Gidalarda Dogal Antimikrobiyallerin Kullanildigi Biyoaktif
Koruma Sistemleri Gelistirilmesi

Proje No: 1040543

Dog. Dr. F. Banu Ozen
Yrd. Dog. Dr. Ferda Soyer Dénmez
Dog. Dr. Yesim Ekinci

Aralik 2009
URLA, iZMIR



Onso6z

Bu rapor ’'Gidalarda Dogal Antimikrobiyallerin Kullanildigi Biyoaktif Koruma
Sistemlerinin Gelistirilmesi’ baslikli TUBITAK-TOVAG 1040543 No’lu arastirma projesinin
sonuglarini icermektedir. Bu proje ile dogal kaynakli, degigik antimikrobiyal maddelerin cesgitli
sekillerde gidalara uygulanmasi ile gida guvenligini artirici calismalara katkida bulunulmasi
amaclanmistir. Projenin baslangi¢ tarihi 1 Nisan 2005 olup 6 aylik bir uzatmayla 1 Ekim
2009’da sonlanmistir. Bitcesi telif haric 123.000 TL dir.

Projede bir yarittca ve iki arastirmaci yer almistir. Ayrica, proje butgesi ¢ergevesinde
3 yuksek lisans 6grencisi desteklenmistir. Raporun yazildigi tarihe kadar bu arastirmanin
sonuglarindan bilimsel dergilerde 2 makale yayinlanmistir ve 11 bildiri ulusal ve uluslararasi
konferanslarda sunulmustur. Ayrica konu ile ilgili olarak iki tez tamamlanmistir.

Bu projede oncellikle dort dogal kaynakli maddenin (aktif laktoferrin (ALF), biberiye
ekstrakti (BE), jenseniin G (JG) ve natamycin (NA)) antibakteriyal ve antifungal etkileri
gidalarin guvenligini ve kalitesini tehdit eden (¢ patojenik bakteriye (Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Enteritidis) ve iki kife (Aspergillus niger ve
Penicillium roquefortii) karsi test edilmistir. Bunlardan etkili olanlari ve kombinasyonlari
gidalara degisik islemlerle uygulanmistir. Bu islemler, etlerin ve peynirlerin antimikrobiyal
solisyonlara batiriimasi ve peynirlerin antimikrobiyal madde iceren biyopolimerlerle
paketlenmesidir. Ayrica antimikrobiyal madde eklenmesinin biyopolimerlerin fiziksel 6zellikleri
Uzerindeki etkileri incelenmis ve antimikrobiyal maddelerin gidalardan salinim profilleri elde
edilmistir.

Sonuglar ALF ve BE’nin solisyon olarak antibakteriyel etkilerinin oldugunu
gOstermistir. Etlere batirma yolu ile uygulandiginda ALF, L. monocytogenes ve E. Coli
0157:H7 sayilarinda disUse yol acmistir. BE ise yine etlerde Gi¢ mikroorganizmaya karsi da
etkili olmustur. BE, ayni zamanda batirma vyolu ile ete uygulandiginda oksidasyonu
disurmuistur. NA glgla bir antifungal maddedir ve biyopolimerlerin igine eklendiginde besiyeri
Uzerinde yapilan ¢alismalarda iki kiife karsi oldukca etkili olmustur. NA iceren biyopolimerler
ise kasar peynirin ylzeyinde sadece A. niger buyumesini engellemekte basari olmustur.
Antimikrobiyal olarak etkili olan konsantrasyonlarda biyopolimerlerin fiziksel 6zelliklerinde
onemli degisiklikler gézlenmemigtir. Peynirlerin NA solUsyonuna batirma uygulamalarinda iki

kiifin de gelisiminin engellenmesinde olumlu sonuglar elde edilmistir.



igindekiler

(@ .=1 SRS 10
ADSITACT. ... e e e e e e e e e e e 12
I 71 T 3R 13
2. GENEI BiIlGUIET....cceeeeieiieeeeeeeee e, 14
T € TCT Yoy I o) 4] (= o PP PP PP PPPPPPP 20
3.1 Bakteri Suslari ve KUltlr Kosullari..............c..c, 20
3.2 Bakteri KUItUrlerinin HazIrlan Sl ........coooeiiiiiii e 20
3.3 Bakteri BUyUme EGrileri........ccuuiiiiiiii e 21
3.4 KUf Suslari ve KUltlr Kosullari..............ooooo 21
3.5 KuUf Kiltlrlerinin HazirlaniSl...........ccco 21
3.6 Antimikrobiyal Maddelerin Hazirlanmasi...........oooouiiiiiiiiiiiiieec e 22
3.6.1 Aktif 1aKtOferrin (ALF)........ooo e 22

3.6.2 Biberiye ekstraktl (BE)........cooiiiiiiiiiiiiieie e 22

3.6.3 NatamyCin (NA). ... e e 23

3.6.4 .JeNSENIIN G (JG)..iiiiiiiiiiie e 23

3.6.4.1 Kullanilan bakteri kiltirlerinin yetistirilmesi.............cccooiiiinneen. 23

3.6.4.2 FermentasyOn........cccuuuiiiiiiii it 23

3.6.4.3 Yar saflastirilmis jenseniin G’nin hazirlanmasi................ccccccoeeeeeeee. 23

3.6.4.4 Bakteriyosin aktivite testi..........ccueeiiiiiiiii 24

3.7 Antimikrobiyal AKtivite TeSHEr.......ccov i 24
3.7.1 Mikroplaka teKNigi.........coeuuuuuuiiiii i 24

3.7.2 Disk difUzyon teKniGi..........cooouriiiiiiiiiee i 25

3.8 Gida Uygulamalari...........ccccoo i 26
3.8.1 Bakteri inokile edilmis etlerin batirma uygulamalari.......................l 26

3.8.2 Kiuf inokile edilmis peynirlerin batirma uygulamalari............ccccccceeeeieeeiiiennnnnn. 27

3.8.3 Batirma yoluyla ete uygulanan BE’nin antioksidan etkisinin tespiti.................. 28

3.8.4 Kiif inoklle edilmis peynirlerin puskirtme uygulamalari.......................c.. 28

3.8.5 Bakteri inoklle edilmis ylzeylerin batirma uygulamalari................cccccevvneennnn.o. 29

3.9 Biyopolimerlerin Haziranmasi...........coooiiiiiiiiieeee e 29
3.9.1 Metil seltloz (MS) filmlerin hazirfdanmasi..........c.cccoiiiiiiiiiiiieee e 29

3.9.2 Gluten (G) filmlerin hazirlanmasi...........ooiiiiiiii e 29

3.9.3 Antimikrobiyal maddelerin filmlere katlmasi............cccooviieiiiiiii e 30

3.10 Biyopolimerlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi................cccccccveveevennnns. 30



3.11 Biyopolimerlerin KarakterizasSyonu...........ccuuviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 30

3.11.1 Mekanik OzelliKIEr.........cccovvviiiieiee 30

3.11.2 Su buhart gegirgenligi..........coouuiiiiiiiiee e 31

3.11.3  YUZEY GOTUNTUIEII. ....eeeeeiiieiiieieeeeee e 32

3.12 Biyopolimerlerin Gida Uygulamalari.............ccccoiiiiiiiiiiiiieeieeeeeee e 32
3.13 Antimikrobiyal Maddelerin Biyopolimerlerden Salinimi.............c.oooeeeeiiieiiiiiienieeeenn, 33
3.14 IStatiStKSEl ANGIIZ..........c.c.eevevieeeieeeceecee ettt 33

= 10| Fo T F= 7= Y = 4 1< 1 - T 34
4.1 ALF, BE ve JG’nin Mikroplaka Yo&ntemi ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktiviteleri......35
g g S N TSP 35

4.2 BE . e a e e e e 36

g T N [ TSP 39

4.1.4 Kombinasyon halinde kullanilan aktif maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri...39

4.2 Aktif Maddelerin Disk Diflizyon Yontemi ile Belirlenen Antimikrobiyal Aktiviteleri....45
4.2.1 ALF, BE ve JG’nin antibakteriyal 6zellikleri...............cccooviiiiiiiiiii 45

4.2.2 NA, BE, ALF ve JG'nin antifungal 6zellikleri..................coiiiiiiiiiii. 45

4.3 Antimikrobiyal Maddelerin Gida Uygulamalari..............cooooiiiiiiiiiiiieen, 50
4.3.1 Etlerigin batirma uygulamalari..............c.ooiiii 50

4.3.2 Peynir icin batirma uygulamalari............c.ooiii 54

4.3.3 Batirma yoluyla et lizerine uygulanan BE’nin antioksidan aktivitesi............ 56

4.3.4 Peynir igin puskirtme uygulamalari............coooiiiiiiiii e 57

4.3.5 Degisik ylzeyler icin batirma uygulamalari................c.cooiiiiiiiiii 58

4.4 Biyopolimerlerin Antimikrobiyal OzelliKIeri....................ceeiiiiie i, 59
4.5 Biyopolimerlerin Fiziksel Karakterizasyonu............cooviiiiiiiiii i 65
4.5.1 MeKanik OzZelliKIEr. ... ... 65

4.5.2 YUZEY OZEIKIETI. ...onenee e 66

4.5.3 Su buhari gecirgenligi..........ccoiiiiii 68

4.6 Biyopolimerlerin Gida Uygulamalari........... ..o 70
4.7 Biyopolimerlerden Antimikrobiyal Maddelerin Salinimi...................coonts 81

D S ONUGI A . .. 83
KAYNAKIAT. ... e 86



Tablolar

Tablo 3.1 Antimikrobiyal maddelerin kombinasyon seklinde kullanildiklarinda konsantrasyon

=T =1 11 E= o PR 25

Tablo 4.1 ALF, BE ve JG’nin U¢ mikroorganizma Uzerinde 12, 18 ve 24. saatlerdeki
antimikrobiyal etkilerine gore degdigik konsantrasyonlarda farkliliklarinin Tukey analiz ile elde

€AIlEeN SONUGIANT......coiiiiiee e 42

Tablo 4.2 Degisik konsantrasyonlarda NA ile A. niger ve P. roqueforti’ye kargi uygulanan

disk diflizyon testinin SONUGIAIT............ueiiiiiiiii e 46

Tablo 4.3 Mikroplaka ve disk difuzyon teknigi ile antimikrobiyal 6zellikleri gida kaynakli

patojenlere ve kuflere karsi test edilen dogal antimikrobiyallerin etkinlikleri ve MIC

(0 =T [T 1= o PP PERPR 49
Tablo 4.4 NA ve NA+BE iceren G polimerlerin disk diflizyon testi sonuglari......................... 61
Tablo 4.5 NA ve NA+BE iceren MS polimerlerin disk difiizyon testi sonuglari...................... 62
Tablo 4.6 NA ve NA+BE igceren kagit disk ve polimerlerin MIC degerleri.....................oo... 65
Tablo 4.7 NA ve NA+BE igeren biyopolimerlerin mekanik ozellikleri............cccccveeiiiiinenneenne. 66

Tablo 4.8 Kontrol ve antifungal maddeler iceren G ve MS polimerlerin su buhari

Lo =T ot o =T ] 1 (= o 1SRN 69

Tablo 4.9. NA igeren MS filmlerin saklama sirasinda kasar peyniri Uzerindeki A. niger yikine
(log CFU/G) €tKiSi...cccceeeieeieeeeeeeeeeee . 71

Tablo 4.10 NA iceren MS filmlerin saklama sirasinda kasar peyniri tUzerindeki A. niger
YUKUNE (I0g CFU/Q) EKISI...uuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e 73

Tablo 4.11 NA+BE iceren MS filmlerin kasar peyniri yizeyine inokile edilmis A. niger yukine
(10G CFU/G) EEKISI. ...ceiiiiiiieieieee et e e e e e et eeeeennnes 75

Tablo 4.12. NA+BE iceren G filmlerin kasar peyniri ylizeyine inokulle edilmis A. niger yukine
(10G CFU/G) EEKISI. ..cciiiiiiiieeie et e e e e e e eeeeannnes 77

Tablo 4.13 NA iceren MS filmlerin kasar peyniri ylzeyine inoklle edilmis P. roquefortii
YyUKUNE (10g CFU/G) €tKiSi...cciieiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 78

Tablo 4.14 NA iceren G filmlerin kasar peyniri yuzeyine inokule edilmis P. roquefortii yikine
(10G CFU/G) ©EKISI. ..cciiiiiiiiiiieieee ettt e e e ettt e e e e e e e e e eeeeannnes 80



Sekiller

Sekil 2.1 Biyopolimerlerin siniflandirilmast..........coooiiii i 16
Sekil 3.1 a) Batirma uygulamalari igin hazirlanan etler, b)batirma uygulamasi...................... 26
Sekil 3.2 a)Batirma uygulamalari igin hazirlanan peynirler, b)batirma uygulamasi................ 27
Sekil 3.3 Su buhari gegirgenligi Olgim sistemi..............oo . 31
Sekil 4.1 ALF’nin a)L. monocytogenes, b)E. coli O157:H7 ve ¢)S. Enteritidis’e karsi
antimikrobiyal aktiVIteSi..........oii i 37

