raf Omriinii uzatmak amaciyla dogal
ekstraktli ksantan gam yenilebilir film kaplamalar1 uygulanmistir.

Mikrobiyolojik, pH ve duyusal analizleri dogrultusunda da filmin baliktaki
antimikrobiyal etkinligi ve {irlinlin duyusal 6zelliklerine etkisi incelenmistir.

4.2.3.1.Mikrobiyolojik Analizler

Alabalik filetolarina defne ve feslegen ekstraklar1 igeren ksantan
yenilebilir filmler uygulanarak 4+2°C de 10 giin siireyle depolanmistir. Depolama
periyodu esnasinda depolamanin 1, 3, 5,7 ve 10. giinlerinde toplam mezofilik
aerobik bakteri, psikrotrof bakteri, toplam Enterobactericeae, Staphylococcus
spp., kiif-maya ve laktik asit bakteri analizleri 3 paralel olarak yapilmis,
antimikrobiyal filmlerin alabaliktaki mikrobiyolojik etkinligi belirlenmistir. Tiim
mikrobiyolojik sonuglar 3 paralelin ortalamasi alinarak degerlendirilmis ve
istatistiksel analizleri yapilmistir. Duyusal agidan bozuldugu tespit edilen
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gruplarin depolanmasi sonlandirilmistir. Calismada E.coli sayisi saptanabilir
diizeyin (<10 CFU / g) altinda tespit edilmistir.

Calismamizda defne ve feslegen ekstratlar1 kullanilarak yenilebilir film
kaplanan ve kaplama uygulanmamis alabalik filetolarmin 4°C’de depolama
siiresince toplam bakteri sayilar1 sekil 4.2° de gosterilmistir. Genel olarak
degerlendirildiginde raf omrii belirleme ¢alismalarinda da taze baliklarda sinir
olarak kabul edilen 7 log CFU/g degerine (ICMSF, 1986); kontrol grubu
depolamanin 7. Giiniinde, defne ve feslegen yenilebilir kapli alabaliklarin ise
istatistiksel anlamda farklilik (p<0,05) olmadig1 tespit edilmistir. Defne ve
feslegen ekstraktli yenilebilir film kapli gruplarin ise 10. giinde limit degere
ulastig1 gézlemlenmistir.

Paketleme isleminin uygulanmasinin ardindan ilk glin yapilan
mikrobiyolojik analizlerde, 4°C’de depolanan alabalik filetolarinda 2,9 log
CFU/g, defne ekstraktli yenilebilir filmlerde 2,4 log CFU/g, feslegen ekstrakli
yenilebilir filmlerde 2,59 log CFU/g tespit edilmistir. Duyusal analizleri
dogrultusunda ilk rededilen grup olan kontrol grubu 4°C’de 7 giin raf émrii oldugu
ve toplam canli sayis1 7,75 log CFU/g tespit edilirken, yenilebilir film kapli
gruplar yaklasik 2 log diisiik degerde oldugu gozlemlenmistir. Defne ve feslegen
film kapli gruplarin ise 10. giinde sirayla 6,2 log CFU/g ve 6,8 log CFU/g oldugu
belirlenmis olup kontrol grubunun 7. giinde tespit edilmis oldugu degerden daha
diisiik oldugu tespit edilmis fakat duyusal anlamda reddedildiginden depolamasi
da 10. giiniinde sonlandirilmistir.

Cizelge 4.5. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda toplam mezofilik aerobik bakteri
sayilar1 degisimi (log CFU/g)

Depolama siiresi (giin) | Kontrol Feslegen Defne
1 29+0,07% | 259+0,05% | 2,4+0,09%"
3 422 +0,10% | 3,6+039"" | 3,00+0,51™
5 5,98 + 0,05 | 4,8+0,82" | 4,10+ 0,80™
7 7,55+ 0,26 | 551 +0,26" | 5,30 + 0,35
10 - 6,83 +0,32% | 6,20 +0,35™

Sonuglar (X+SS) olarak verilmistir. Ayni satirdaki harfler muhafaza periyodu

stiresince grup ici istatistiksel farki, ayn1 stitundaki rakamlar gruplar arasi farki
belirtmektedir (p<0.05). n=3
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 MEZOFILIK AEROBIK BAKTERI SAYISI
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Sekil 4.2. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto 6rneklerinin toplam mezofilik aerobik bakteri
sayilar1 degisimi (log CFU/Q)

Kontrol ve kaplanmis gruplar aras1 farkin 6nemli oldugu (p>0,05), fakat
film kapl gruplar arasinda onemli olmadig1 (p<0,05) gozlemlenmistir. Burada
ekstrakt ilave edilen gruplarm onceden MIK ve disk difiizyon analizleriyle
antimikrobiyal etkisinin oldugunu ve birbirine yakin degerlerde tespit edilmesi ile
uyumlu sonuglar gostermektedir. Depolama siiresince en yiiksek degerler kontrol
grubu, bunu takiben feslegen ve defne yenilebilir film kapli gruplarda
gozlenmistir. Defne ekstrakti yenilebilir film uygulamasi bakteri gelisiminde
onemli distislere yol agmistir (p<0.05). Yaptigimiz ¢aligmada alabalik 6rneklerin
mikrobiyolojik verileri ile duyusal analiz sonuglarmmin raf O6mrii agisindan
degerlendirildiginde paralellik gosterdigi bulgulanmastir..

Arashisar et al. (2004), 4+1 °C’de %100 CO; igeren modifiye atmosfer
paketlerde depolanan gokkusagi alabaligi filetolarinin toplam canli sayisinin
depolama sonunda olan 14. giiniinde 6 log kob/g’a ulastigini bildirmislerdir.

Yener (2007), halka dilimlenmis taze kalamara, antimikrobiyal ve
koruyucu etkisi olan laktoperoksidaz ilaveli (sirasiyla 4000 ve 8000 uM H,0,)
alginat yenilebilir filmlerin uygulandigi ¢ahismada 4°C’de depolanarak raf Smrii
belirlenmesi {izerine caligmiglardir. Depolamanin son giinii olan 7. giinde;
kaplanmamis ve kaplanmis kalamar 6rneklerinde yaklagsik 2 ile 3 log arasinda fark
ettigi gdozlemlenmistir.
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Carno et al. (2008), biberiye ekstrakti ilave edilmis filmler ile kaplanan
bifteklerde toplam bakteri sayisinin azalmasini tespit etmistir. Calismada 1°C’de 8
giin siiren depolama sonunda kontrol gruplarinda toplam bakteri sayis1 7-8 log
CFU/g, kekik ve biberiye ekstrakti katkili yenilebilir film kullanilan gruplarda bu
deger 5-6 log CFU/g oldugu belirtilmistir.

Mexis et al. (2009, yaptigi ¢alismasinda 4 °C’de depolanan alabaliklardaki
toplam canli sayimi kontrol ornekleri i¢in depolamanin 4. giiniinde, oksijen
absorberi igeren ornekler i¢in 7-8. giinde ve oksijen absorberi (oksijen emici) ve
kekik esansiyel yagini kombine olarak iceren 6rneklerde ise 12-13. giinde 7 log
CFU/g’1 agsmustur.

Yapilan ¢aligmanin sonuglarina goére, antimikrobiyal yenilebilir film iceren
alabalik filetolarin toplam canli sayisini azalttig1, antimikrobiyal etkinliginin MIK
ve Disk Difiizyon sonuglarinda oldugu gibi balikta da defne ekstraktli filmin
ardindan feslegen ekstraktli filmin takip ettigi belirlenmistir.

Toplam mezofilik aerobik bakteri tayini: Depolama boyunca yapilan
analizlerinden koloni oOrnekleri alinarak saflastirilmis ve API 20 NE bakteri
identifikasyon test kitleriyle tayinleri yapilmistir.

Toplam bakteri sayimi genel olarak hijyen kontrolii amaciyla
yapilmaktadir (Anonymous, 2005). Toplam aerobik mezofilik bakteri sayimi
olarak da sOylenen toplam bakteri sayisi ile; gida ham maddeleri, yardimci
maddeleri, ambalaj materyali, genel isletme kosullari, isleme sonrast depolama ve
tasima kosullart ile ilgili genel kirlilik hakkinda mikrobiyolojik standartlara
uyulup uyulmadigi belirlenebilmektedir (Yapar, 2006).