Sekil 4.2 BE’'nin a)L. monocytogenes, b)E. coli O157:H7 ve c)S. Enteritidis’e karsi

antimikrobiyal aKtiVItESi.......cooi i e a 38

Sekil 4.3 JG'nin a)L. monocytogenes, b)E. coli O157:H7 ve c¢)S. Enteritidis’e karsi

antimikrobiyal aKtiVItESi......coii i i e 41

Sekil 4.4 ALF+BE’'nin a)L. monocytogenes, b)E. coli O157:H7 ve c)S. Enteritidis’e karsi

antimikrobiyal @KEVITESI.........eeiiiiiiii e 43

Sekil 4.5 a) L. monocytogenes, b) E. coli O157:H7 and c) S. Enteritidis i¢in tahmin grafikleri
(Butun grafiklerde y-ekseni OD degerlerini gostermektedir)............ccoeviiiinnene. 44

Sekil 4.6 Disk difuzyon teknigine goére engelleme bdlgesi ¢apinin NA konsantrasyonu ile

degisimi (@) A. niger, b) P. roQUETOMI)............coooeeiieiii 47

Sekil 4.7 a) 5000 ppm NA igceren kagit diskin A. niger lzerine etkisi b) A. niger igin kontrol
ornegdi c) 750 ppm NA iceren kagit diskin P. roquefortii Gzerine etkisi d) P. roquefortii igin

(o gL (o] e 4 =T PO PPPRRPPRN 48

Sekil 4.8 Batirma yolu ile ALF uygulamasinin et yizeyindeki a)L. monocytogenes, b)S.
enteritidis ve ¢) E. coli O157:H7’€ etKiSi.........ooooiiiiii 52

Sekil 4.9 Batirma yolu ile BE uygulamasinin et ylzeyindeki a)L. monocytogenes, b)S.
enteritidis ve c) E. coli O157:H7’e etkisi, d)ALF+BE’'nin E. coli O157:H7’e efkisi................... 53

Sekil 4.10 Batirma yolu ile NA uygulamasinin peynir yluzeyindeki a) P. roquefortii ve b) A.

NIGET UZEINE EEKISI...euuuuiuii i i ei e e et e e e e e e e e e et e e e e e e e eeaesaaa e e eeeeeesesnnnnanns 55

Sekil 4.11 Batirma yolu ile NA uygulamasinin peynir ylzeyindeki a) A. niger ve b) P.

roquefortii Uzerine etkisini gosteren peynir OrnekIeri.................ccc . 56

Sekil 4.12 Degisik konsantrasyonlarda BE’'na batiriimis et drneklerinin 8°C’'de saklama

sirasinda TBA degerlerinin zamanla degiSimi...........coouiiiiiiiiiiiiiiii e 57



Sekil 4.13 Puskirtme yolu ile NA uygulamasinin peynir yizeyindeki A. niger Uzerine

Sekil 4.14 a) Celik ve b) tahta ylzeylere batirma yolu ile uygulanan BE’'nin E. coli 0157:H7

blylmesi Uzering etkileri..............ccoo o, 59

Sekil 4.15 G ve MS polimerlerin A. niger'e karsi etkileri: a) 2 mg NA/10 g fs iceren G film, b)
G kontrol, ¢) 2 mg NA/10 g fs iceren MS film d) MS kontrol..............ooooeeiiiieii e, 63

Sekil 4.16 G ve MS polimerlerin P.roquefortiirye kargi etkileri: a) 2 mg NA/10 g fs iceren G
film, b) G kontrol, ¢c) 2 mg NA/10 g fs iceren MS film d) MS kontrol..............cccccccvnni. 64

Sekil 4.17 G filmlerin TEM kesit resimleri a) kontrol film, b) 20 mg NA/10g fs, ¢) (2 mg NA
S T a1 =T T 0o T RSSO 67

Sekil 4.18 MS filmlerin TEM kesit resimleri a) kontrol film b) 20 mg NA/10g fs c) (2 mg NA
R T o 0 1= VO o T £ USROS 68

Sekil 4.19 NA iceren MS filmlerin kasar peyniri Uzerine inoklle edilen A. niger Uzerine
L= 71

Sekil 4.20 Otuz gin saklama slresi sonunda MS filmlerin peynir yluzeyindeki A. niger'a etkisi
a) Kontrol b) 5 MG NA/TOG FS...eiiiiiiiiiiiii e e e e 72

Sekil 4.21 NA iceren G filmlerin kasar peyniri Uzerine inokille edilen A. niger Ulzerine
L= 73

Sekil 4.22 Otuz gin saklama slresi sonunda G filmlerin peynir yizeyindeki A. nigera etkisi

a) sariimamig kontrol peynir b) G KONtrol film...........coooi e 74

Sekil 4.23 Cesitli konsantrasyonlarda NA+BE iceren MS filmlerin kasar peyniri ylzeyine

inoklle edilmis A. niger UZErNE tKISi........cuiiiieiiiiieiiee e e e 75

Sekil 4.24 Otuz gln saklama siliresi sonunda MS filmlerin peynir ylzeyindeki A. niger'a etkisi

a) sariimamis kontrol peynir b) (5mg NA+1,5 ml RE)/10g fs..........ooooeiii, 76

Sekil 4.25 Cesitli konsantrasyonlarda NA+BE igeren G filmlerin kasar peyniri tGzerine inokiile

edilmis A. niger UZEeriNg €KiSi.........uuiiiii i et e e e aneaaaa 77

Sekil 4.26 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren MS filmlerin kasar peyniri tzerine inokiile

edilmis P. roquefortii Uzering etkiSi............ooooiiiiiiii 79

Sekil 4.27 Otuz gin saklama suresi sonunda MS filmlerin peynir ylizeyindeki P. roquefortii'ye

etkisi a) sarilmamis kontrol peynir b) 5Smg NA/10G fS......ccoiiiiiiiiii s 79



Sekil 4.28 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren G filmlerin kasar peyniri ylzeyine inokile

edilmis P. roquefortii Uzering etkiSi...........coovviiiiiiiiii 80

Sekil 4.29 Otuz giin saklama suresi sonunda G filmlerin peynir ylzeyindeki P. roquefortii’ye

etkisi a) sarilmamis kontrol peynir b) 5mg NA/10G fS......coiiiiiiiiiii e 81

Sekil 4.30 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren MS filmlerden NA kasar peynirine 8°C’de

SANNIM PrOfillEN...cceeeeiiiiiiiiee e, 82

Sekil 4.31 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren G filmlerden NA kasar peynirine 8°C’de

SANNIM PrOfillENi...cceeieiiiiiiiee e, 83



Kisaltmalar

ALF aktif laktoferrin

ANOVA varyans analizi

BE biberiye eksrakti

BHI brain heart infusion

CT cefixime tellurite

DRBC dichloran rose bengal chloramphenicol
EM elastikiyet moduld

FDA Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi
Fs film sollsyonu

G gluten

GM gerilme mukavemeti

JG jenseniin G

%KN % kopma noktasi

LB lauria broth

MIC minimum etkin konsantrasyon
MS metil seltloz

NA natamycin

NCTC National Culture Type Collection
NLB sodyum laktat buyyon

oD optik densite

PDA potato dextrose agar

SMAC sorbitol Mac Conkey

SBG su buhari gecirgenligi

SBGO su buhari gecirgenlik orani
TBA tiobarbiturik asit

TEM taramali elektron mikroskobu
TS tryptic soy

XLD xylose lysine deoxycholate



Ozet

Gida kaynakl patojen mikroorganizmalardan kaynaklanan gida zehirlenmeleri her vyil
Olimlere varan ciddi saglik problemlerinin yanisira ekonomik kayiplara da sebep olmaktadir.
GunUmuzde, gidalarda patojen mikroorganizmalarin buylmesini engellemek icin cesitli
sentetik antimikrobiyal maddelerden faydalaniimaktadir. Fakat, bu gibi kimyasal maddelerin
kanserojen ve alerjenik reaksiyonlar gibi yan etkilere sahip olmasi dogal kaynakh koruyucu
maddelere olan ilgiyi arttirmigtir. Bu calismada, dogal kaynakli; aktif laktoferrin (ALF),
biberiye ekstrakti (BE), bir bakteriosin olan Jenseniin-G (JG) ve natamycin (NA) U¢ patojen
bakteriye ve iki kife karsi kullaniimistir

Bu calismanin amaci dogal kaynakli bu maddelerin tek tek ve kombinasyonlar
halinde dncellikle besiyeri ortaminda antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesidir. Daha sonra
bu maddelerden ve kombinasyonlardan etkili olanlarin gida ylzeyine direk uygulanarak veya
paket malzemeleri igine katilarak gidalarin guvenliginin  ve kalitesinin artiriimasi
amaclanmistir. Ayrica bu maddelerin paketlemede kullanilan biyo-malzemelerin fiziksel
Ozellikleri Uzerine etkilerinin incelenmesi ve gidaya salinim profillerinin belirlenmesi de
hedeflenmistir.

Besiyerinde ALF’ nin L.monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis’e etki eden
en dusuk konsantrasyonu sirasiyla; %0,1, %1 ve %0,5dir. BE, sadece %15'lik
konsantrasyon ile L. monocytogenes’e kargi olduricli etki gosterirken JG her ¢ patojen
Uzerinde antimikrobiyal etki sergilememistir. Fakat BE, ALF ile birlikte test edildiginde ALF’nin
antimikrobiyal 6zelligini arttirmistir. ALF ve BE et ylzeyine uygulandiklarinda etkileri
besiyerine gore azalmis olsa da bakteri sayilarini digtirmislerdir.

NA’nin A. niger ve P. roquefortii’'ye kargi besiyeri kosullarinda en dusik etki
konsantrasyonu 750 ppm olarak bulunmustur. NA’e batirma uygulamasi peynirlerde iki
kGfunde buyUumesinin azaltiimasinda kaydedeger bir etki gostermistir. NA iceren gluten ve
metilsellloz filmlerin ayni funguslara karsi etki gdsterdikleri en disuk konsantrasyonlar
sirasiyla 2 ve 1 mg NA/10g’'dir. BE, tek basina antifungal 6zellik gdstermezken NA ile birlikte
filmlerin yapisina katildiginda A. niger'e karsi sinerjistik aktivite gostermis ve NA'nin her iki
film icindeki en dislk etki eden konsantrasyonunu 1,5 mg NA/10g ’a digstrmastir. Taramal
elektron mikroskop fotograflari yiksek konsantrasyonda NA’nin filmler iginde kristalize
oldugunu gostermektedir. NA eklenmesi filmlerin su buhari gecirgenliginde 6nemli bir
degisiklige neden olmamistir. NA ilave edilmesi gluten filmlerin mekanik 6zelliklerinde
degisiklige neden olmazken metilselliloz filmlerin ise geriime mukavemetleri, yiksek NA
konsantrasyonunda dusmustur. Kasar peynirleri Uzerine uygulanan NA iceren gluten ve

metilselliloz filmler sadece A. niger a karsi antifungal etki géstermislerdir.
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Anahtar Kelimeler: Aktif laktoferrin, natamycin, biberiye ekstrakti, jenseniin G, biyopolimer,

metil sellloz film, gluten film
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Abstract

Microbial contamination of food products increases the risk of food-borne infections
and intoxications. In recent years, more studies have been performed for development of
natural alternatives to control the growth of pathogenic microorganisms in food rather than
synthetic compounds. In the present study, natural antimicrobial agents from different
sources, activated lactoferrin-(ALF), rosemary extract-(BE), jenseniin-G (JG) and natamycin-
(NA) were used.

The aim of this study is to determine antimicrobial properties of these natural agents
on media, either by alone or in combination. Then, effective agents or their combinations will
be applied on food surfaces either by dipping/spraying or incorporating into packaging
materials to enhance the safety and quality of foods. It is also aimed at investigating the
effect of these agents on physical properties of biomaterials which are used in packaging and
determination of release profiles of these compounds into foods.

On media, minimum inhibitory concentrations of ALF against L. monocytogenes, E.
coli O157:H7 ve S. Enteritidis are 0.1%, 1% ve 0.5%, respectively. While BE at a
concentration of 15% inhibited only the growth of L. monocytogenes, JG did not show any
significant activity on the growth of the same pathogens. BE enhanced the activity of ALF on
E. coli O157:H7. When ALF and BE were applied to the surface of the meat samples
although their antimicrobial effect is less compared to their effect on media they still caused a
decrease in microbial population.

Minimum inhibitory concentration of NA on media was found as 750 ppm against
Aspergillus niger and Penicillium roquefortii. Dipping cheese samples to NA solution caused
a significant decrease on the population of both fungus. Both gluten and methyl cellulose
films containing NA showed antifungal activity at concentrations of 2 and 1 mg NA/10 against
A. niger and P. roquefortii, respectively. BE did not have any antifungal effect individually;
however, BE in combination with NA reduced MIC of NA against A. niger to 1.5 mg NA/10g
in both films. Scanning electron microscope observations showed that NA crystallizes at high
concentrations in biopolymers. There was no significant change in water vapor permeability
of films containing NA. Incorporation of NA to gluten film did not cause major changes in its
mechanical properties. Reduction in tensile strength of methyl cellulose films was observed
at high NA concentration. Application studies demonstrated the efficacy of gluten and methyl
cellulose films including NA against only A. niger inoculated on Kashar cheese.

Key words: activated lactoferrin, natamycin, rosemary extract, jenseniin G, biopolymer,

methyl cellulose film, gluten film
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1. Girig

Glnimuizde gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlar hem insan sagligina tehdit
teskil etmekte hem de ekonomiyi kétli yonde etkilemektedir. Az islenmis ve hazir gidalara
talebin artmasi ve de gida ticaretinin kiresellesmesi gida glvenligi ve kalitesi agisindan
riskleri daha da artirmaktadir. Mikrobiyal kontaminasyon gida zehirlenmesi riskini artirir ve
gidalarin raf édmurlerini kisaltir. T.C. Saghk Bakanhgi istatistiklerine gore Turkiye’de 2001
yilinda bakteri kaynakh gida zehirlenmesi nedeni ile 7,875 kisi hastanede yatmis ve bu
vakalardan 324’0 élimle sonuglanmistir (SAGLIK BAKANLIGI, 2001). Bunlar sadece resmi
rakamlar olup, tahmini olarak bunun 3-4 kati sayida vaka istatistiklere girmemistir. Gelismis
ulkelerde de durum pek farkli degildir. A.B.D.’de yilda 76 milyon kigi mikrobiyal patojenlerin
neden oldugu gida ile ilgili hastaliklardan muzdarip olmakta ve bunlardan yaklasik 5,200’i
élimle sonuglanmaktadir (NAIDU ve DIG., 2003). Gida ile ilgili hastaliklarin Amerikan
ekonomisine 2001 yilinda verdigi zarar 6,9 milyar $ olarak tahmin edilmektedir.

Gidalarda guvenligin artirrmini saglayacak tekniklerin gelistiriimesi tim dinyada gida
alaninda oncelikli arastirma konularindan biri haline gelmistir. Et ve sut drlnlerinde
mikrobiyal kontaminasyon genellikle isleme sonrasi muamele sirasinda Urlinun ylzeyinde
olmaktadir. Bu sorun Urln ylzeyine antimikrobiyal maddelerin direk uygulanmasi veya
paketleme malzemesinin iginde kullaniimasi ile ¢bzullebilir. Antimikrobiyal 6zellikleri olan
paket malzemelerinin polisakkarit, protein ve lipitler gibi biyo bozunur malzemelerden
yapilmasi ayrica atiklarin azaltilmasi gibi ek faydalar da saglayacaktir. Paketleme
malzemesinin igerisindeki antimikrobiyal maddeler paketleme sonrasi ihtiya¢ duyulan
noktaya yani Urln ylzeyine yavas yavas salinacak ve ylzeydeki mikrobiyal bozunmayi
geciktirecektir. Diger bir ydontemde bu maddelerin Urln ylzeyine puskurtme veya batirma
yoluyla uygulanmasidir. Ayni yontem gidalarin yani sira gidalarin temas ettigi yuzeylerin
dezenfeksiyonunda da etkili olabilir.

Son yillarda minimum iglem gérmis yemeye hazir gidalarin tiketiminin artigi; gida
kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlardaki artis ve buzdolabi sicakliginda gelisebilen
direncli mikroorganizmalarin gogalmasi, dogal antimikrobiyal maddelerin kullanildig! alternatif
gida koruma yontemlerine olan ilgiyi de artirmistir. Dogal antimikrobiyallerin bir gogu sinirh
aktivite spekturumuna sahip oldugundan, etkin koruma i¢in kombinasyonlar halinde kullanim
etkili bir yol olabilir. Bu projede kullandigimiz dogal maddeler: jenseniin G (bakteriyosin), aktif
laktoferrin, natamycin ve biberiye ekstraktidir.

Bakteriler tarafindan Uretilen, protein yapisinda dogal antimikrobiyal bir madde olan
bakteriyosinler, gidalarda patojen mikroorganizmalarin gelismesini kontrol etme potansiyeline

sahiptirler. Gram (+) bakterilerden, 6zellikle laktik asit bakterilerinden birgcok bakteriyosin izole
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edilip tanimlanmistir. Bir sit bakterisi olan Propionibacterium thoenii (jensenii) tarafindan
uretilmig olan bakteriyosin jenseniin G, 06zelliklerinden dolay! gidalarda kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Laktoferrin stitten izole edilmis bir antimikrobiyal peptittir ve immobilize
edilerek aktif forma getirilmis, boylece antimikrobiyal etkinligi artinimigtir. Antimikrobiyal
Ozelligi olan diger bir madde de natamycindir. Streptomyces natalensis tarafindan Uretilen
natamycin fungisit bir ajandir. Bugline kadar olan c¢alismalarda natamycin peynir zerine
spreylenerek kullaniimistir. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.) akdeniz bitki ortistinden bir
bitki olup, kuvvetli antioksidan ve antimikrobiyal etki gosterir.

Bu galismanin amaglari:

1. Dogal kaynakh jenseniin G (JG), aktif laktoferrin (ALF), natamycin (NA) ve
biberiye ekstraktI'nin (BE) tek tek ve kombinasyonlar halinde (¢ patojenik bakteriye (Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Enteritidis) ve iki kife (Aspergillus
niger ve Penicillium roquefortii) karsi besiyeri Uzerinde antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi,

2. Bu maddelerden bakterilere kargsi etkili olanlarin et ylzeylerine ve kiflere karsi
etkili olanlarinda peynir ylzeyine batirma yoluyla uygulamasinin etkilerinin incelenmesi ve
ayrica antimikrobiyal etkisi tespit edilirse BE'Inin antioksidan &zelliginin belirlenmesi,

3. Antimikrobiyal madde iceren gluten (G) ve metil seluloz (MS) biyopolimerlerin
hazirlanmasi ve bu polimerlerin gidalarin paketlenmesinde kullanilarak gidalarin ytzeyindeki
mikrobiyal buyumeye etkilerinin incelenmesi,

4. Biyopolimerlere antimikrobiyal madde eklenmesinin bu polimerlerin gecirgenlik,
mekanik ve yapisal 6zellikleri Gzerine etkilerinin incelenmesi,

5. Antimikrobiyal maddelerin biyopolimerlerden salinim profillerinin belirlenmesidir.

2. Genel Bilgiler

Gida yuzeylerinin mikrobiyal kontaminasyondan korunmasi gidanin raf omrinu
belirleyen en dénemli etmenlerden biridir. isleme dncesi ve sonrasi mikrobiyal kontaminasyon
gida bozulmalarina yol agmakta ve gida zehirlenmelerine sebep olarak tiketici saghdina da
tehdit teskil etmektedir. Ayrica gidalarin temas ettigi ylzeylerdeki mikrobiyal blylime de
énemli bir problemdir (RAYNER ve DIG., 2004). Genel olarak bakteriler, biitiin gida kaynakli
bozulmalarin %30’'undan ve gida zehirlenmelerinden kaynakh Olumlerin  %72’sinden
sorumludur. Bakteriyal patojenler arasinda 6zellikle L. monocytogenes, E. coli ve Salmonella
spp. en ¢ok hastalik ve éliime yol acan mikroorganizmalardir (OUSSALLAH ve DIG., 2007).
En yliksek 6lim oranlari %31 ile Salmonella spp. daha sonra ise %28 ile L. monocytogenes’e
aittir. E. coli O157:H7 igin bu oran %3'dir (MEAD ve DIiG., 1999). ABD’'de 1999 yilinda,

sadece Salmonella, Listeria, Campylobacter ve hem O157:H7 hem de 0157 olmayan E. coli,
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6 milyon vakaya ve yaklagik 9000 éliime yol agmistir (MEAD ve DIG., 1999). Tirkiye'de gok
azi kayit altinda olsa dahi 2002 yilina ait verilere gére gida kaynakl 7875 hastaneye yatma
ve 324 6lim vakasi bildiriimistir (OZEL HASTANELER, 2008).

Gidalarin ve gidalarin islendigi ylzeylerin mikroorganizmalardan arindirilmasinda klor,
organik asitler, oksitleyiciler ve ¢esitli kimyasal koruyucular, puskirtme ve batirma yoluyla
kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin  toksik, mutajenik ve kanserojenik kalintilar
birakabilecekleri yonunde endiseler bulunmaktadir ve bu tlr uygulamalara 6zellikle Avrupa
Ulkelerinde temkinli yaklasiimaktadir. Bu nedenle dogal antimikrobiyallere olan ilgi artmigstir.

Gidalarin mikrobiyal kontaminasyondan korunmasi ve kalitesinin bozulmasinin
engellenmesi, gida paketlerinin en 6nemli gérevlerindendir. Geleneksel paketleme teknikleri
Urin ile etkilesim halinde degillerdir. Fakat son yillarda dikkat ¢ceken aktif paketleme teknikleri
gidalarin korunmasina, gida ile dogrudan etkilesim icine girerek katkida bulunurlar. Oksijen
tiketen, etilen tutan, karbon dioksit Ureten ya da tutan sistemler, koku yayan veya tutan
sistemler aktif paketleme tekniklerinin 6nemli érneklerindendir. Aktif paketlemenin ilging ve
¢ok yoénli uygulamalarindan biri de antimikrobiyal ve antioksidan 6zelligi olan paketleme
malzemeleridir. Antimikrobiyal ve antioksidan maddelerin paketleme malzemelerinin igine
yerlestiriimesi, gida bilimcilere bu maddelerin koruyucu 6zelligi ile paketlemenin koruyucu
Ozelligini birlestirme olanagi verdigi icin daha uygun segenekler sunmaktadir. Antimikrobiyal
ve/veya antioksidan 6zelligi olan maddelerin paketleme malzemesinin igine yerlestiriimesi ile
kontaminasyonlarin blyik bir kisminin olustugu gidalarin yizeyindeki mikrobiyal buylimenin
Onlenmesi hedeflenmektedir. Antimikrobiyal madde vyuzeye kademeli bir sekilde
salinacagindan gidaya eklenecek koruyucu maddelerin miktari da azaltilabilir. Antimikrobiyal
ve antioksidan maddelerin paket ylzeyinden yavas yavas salinmasi, bu maddelerin
puskirtme veya batirma yoluyla uygulanmasina gore daha avantajli gorinmektedir.
Plskirtme veya batirma yoluyla antimikrobiyal/antioksidan uygulamasi sonucu gidanin i¢
kisimlarina dogru yayllma nedeniyle bu maddeler seyrelip etkinlikleri azalabilir. Paket igine
yerlestirilen antimikrobiyaller eger aktivitelerini koruyabilirlerse Grinin saklanmasi sirasinda
etkilerini devam ettirebilirler (QUINTEVALLA ve VICINI, 2002; SUPPAKUL ve DIG., 2003).
Ancak bazi antimikrobiyal/antioksidan maddeler paket malzemesi icindeki maddelerle
etkiesme nedeniyle velveya malzemenin Uretimi sirasindaki kosullardan dolayi
antimikrobiyal 6zelliklerini kaybedebilirler. Bu nedenle antimikrobiyal/antioksidan maddelerin
direk uygulama veya paketleme icine dahil edilerek uygulanmasi yontemleri, gidalar tGzerinde
karsilastirmali olarak test edilerek etkili ydntem tespit edilmelidir.

Dogal makromolekillerden yapilmis paketleme malzemelerine ilgi ¢evresel ve atik
miktarini azaltma ile ilgili kaygilar nedeni ile dzellikle son yillarda artmistir. Biyopolimerler,

ayni zamanda yenilebilir filimler olarak da adlandirilir ve polisakkarit, protein veya lipidlerden
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Uretilebilir. Nisasta, kitosan, soya proteini izolesi, peynir alti suyu izolesi, misir proteini zein
ve metil sellloz biyopolimerlerin yapiminda kullanilan maddelere &rnektir (MILLER ve
KROCHTA, 1997). Bir ¢ok sentetik paket malzemesinin aksine biyopolimerler, enzimler
yardimi ile monomer yapilarina dénistiirilebilirler. (KAPLAN ve DIG., 1993). Ayrica bu
filmler yenebilecekleri icin gidalara besin degeri de eklerler. Biyopolimerler uretildikleri
kaynaga ve Uretilme yoéntemlerine gére (ic gruba ayrilabilirler (WEBER ve DIiG., 2002): 1)
dogal maddelerden ekstraksiyon ile Uretilenler, 2) biyolojik kaynakli monomerlerden kimyasal
sentezle uretilenler, 3) mikroorganizmalarin Urettigi biyopolimerler. Bu U¢ grup ayrintilariyla

Sekil 2.1’de gosterilmigtir.

4[ BIYOPOLIMERLER ]7

p
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Sekil 2.1 Biyopolimerlerin siniflandiriimasi

Bu calismada MS ve G filmler antimikrobiyal biyopolimerlerin hazirlanmasinda
kullaniimiglardir. MS, selllozun suda ¢dézlnebilir bir tlrevidir. Selllozun metil klorit ile
kontrolli sicaklik ve basing altinda reaksiyonu ile elde edilir. MS'dan elde edilen
biyopolimerler duz bir zincir yapisina sahip oldugundan dayanikli, esnek ve saydam
dzelliklere sahiptirler (KROCHTA ve DIG., 1994). MS fimler, yaglarin migrasyonuna dayanikli
olduklari gibi diger hidrofilik biyopolimerlerle karsilastirildiklarinda duisiik su buhari
gecirgenligine sahiptirler (ERDOHAN ve TURHAN, 2005).