Yapilan analizlerin bilgisayar tanimlama programindan alinan sonuglarina
gore tanimlama oranlari ile birlikte izole edilen bakteriler;

Pseudomonas fluorescens %99,9
Pseudomonas luteola %99,7
Vibrio metschnikovii %99,4
Pasteurella multocida %98
Pseudomonas putida %96,8
Ralstonia picketti %91,1

0O O O O O O
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Defne ve feslegen ekstratlar1 kullanilarak yenilebilir film kaplanan ve
kaplama uygulanmamis alabalik filetolarinin 4°C’de depolama siiresince
psikrotrof bakteri sayilari sekil 4.3° de gosterilmistir. Psikrotrof bakteri sayisini
genel olarak degerlendirildiginde toplam canli sayis1 paralelinde degerler
gostermis olup, depolama periyodu boyunca kontrol grubu sonuglarin en yiliksek
oldugu (p<0,05), defne ekstrakt yenilebilir film kapli grup ile arasinda farkin
onemli olmadig1 (p>0,05) bulgulanmaistir.

Cizelge 4.6. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda psikrotrof bakteri sayilar1 degisimi

(log CFU/qg)

Depolama siiresi (giin) | Kontrol Feslegen Defne
1 3,50 £0,22%T | 3.20+0,04%T | 3,50 +£0,17%
3 459 +0.20" | 4,02+0,15" | 4,01 +0,22"
5 571 +£0,24% | 522+0,17° | 4,83 +0,05
7 6,99 + 0,037 | 5,97 +0,09° | 534 +0,18%
10 - 6,63 +0,02% | 6,46 + 0,02%

Sonuglar (X+SS) olarak verilmistir. Ayni satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, ayni siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup igi
farki belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.3. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto 6rneklerinin psikrotrof bakteri sayilar: degisimi
(log CFU / g)
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Baligin duyusal olarak reddedildigi depolamanin 10. giliniinde defne ve
feslegen ekstraktli yenilebilir film uygulanmis grupta psikrotrof bakteri sayisi
sirastyla 6,63 ve 6,46 log CFU/g iken, film uygulanmais kontrol grubu ig¢in
depolamanin 7. giiniinde 7,01 log CFU/g’ a ulagsmustir.

Gram-negatif psikrotrofik bakterilerin (PTC) biiyiik bir kisminin soguk
derecelerde depolanan taze baliklarin aerobik bozulmalarindan sorumlu
mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Ibrahim Sallam, 2007).

Shaw et al. (1983), morina baliklarinin potasyum sorbanta daldirilarak
mikrobiyolojik degismleri inceledikleri ¢alismasinda, psikrofilik bakteriler
lizerine etkisinin mezofilik bakterilerden daha etkili olup, daha diisiik sayida
aerobik gelisimine neden oldugu tespit editmislerdir.

Ojagh et al. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada alabalik filetolarin depolamanin
baslangicinda (0.gilin) targinla zenginlestirilmis kitosan kapli ve sadece kitosan
kapli grupta psikrotrof bakteri degeri birbirine ¢ok yakin ve 2,88 log CFU/g,
kontrol grubunda ise 3,85 log CF/g bulgulamislardir. Depolanamin son giinii olan
16. giinde kontrol grubu en yiiksek deger de 8,43 log CFU/g, ardindan kitosan
kapli grup 6,79 log CFU/g, en diisiik olarak tar¢in kitosan kapli drnkelerde 6,68
log CFU/g olarak tespit edilmistir. Psikrotrof bakteri sayilarinin toplam canli
sayisinda oldugu gibi benzer biiyiime gostermis oldugu bildirilmistir.

Yenilebilir film kaplanan ve kaplanmamis alabalik filetolar1 4°C’de
depolanmasi siiresince Enterobacteriaceae sayisindaki degisimler sekil 4.4’de
verilmistir. Depolama siiresince Enterobacteriaceae sayisinda kademeli artiglar
gozlenmistir. Enterobactericeae bakterileri taze alabaliklarda hijyen indikatorii
olan bir bakteri florasidir (Mexis et al., 2009).

Depolamanin 10. giiniinde defne ve feslegen ekstraktli yenilebilir film
uygulanmis grupta Enterobacteriaceae sayisi sirasiyla 4,4 ve 5 log CFU/g iken,
film uygulanmamis kontrol grubu i¢in depolamanin 7. giiniinde 5,8 log CFU/g’ a
ulasmustir.
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Cizelge 4.7. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda Enterobacteriaceae bakteri sayilar
degisimi (log CFU/g)

Depolama siiresi (giin) | Kontrol Feslegen Defne
1 3,05+0,57% | 2,50+ 0,09" | 2,50+ 0,20%
3 4,27 +0,122 | 3,36 +0,29” | 3,36+0,12%
5 5,29+ 0,07 | 3,90+0,52°% | 3,65+ 0,12%
7 6,00+ 0,01% | 4,20+0,81°% | 4,00+ 0,49
10 - 5,00 + 0,30 | 4,40+ 0,50

Sonuglar (X+£SS) olarak verilmistir. Ayni1 satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, aymi siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup i¢i
farki belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.4. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto 6rneklerinin Enterobacteriaceae sayilar
degisimi (log CFU/qg)

Depolama siiresince en yiiksek degerler kontrol grubunda tespit edilmis,
depolama periyodu boyunca kontrol grubu ile diger gruplar arasinda istatistiksel
acidan oOnemli farklihik gozlendigi belirlenmistir (p<0,05). Defne ekstrakti
yenilebilir film uygulamasi bakteri gelisiminde onemli diisiislere yol a¢mistir
(p<0.05). Feslegen ve defne ekstarktli gruplarin arasinda 6zellikle ilk 7 giinkii fark
istatistiksel ac¢idan 6nemli bulunmazken (p>0,05); kontrol grubuyla arasindaki
farklar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Paleologos et al. (2004), buzdolabinda muhafaza edilen levrekte
(Dicentrarchus labrax) temizleme ve fileto g¢ikarmanin biyojen aminlerin
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olusumuna etkisini ve mikrobiyal ve duyusal &zellikleri ile iligkisini
incelemiglerdir. Enterobacteriaceae tiirlerinin tiim, temizlenmis ve fileto
levreklerdeki dominant mikroorganizmalar oldugunu saptamislardir. Duyusal
verilere dayanarak yazarlar 8-9 giin sonrasinda hem temizlenmis hem de fileto
levrek Ornekleri i¢in (istenmeyen koku baslangicinin gelisimi i¢in zaman)
Enterobacteriaceae sayimlari 10° CFU/g’mn altinda ya da civarlarinda kaldigi
bildirilmistir.

Jouki et al. (2014), farkli konsantrasyonlarda mercankosk (M) ve kekik
(K) esansiyal yaglar1 iceren ayva ¢ekirdegi gami (ACG) yenilebilir filminleri ile
kaplanan  gokkusagr  alabagin 4 °C’de  depolanma  baslangicinda
Enterobacteriaceae ve Pseudomanas bakteri sayilar1 sirasiylar 1,9 log CFU/g ve
3,2 log CFU/g tespit etmiglerdir. Enterobacteriaceae sayilarmi depolama
periyodunun 3. giiniinden sonra kontrol grubunda 10* CFU/g degerine ulagirken
ayva cekirdegi gami yenilebilir film kapl alabalik filetolarin 10 CFU / g degeri
altinda kaldig1 bildirilmistir. Ayva cekirdegi gami yenilebilir film + % 2 kekik
ekstrakti igeren grubun Enterobacteriaceae bakterileri biiylimesini inhibe ederek,
tiim depolama siiresi boyunca degerin 5 log CFU/g altinda kaldig1 bildirilmistir.

Yaptigimiz c¢alismalar sonucunda kontrol grubunda depolama boyunca
Enterobacteriaceae artisin hizli oldugu, bu sebepten de bozulmanin hizl
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Bunun aksine antimikrobiyal yenilebilir film kapli
gruplarda depolama boyunca artis antimikrobiyal etkinlik sebebiyle inhibe edilmis
oldugu bu sebeple depolamanin sonunda ancak 5 log CFU / g degerine ulagsmis
oldugu gozlemlenmistir.

Enterobactericeae Bakteri Tayinleri: Yapilan analizlerin bilgisayar
tanimlama programindan alinan sonuglarima goére tanimlama oranlari ile birlikte
izole edilen bakteriler;

Serratia liquefaciens %98
Serratia marcescens %98
Erwinia spp. %85
Moraxella %76

o O O O

Yenilebilir film kaplanan ve kaplanmamis alabalik filetolar1 4°C’de
depolanmasi siiresince Staphylococcus spp. sayisindaki degisimler sekil 4.5°de
verilmistir. Depolama siiresince Staphylococcus spp. sayisinda kontrol grubu i¢in
baslangi¢ degeri 2,1 log CFU/g olup depolamanin son giinii olan 7. giinlinde ise
3,51 log CFU/g tespit edilmis olup, depolama boyunca kademeli artiglar
gozlenmistir. Staphylococcus spp. lizerine defne ekstraktli kaplamanin 5 giin,
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feslegen ekstrakt kaplamanin ise 3 giin liremeyi engelledigi goézlemlenmistir.
Depolamanin 5. giinlinde kontrol grubunda 2,79 log CFU/g, feslegen grubunda
2,16 log CFU / g tespit edilirken, defne ekstrakti kullanimi ile tanimlanabilir
degerin altinda (<10 log CFU/g) tespit edilmistir. Defne ve fesle§en gruplari
arasinda 7. ve 10. gilinlerde aralarindaki fark istatistiksel anlamda ©Onemli
bulunmazken (p>0,05), 5. giinde bu degerin istatistiksel agidan onemli Glgiide
farklilik oldugu bulgulanmistir (p<0,05). Film uygulanmamis kontrol grubu ile
yenilebilir film kapli gruplar arasinda depolama periyoduna bagli istatistiksel
acidan 6nemli farkliliklar gozlemlenmistir (p<0,05).