Gluten bugdayin depo proteinidir. Gluten, bugday nisastasi Uretiminin bir yan
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Urinudur. Gluten, albumin, globulin, gliadin ve gluteninleri iceren bir protein karigimidir.
Albumin ve globulinler suda ¢6zuinur olup toplam proteinin %15-22’sine tekabill ederler.
Gliadin ve gluteninler, glutenin esas iki proteinidir ve toplam proteinin %85’ini olustururlar
(GENNADIOS, 2002). G filmler, dusik O, ve CO, gecirgenlikleri ve mekanik 6zelliklerinden
dolayi son yillarda lizerinde ¢ok calisan biyopolimerlerdendir (GENNADIOS ve DIG., 1997).

Biyopolimerler, antimikrobiyal ve antioksidan maddeler eklenerek biyoaktif paketleme
malzemeleri haline getirilebilir. Béylece bu filmler gida ylzeyindeki mikrobiyal bliyimeyi ve
gidanin oksidasyonunu engelleyebilir ayrica kendi kendine bozunurluk o6zelligine sahip
olabilirler. Literatir 06zellikle antimikrobiyal maddelerin paketleme malzemesine dahil
edilmesini gosteren bir ¢cok 6rnege sahiptir. Gimuls zeolit, bitki ve baharat ekstraktlari,
organik asitler ve lizozim gibi maddeler paketleme malzemeleri icine ilave edilen
antimikrobiyallere 6rnektir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002). Son bir kag yil icerisinde bu
konuda yayinlanan makalelerin sayisi bu konuya verilen dnemin bir élgtttudar.

Bakteriyosinlerin paketleme malzemeleri icine eklenmesi de olasi ¢ézlimlerden biridir
ve buglne kadarki ¢alismalar da bunu desteklemektedir. Aljinat jelin icine immobilize edilmis
olarak et ylzeyine puskirtme yoluyla eklenen nisin, Brochotrix thermospacta’nin blyimesini
azaltmistir (CUTTER ve SIRAGUSA, 1997). Bir dizi galismada misir ve soya proteinlerinden
yapiimis filimler igine %4 seviyesinde eklenen nisaplinin Gram (+) bakterilerin bayimesini
durdurdugu gdzlemlenmistir (DAWSON ve DIG., 1995; . ORR ve DIiG., 1997; PADGETT ve
DIG., 1998). %5 Nisaplin iceren soya proteininden yapilmis filmler salam ylizeyindeki L.
monocytogenes sayisini 3 hafta icinde 1 log (DAWSON ve DIG., 2002), bugday proteininden
yapilan filmler ise 8 hafta igerisinde 2,5 log diisiirmiistir (Mc CORMICK ve DIG., 2003).
Diger bir ¢alismada degisik konsantrasyonlarda, bugday proteini, soya proteini, yumurta
proteini ve peynir altt suyu proteinlerinden yapiimis filmlere eklenen nisaplin L.
monocytogenes sayisini 60 dakika igerisinde 1 log dusurmastir. Nisin disindaki
bakteriyosinler de paketleme malzemelerine eklenmis ve mikroorganizmalar Uzerine etkili
olmustur. Pediyosin ile kaplanmis sellloz kaplamalar et Uzerindeki L. monocytogenes
tizerinde etkili olmustur (MING ve DIG., 1997). Baska bir calismada da iki tip bakteriyosin,
polietilen filmler icine eklenmis ve bu filmler M. flavus ve L. monocytogenes Uizerinde
antimikrobiyal etki géstermistir (AN ve DIG., 2000). Nisin ve lacticin NK24, polietilen tizerine
kaplama yapmak icin kullaniimis ve bu iki bakteriyosinde istiridye ve etin Uzerindeki
mikroorganizmalarin bliyumesinin engellenmesinde ayni derecede etkili olmuslardir (KIM ve
DIG., 2002).

Bakteriler tarafindan Uretilen, protein yapisinda dogal antimikrobiyal bir madde olan
bakteriyosinler, gidalarda patojen mikroorganizmalarin gelismesini kontrol etme potansiyeline

sahiptirler. Gram (+) bakterilerden 6zellikle laktik asit bakterilerinden bir¢ok bakteriyosin izole
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edilip tanimlanmistir. Su anda yaygin olarak kullanilan tek bakteriyosin Lacfococcus lactis
subsp. lactis tarafindan Uretilen nisindir (HOOVER, 1992). Mikroorganizmalarin nisine
direnglilik kazanmasi halinde, alternatif olarak kullanilacak bakteriyosinlere ihtiyag
duyulacaktir. S0t propiyonik asit bakterileri de laktik asit bakterileri gibi GRAS
mikroorganizmalar olarak kabul edilirler. Sut propiyonik asit bakterilerinden biri olan
Propionibacterium thoenii (jensenii) P126 tarafindan Uretilen bakteriyosin jenseniin G’ nin;

e Isiya dayanikli (100°C de 15 dk),

e pH 2 ve 11 arasinda aktif, donmaya ve soguk depolamaya 4°C de 3 glin dayanikli olan
bir bakteriyosin olmasi (GRINSTEAD ve BAREFOOT, 1992),

e Clostridium botulinum A, B, ve E tipi sporlarinin gelisimini geciktirmesi (GARREN ve DIG.,
1994) ve

e Dbesiyeri ortamina ve slte ilave edilmesi ile yogurtta starter kaltir olarak kullanilan
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus’un ileri
asamalardaki gelisimi engelleyerek yogurttaki pH nin istenilen seviyelerde (pH 4.2-4.3)
kalmasini saglamasi (WEINBRENNER ve DIiG., 1997), jenseniin G’ nin potansiyel olarak
gidalarda kullanilabilecedinin géstergesi olmustur.

Antimikrobiyal enzimler ve peptitler de son vyillarda Uzerinde yodun bir sekilde
arastirma yapilan maddelerdir. Ozellikle, siitten izole edilmis antimikrobiyal bir glikoprotein
olan laktoferrin iyi bir gelatlama ajanidir. Bu protein tek zincirli olup 80 kDa molekil agirhigina
sahiptir. Laktoferrin pozitif yike sahiptir ve iki simetrik globiler bdlgeden olusur. Her bolge
Fe? , Fe**, Cu®", Zn* gibi bir metal iyonu baglama kapasitesine sahiptir (ANDERSON ve
DIG., 1989). Laktoferrinin siitteki konsantrasyonu siitiin kaynagina gére degisir. insan (0.2-
0.5g/100 ml), domuz ve fare sutiinde yilksek miktarda, inek sutinde ise dislk oranda
laktoferrin mevcuttur (DAVIDSON ve BRANEN, 1993). Laktoferrin, gesitli biyo ve plastik
filmlere eklenmis ancak vyeterli antimikrobiyal etki gostermemesine ragmen diger
antimikrobiyallerin etkisini artirdigi gézlemlenmistir (LIMJAROEN ve DIG., 2003). Laktoferrin,
degigik bakteri, kuf ve virUslere kargl etkili olmasina ragmen, pH degisimlerine i1siya ve
proteolitik etkiye oldukga duyarlidir. NAIDU ve DIG., (2003) tarafindan gelistirilen bir
sistemde laktoferrin, galaktozca zengin bir polisakkarite baglanarak immobilize edilmis bir
forma gevrilmigtir ve bdylece antimikrobiyal etkinligi artirilmistir. ALF, mikroorganizmalarin
biyolojik ylzeylere veya dokulara baglanmasini engelleyerek mikrobiyal biylmeyi cesitli
mekanizmalarla onlerler (NAIDU, 2002). ALF, ayrica demire baglanarak bakterilerin
kolonilesmesinde rol oynayan fibria olusumunu engellemektedir (LOCKE ve DIiG., 2003).
ALF’nin gram (-) bakterilerin dis membranlarina zarar vererek bakterisidal etki gosterdikleri
belirtilmistir (NAIDU ve DIG., 2003). ALF, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella

spp., Campylobacter spp., Vibrio spp., Aeromonas hydrophila,ve Staphylococcus aureus gibi
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patojenlere ve Bacillus spp., Pseudomonas spp., ve Klebsiella spp gibi gida bozulmalarina
yol agan mikroorganizmalara karsi etkili olmustur (NAIDU, 2003). ALF, ABD’de Amerikan
Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan GRAS bir madde olarak kabul edilmistir.

Bir diger antimikrobiyal ajan olan NA, Streptomyces natalensis tarafindan Uretilen bir
antibiyotikdir. Pimaricin, NA’in sinonimidir ve kuf ve mayalari 6nlemek icin gida endustrisinde
kullanilmaktadir (STARK, 2003). NA, kif htcrelerinin membraninda delikler agarak hiicre
iceriginin disari akmasina neden olur. Avrupa’da uzun vyillardir peynir endistrisinde
kiflenmeyi 6nlemek igin kullaniimistir. Hayvanlar Gizerinde yapilan deneyler yiksek dozlarda
kullaniimasinin bile toksik etki yaratmadigini géstermistir. Suda ve yagda ¢éziinmedigi icin
gastrointestinal sistemden aynen atiir. FDA tarafindan da gidalarda kullaniimasi
onaylanmigtir. NA, yogurt kuiltirine uygulanmis ve 30 gunlik buzdolabi kosullarinda
saklama sonucunda bu iriinde hig maya ve kiif liremesi gézlenmemistir (VAR ve DIG., 2004).
NA’nin peynir ve sosis gibi Urunlerde kullanildidinda kalitede degigiklige neden olmadigi
bildirilmigtir (STARK, 2003).

NA disuk ¢dzunurlige sahip olup bu 6zelliginden dolayi gidanin i¢ bdlgelerine ¢ok
fazla yayllamaz ve ylzeyde kalir. Bu nedenle de ylzey uygulamalari igin ¢ok uygundur
(DAVIDSON ve BRANEN, 1993). NA blue, kasar, isveg sert, cedar ve Gorgonzola gibi bir
¢ok peynire batirma veya sprey yolu ile 200-300 ppm seviyesinde uygulanmistir. Kaplama
olarak da bazi uygulamalari vardir (STARK, 2003). NA’nin maksimum 5 mm derinlikte bir
gida yiizeyinde izin verilen seviyesi 2 mg/dm?®dir. Ancak bu seviye Ulkeden Ulkeye farkliliklar
g6sterebilmektedir. Ornegin Avustralya’da limit 15mg/kg olarak belirlenmistir. ABD’de ise son
urinde NA seviyesinin 20mg/kg’dan fazla olmamasi istenmektedir (STARK, 2003). NA
seliloz bazli filmlere eklenmis ve bu filmler Gorgonzola peynirinde P. roqueforti’nin
blylimesinin engellenmesinde etkili olmustur (DE OLIVEIRA ve DIG., 2007). Diger bir
calismada ise seliloz filmlere eklenen nisin ve NA kombinasyonu Mozarella peynirinin raf
émriini 6 giin uzatmistir (SANTOS ve DIiG., 2008).

Son yillarda, bitki ekstraktlari ve yaglari da gida glivenligi agisindan antimikrobiyal ve
antioksidan oOzellikleriyle 6ne cikmaktadir. Cesitli bitki ekstrakt/yaglari (biberiye, feslegen,
karanfil, defne vb.) genellikle baska antioksidan maddelerle beraber gida icerisine katilarak
kullanilmis ve kuvvetli antioksidan Ozellik gostermistir (DRAUGHON, 2004). Ayrica Gzim
cekirdegdi ekstrakti ve oregano yagi, paket malzemesi icine eklenmis ve mikrobiyal buylimeyi
engellemistir (HA ve DIiG., 2001; ROBLES-SIMENTAL ve DIiG., 2004). Bu galismada
kullanilacak olan BE'nin antioksidan etkisinin yaninda, et Grtnlerinde bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar Uzerinde antimikrobiyal etkisinin de oldugu c¢esitli arastirmacilar
tarafindan gésterilmistir (DEL CAMPO ve DIiG., 2000; LEAL ve DIG., 2003; QUATTARA ve
DIG., 1997). DEL CAMPO ve DIG., (2000) ekstraktin Penicillium roquefortii ve Botrytis
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cinerea Uremesine karsi yavaslatici etkiye sahip oldugunu géstermistir. Biberiye, zerdegal ve
zencefil etkstraktlarinin karsilastirmali incelendidi bir ¢calismada, BE en yiksek antioksidan
etki degerlerini vermistir (LEAL ve DIG., 2003). Degisik bitki ekstrakt yaglari igeren kitosan
filmlerin E. coli O157:H7 ve L. monocytogenes’e karsi etkileri in vitro ve etler Uzerinde test
edilmistir (ZIVANOVIC ve DIG., 2005). Mercankdsk yaginin kitosan filmlerin E. coli’ye karsi
etkisini artirdi§i gézlenmistir. Bagka bir ¢calismada ise potasyum sorbat, sarimsak yagi veya
nisin kitosan filmlere eklenmistir (PRANOTO ve DIG., 2005). Bu galismanin sonucu olarak
sarimsak yaginin kitosanin antimikrobiyal etkisini filmin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinde
herhangi bir degisiklige yol agmadan artirdigi bildirilmistir. Uzim cekirdegi ve yesil ¢ay
ekstraktlarininda soya proteininden elde edilen kaplamalara eklenen nisinin aktivitesini
artirdigi da diger bir calismanin sonucudur (THEIVENDRAN ve DIG., 2006).

3. Gere¢ ve Yontem

3.1 Bakteri Suslari ve Kultur Kosullar

Bu calismada kullanilan E. coli O157:H7 (NCTC 12900), L. monocytogenes (NCTC
11994) and S. Enteritidis (NCTC 12694) National Culture Type of Collection’dan (NCTC,
ingiltere) temin edilmistir. E. coli O157:H7, Lauria (LB) sivi besiyerinde buyutilmustir. L.
monocytogenes brain heart infusion (BHI) sivi ve kati besiyerinde (Fluka) yetistirilirken,
tryptic soy (TS) sivi ve kati besiyerleri (Fluka) S. Enteritidis icin kullaniimistir (UNLUTURK ve
TURANTAS, 2002).

Et uygulamalarinda ise L. monocytogenes icin PALCAM (Merck), S. Enteritidis igin
xylose lysine deoxycholate (XLD, Merck) ve E. coli O157:H7 icin ise cefixime tellurite (CT,
Merck) ilave edilmis sorbitol Mac Conkey (SMAC, Fluka) segcici besiyerleri kullaniimistir.

Batln bakteriler icin her hafta uygun besiyerlerinde alt kultirler olusturulmus ve bu
kiltirler 4°C’de saklanmistir. BUtlin suslar, %20 gliserol iceren besiyerinde -80°C’de
muhafaza edilmistir. Suslar ayda bir kere ya da gerek duyuldugunda tazelenmistir. Suslarin
safigini test etmek igin zaman zaman gram boyama yapilmis ve morfolojik ve buyime

karakteristikleri tespit edilmigtir.

3.2 Bakteri Kulttrlerinin Hazirlanigi

BUtln kltirlerden tek koloni alinip uygun bir sivi besiyerine inokile edilmislerdir. Ug

bakteri iginde inkiibasyon zamani 37°C’de 16 saattir. inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin optik
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densiteleri (OD) 600 nm’de spektrofometre ile Ol¢cliimis ve istenilen OD degeri besiyeri
eklenerek elde edilmistir. Daha sonra 37°C’de L. monocytogenes 5,5 saat, S. Enteritidis 3
saat ve E. coli O157:H7 2,5 saat sireyle inkube edilmiglerdir. Boylece logaritmik fazin
ortasinda kulturler elde edilmistir. Elde edilen bakteri konsantrasyonlari E. coli O157:H7 igin
1x10%, S. Enteritidis ve L. monocytogenes igin ise 5x10°® cfu/ml'dir. inkiibasyondan hemen
sonra antimikrobiyal testlerde kullanilmak Uzere kultirler seri olarak uygun besiyeri ile
seyreltiimiglerdir. Bakteri yUklerini teyit etmek icin bakteri sayimlarinda plaka sayim yontemi

uygulanmistir.

3.3 Bakteri Buyume Egrileri

Her sustan tek koloni 4 ml uygun besiyerine inokile edilmis ve 37°C’de 16 saat
inkiibe edilmistir. OD 600 nm’de O&lgliimis ve yine uygun besiyeri ile uygun degere
ayarlanmistir. Bu klltirden %2’lik inokulum alinmig ve uygun besiyeri iceren 12 tipe ilave
edilmistir. Tupler 37°C’de inklbe edilmis ve 24 saat boyunca her 2 saatte bir tip alinarak
OD’si olgulmistir. Buyume edrileri zamana karsi OD degerleri cizilerek elde edilmistir
(SAMBROOK ve RUSSELL, 2006).

3.4 Kuf Suslari ve Kultur Kosullari

Aspergillus niger sodan kabugundan Mustafa Kemal Universitesi Bitki Koruma
boliminde izole edilmis ve Dr. Gulstin Evrendilek tarafindan saglanmistir. Penicillium
roquefortii DBCI-1 ise Izmir Yiksek Teknoloji Enstitlisi Gida Mihendisligi béliminde Dr.
Handan Baysal tarafindan Danimarka mavi peynirinden izole edilmistir. iki kifiinde
mikroskobik ve morfolojik analizleri yapilmistir. Kufler potato dextrose (PDA, Merck)
besiyerinde 30°C biyiitilmis ve saklanmistir (UNLUTURK ve TURANTAS, 2002). Kuf
sporlari %20 gliserol igeren %0,1 peptonlu suda toplanmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir.
Peynir uygulamalarinda iki kif icinde dichloran rose bengal chloramphenicol agar (DRBC,

Merck) secici besiyeri olarak kullaniimistir.

3.5 Kuf Kulturlerinin Hazirlanisi

A. niger 3-5 gln inkilbe edilmis ve 5 glinden daha yash kdlttrler kullaniimamistir. P.
roquefortii ise 5-7 gun slresince inkiibe edilmis ve 7 glinden sonra elde edilen sporlar

kullanilmamistir. Disk difiizyon testlerinde bakterinin agar tzerine mimkuin oldugunca iyi bir
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yogunlukta homojen olarak dagilmasi 6nemlidir. On deneme sonuglarina gére bu tiir bir
dagim A. niger igin 1x10* spore/ml ve P. roquefortii igin ise 1x10° spore/ml yikte
saglanmistir. Ayrica inklibasyon siresi A. niger igin 3 giin iken bu stre P. roquefortii igin 6
gunddr.

Sporlar %0,1 peptonlu suda hizlica ¢alkalayarak elde edilmistir. Elde edilen sporlar
Thoma lami Uzerinde sayillmistir. Spor yukleri gerektiginde %0,1 peptonlu su ekleyerek
ayarlanmistir (SEBTI ve DIG, 2005). Disk difiizyon testlerinde yiikk A. niger icin 1x10*
spore/ml ve P. roquefortii icin ise 1x10° spore/ml'dir. Peynir batirma uygulamalarinda 1x10*

spore/ml yike sahip solusyonlar kullanilimistir.

3.6 Antimikrobiyal Maddelerin Hazirlanmasi

3.6.1 Aktif laktoferrin (ALF)

ALF, Uretici firma olan DMV International Nutritionals (Hollanda) tarafindan Ucretsiz
olarak saglanmistir. Stok solisyonunun hazirlanmasinda dretici firmanin tarifi

kullaniimistir. %4’lUk stok solUsyonu steril deiyonize su ile seyreltilerek kullaniimistir.

3.6.2 Biberiye ekstrakti (BE)

Biberiye 6rnekleri dogal ortamindan toplanmig ve deiyonize su ile yikanmistir. Bitkinin
yaprak kisimlarinin ekstraksiyonu igin MADSEN ve DIG. (1998) tarafindan énerilen yéntem
bir takim degigikliklerle kullaniimistir. 12 g yaprak, 70 ml saf etanol icinde bir homojenizator
ile (Heidolph Silent Crusher M Homogenizer, Almanya) 26000 rpom’de 5 dakika boyunca
homojenize edilmistir. Elde edilen solisyon karanlik bir ortamda 30 dakika karistiriimis ve
5000 rpm’de (Nuve NF 615, Turkiye) 5 dakika boyunca santriflijlenmistir. Sipernatan
toplanmis ve 30 ml etanol bu ¢okeltiye eklenmistir. Daha sonra ayni prosedur iki kez daha
tekrarlanmistir. Son ekstraksiyon igin kullanilan etanol miktari 20 ml'dir. Son olarak elde
edilen sipernatan vakum altinda 40°C’de donerli bir buharlastirici (Heidolph Laborato 4000,
Almanya) ile 1 saat slresince buharlastiriimigtir. Elde edilen ekstrakt vakum altinda 5 um

delik boyutlu sellloz nitrat filtre kagidi ile stiziImustar.
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3.6.3 Natamycin (NA)

%50 NA ve %50 laktoz igeren Pimalac® Mayasan tarafindan iicretsiz olarak
saglanmistir. NA sollisyonu toz halindeki NA'i 1:1 oranindaki etanol ve gliserol karisimi
icinde codzerek hazirlanmistir. lyice karistirildiktan sonra istenilen konsantrasyonda

sollsyonlar deiyonize su ile seyreltilerek hazirlanmistir.

3.6.4 Jenseniin G (JG)

3.6.4.1 Kullanilan bakteri kilttirlerinin yetistirilmesi

Bakteriyosin JG’yi Ureten P. thoenii (jensenii) P126 ve indikatér mikroorganizma
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797, Clemson Universitesi (ABD) Kkultlr
kolleksiyonundan temin edilmistir. Propiyonik asit bakterisi sodyum laktat buyyon (NLB) ve
agarda, L. delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797, Lactobacillus MRS buyyonda yetistirilmistir.
Buatdn kultidrler CO, ihtiva eden inkiibatorlerde 32 ve 37 °C de yetistiriimistir (GRINSTEAD ve
BAREFOOQOT, 1992).

3.6.4.2 Fermentasyon

Yari-kesikli  (fed-batch) fermentasyonlar 1 litrelik agzi kapakli siselerde
gerceklestiriimistir. 44 saatlik P. thoenii (jensenii) P126’ nin sivi kaltird (% 2 (v/v)) steril
sodyum laktat iceren NLB igerisine asilanarak 12 gin boyunca 32 °C de CO; ihtiva eden
inkiibatérlerde inkiibe edilmistir. ilk 48 saatten sonra her 24 saatte bir sisede olan
besiyerinin % 0,3’ kadar sodyum laktat eklenmistir. Yedinci gunde diger besinleri tazelemek

icin 20 kat fazla diger bilesenleri iceren fakat sodyum laktat icermeyen NLB eklenmistir.

3.6.4.3 Yan saflastiriimis JG’nin hazirlanmasi

12 gun sonunda yari-kesikli fermentasyon kultirlerinden bakteri hicreleri santrifdj ile
uzaklastinimis ve filtre edilmistir. SUpernatan % 80 amonyum sulfat eklenerek yavasca
karistirilarak 24 saat boyunca 4°C’de konsantre edilmigtir. Pihtilagip o6ktarilmds olan
proteinler sogutmali santrifljj ile toplanip, steril saf su igerisinde ¢ézinduirilmis ve diyaliz

tupd ile 0,1 M fosfat bafir icerisinde yavas yavas diyaliz edilmistir.
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3.6.4.4 Bakteriyosin aktivite testi

Kritikal dilisyon metodu kullanilarak (critical dilution method) JG hassas indikator L.
delbrueckii subsp. lactis ATCC 4797’e karsi asay edilmistir. Aktivite, zon olusturan en ylksek
dilisyonun tersi alinarak her bir mililitre de aktivite Unitesi olarak (Activity unit (AU))

hesaplanmistir.

3.7 Antimikrobiyal Aktivite Testleri

ALF, BE ve JG’nin tek baslarina veya kombinasyonlar halinde U¢ gida patojenine
karsl antimikrobiyal aktiviteleri hem mikroplaka hem de disk diflizyon ydntemi ile
belirlenmigtir. Disk difiizyon yontemi ALF, BE, JG ve NA’nin 2 cgesit kife karsi antifungal

Ozelliklerinin tespitinde de kullaniimistir.
3.7.1 Mikroplaka teknigi

Mikroplaka ile mikrobiyal blyUmenin tespitinde bazi degisikliklerle DUFOUR ve
DIG.’nin (2003) yéntemi kullaniimistir. ALF, BE ve JG'nin stok soliisyonlari seri olarak
seyreltilerek istenen konsantrasyonlarda sollsyonlar hazirlanmistir. Her konsantrasyondan
100 pl, duz tabanli 96’ mikroplakaya (Bio-Grainer, Germany) alinmigtir. Daha sonra
hazirlanan kiltiirler sayilari 1x10* cfu/ml olacak sekilde seyreltiimis ve bunlardan 100 pl
kuyulardaki antimikrobiyal maddelerin Ustine eklenmigtir. Boylece her kuyudaki
mikroorganizma sayisi esas degerinin yarisina inmigtir. Buatin testler igin kontroller de
hazirlanmistir. Plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe edilmis ve OD degerleri 600 nm’de her 2
saatte bir Thermo Multiscan Spectra Reader (Finland) ile okunmustur. Testlerde kullanilan
maddelerin konsantrasyonlari su sekildedir:

e ALF (% (w/v)): 2,1.5,1.25,1,0.5,0.25
e RE (% (v/v)): 30, 25, 20, 15, 10, 5
e JG (AU/ml): 4000, 3000, 2000, 1000, 500