Cizelge 4.8. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda Staphylococcus spp. sayilari degisimi
(log CFU/qg)

Depolama siiresi (giin) | Kontrol Feslegen Defne
1 2,01 +£0,20% <10 <10
3 2,26+ 0,16 <10 <10
5 2,79 +0,58 | 2,16+ 0,08 <10
7 3,51 +0,10% | 2,45+0,16" | 2,80 +0,02%
10 - 2,6+0,02% | 23+0,40%

Sonuglar (X+£SS) olarak verilmistir. Ayni satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, ayni siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup igi
farki belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.5. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto 6rneklerinin Staphylococcus spp.sayilari
degisimi (log CFU / g)
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Staphylococcus tiirlerine insanlarin agiz, burun, el ve derilerinde normal
veya gecici flora liyeleri olarak her zaman rastlanmaktadir. Bu bakteriler 6zellikle
derideki sivilce ve yaralarda yaygin olarak bulunurlar. Staphylococcus’un patojen
(Staphylococcus aureus) ve patojen olmayan tipleri vardir. Ayrica Staphylococcus
koagiilaz pozitif ve koagiilaz negatif olarak da incelenmektedirler (Yapar, 2006).

S. aureus patojen bir bakteridir ve intoksikasyon tipi gida zehirlenmelerine
neden olmaktadir. Islem gormiis gidalarda bulunmasina izin verilmez ancak, ¢ig et
gibi gidalarda az sayida bulunmasina izin verilebilir. Buna gore arama ya da
sayma yontemi kullanilir. Gidadaki varligi her zaman zehirlenme yapacagi
anlamina gelmez. Toksin olusturmasi gidanin asitligi, kuru maddesi vb. faktorlere
baglidir (Anonymous, 2005).

Calismada kontrol ve kaplanmis gruplarin 4°C’de depolama boyunca kiif
ve maya degerleri sekil 4.6’ de gosterilmistir. Film kapl gruplar arasinda ve
depolama giinleri boyunca istatistiksel olarak onemli farkliliklar bulunmamistir
(p>0,05). Kontrol grubu ile kaplanmis gruplar arasinda ilk 3 giin 6nemli farklilik
gbzlemlenmemistir (p>0,05).

Depolamanin 5. giiniinden sonra kontrol grubunda kiif ve maya sayilarinda
onemli artiglar goriilmiistiir (p<0,05) ve 4 log CFU / g degerine ulagmistir. Film
kapl gruplarda ise ufak artislar ile degisim gosterirken (p>0,05), depolamanin 10.
giintinde 3,5 log CFU/g degeri bulgulanmustir.

Cizelge 4.9. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda maya-kiif sayilar1 degisimi (log CFU/Q)

Depolama siiresi (giin) | KONTROL FESLEGEN DEFNE
1 2,50+ 0,55 | 2,30+0,58" | 2,30+0,33"
3 2,85+0,07" | 2,50+0,16° | 2,70+0,62*
5 3,50+0,13* | 2,80+0,25"* | 3,00+0,07™
7 4,20 +0,06” | 3,00+0,44° | 2,80+0,46™
10 - 3,20 +0,09* | 3,50+ 0,02%

Sonuglar (X+£SS) olarak verilmistir. Aymi satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, ayni siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup igi
fark: belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.6. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto 6rneklerinin kzif-maya sayilar1 degisimi (log
CFU/g)

Defne ve feslegen ekstraktli gruplarin kontrol grubuna kiyasla
depolamanin 7. giinlinde maya kiif sayisini iiremesini yaklasik 1,5 log inhibe ettigi
ve ayrica tiim depolama periyodu boyunca liremeyi yavaslattigi tespit edilmistir.

Can vd. (2007), aynali sazan filetolar1, kontrol grubu, %0.5, %1 ve %1.5
eugenol soliisyonlari igerisinde bekleterek +4 °C’de muhafaza etmisler, filetonun
baslangigtaki maya ve kiif sayisi sirasi ile 4,50-4,47, 4,61-4,53, 4,63-4,51 ve 4,20-
4,27 log CFU/g iken 42. giinde 7,13-7,45, 5,96-5,69, 5,73-6,39 ve 5,88-6,72 log
CFU/qg tespit etmislerdir.

Avila-Sosa et al. 2011, farkli 3 tiir yenilebilir filmlerde (amaranth, kitosan
ve nigasta) antimikrobiyal ajan olarak kullandigi kekik, tar¢gin ve limongrass
esansiyel yaglarinfarkli konsantrasyonlarda deneyerek antifungal aktivitelerini
degerlendirmistir. En iy1 kitosan filmlerin %0,25 oraninda kekik esansiyel yagi ve
%0,50 oraninda tar¢in esansiyel yagi igeren oldugu, ardindan amaranth filmlerin
sirayla %2 ve %4 kekik ve tarcin esasnsiyal yagi iceren filmlerin etkili oldugu
bildirilmistir. Kekik ve tar¢in esansiyel yaglari iceren kitosan yenilebilir filmlerin
gida yilizeyinde maya ve kiif gelismini i¢erdigi ugucu bilesikler sayesinde inhibe
ettigi ve boylece gida kalitesini korudugu bildirilmistir.
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Flores et al., 2010 ksantan gam ve potasyum sorbant yenilebilir filmi ile
gliserol igerikli tapyoka nisastasi yenilebilir filmin ekstriisyon teknolojisiyle farkli
oranlarda karigimlarinin fiziksel ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Ksantan gamin karisim yenilebilir filmin o6nemli o6l¢iide  (p<0,05) diger
bilesenleriyle etkilesim gosterdigi, nem igerigini azalttigin1 ve antimikrobiyal
etkinliginin olmadigini bildirmislerdir.

Yapilan calismada antimikrobiyal 6zellikte hazirlanan filmlerin maya ve
kif gelisimini inhibe ettigi yoniinde elde edilen bulgular belirtilen ¢aligmalarda
elde edilen bulgular ile paralel 6zellik gostermektedir.

Alabalik fileto Orneklerinde 4°C’de depolama siiresince gorsel olarak
kiiflenme gozlemlenmemistir. Kiif-maya analizlerimiz ve bakteri tayinlerimiz
sonucunda maya tremeleri tespit edilmistir. Alabalikta baslangigta bulunan
mikroorganizmanin, stre¢ film paketleme ile kalan havay: kullanip, sayica artmis
olmasindan kaynaklandig1 dusiiniilmektedir. Ayrica yenilebilir film kaph
orneklerimizde antimikrobiyal 6zellikleri disinda gidanin etrafinda bariyer gorevi
gérmesinden kaynakli hava ile temasi kesilip kontrol grubundan daha diisiik kiif-
maya degerleri gosterdigi diisliniilmektedir.

Maya-Kiif Bakteri Tayinleri: Maya kiif sayimi gidalarda genel hijyenik
kontrol olarak degerlendirilmektedir (Anonymous, 2005).

Depolama boyunca yapilan analizlerinden koloni ornekleri alinarak
saflagtirnlmis ve API 20 C AUX bakteri identifikasyon test kitleriyle tayinleri
yapilmustir.

Yapilan analizlerin bilgisayar tanimlama programindan alinan sonuglarina
gore tanimlama oranlari ile birlikte izole edilen bakteriler;

o Candida zeylanoides %98,3
o Trichospora inkin %92,7
o Candida calliculosa %84,5

Yenilebilir film kaplanan ve kaplanmamis alabalik filetolar1 4°C’de
depolanmas siiresince laktik asit bakteri sayisindaki degisimler sekil 4.7’ de
verilmistir. Depolama boyunca defne ve feslegen kapli gruptaki benzer artis
gbzlenmesinden istatistiksel anlamdada farklilhik 6nemsiz bulunurken (p>0.05),
kontrol grubuyla aralarinda fark oOnemli olarak (p<0.05) bulgulanmistir.
Depolama periyodu boyunca defne ve feslegen ekstrakli yenilebilir film
uygulanmis gruplarinda laktik asit bakteri sayisinda artis gézlenmistir. Laktik asit



70

bakterileri fakiiltatif anaerob bakteriler olup mikroaerofilik ortamda en iyi fazla
iireyebilmektedir (Jouki et al., 2014). Bu acidan degerlendirildiginde depolama
boyunca yenilebilir filmler kaplanmig alabalik filetolarikontrol grubuna goére daha
fazla artis oldugu gozlemlenmistir (p<0.05).

Cizelge 4.10. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda laktik asit bakteri sayilar1 degisimi
(log CFU/qg)

Depolama siiresi (giin) KONTROL | FESLEGEN DEFNE
1 2,60+ 0,568 | 3,04+0,32" | 3,15+ 0,37™
3 3,00 +£0,43% | 3,85+0,70° | 3,50 + 0,293
5 3,80 £0,10% | 4,37 +0,24" | 4,60+0,11
7 4,20 +0,01* | 5,00+ 0,30°% | 5,30+ 0,33
10 - 5,6 + 0,05 | 5,70+0,02%

Sonuglar (X+£SS) olarak verilmistir. Ayni satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, ayni siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup igi
farki belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.7. Buzdolabinda depolanan alabalik fileto drneklerinin laktik asit bakteri sayilar degisimi
(log CFU/qg)

Lopez de Lacey et al. (2014), biyoaktif yenilebilir film materyali olarak agar
ve yesil ¢ay ekstrakti ile probiyotik bakteri (Lactobacillus paracasei L26 ve
Bifidobacterium lactis B94) kullanarak berlam baligindaki 15 giin siiren raf dmrii
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caligmasinda yesil ¢ay ekstraktli filmle kaplanmis grup disinda tiim gruplarda
laktik asit probiyotik bakteri sayilarinda artis oldugu bildirilmistir. Ozellikle
probiyotik bakteri kullanildig1 film kaplamali gruplarda laktik asit bakteri artigin
daha fazla olmasindan kaynakli mikrobiyal bliylimeyi gegiktirme {lizerine etkisinin
olabilecegi belirtilmistir. Kontrol berlan filetolarin bakteri sayilarin laktik asit
bakterileri disinda artis gosterdigi, bu sebepten kontrol grubun raf émriin daha
kisa silirdiigii bildirilmistir. Sonug¢ olarak c¢alismada yesil cay ve probiyotik
yenilebilir agar filmlerin berlam baginda 1 hafta boyunca raf 6mrii arttirip, balikta
yararl laktik asit bakteri sayis1 arttildigi tespit edilmistir.

Baharatlarin gidalardaki antimikrobiyal etkisi, besiyerindeki antimikrobiyal
etkisinden daha diisiik ¢iktig1 ve bu nedenle de gidalardaki antimikrobiyal etkileri
gidanin yapisina ve kullanilan baharat miktarina bagli oldugu, bu agidan en hassas
mikroorganizmalar Gram(+) bakteriler, en direngli mikroorganizmalar ise laktik
asit bakteriler oldugu bildirilmistir (Cerit, 2008). Laktik asit bakterilerinin hizli
gelisimi bozulma yapan mikroorganizmalarin sayisinda azalma yapip, iirettikleri
enzimler sayesinde patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettikleri
bildirilmektedir (Adam et al., 1987; Ostergaard et al., 1998; Gémez-Estaca et al.,
2010).

Bu degerlendirmeler 1s1¢inda ¢alismamizda ekstrakli grubun balikta gerek
bariyer gorevi listlenmesi gerek antimikrobiyal etkinliginden kaynakli belirgin
artisin  gozlemlendigi tespit edilmistir. Kontrol grubunda diisiis yasanmamis
aksine bozulmayla birlikte artis gézlenmis olsa bile 4,2 log CFU/g degerinde
kaldig1 bulgulanmustir.

Laktik Asit Bakteri Tayinleri: Depolama boyunca yapilan analizlerinden
koloni 6rnekleri alinarak saflagtirilmis ve API 50 CH bakteri identifikasyon test
kitleriyle tayinleri yapilmistir.



72

‘ Laktik asit bakterileri

Lactobacillaceae ‘ ‘ Streptococcaceae Actinomycetaceae
Lb. acidophilus* Str. thermophilus Bi. bifidus
—|_b. helveticus —Ent. faecalis Bi. brevi
—L_b. delbrueckii —|_C. lactis ssp. lactis* Bi. adolescens
—Lb. plantarum —{L_c. lactis ssp. cremoris Bi. longum
—|_b. fermentum —|_eu. mesenteroides
—|_b. brevis* —(0enococcus oeni
—| b. salivarius* —{(_eu. cremoris
—|_eu. dextranicum
—(Pe. pentosaceus
—Pe. acidilactici

Sekil 4.8. Laktik asit bakterileri familyalar1 ve belli basli tiirleri (Kilig, 2008).

“* Calismamizda tespit edilen bakteri tiirlerdir.

Laktik asit bakterilerin Lactobacillaceae, Streptococcaceae ve
Actinomycetaceae familyalari ait olduklari alt tiirleri gosterilmis ve ¢alismamizda
tespit etmis oldugumuz bakteri tiirleri sekil 4.8 de gdsterilmistir.

Laktik asit bakterileri (LAB) taksonomik siiflandirmasinda degisimler
olmasima karsin, gidalarda en yaygin olarak goriilen cinsleri Carnobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella® dir
(Holzapfel ve ark., 1995).

Yapilan analizlerin bilgisayar tanimlama programindan alinan sonuglarina
gore tanimlama oranlari ile birlikte izole edilen bakteriler;

Lactobacillus salivarius %99,9
Lactobacillus brevis %99,6
Lactobacillus acidophilus %89,1
Lactococcus lactis spp. %81,8

o O O ©O
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4.2.3.2.Duyusal Analizler

Yenilebilir film kapli oOrneklerin ve kaplanmamis kontrol grubunun
depolama sonrasi ¢ig ve pisirilmis olmak iizere iki farkli form kullanilarak
duyusal analizleri gergeklestirilmistir. Duyusal analizleri i¢in 2 ayr test ve skala
kullanilmistir. Analiz ve formlar1 bolim 3.2.6 de gosterilmistir. Uygulanan
testlerden birincisi Kalite Indeks Metoduna gore uyarlanmis, depolama periyodu
stiresince ¢ig alabalik filetolarinin duyusal degerlendirmesi ve bununla beraber
panelistlerin genel begenilerine gore tercihleri belirlenmistir. Bir digeri ise tiiketici
begeni testi olarak 9’dan 1’e kadar olan tanimlayici kriterler ile renk, koku, lezzet,
doku yapis1 (tekstiir) ve genel kabul edilebilirlik 6zelliklerini degerlendirmislerdir.
Pigmis alabalik filetolarin duyusal degerlendirmelerin hem depolama periyodu
boyunca genel begenisi hem ilk giin tiikketim begenisi degerlendirmeler
yapilmustir..

Calismada yapilan denemelerde farkli ekstrakt konsantrasyonlarin farkli
etkileri oldugu gozlemlenmis, uygulamada kullanilacak film kompozisyonu
secilirken antimikrobiyal etkinligi yiiksek ve iriiniin duyusal 06zelliklerini
etkilemeyecek ozelliklerde olmasina dikkat edilmistir. Ksantan gam yenilebilir
filmlere eklenen ekstrakt miktar1 arttik¢a filmlerin antimikrobiyal etkinligi artmis,
fakat film cozeltilerin seffafligi azalip renk yogunlugu artmaktadir. Ozellikle
feslegen ekstraktli filmlerde duyusal agidan begenilmedigi, bu nedenle defne
ekstrakti kullanilan grubun daha tercih edildigi gozlemlenmistir.

Cig Alabalik Filetolar1 Genel Begeni ve Kabul Edilebilirlik Testi;

Buzdolab1 kosullarinda depolama periyodu siiresince alabalik filetolarinin
duyusal kalitelerindeki degisimleri, sekil 3.2.6°da verilmistir. Panelistler
tarafindan yapilan duyusal degerlendirmeye gore 4°C’de depolanan yenilebilir
film kaph alabalik filetolarinin duyusal puanlar1 depolama siiresince artis
gostermistir. Kontrol grubu depolama siiresince diger gruplara gore daha kisa
zamanda daha yiiksek duyusal skorlarda bulgulanmistir. Feslegen ve defne
yenilebilir kapli alabalik filetolar1 buzdolabi sicakliginda raf omrinii 3 giin
uzatmistir. Kontrol grubu duyusal olarak 7. giin, ekstrakli yenilebilir film kaph
alabaliklar ise 10. glinden itibaren duyusal olarak reddedilmistir.

Defne ve feslegen kullanilan gruplarda duyusal yonden istatistiksel dnemli
farklilik bulunmamistir (p>0.05). Duyusal parametreler bakimindan kontrol ve
muamale gruplar1 arasinda depolamanimn ilk 3 giinlinde 6nemli farkliliklar
gozlenmezken (p>0,05), 3. giinden sonra kontrol grup ile film kapli gruplarin
duyusal degisimlerindeki farklar istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05).