Tek basina yapilan antimikrobiyal testlerde etkili olan antimikrobiyal maddeler daha
sonra kombinasyonlar halinde yine ayni mikroorganizmalara karsi test edilmislerdir.
Testlerde kullanilan kombinasyonlar ve bu kombinasyonlarin konsantrasyonlari Tablo 3.1’de

verilmigtir.
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Tablo 3.1 Antimikrobiyal maddelerin kombinasyon seklinde kullanildiklarinda konsantrasyon

araliklari
Bakteri Konsantrasyon
ALF (%) BE (%)
0,075 10
L. monocytogenes 0,05 7.5
0,025 5
0,5 20
S. Enteritidis 0,3 15
0,1 10
0,25 20
E. coli O157:H7 0,15 15
0,1 10

3.7.2 Disk difuzyon teknigi

Antimikrobiyal maddelerin istenen konsantrasyonlari stok sollsyonlardan seyreltme
yolu ile elde edilmislerdir. Kullanilan konsantrasyonlar asagidaki gibidir:
o ALF (%(w/v)): 4,3,2,1.5,1
e BE (%(v/v)): 60, 40, 30, 20, 10
e JG (AU/ml): 4000, 3000, 2000, 1000, 500
Her antimikrobiyal maddeden 20 ul, 1 cm? boyutunda kare kesilmis ve sterilize edilmis
whatman filtre kagidina emdirilmis ve bu kagit 1x10° cfu/ml yiikii bulunan agarin orta kismina
yerlestiriimistir. Bu petri kaplari 24 saat siresince 37°C’de inkiibe edilmis ve kagitlarin
cevresinde olusan mikroorganizma blydmeyen alanin ¢api bir mikrometre (SHAN Electronic,
Cin) ile oélculmistir (PRANOTO ve DIG, 2005). Olcilen cap, kagidin uzunlugunu da
kapsamaktadir. Kontrol olarak deiyonize su emdirilmis kagit kullaniimigtir.
Etkili maddelerin kombinasyonlarinin aktiviteleri yine ayni yontemle tespit edilmistir.
Kullanilan konsantrasyonlar: %50 BE+%2 ALF, %25 BE+%3 ALF ve %35 BE+%1 ALF'dir.
ALF, BE, JG ve NA’in A. niger ve P. roquefortii’ye kargi etkileri benzer sekilde tespit
edilmistir. ALF, BE ve JG’nin yukarida belirtilen konsantrasyonlari uygulanmistir. NA icin
250-5000 ppm araliginda aktivite testleri yapilmistir. Kombinasyonlarin konsantrasyonlari ise
25-2500 ppm NA + 50% BE’dir. A. niger igin mikrobiyal yik 1x10* spore/ml iken 1x10°
spore/ml yuk P. roquefortii i¢in kullaniimistir. PDA agar Uzerindeki A. niger 3 gin, P.
roquefortii ise 6 gun inkibe edilmiglerdir. Kontrol gruplari deiyonize su, %0,1 peptonlu su,

gliserol, etanol ve gliserol+etanol emdirilmig kagitlari icermektedir.
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3.8 Gida Uygulamalari

3.8.1 Bakteri inoklle edilmis etlerin batirma uygulamalari

Antimikrobiyal batirma isleminde kullanilacak sigir filetosu ve nuar buz kaliplari icinde
laboratuara getirilmistir. Fileto herhangi bir iglem vyapiimadan kullaniimigtir. Nuarin
¢evresinden ince bir tabaka steril bir bigakla kesilmis ve etin i¢ kismi kullaniimistir. Béylece
etin Uzerindeki mikrobiyal flora minimize edilmeye calisiimistir. Et, 2 cm kalinhdinda 20 g’lik
parcalar halinde kesilip (Sekil 3.1a) tek tek 2 dakika boyunca 6nce 1x10° cfu/ml
mikroorganizma igeren 30 ml solisyona batiriimistir. Daha sonra etler laminar kabin altinda
bakterinin ylzeye yapismasini saglamak amaci ile her ylzeyi 15 dakika olmak Uzere
bekletilmislerdir. inokile edilmis drnekler yine tek tek 30 ml antimikrobiyal soliisyon icinde 15
dakika bekletilimiglerdir (Sekil 3.1b). Testlerde iki kontrol grubu kullaniimistir. C-1 adi verilen
ilk grupda herhangi bir islem gdérmemis et drnekleri vardir. ikinci grupta (C-2) ise etler
mikroorganizma ile inokule edilmis ve daha sonra antimikrobiyal solUsyon yerine steril
deiyonize suya batiriimiglardir. Antimikrobiyal maddeye batiriimis ve kontrol et 6érnekleri,
steril petri kaplara yerlestirilip plastik torbalar icinde L. monocytogenes igin 4°C’de ve diger
mikroorganizmalar igin 10°C buzdolabinda saklanmislardir.

Y < :
?f

)

Sekil 3.1 a) Batirma uygulamalari igin hazirlanan etler, b) batirma uygulamasi

Ornekleme iglemi 0, 3, 6 ve 9. glnlerde yapilmistir. Yaklasik 20 g'lik et parcgalari 180
ml %0,1 steril peptonlu su iginde 2 dakika stomacher ile homojenize edilmistir. Homojenize
edilmis 6rnekten 1 ml alinip 9 ml %0,1 peptonlu su ile seyreltimis ve seyreltimis bu

solusyondan 0,1 ml uygun segici besiyerinin (L. monocytogenes i¢cin PALCAM, S. Enteritidis
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icin XLD ve E. coli O157:H7 icin CT-SMAC) lizerine yayllmigtir. Bakteriyal koloniler 37 °C’de

gorilebilir hale gelene kadar inkiibe edildikten sonra sayilmistir.

3.8.2 Kuf inokule edilmis peynirlerin batirma uygulamalari

Kasar peynirleri 2 cm c¢apinda ve 1cm kalinhginda 20+2g’'lik silindirler halinde steril bir
bicakla kesilmistir (Sekil 3.2a). Peynir Uzerindeki mikrobiyal yuku azaltmak icin érneklerin
batin ylGzeyleri 15 cm mesafedeki UV 15131 (254 nm, U.V.P., ABD) altinda 10’ar dakika
bekletiimistir. Ornekler 50 ml ve 10° spore/ml kiif (P. roquefortii ve A. niger) igeren soliisyona
2 dakika sire ile batinlmiglardir. inokiile edilen peynirler bakterilerin yiizeye tutunmasi igin
laminar kabinde her bir yuzey icin 15 dakika olmak Uzere bekletilmiglerdir (Sekil 3.2b). Daha
sonra peynirler degisik konsantrasyonlarda 50 ml NA iceren solisyonda 15 dakika
bekletilmiglerdir. Ayrica kontrol drnekleri, peynirleri sadece distile su icine batirarak
hazirlanmistir. Batin peynir 6rnekleri, steril petriler icinde plastik posetlerde 30 giin boyunca
10°C’de buzdolabinda saklanmislardir. Ornekleme 0, 10, 20 ve 30. glnlerde yapilmigtir.
Peynir érnekleri 180 ml ve %0,1 steril peptonlu su iginde 2 dakika slresince bir stomacher ile
homojenize edilmislerdir. Homojenize edilmis 6rnekler seri olarak %0,1 peptonlu su ile
seyreltilmigtir. Bu solisyonlardan 0,1 ml alinip DRBC agar uzerine ekim yapilmistir. Ekim

yapilan petriler 30°C’de kif kolonileri gériltinceye kadar inkiibe edilmiglerdir.

Sekil 3.2 a) Batirma uygulamalari igin hazirlanan peynirler, b) batirma uygulamasi
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3.8.3 Batirma yoluyla ete uygulanan BE'nin antioksidan etkisinin tespiti

Elde edilen biberiye ekstraktinin etin saklanmasi sirasinda antioksidan etkisi
tiobarbiturik asit (TBA) testi ile belirlenmistir (RAGHAVAN ve RICHARDS, 2007). 20+2 g et
orneklerinin herbiri 30 ml'lik %15, 30 ve 45 konsantrasyonlarinda biberiye solisyonuna 2
dakika sireyle batirilmis ve petri kaplarina konularak buzdolabinda 8°C’de 9 glin sureyle
saklanmistir. Et 6rneklerinin TBA degerleri 0, 3, 6 ve 9. glnlerde dl¢uimustir. Bu 6lgim igin
20+2 g et 40 ml CCIzCOOH (%10, w/v) ile 90 saniye homojenize edilmis ve 5 dakika sure ile
santrifijlenmistir. Elde edilen sollisyon 0.45 um filtre kagidindan siuzilmus ve 2 ml filtrat ile 2
ml TBA (3 mg TBA/ml) karistinimigtir. Bu solusyon, 97°C’de 20 dakika karanhkta
bekletilmistir. Daha sonra oda sicakliginda sodutulan sollisyonun abzorbansi 531 nm’de bir

spektrofotometre ile dlgtlmastir. Sonuglar miliextinction/g cinsinden ifade edilmistir.

3.8.4 Kuf inokule edilmis peynirlerin puskirtme uygulamalari

Peynirler 3.8.2’de aciklandigi sekilde hazirlanmis ve steril petrilere yerlestirilmistir.
Her bir dilim, yiizeylerine 1x10° spor/ml konsantrasyondaki 100 pl kiif soliisyonu yayilarak
inokule edilmigtir. Kurumasi ve kufun ylzeye baglanmasi igin drnekler 2 dakika bekletilmistir.

Uygulanacak NA sollsyonlari steril saf su iginde ¢ozilerek hazirlanmistir. Onceden
steril edilen sprey siseleri, steril safsu, 500, 750, 1500, 2250 ve 3000 ppm
konsantrasyonundaki NA ¢oézeltilerinden biri ile doldurulmustur. Sprey mekanizmalari énce
etanol sonra saf su piskiirtme islemi ile steril edilerek siselere takilmistir. inokiile edilen
peynir yuzeylerinin 15 cm yukarisindan bir kez spreyleme yapilmis ve kuruma icin érnekler 3
dakika bekletiimiglerdir. Her uygulama igin sekizer o6rnek hazirlanmistir. Ayrica UV
uygulanmamis ve uygulanmis ancak hig¢ bir solusyon spreylenmemis gruplar kontrol amagli
hazirlanmistir. Hazirlanan ornekler petri kaplarina yerlestirildikten sonra kapaklari kapatilip
kilitli buzdolabi posetlerine konularak 10°C deki buzdolabinda 30 giin saklanmistir.

0, 10, 20 ve 30. gunlerde saklanan drneklerden her gruptan ikiser tane olmak Uzere
alinmigtir. Filtreli torbaya peynir dilimi konulduktan sonra 180 ml %0,1 lik peptonlu su ilave
edilerek stomacherda 2 dakika calkalanarak parcalanmasi ve Kkiflerin suya gecmesi
saglanmistir. Alinan sivi érnekler gerekli seyreltmeler yapildiktan sonra 100 plI'si DRBC agar
Uzerine yayllmistir. 3-4 gin 30°C inkiibatorde bekletildikten sonra olusan koloniler sayilmig

ve elde edilen spor miktarlarin logaritmasi alinarak zamana karsi grafikleri gizilmigtir.
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3.8.5 Bakteri inokule edilmis yuzeylerin batirma uygulamalari

2x2 cm boyutunda celik ve tahta parcalar otoklavlanarak sterilize edilmislerdir.10°
cfu/ml konsantrasyonunda 100 ul bakteri, parcalarin ylzeylerine pipet ucu ile yayilmis ve
parcalar 1 saat slre ile kurutulmustur. Daha sonra %10, 20, 30 ve 45 konsantrasyonunda
100 ul BE ayni ylzeylere yayilmis ve kuruma igin 40-50 dakika beklenmistir. Kontrol olarak
peptonlu suya batiriimis ve herhangi bir siviya batirimamis érnekler de hazirlanmistir.
Ornekler, tek tek 100 ml'lik siselerdeki 20 ml LB icine steril bir pense ile konulmuslardir.
Ayrica herhangi bir ylzey 6rnegi yerine sadece 100 ul bakteri solisyonu da 20 ml LB igeren
baska bir siseye kontrol olarak eklenmistir. Siseler calkalamali inkibatérde 15 dakika
karistinimis ve daha sonra 37°C’de inklbe edilmislerdir. Her saat her siseden 200 ul 6érnek
alinarak 96’ mikroplakaya konulmus ve o6rneklerin 600 nm’'de OD’leri tespit edilmistir.

Kontrol olarak 200 ul LB kullaniimisgtir.

3.9 Biyopolimerlerin Hazirlanmasi

3.9.1 Metil seluloz (MS) filmlerin hazirlanmasi

MS film hazirlama proseduri literaturden (TURHAN ve SAHBAZ, 2004) bazi
degisikliklerle uygulanmistir. 3 g MS etanolde ¢ézildikten sonra karigsima 50 ml deiyonize su
ilave edilmistir. 50 ml etanol eklendikten sonra karisim homojenize edilmistir. Plastiklestirici
olarak gliserol ilave edildikten sonra film solisyonu (fs) 80°C ye kadar istilmigtir. 10 g fs
petrilere yayllmis ve 30°C'de 2 gin kurutulmustur. Filmlerin kalinliklari (mm) 10 farkh

bolgeden alinan élgiimlerin ortalamasi olarak hesaplanmistir.