Depolamanin ilerleyen giinlerinde ekstrakt film kapli alabalik filetolarda
bozulmus balik kokusundan ¢ok bitki ve yosun kokusu alindigindan begeni
kontrol grubuna gore tercih sebebi olmustur. Kullanilan ekstraktli yenilebilir film
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kapli alabaliklarin kontrol grubu ile kiyaslandiginda, kaplama isleminin balik
etine kabul edilebilir bir parlak goriintii, aroma ve koku saglamistir. Ozellikle
defne ekstraktt uygulanan Ornekler hos aromasi ve baligimsi kokuyu
uzaklastirmadig1 belirtilerek panelistler tarafindan en ¢ok tercih edilen grup
olmustur. Depolamanin 5. giinlinden itibaren kontrol gurubunda ¢ig alabalik
paketlerinde mukus salgis1 gézlemlenirken, yenilebilir film uygulanmis gruplarda
baliga 6zgl salgi goézlenmemis, yalnizca baliklarin ¢ozeltiye daldirma sonrasi
kurutma islemi ardindan paketlenen 6rneklerin strofor tabaklarinda film ¢dzeltisi
oldugu belirlenmistir. Cig alabaliktaki duyusal puanlar depolama siiresince artig
sergilemistir.
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Sekil 4.9. Depolama boyunca ¢ig alabalik filetolart duyusal degisimi

Kalite index Metoduna gore hazirlanmis  duyusal  analizin
degerlendirilmesinin ardindan panelistlere hangi balig1 tercih edecekleri
sorulmustur. Depolamanin ilk 3 giinline kadar agirlikli olarak kontrol grubu ve
ardindan defne ekstrakli yenilebilir kapli grup tercih edilmistir. 5. glinden sonra
kontrol grubu tercih edilmemis defne grubu 5. ve 7. giinlerde tekrar tercih
edilmistir. Depolama periyodu boyunca feslegen ekstrakli grup tercih
edilmemistir. Feslegen ekstraktinin balikta olusturdugu renk ve koku yogunlugu
nedeniyle tercih edilmedigi belirlenmistir. Bunun yanisira kontrol grubunda
bozulmaya bagl renk ve kokuda meydana gelen degisimlerin film kapl gruplara
gore daha belirgin oldugu belirlenmistir.
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Mexis et al. (2009) yilinda yaptiklar ¢alismada 4 °C’de depolanan alabalik
filetolarinin raf dmriiniin kontrol grubu i¢in 4 giin, kekik yagi iceren gruplar igin
7-8 giin, O, absorber igeren gruplar i¢in 13—14 giin, O, absorber ve kekik yagi
igeren gruplar i¢in 17. giin tespit etmisglerdir.

Kiling ve Yavuz (2011), kontrol grubu, %1,%2,%3,%4 ve %5’lik laktik
asit solusyonlarinda bekletilen taze alabalik filetolarinin duyusal kabul
edilebilirlik degerleri depolamanin baslangicinda sirasiyla; 7.8, 7.4,8.3,7.8,6.9 ve
7.3 olarak saptamigslardir. Kontrol grubu depolamanin 3.giliniinde 2.8’¢ diiserek
panelistler tarafindan reddedilmistir. Depolamanin 6.giinlinde ise diger gruplar
sirasiyla duyusal kabul edilebilirlik 1.8,1.8,1.4,1.2 ve 1.2 degerlerine diiserek
panelistler tarafindan reddedilmislerdir.

Pismis Alabalik Fileto Kabul Edilebilirlik Testi;

Buzdolabi kosullarinda depolama periyodu siiresince alabalik filetolarinin
Paulus et al. (1979) yapmis olduklari1 duyusal analizi metoduna gore uyarlanan
duyusal 6zelliklerindeki degisimleri, sekil 4.10°da verilmistir. 4°C’de depolanan
yenilebilir film kapli alabalik filetolarin 3 dakika mikrodalga firinda pisirildikten
sonra panelistler tarafindan duyusal degerlendirmeleri yapilmis, puanlar
depolama siiresince azalis gOstermistir. Sonucglarda 5 panelistin degerlerin
ortalamasi alinmis, 9 tamamen taze balifi, 1 ise tamamen bozulmus balig1
gostermektedir. Skalada; 9-¢ok iyi, 8-oldukea iyi, 7-iyi, 6-biraz iyi, 5-yorumsuz,
4-biraz kotl, 3-koti, 2-oldukea kotii, 1-¢ok kotii olarak degerlendirilmistir. Genel
begeniye dayali pismis alabalik filetolarin duyusal degerlendirmelerin hem
depolama periyodu boyunca ortalama begeni hem iiretim giliniinde ilk tiiketim
begenisi sonuglart alinmistir.

Analizde 9’Iu hedonik skala (1:¢ok kotli, 9:¢ok iyi) lizerinden yapilan
degerlendirmede, ortalama degerler dikkate alindiginda depolama baslangicinda
film kaplanmamuis alabalik filetolarin, defne ve feslegen ekstrakli yenilebilir film
kapli alabalik filetolarina gore daha fazla begenildigi belirtilmis, istatistiksel
anlamda da bu fark onemli goriilmektedir (p<0,05). Fakat film kapli alabalik
filetolarm; birbirleri arasinda ve tiim depolama siiresince belirgin bir farklilik
saptanmamustir (p>0,05). Kontrol grubu ise depolama boyunca énemli derecede
farkliliklar ile degisim gostererek (p<0,05) duyusal degerlerinin depolamanin ilk
giin 8 (oldukea iyi), son giinii olan 7. giinde ise 2 (oldukg¢a kotii) degerlerinde
oldugu bulgulanmistir. Kontrol grubunun ardindan genel olarak begenilen defne
ekstraktli grubun depolamanin ilk giiniinde 6,64 (biraz iyi), son giinii olan 10.
giintinde 2,3 (oldukga kotii) degerlerinde oldugu saptanmistir. Feslegen ekstraktli
grup ile defne ekstraktli grup karsilastirildiginda istatistiksel anlamda farklilik
gozlenmemis olup (p>0,05) depolamanin ilk giinii 6,08 (biraz iyi), son giinii olan
10. giiniinde 2 (olduk¢a kotii) olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu igin
depolamanin son giinii olan 7. giinde defne ve feslegen ekstraktli yenilebilir filmli
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alabalik filetolarin degerleri sirayla 4 ve 3,5 olup “biraz koti” olarak
degerlendirilmistir. Buradaki esas neden dogal antimikrobiyal 0Ozelligi olan
ekstraktlarin yanisira, yenilebilir film kaplamasiyla balikta kotii goriinti ve
bozulma kokusunu kapattig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ dogrultusunda yenilebilir
film kaplamanin kontrol grubuna gore 3 giin daha duyusal etkisi olmaktadir.
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Sekil 4.10. Depolama boyunca pismis alabalik filetolar1 duyusal degisimi

Depolama baslangicindan itibaren yenilebilir film gruplar1 arasindan defne
ekstraktlt yenilebilir filmlerin panelistler tarafindan begenilmesine karsin
depolamanin 3. giiniinden sonra feslegen ekstrakti kullanilan grup duyusal agidan
begenilmemistir, defne ekstrakt kapli alabalik filetolarinin daha fazla tercih
edildigi gozlemlenmistir. Bunun yanisira; ekstrakli yenilebilir filmlerin alabalik
filetolarinda renk acisindan gorsel dezavantaj yarattifi gozlemlenmistir. Bu
sebeplerden dolayr yenilebilir film kaplh gidalarin  duyusal nitelikleri
gelistirilmesine yonelik ¢aligsmalara ihtiya¢ vardir.

Yenilebilir film uygulanmamis ve film kaplama uygulanan alabalik
filetolarinin tiretimden sonra ilk gilinlin panelistler tarafindan duyusal degerlerme
sonuglart sekil 4.11° de gosterilmistir. Kontrol grubu, feslegen ekstraktli ve defne
ekstraktli yenilebilir film kapli gruplarin sirastyla renk, koku, lezzet, doku yapist
ve genel kabul edilebilirlik kriterleri genel olarak degerlendirildiginde; kontrol
grubun daha fazla tercih edilebilir oldugu gézlemlenmistir. Bunun yanisira defne
ve feslegen ekstraklari ilave edilerek antimikrobiyal 6zellik kazandirilan ksantan
yenilebilir filmler ile kaplanmis alabalik filetolarin genel begeni puanlar1 beklenen
yiiksek puanlar1 alamamistir. Fakat defne ekstraktinin kullanimin koku yoniinden
daha begenildigi, doku, lezzet ve genel begeni acisindan kontrol grubuna yakin
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oldugu belirlenmistir. Feslegenin ise degerlendirmede en diisiik degerleri aldig

bulgulanmustir.
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Sekil 4.11. Pigmis alabalik filetolarin duyusal begenisi

Ayana (2007), yaptigi ¢alismada zeytin yapragi oziiti (ZYO) igeren
metilseliiloz (MS) esasli antimikrobiyal filmlerin iiretimi ve karakterizasyonu
yapilmis, ZYO icermeyen MS filmler seffaf, ancak ilave edilen 6ziitiin etkisiyle
renk seffaf yesilimsi bir renge donlismekte ve artan oOziit derisimiyle renk
yogunlugu da artmakta oldugunu bildirmistir. Bitki 6ziitii icerdigindeki fenolik
bilesiklerden dolay1r aci tat yarattigi ve filmlerde, antimikrobiyal ajan olarak
kullanilan maddeler film soliisyonlarinda diisiik derisimlerde kullanildigindan
film tat ve kokusunu etkilemedigini belirtmistir.