3.9.2 Gluten (G) filmlerin hazirlanmasi

G filmler, POCHAT-BOHATIER ve DIG. (2006) tarafindan gelistirilen prosediirde bir
takim degisikliklerle yapilarak hazirlanmistir. 15 g G, 31,5 ml saf etanolda karistirilarak
¢6zUImustir. Daha sonra 0,03 g sodyum siilfit, 3 g gliserol ve 63 ml deiyonize su bu karisima
eklenmis ve manyetik karistirici ile yaklasik 10 dakika karistiriimistir. Fs’nun pH’s1 asetik asit
ile 4’e ayarlanmistir. Daha sonra karigtirilan sollisyon 70°C’ye kadar isitilmistir. 10 g fs 8,5

cm ¢apindaki petri kaplarina yayilmis ve 30°C’de kurutulmustur.
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3.9.3 Antimikrobiyal maddelerin filmlere katilmasi

ALF, NA ve BE, fs’na degisik konsantrasyonlarda eklenmistir. Yiksek sicaklik
antimikrobiyal maddelerin bozulmasina neden olabileceginden bitliin maddeler fs’na 50 —
55°C’ye sogutulduktan sonra ilave edilmislerdir. Toz halindeki ALF ve NA, fs petriye
yayllmadan énce eklenmis ve karistiriimiglardir. Kullanilan ALF konsantrasyonlari, 0,03, 0,05
ve 0,07 g ALF/10 g fs’ dir. Eklenen NA ile elde edilen karisimlarin NA konsantrasyon arahgi
ise 0,2-40 mg/10 g fs'dir. BE iceren polimerler ise fs'nda bulunan etanol ve suyun bir
kisminin ekstrakt ile degistirimesi seklinde hazirlanmistir. Kullanilan kombinasyonlar
ALF+BE ve NA+BE iceren polimerlerdir.

3.10 Biyopolimerlerin Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyopolimerlerin antimikrobiyal aktivitelerinin test edilmesinde 3.7.2'de aciklanan disk
difizyon tekni@i kullaniimistir. Filmler 1cmx1cm kareler halinde kesilmis ve mikroorganizma
inoklle edilmis agar igeren petrilerin ortasina yerlestirilmislerdir. Herhangi bir antimikrobiyal

madde icermeyen G ve MS filmler kontrol olarak kullaniimislardir.
3.11 Biyopolimerlerin Karakterizasyonu

Butin analizlerden 6nce filmler, doymus MgNO; c¢ozeltisi ile %50 nispi nemin

saglandigi desikatorlerde 2 giin bekletilmistir.
3.11.1 Mekanik 6zellikler

Gerilme mukavemeti (GM), elastikiyet modulu (EM) ve % kopma noktasi (KN)
mekanik test aleti (AG-1 250 kN, Schimadzu, Japan) ile ASTM D882 (1996) metoduna gore
belirlenmigtir. Bunun icin filmler 25 mm x 100 mm d&l¢isinde kesilmis ve desikatorde 48 saat
sureyle %50 nemde sartlandiriimistir. Baslangi¢ pence uzakligi 50 mm ve piston hizi 50
mm/dak olarak ayarlanmigtir. Kuvvet ve uzama degerleri kaydedilmis ve GM, EM ve KN
gerilme-uzama grafiginden hesaplanmistir. GM filmi koparmak igin gerekli maksimum yUku
kesit alana bdlerek hesaplanmistir. KN kopma anindaki film uzunlugunun baslangigtaki
uzunluguna oraninin yuzde olarak ifadesidir. EM ise gerilme-uzama grafiginde ilk lineer

kismin egimidir. Her film icin en az 6 drnek test edilmistir.
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3.11.2 Su buhari gegirgenligi

Su gecirgenliginin belirlenmesinde Mc HUGH ve DiG.nin (1993) metodu
kullanilmistir.  Kullanilan sistem Sekil 3.3'de gosterilmistir. Bu yonteme gbére su ile
doldurulmus cam siselerin Uzeri biyopolimerler ile kapatilmis ve %50 neme ayarlanmig
desikatérlere yerlestiriimislerdir. Desikatérler 25°C’de tutulmustur. Cam siselerin kapak
kisminin alani 17,34 cm? ve siselerin derinligi de 7 cm’dir. Sisedeki su ile polimer arasinda
1,4 cm bosluk vardir. 2m/sn hizda calisan fanlar desikatoriin icine yerlestiriimigtir ve fan hizi
bir anemometre ile olgtimustir (Turbo Meter, ABD). Kararli dengeye 2 saat icinde ulasiimis
ve her sisenin agirligi 2 saat araliklarla en az 5 kere élgulmustlr. Her polimer ile en az g
olcim yapilmistir. Su buhari gegcirgenligi Mc HUGH ve DIG. (1993) tarafindan belirtildigi

sekilde hesaplanmistir.

e

- <. =

— > /ﬁ% Polimer
N~

120 m/dak hizla dénen fan ﬂ Hava —— Testkabi
boslugu
Deiyonize su

N

igeri nispi nem = %100

Disari nispi nem = %50+2

Sekil 3.3 Su buhari gegirgenligi 6lgim sistemi

Su buhari gecirgenlik orani (SBGO) asagida verilen 1. esitlik kullanilarak hesaplanmistir
(ASTM E96, 1980). Agirik kaybinin zamana karsi cizilen grafiginin regresyon analizi

yapilmis ve bitin korelasyon katsayilari 0,99 ve daha Ustl olarak bulunmustur.

Egim

SBGO=—""—-
FilmAlani
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egim agirlik kaybina karsi zaman grafiginden elde edilmistir.

SBGO diizeltme metoduna gdre 2. esitlik filmin i¢ ylizeyinde dizeltiimis su buhari kismi

basincinin (p2) hesaplanmasini saglar.

Rx*T *Z

P = toplam basing, D = suyun 25°C’de havadaki difiizvitesi, R = gaz sabiti, Z = hava boslugu
mesafesi, p; = solusyon yuzeyinde su buhari kismi basinci, p, = filmin i¢ ylUzeyinde

duzeltilmis kismi su buhari basinci.

p2'nin hesaplanmasindan sonra

SBG  SBGO
kalinlik  p, —p,

ps = filmin dis ylizeyinde su buhari kismi basinci

3.11.2 Yuzey goruntdleri

Taramali elektron mikroskopunda kesit resimlerinin elde edilmesi igin filmler 100 - 200
A kalinliginda altin bir tabaka ile kaplanmis ve filmlerin kesitleri [YTE Malzeme Arastirma

Merkezinde bulunan Phillips XL-30S FEG elektron mikroskobu ile taranmistir.

3.12 Biyopolimerlerin Gida Uygulamalari

NA iceren biyopolimerlerin kasar peyniri Uzerine inokile edilmis A. niger ve
P.roquefortii’ye kargl antifungal etkileri belirlenmistir. Kasar peynirleri 2 cm ¢apinda ve 1 cm
kalinhginda 20+2g’lik silindirler halinde steril bir bigakla kesilmistir. Peynir érneklerinin
yuzeyleri 6érnekten 15 cm uzaga yerlestiriimis UV 1sigina (254 nm) 10 dakika slresince
maruz birakilmislardir. Daha sonra érnekler 10° spores/ml A. niger veya P. roquefortii iceren
sollisyona 2 dakika sire ile batiriimistir. Ornekler laminar kabin altinda her yiizey 15 dakika
olmak Uzere bakterinin tutunmasina firsat tanimak icin bekletilmistir. Daha sonra drnekler
antimikrobiyal madde iceren ve icermeyen G ve MS filmlere sariimistir. Bu &érnekler petri
kaplarina yerlestirilip plastik torbalar icinde 10°C’de buzdolabinda 30 giin silre ile

saklanmistir. Hazirlanan 6érnekler su sekildedir:
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herhangi bir isleme tabi tutulmamis drnek
UV isigina maruz birakilan érnek
UV isigina maruz birakilmis ve inokile edilmis

UV + inokule edilme + antimikrobiyal icermeyen film

o &~ N =

herhangi bir igsleme tabi tutulmamis érnek + antimikrobiyal icermeyen film

6. UV + inoklle edilme + antimikrobiyal iceren film
Hazirlanan peynir érnekleri 0, 10, 20 ve 30. glnlerde mikrobiyolojik olarak analiz edilmiglerdir.
Bunun igin filmler, peynirlerden steril bir pens ile ayrilmis ve 180 ml peptonlu (%0,1) suyun
icinde stomacher (BagMixer, Fransa) ile 230 rpm’de 2 dakika stiresince homojenize edilmistir.
Homojenize edilen 6rnek yine peptonlu su ile seyreltimis ve DRBC agar Uzerine yayilmistir.

Petriler 30 °C’de 2 gln siresince inklibe edildikten sonra sayim yapilmistir.

3.13 Antimikrobiyal Maddelerin Biyopolimerlerden Salinimi

Degisik konsantrasyonlarda NA iceren biyopolimerlerden salinim, saklama suresince
kasar peynirinde NA miktari tespit edilerek izlenmistir. NA'in peynirdeki miktari 1ISO 9233
(2007) metodu kullanilarak belirlenmigtir.

Kasar peyniri 3.12’de acgiklandidi sekilde hazirlanip paketlenmis ve yine ayni sekilde
buzdolabinda saklanmigtir. Daha sonra belirli araliklarla peynir 6rnekleri alinarak paket
malzemesi olarak kullanilan polimerlerden ayriimistir. Peynirlerde NA’in belirlenebilmesi igin
once ekstraksiyon islemi gergeklestiriimistir. Bu amagla 20 g peynir, 200 ml metanol ile 90
dakika karistirilmistir ve daha sonra 100 ml su eklenmistir. Bu karisim -20°C’de 60 dakika
dondurulmus ve soguk ekstrakt kaba filtre kagidindan stzilmustir. Oda sicakligina getirilen
ekstrakt bu sefer 0,45 um filire kagidindan gegirilmisti. Daha sonra bu ekstraktin
konsantrasyonu HPLC analizi ile belirlenmistir. HPLC kosullari asagida listelenmistir:

Kolon: C8

Detektér: DAD

Enjeksiyon: 20 ul loop, 1ml/dak akis hizi

Mobil faz: metanol:su:asetik asit (60:40:5)

Kalibrasyon icin 107 ppm stok solisyonundan 3,6594, 2,8462, 2,033, 0,8132, 0,4066 ve
0,04066 ppm solusyonlar hazirlanmigtir.

3.14 Istatistiksel Analiz

Antimikrobiyal maddelerin beraber kullanildi§i antimikrobiyal aktivite testlerinde 3

seviyeli tam faktériyel deneme deseni kullaniimistir. Bu desende 3 merkez noktasi vardir ve
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her seviye icin 3 replika yapulmistir. Deneme deseninin olusturulmasi ve istatistiksel analizi
MODDE (v.7, Umetrics, isveg) yazilimi ile yapilmistir. Faktérler antimikrobiyal maddelerin
konsantrasyonlaridir. Bu konsantrasyonlar tekli antimikrobiyal aktivite testlerinde elde edilen
sonuglara goére mikroorganizmanin tipine gore farkliliklar géstermektedir. Tepki degerleri ise
12, 16 ve 24. sattlerde elde edilen OD degerleridir. Her kombinasyon igin toplam 48 deneme
yapimistir.

Diger veriler MINITAB yaziiminda varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir.

Ortalamalar, Fisher en kuiglk fark yontemi ile p=0.5 ‘de karsilastiriimistir.

4. Bulgular ve Tartisma

Bu calismada gidalarda kullanilma potansiyeline sahip bazi maddelerin (ALF, BE, JG
ve NA), 6nce tek baglarina daha sonra ise kombinasyonlar halinde antimikrobiyal 6zellikleri
patojenik bakterilere (E. coli 0157:H7, S. Enteritidis ve L. monocytogenes) ve kiflere (A.
niger ve P. roquefortii) karsi hem mikroplaka hem de disk diflizyon teknigi ile belirlenmistir.
Antimikrobiyal etkiye sahip maddeler ve kombinasyonlari belirlenen konsantrasyonlarda et ve
peynir Uzerine batirma/piskirtme yolu ile uygulanmiglardir. Et uygulamalarinda
antibakteriyal maddeler, peynir uygulamalarinda ise antifungal maddeler kullaniimigtir. Ayrica
bu maddeler biyopolimerler icine katilarak antimikrobiyal 6zelligi olan gida paket malzemeleri
elde edilmistir. Antimikrobiyal maddelerin polimerlerden salinim profilleri belirlenmis ve bu
maddelerin, biyopolimerlerin fiziksel 6zellikleri Gzerine etkileri de arastiriimistir.

Antimikrobiyal aktivitenin tespitinde c¢ok degisik yontemler kullaniimaktadir. Bu
¢alismada bunlardan en ¢ok tercih edilenleri olan mikroplaka ve disk difizyon ydntemleri
uygulanmistir. Mikroplaka yénteminde aktif maddenin aktivitesi solUsyon i¢inde test edilirken,
disk difuzyon tekniginde kati bir yizeye emdirilen maddenin salinimi yoluyla antimikrobiyal
etki gosterme 6zelligi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle ilk ydntem batirma ve puskurtme gibi
uygulamalarda kullanilacak maddelerin aktivitesinin belirlenmesi icin daha uygun gérinurken
disk diflizyon teknigi ise paket malzemlerine igine eklenen maddelerin aktivitelerinin tespiti
icin kullanilabilir.