Kenar et al. (2010), buzdolab1 kosullarinda vakum pakette depolanan
sardalya filetosunun raf 6mrii hedonoik skalaya gore kontrol grubu yaklasik 6.75
puanda (10.giin) biberiye ve adagayr ekstrakti uygulanan gruplarin 6.50 puanda
(13.glin) tiiketilebilir oldugu bulunmustur. Balik tamamen red edildiginde
ortalama duyusal puan kontrol i¢in (13.giin) yaklasik 4.00 biberiye ve adacayi (20.
giin) i¢in ise, 3 olarak bulunmustur.

Mohan et al., 2012, yenilebilir kitosan film kaplamalarin ( %1 ve %?2)
sardalyanin buzdaki kalite degisimleri iizerine aragtirma yapmislardir. Gruplarin
tiketilebilirligi agisindan %1 ve %2 kitosan kapli gruplar i¢in sirastyla 8 ve 10.
giinler, buna karsilik kaplama uygulanmamis kontrol grubunda 5 giin olarak tespit
edilmistir.
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Zambrano-Zaragoza et al., 2014, taze kesilmis elmalarin dolapta
depolanmalar1 sirasinda korunmasi ic¢in ksantan gam filmleri ile daldirma,
nanokapsiilasyon ve nanoemilsiyon yontemleri kullanilmistir. Yenilebilir film
kaplama olarak ksantan gamin taze meyvelerde kullanimi ile meyvenin lezzet ve
aromasini muhafaza ettigi tespit edilmistir.

4.2.3.3.pH Analizleri

Depolama siiresince balik etinin pH degisimleri sekil 4.12° de gosterilmistir.
Gruplar aras1 pH degerinde 6nemli farkliliklar gézlenmemistir (p>0.05). Alabalik
etindeki pH degeri 6.2 ve 6.5 arasinda degiskenlik gostermis olup, depolama
stiresince dalgalanmalar tespit edilmistir. pH degeri tim gruplar i¢in depolama
sonunda 6,5 in altinda kalmistir. Kullanilan ekstraktlar balik etinin pH degerinde
onemli bir etkisi olmadigi gozlemlenmistir (p>0.05). Depolama siiresi boyunca
olusan pH degerinde grubunda artiglar  gOriilmiis olup, film
kaplamalarinda dalgalanmalar tespit edilmis, degisimlerin istatistiksel acidan
onemsiz oldugu goriilmiistiir (p>0.05). Bilindigi gibi mikrobiyal gelisim iiriin
pH’sin1 6nemli olgiide etkileyen bir faktordiir. Gruplarin mikrobiyal degisimleri

kontrol

ile pH degisimlerin de benzer degisimler oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.11. Buzdolabinda depolanan alabalik filetolarinda pH degisimi

Depolama siiresi (giin)

KONTROL FESLEGEN DEFNE
1 6,24 +0,03° | 6,22 +0,04°" | 6,21 +0,03"*
3 6,32 +0,09° | 6,24 +0,05 | 6,18 + 0,05
5 6,35+0,11°' | 6,28 +0,21* | 6,34 +0,16™
7 6,48 £0,01** | 6,40 £0,09** | 6,31 +0,10™
10 6,40 + 0,10°" | 6,38 + 0,08

Sonuglar (X+£SS) olarak verilmistir. Ayni satirdaki harfler gruplar arasi
istatistiksel farki, ayni siitundaki rakamlar muhafaza periyodu siiresince grup igi
farki belirtmektedir (p<0.05). n=3
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Sekil 4.12. Alabalik filetolarin pH degisimleri

Erkan (2002), sogukta (+4°C) depolanan kolyoza (Scomber japonicus)
uyguladigi propil gallatin pH degerine etkisini inceledigi arastirmasinda,
depolamanin ilk giinii pH degerini 6,07; 12. Giin kontrol grubunda 6,96; % 0,2
propil gallat grubunda 6,61 ve % 4’liik propil gallat grubunda 6,47 olarak bulmus
ve depolamanin 12. giiniinde sadece kontrol grubunun tiiketilebilirlilik degerini
astigini vurgulamistir.

Karpinska (2008), %1 biberiye ekstrakti ilave ettikleri hindi koftelerinde
soguk (4°C) depolama siiresince yapilan pH &lciimlerinde, kontrol grubunda pH
degerlerinin (6,50-6,38) biberiye igeren gruplara (6,40-6,33) kiyasla daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Mexis et al. (2009), buzdolabi kosullari altinda depolanan (4 °C)
gokkusagi alabaliginda pH, 6.65-6.09 olan baslangic degerinden disiisler
sergilemis ve sonrasinda protein yikim friinlerinin olusumundan dolay1 6.86’a
ulagmustir.

Mantoglu (2010), yaptig1 ¢alismada kekik ekstrakti kullanilarak levrek
baligimin (Dicentrarchus labrax) raf omriinii tespit etmek amaciyla yapilan
analizlerden olan pH o6l¢timleri sonucunda, kontrol grubunun pH’1 1. ayda 6.11,
kekik ekstrakti uygulanmis deney grubunda ise 6.07’lik bir degere ulasilmistir.
6.27°lik baslangic pH’1 elde edilen levrek filetolarina bakildiginda, depolama
periyodu sonunda kontrol grubunun pH degeri 6.47, deney grubunun pH degeri
ise 6.44 tespit edilmis, 6 aylik depolama periyodu sonrasinda kontrol grubunun
pH degeri ortalamasinin 6.28 olurken, deney grubunun pH degeri ortalamasi ise
6.23 oldugu bulgulanmistir.
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Baliklarda pH degerinin 6.0’dan 7.1’e kadar ¢esitlilik gostermesini 6lim
sonrasindaki; mevsim, tiir, yem kompozisyonu ve miktarin1 gibi ¢esitli faktorlere
bagli oldugu bildirilmistir (Olsson et al., 2007). pH’taki farkliliklar muhtemelen
baliktaki farkli beslenme durumundan kaynakli da olabilecegi diisiiniilmektedir.
Depolama siiresince pH’taki artis balik bozulmasi bakterileri tarafindan diger
biyojen aminlerin yan1 sira amonyak ve trimetilamin gibi temel bilesenlerin ortaya
cikisi ile alakali olabilecegi bildirilmektedir (Kyrana et al., 1997).

Calismamizda bulmus oldugumuz sonuglarla 6nceki yapilan caligmalar
uyumlu olup, bozulma dolayisiyla dalgalanmalar ve gruplar arasinda farkliliklar
onemsiz bulunmustur (p>0.05).

4.2.3.4.Bakteri tayinleri

Baliklarda bakteriyel floranin ¢ogunlukla aerobik veya fakiiltatif
anaerobik, psikrofilik Gram negatif cubuklardan Pseudomanas, Alteromonas,
Moraxella, Acinetobacter, Flavobacterium, Cytophaga ve Vibrio cinslerini
dominant olarak icerdigi bildirilmektedir. Gerek dogada yasayan gerekse
yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinin solungaglarinda Pseudomonas,
Cytophaga, Aeromonas ve Coryneform grubun predominant olduklar
bildirilmektedir. Ancak Corynebacteria ve Vibrio’nun kiiltiiri  yapilan
salmonidlerden ziyade dogada yasayanlarda daha fazla goriilebildigi
belirtilmektedir (Diler vd., 2000).

Insan gidas1 olarak tiiketilen tatli ve deniz suyu baliklarmnda dominant
bakteri tanimlamalar1 bu besinlerin bakteriolojik kalitesini belirleyip, ayn1 zaman
da bozulma nedenlerini ortaya koymaktadir. Spesifik bakteri tayinleri ve
yogunlugu ile baligin avlandigi ¢evrenin mikrobiyal popiilasyonu ve yogunlugu
hakkinda bilgi edinilebilir (¢izelge 3.13). Bu amagla deniz ve tathi su baliklarin
deri, solunga¢ ve bagirsak florasi bakterileri incelenmektedir (Yaman ve Esendal,
2004). Tathisu baliklarinin sindirim kanalinda 6zellikle Aeromonas, Plesiomonas,
ve Enterobacteriaceae familyasinin iiyeleri bulunur. Diger bakteri cinslerinden
Acinetobacter, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus, Moraxella ve
Pseudomonas ise sudan ve diyetten kaynaklanmaktadir. Yapilan galismalarda
Aeromonas, Pseudomonas ve Enterobacteriaceae’nin gokkusagi alabaligi (Salmo
gairdneri), kahverengi alabalik (Salmo trutta) ve sazan (Cyprinus sp.)‘da
dominant oldugu belirlenmistir. (Diler vd., 2000).



Cizelge 4.12. Tathi su ve deniz baliklarinin deri, solungag ve bagirsak bakteriyel florasi (Yaman ve

Esendal, 2004).
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Tatl1 su baliklarin

Deniz baliklarin

Deniz baliklarin

Tatli su baliklarin

deri mikroflorast | deri mikroflorasi solungac bagirsak
mikroflorasi mikroflorasi
Acinetobacter Acinetobacter spp. | Alcaligenes spp. | Acinetobacter
spp. Alcaligenes Flavobacterium | spp.
Alcaligenes spp. | faecalis spp. Enterobacter spp.
Escherichia coli Escherichia coli Micrococcus Escherichia coli
Flexibacter spp. Cytophaga spp. spp. Klebsiella spp.
Pseudomonas Pseudomonas Bacillus spp. Proteus spp.
fluorescens fluorescens Achromobacter | Serratia spp.
Vibrio fluviatilis | Pseudomonas spp. Aeromonas spp.
marina Flexibacter spp.
Vibrio spp. Pseudomonas
Bacillus cereus spp.

Bacillus firmus
Coulobacter spp.
Corynefora spp.
Hyphonicrobius
vulgare
Lucibacterrium
harveyi
Photobacterium
angutsum
Prostecomicrobium

spp.

Baliklarda bulunan bakteri florasinin derilerindeki mukusun inhibe edici
etkisi ile bakteri olusumun go6zlenebilecegi ve yasadiklart suyun bakteriyel
florasina gore de degisiklik gosterecegi bildirilmistir (Horsley, 1997). Yaptigimiz
bu c¢alisma sonuglarina gore de Gram negatif bakterilerden Pseudomanas ve
Enterobacteriaceae tiirlerin daha yogun gelistigi, bunun da alabalikta var olan
bakteri florasindan kaynakli tiremelerin oldugu gozlemlenmistir.

Vibriolarda tiirlerinden olan V. metschnikovii sulu ortamlari seven ve o
ortamlarda bulunan bir bakteridir. Vibriolarin neden oldugu hastaliklarin ¢ogu,
deniz suyu ya da deniz drlinlerinin yenilmesi ile ilgilidir. Nitekim V.
metschnikovii, igme sular1, nehir ve lagim sularindan, midye, istiridye, karides,
yengeg, istakoz ve balik gibi deniz iiriinlerinden sik olarak izole edilebilmektedir
(Giidiictioglu, vd., 2003).

Pseudomanas spp.; Son derece onemli olan bu cinsin tiirlerinin bazilart
oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir. Tiirlerin tamam katalaz(+), gram(-),
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aerobik, polar flagellas1 ile hareket edebilen ¢ubuk sekilli bakterilerdir. Aerobik
olmalart nedeniyle gidalarin yiizeyinde hizla gelisebilmeleri sonucu okside
iriinler ve mukoz madde olustururlar. Psikrofil, mezofil veya psikrotrof tiirleri
vardir. Ozellikle sogukta saklanan et, tavuk eti, yumurta ve deniz iiriinlerinin
birinci derecede bozulma etmenidirler. Bazi gida maddeleri iizerinde
Pseudomonas fluoresans yesilimtirak pigment olustururlar. Is1 ve radyasyonla
kolayca 6ldiiriiliirler, oksijen olmadig1 zaman ve 42 ° C' nin {izerinde iireyemezler
ve kurumaya direglilikleri zayiftir (Yapar, 2006).

Serratia liquefaciens ve Serratia marcescens tiirleri Enterobacteriaceae
familyasina ait en Onemli tiirlerindendir. Gram(-), aerobik, proteolitik, bazi
gidalarda ve agar yiizeyinde genellikle kirmizi pigment olustururlar. Serratia
marcescens ette ve siitte geliserek kirmizi pigment olusturur (Yapar, 2006).

Erwinia spp.; Enterobacteriaceae familyasina dahil gram(-), katalaz(-),
anaerobik enterik cubuklardir. Cogu 37°C'de gelisme gosterirken bazi suslarinin
buzdolab1 sicakliginda gelistigi (hatta 1°C'de gelisebilen suslar1) belirlenmistir.
Bitkilerde protopektin halinde bulunan pektini, sahip olduklar1 protopektinaz
enzimi ile parcalayarak bakteriyel yumusak ciirlimeye neden olurlar (Ayhan,
2000). Enterobactericeae familyasinin bazi iyeleri, islem gormemis gidalar ile
ekipmanlar tizerinde E. coli’den daha uzun siire canliligin1 devam ettirmektedirler.
Erwinia suslar1 ile Serratia tiirleri bitkisel kaynaklidir ve fekal kontaminasyona
isaret etmezler (Yapar, 2006). Calismamizda bu tiiriin tayini defne ve feslegen
ekstraktlt gruplarda tespit edilmis olup, bitkisel kaynakli bakteriyel iiremenin
oldugu distliniilmektedir. Bu nedenle c¢alismamizda tespit edilen toplam
Enterobactericeae degerlerin tamaminin bozulma yapan bakterilerden olmamis
oldugu diistiniilmektedir.

Maya ve kiifler, baliklarda normal flora igerisinde bulunmazlar. Bu
mikroorganizmalar genellikle toprak orijinli olup, baliklarin avlandigi anda sudan
veya avlanma sonrasi kullanilan alet ve malzemelerden bulastigi bilinmektedir.
Trichospora inkin; Oksidatif ve askospor olusturmayan maya cinsidir. Gergek
misel olustururlar ve sekerleri ya zayif ya da hi¢ fermente edemezler. Taze
karides, sigir kiymasi, kanath etleri, dondurulmus kuzu eti ve diger pek ¢ok
gidada bulunmaktadir. (Can vd., 2007). Bu calismada da maya tiirlerinden
Candida zeylanoides, Trichospora inkin ve Candida calliculosa spesifik tiir
tayinleri yapilmis olup, ekstraktsiyonunda kullanilan bitki kaynakli ve ya tesisten
getirilen alabaliklarin fileto islemi esnasinda hijyenik calisilmamis olmasindan
kaynakl1 olacag: diisliniilmektedir. Baliklarin paketlenmesi esnasinda ise hijyenik
ve aseptik sartlarda calisilarak, eldiven ve steril malzemeler kullanilarak
calisilmastir.
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5. SONUC VE ONERILER

Raf 6mrii sona ermeden {iirlinde olusan mikrobiyolojik, kimyasal ve duyusal
bozulmalar gida giivenligi agisindan tiiketiciyi, gida kaybi1 agisindan da tireticiyi
yakindan ilgilendirmektedir. Ayrica tiiketiciler tarafindan tiiketilmeyip firmaya
geri gonderilen drlinler iilkemizde toplam gida kaybini da arttirmaktadir.
Antimikrobiyal ve antioksidan ozellik gosteren bazi antimikrobiyal maddelerin
yenilebilir filmlerde kullanimi ile tiiketimi fazla olan ve ¢abuk bozulan su
tirinlerinde ekonomik kayiplarin engellenmesi, raf émriiniin arttirilmasi ve yeni

bir aktif ambalaj teknolojisinin uygulanabilirliginin saglanmasi planlanmistir.

Calismamizda ekstraktlarin MIK analizleri ve yenilebilir filmlerde yapilan
disk difiisyon sonuglari dogrultusunda antimikrobiyal etkinlik degerleri tespit
edilmistir. Buna gore; test bakterileri iizerinde % 0,1 (w/v) defne ve feslegen
ekstraktin mininmum inhibe edici konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Limon
yaprag1 ekstraktin ise bakteriler lizerine antimikrobiyal etkisinin diisiik oldugu
tespir edilmistir. Calismada yenilebilir filmlerin antimikrobiyal aktivitesini
saglamak i¢in ¢ok miktarda limon yapragi ekstraktina ihtiya¢ olacagindan
yalnizca defne ve feslegen ekstraktiyla calismanin daha etkili olacagi saptanmaistir.
Yapilan denemelerde alabalik filetolarina kaplama iglemin uygulanmasinda uygun
konsantrasyonun % 0,5 (w/v) ksantan gam yenilebilir film ¢ozeltisi oldugu
belirlenmistir. Calismanin son asamasi olarak alabalik filetolar1 kalitesini
arttirmak ve raf omriinii uzatmak amaciyla yenilebilir filmler ile kaplama iglemi
icin % 0,5 ekstrakt / film ¢ozeltisi oranlar1 dogal ekstraktli ksantan gam yenilebilir
film ¢ozeltileri tiretilmistir. Mikrobiyolojik, pH ile ¢ig ve pismis duyusal analizleri
dogrultusunda antimikrobiyal yenilebilir filmin alabalik filetolarinin 4°C
depolamada duyusal analiz sonuglarina gore 3 giin raf Omriinli uzattig1 tespit
edilmistir. Sonuc¢ olarak alabalik filetolarin 4°C depolama sonucunda
mikrobiyolojik sonuglart ve panelistler tarafindan duyusal degerlendirmeleri
dogrultusunda kontrol grubu 7. giin, defne ve feslegen ekstrakt grubu 10. giinde
depolama sonlandirilmigtir. Duyusal analizleri dogrultusunda ilk reddedilen grup
olan kontrol grubu 7. giindeki toplam mezofilik arerobik bakteri sayis1 7,75 log
CFU / g tespit edilirken, antimikrobiyal kapli gruplar yaklasik 2 log diisiik

degerde oldugu gozlemlenmistir.
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Calisma sonuglarin  bitki ekstraklarinda bulunan etken maddelerin
bakterilerin iiremesinde azaltici veya yavaslatict etkisinden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Ayn1 zamanda yenilebilir film kaplama yontemiyle; kullanilan
dogal ve antimikrobiyal ekstraktlarin gida yiizeyi ile temas halinde olup
mikrobiyolojik gelisimi engellerken, gida igin koruyucu bariyer tabakasi
olusturmustur. Boylece antimikrobiyal olarak kullanilan madde gidaya ylizeyden
itibaren etkilemekte, ambalaj materyalinden disar1 difiizlenmesi engellenmektedir.
Bunun i¢in; antimikrobiyal yenilebilir filmlerde insan ve gidaya yan etkisi
olmayacak dogal ajanlarin tercih edilerek, gidaya uygun biyopolimer ve

antimikrobiyal maddelerin kullanilmas1 6nerilmektedir.

Mikrobiyolojik acidan alabalik filetolarinda defne ve feslegen ekstrakli
filmlerin kullanimi ile MIK ve disk difiizyon sonuglar1 dogrultusunda bakteriler
iizerine inhibe edici etkisi oldugu, yalnizca laktik asit bakterilerinde belirgin
artisin yasandigi tespit edilmistir. Defne ve feslegen dogal antimikrobiyalleri
iceren ksantan gam yenilebilir filmler ile kaplamanin 6rneklerin mikrobiyolojik
kalitesine etkilerinin, alabalik filetolarin et dagilimmin homojen olmayisina bagl
olarak degistigi; ancak genel olarak kaplamalarin mikrobiyal kalitesi iizerine
olumlu bir etkisinin oldugu belirlenmistir. Yapilacak yeni c¢aligmalarla
antimikrobiyal yenilebilir filmlerin &zelliklerinin gelistirilerek hava ve nem
gecirgenlik Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi, modifiye atmosfer uygulamasi, vakum

uygulamast ile yenilebilir film kaplanan ve dogal antimikrobiyal igeren alabaliklar

icin raf Omrii ve kalite 6zellikleri arttirilabilecektir.

Calismamizda belirlenmis olan % 0,1 (w/v) defne ve feslegen
ekstraktlarmin; ksantan yenilebilir filmine ilave edildiginde ve ardindan alabaliga
kaplanmasiyla bakteriler iizerinde etkinliginde farkliliklar gosterdigi gorilmiistiir.
Yapilan onceki calismalar ve yapmis oldugumuz bu ¢alismanin sonucunda insan
sagligin1 olumsuz yonde etkilemeyen dogal maddelerin yenilebilir filmlerle
kullaniminda gidalarda da muhafaza siiresini artirdig1 goriilmustiir. Fakat tiiketici

begenisini en ¢ok etkileyen lezzet ve koku bilesenleri dikkate alindiginda, iiriine
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uygun dogal antioksidan ve antimikrobiyal ilave edilen maddelerinin uygun

miktarlarda ve uygun bilesenler ile kullanilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Yapilan calismada defne ve feslegen ekstraktli yenilebilir filmlerin alabalik
filetolarinda kaplanarak bakterilere azaltict etki gosterme nedenleri; bitki
ekstraklarda bulunan etken maddelerin enzimleri inaktif etme yetenegine ve film
kaplama ile gidada bariyer gorevi olusturmasina baglanabilir. Fakat alabalik
filetolarinin  heterojen et dagilimindan dolayr film kaplamada bulunan
antimikrobiyal maddelerin etin yiizeyinden itibaren yayilliminin farkli oldugu,
bundan dolayr balikta farkli antimikrobiyal ve duyusal etki gosterdikleri
belirlenmistir. Bunun temel nedeni antimikrobiyal paketlemenin agirlikli olarak
gida ylizeyi ve ylizeye yakin gevresine niifus etmesinden dolayr gidada etkisinin

farkli olmasidir.

Calismada API bakteri identifikasyon kitleriyle bozulma yapan 14 farkli
bakteri ve 3 farkli maya tanimlamasi yapilmistir. Tanimlama oranlar ile birlikte
izole edilen maya tiirleri; %98,3 oraninda Candida zeylanoides, % 92,7 oraninda
Trichospora inkin ve %84,5 oraninda Candida calliculosa, laktik asit bakterileri
olarak; Lactobacillus salivarius %99,9, Lactobacillus brevis %99,6, Lactobacillus
acidophilus %89,1, Lactococcus lactis spp. %81,8 tanimlamalari yapilmstir.
Enterobacteriaceae  tiirlerinden;  Serratia  liquefaciens %98, Serratia
marcescens %98, Erwinia spp. %85 tiirleri bitkisel kaynakli bakteriler olup
yanlizca defne ve feslegen yenilebilir film kapli gruplarda, Moraxella %76 tiirii
ise tim gruplarda tayin edilmistir. Mezofilik bakteri tiirlerinden; Pseudomonas
fluorescens %99,9, Pseudomonas luteola %99,7, Vibrio metschnikovii %99,4,
Pasteurella multocida %98, Pseudomonas putida %96,8, Ralstonia picketti %91,1

tespit edilmistir.

Son yillarda yenilebilir filmler iizerie ¢ok sayida caligma yapilmasina
karsin, dogal antimikrobiyal yenilebilir filmlerin su {irlinlerin raf dmrii arttirmasi
yoniinde c¢alismalar sinirli sayidadir. Ayrica feslegen ve defne ekstraktlarin

ksantan gam biyopolimerinde uygulanarak antimikrobiyal film tretimi ve su
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tiriinlerinde kullanimi ile raf 6mrii ve bozulma yapan bakterin saptanmasi {izerine
yapilan ilk caligma olmustur. Yenilebilir filmlerde diger bitki ekstraktlarinin
antimikrobiyal etkinliginin 6l¢iilmesinde ve degerlendirilmesinde, bu ¢alismanin
yararli olacagina ve ¢alisma sonuglarin daha sonra yapilacak ¢aligmalara onciiliik
edecegine inanilmaktadir. Uygun antimikrobiyal dogal bitki ekstraktlar1 igeren
filmler, taze olarak tiiketilecek su {irlinlerinde depolama siiresince goriilen
mikrobiyolojik bozulmalarin 6nlenmesinde, gida giivenliginin saglanmasinda ve
tirtin raf 6mriiniin arttirtlmasinda yarar saglayabilecektir. Ayrica biyolojik olan bu
yenilebilir film kaplama ambalajlarinin g¢evre kirliligi yaratmayip, insanlara ve
cevreye zarari olmayacaktir. Bununla beraber dis yiizeyde bulunan plastik ambalaj
materyal kalinlig1 azalacagindan dolay1 ambalaj atiklar1 miktar1 azalacak ve ¢evre
kirliligi bir 6lgiide Onlenmis olacaktir. Ekstraktlarin, dogal olmalar1 ve kalinti
sorununa yol agmamalar1 nedeniyle bitkilerin, 6zellikle saglikli ve bitkisel gida
destekli fonksiyonel gidalarin iiretiminde Onemli bir deger olacagi tahmin
edilmektedir. Gelistirilmig olan filmler su {riinlerinde antimikrobiyal paketleme
veya koruyucu paketleme amaciyla kullanilacak, tiiketiciye giivenilir ulagmasi
saglanacaktir. Ancak, gelistirilen filmlerin ¢esitli su iriinlerinde denenmesi

amaciyla ilave ¢alismalar gergeklestirilmesi gerekmektedir.
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