Calismanin sonuglarini daha ayrintili bir sekilde incelemeye baglamadan o6nce
projeye baslandiginda kullanilan ilk mikroorganizmalarin Refik Saydam Hifzisihha
Mekezinden temin edilmis olan kultirlerden (Escherichia coli ATCC35218/2003/RSKK No
03018; Listeria monocytogenes tip1 NCTC 2167/1996/RSKK No 96001; Salmonella
enteritidis Koch enst/RSKK No 92) oldugunu belirtmek isteriz. Bu mikroorganizmalar
kullanilarak yapilan antimikrobiyal aktivite tayinlerinin sonunda bu kultlrlerin eskimesi nedeni

ile saglikl sonuclar alinamamaya baslanmis ve ayni kiltlrler yine Refik Saydam Hifzisihha
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Merkezinden temin edilmistir. Ancak yeni alinan kdltirlerin blylme egrilerinin dncekiler ile
ortigsmemesi Uzerine kultdrler Uzerinde Gram boyama ve mikroskop incelemesi yapilmistir.
Bu incelemeler sonucu L. monocytogenes olarak temin edilen mikroorganizmanin Gram (+)
basil olmasi gerekirken Gram (+) kok oldugu tesbit edilmis ve durum Hifzisihhaya bildirilmigtir.
Bu kurumdan kiiltirlerin karismis oldugu seklinde bir cevap alinmistir. O tarihte Hifzisihhanin
internet sayfasinda bu mikroorganizma, NCTC 2167 kimligi ile bildiriimekteydi. Ancak
NCTC’nin internet sayfasindan yapilan arastirma sonucu bu mikroorganizmanin aslinda
Streptococcus vestibularis oldugu gortlmustir. Durum Hifzisihhaya bir dilekge ile bildirilmis
olmasina ragmen tarafimiza herhangi bir cevap verilmemistir. Bu durumda kullandigimiz
diger mikroorganizmalar Uzerine de daha ayrintili bir arastirma yapiimis ve patojen oldugu
belirtilen E. coli’nin de patojen olmadigi saptanmistir. Bu durumdan dolayi NCTC’'den
dogrudan bu mikroorganizmalar yeniden temin edilmek zorunda kalinmistir. Antimikrobiyal
aktivite testleri NCTC’den elde edilen kiltlrlerle tekrarlanmistir. Asagida bakteriler ile ilgili

sunulan sonuglarin hepsi sonradan temin edilen NCTC kdltrleri kullanilarak elde edilmistir.

4.1 ALF, BE ve JG'nin Mikroplaka Yontemi ile Belirlenen Antimikrobiyal
Aktiviteleri

Bu calismada antimikrobiyal maddelerin minimum etkin konsantrasyonu (MIC), 24
saat sonunda 37°C’de inklbasyon slresince bakterilerin blyumesini engelleyen en dusik

konsantrasyon olarak belirlenmistir.
4.1.1 ALF

ALF’nin Ug¢ patojenik mikroorganizmaya karsi etkileri Sekil 4.1°de gosterilmigtir.
Sadece %0,05 ALF, L. monocytogenes’ in lag suresini uzatmak igin yeterliyken, S. Enteritidis
icin bu konsantrasyon %0,25'dir. %0,25-0,75 ALF’e maruz birakilmig E. coli O157:H7’nin
bdyumesinde énemli oranda bir dusus gozlenmigtir. ALF’nin MIC degerleri L. monocytogenes
icin %0,1, S. Enteritidis i¢in %0,5 ve E. coli O157:H7 icin %1 olarak belirlenmistir. Literatirde
E. coli O157:H7 igin ALF’nin MIC degeri bu ¢alismada oldugu gibi %1 olarak belirlenmigstir
(NAIDU, 2002). Bu U¢ mikroorganizma iginde en dugik MIC degeri L. monocytogenes igin
tespit edilmistir. L. monocytogenes, gram (+) bir bakteri iken diger iki mikroorganizma gram (-
) bakterilerdir. ALF’nin mikroorganizmalar Uzerine etki mekanizmasinin hicre membrani ile
ilgili oldugu bilinmektedir (NAIDU ve DIiG., 2003). MIC degerleri arasindaki bu farkliligin

hidcre membrani yapisindan kaynaklandigi dusunulebilir.
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41.2BE

Sekil 4.2 cesitli konsantrasyonlarda BE'nin bu calismada kullanilan ¢ patojenik
mikroorganizma Uzerine etkilerini gdstermektedir. %5-30 konsantrasyon araliginda BE, E.
coli O157:H7 ve S. Enteritidis’in blylmesini tamamen engelleyememistir. Ancak BE’nin
ylksek konsantrasyonlari bu mikroorganizmalarin lag sUrelerini uzatmis ve sayilarini
distirmustur. BE’'nin L. monocytogenes igin MIC degeri %15 olarak tespit edilmistir.
Ayrica %10 konsantrasyonunda BE’t da L. monocytogenes buyumesini énemli ol¢ide
Onlemistir.

BE'1I eldesinde degisik yontemler ve coziculer kullaniimaktadir (COWAN, 1999).
Buna bagli olarak elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri de c¢ok farkl
olabilmektedir (CERVENKA ve DIG, 2006). Literatiirdeki bir calismada bizim galismamiza
benzer sonuglar elde edilmistir (CELIKTAS ve DIG., 2005). Bahsedilen galismada biberiyenin
metanol ekstraktlari S. aureus disinda bir ¢ok mikroorganizmanin buyumesini

engelleyememisgtir.
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Sekil 4.1 ALF’nin a) L. monocytogenes, b) E. coli O157:H7 ve c¢) S. Enteritidis’e karsi antimikrobiyal aktivitesi
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41.3JG

JG, ¢ patojenik mikroorganizmaya karsi etki goéstermemistir (Sekil 4.3). JG, sadece
yuksek konsantrasyonda (4000 AU/ml) L. monocytogenes’in bluylimesinde az bir dislse
neden olmustur. Bu bakteriyosinin, E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis sayilarinda artisa bile
neden oldugu goérilmastir. Literatlirdeki calismalarda, JG’nin bazi patojenler (zerindeki
etkisi mikroorganizmalar strese maruz birakildiktan sonra test edilmistir. JG, i1siya maruz
birakilmis mikroorganizmalara uygulandiginda en ¢ok etkilenen mikroorganizmalar L.
monocytogenes ve S. aureus olmustur (BAKER ve DIG., 2004). Baska bir calismada ise A.
niger, Penicillium spp., E. coli, E. coli O:24 B:17, L. monocytogenes ve S. Typhimurium,
JG’den etkilenmemiglerdir. (GRINSTEAD ve BAREFOOT, 1992).

Bu ¢alismada test edilen ALF, BE ve JG’nin antimikrobiyal etkilerinin konsantrasyonla
degisimini gdsteren Tukey analiz sonuglari Tablo 4.1’de sunulmustur. Bitin ANOVA

analizleri P>0.05'de 6nemli bulunmustur.

4.1.4 Kombinasyon halinde kullanilan aktif maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri

Tek basina yapilan antimikrobiyal testlerin ve 6n ¢alismalarin sonucu olarak, ALF ve
BE beraber kullanilacak antibakteriyel maddeler olarak belirlenmistir. Konsantrasyon araligi
MIC ve onun altindaki degerler olarak secilmistir. Boylece kombinasyon halinde kullanimin
MIC degerlerinde herhangi bir dislse neden olup olmadigi gdézlenebilmistir (Sekil 4.4).
Ayrica, ALF+BE konsantrasyonlari mikroorganizmaya bagli olarak belirlenmistir ve
kombinasyonlarin seviyelerinin tespitinde 3 seviyeli tam faktériyel deney tasarimi
kullaniimistir. Tasarimda faktérler ALF ve BE konsantrasyonlari, tepkiler ise 12., 18. ve 24.
saatlerdeki OD degerleridir. Sonuglar MODDE (Umetrics, isveg) yazilimi ile analiz edilmistir.
Her tepki igin gelistirilen kayda deger modellerde hangi faktorlerin 6nemli oldugu
belirlenmigtir. Tahmin grafikleri faktérlerden biri sabit tutularak digerine kargi modelle tahmin
edilen tepki degerleri (12., 18. ve 24. saat OD degerleri) gizilerek olusturulmustur (Sekil 4.5).
Tahmin grafikleri tepkilerin faktorle degisiminin gorsel olarak daha iyi sekilde ifade edilmesine
yardimci olur.

ALF ve BE beraber E. coli O157:H7’ye karsi kullanildiklarinda sinerjistik bir etki
g6zlenmistir. Ancak L. monocytogenes and S. Enteritidis’e karsi bu maddeler arasinda bir
etkilesime rastlanmamistir. Tek basina kullanildiginda ALF’nin E. coli O157:H7 icin MIC
degeri %1 olarak tespit edilmisti. Ancak, %0,3 ve %0,5 ALF, %10, 15 ve 20 BE ile
kullanildiginda bu mikroorganizmanin buyumesini durdurmustur. %0,1 ALF kullanildiginda

ise blyumenin durmasi BE konsantrasyonuna baghdir (Sekil 4.4b). Yapilan istatistiksel



analizler sonucu elde edilen modeller 6énemlidir ve bu modeller ile elde edilen tahmin
grafikleri Sekil 4.5’de gdésterilmistir. Sonuglara gére ALF konsantrasyonu 12., 18. ve 24.
saatlerde 6nemli bir faktérdir ve grafigin egiminden de gérilebilecedi lzere 6nemi de
zamanla artmaktadir (Sekil 4.35b). BE ise 12. ve 18. saatlerde 6nemli bir faktér olmasina
ragmen Onemi zamanla azalmaktadir. Yine ayni grafik ALF konsantrasyonunun E. coli
saylisini azaltmada BE’na gore daha etkili oldugunu gostermektedir.

L. monocytogenes’e karsi kullanilan ALF+BE igin MIC degeri bulunamamistir. Ancak,
yuksek ALF konsantrasyonlarina (%0,05-0,075) maruz birakilan L. monocytogenes
sayisinda 6nemli 6l¢lide disus kaydedilmistir (Sekil 4.4a). Bu mikroorganizma igin gelistirilen
modeller de o6nemlidir ve tahmin grafikleri Sekil 4.5de sunulmustur. ALF ve BE
konsantrasyonlari 24 saat boyunca 6nemli faktoérlerdir ve BE’nin énemi de zamanla
artmaktadir.

S. enteritidis verilerinin analizi ile gelistirilen istatistiksel modeller de 6nemlidir.
Tahmin grafiklerinde de gorilecegi gibi ALF ve BE 24 saat boyunca 6nemli faktorlerdir. Hig

bir kombinasyon bu mikroorganizma Uzerinde o6ldurtci etki gdstermemisgtir.
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Tablo 4.1 ALF, BE ve JG'nin (¢ mikroorganizma Uzerinde 12, 18 ve 24. saatlerdeki antimikrobiyal etkilerine gore degisik

konsantrasyonlarda farkliliklarinin Tukey analiz ile elde edilen sonuglari

Listeria monocytogenes

ALF (%) BE (%) JG (AU/ml)
12s 18s 24s 12s 18s 24s 12s 18s 24s
0,5%® 0,5 0,5 302 302 302 4000? 40002 4000°
0,25° 0,252 0,25° 202 202 20° 3000° 3000° 3000
0,1° 0,12 0,1* 15° 152 15% 2000° 2000° 2000%
0,05° 0,05° 0,05° 102 10? 10° 1000° 1000° 10002
0,025¢ 0,025° 0,025° 5° 5° 5° 500¢ 500¢ 500°
Oe OC Od OC OC OC Ocd Od OC
Escherichia coli O157:H7
ALF (%) BE (%) JG (AU/ml)
12s 18s 24s 12s 18s 24s 12s 18s 24s
1,5 1,52 1,52 30° 30° 30° 40002 4000%° 4000%
12 12 17 20° 20%° 20%° 30002 3000% 3000%
0,75% 0,75% 0,75° 15P¢ 15% 152 20002 200072 20007
0,5° 0,5° 0,5° 10% 10°° 10°° 1000 1000°° 10002
0,25° 0,25% 0,25° 5 5° 5° 500 500%° 5002
0,1" 0,1° 0,1° 0° 0¢ 0¢ 0¢ 0° oP
0 0 0 - - - - - -
Salmonella Enteritidis
ALF (%) BE (%) JG (AU/ml)
12s 18s 24s 12s 18s 24s 12s 18s 24s
22 22 22 30° 302 30° 4000 40002 4000°
1,52 1,52 1,52 20° 202 202 3000 3000? 3000°
1,252 1,252 1,252 15°° 152 15 20002 2000? 20002
12 12 12 10% 10% 10P° 10002 1000° 10002
0,5° 0,52 0,5% 5 5° 5° 500° 500? 500?
0,25° 0,25° 0,25° 0° 0° 0¢ 0° oP oP
0° 0° 0° - - - - - -

ad ayni harfler istatistiksel olarak degisik ALF, BE ve JG seviyeleri arasinda P>0,05'de fark olmadigini gosteriri, * 24. saat MIC degerleri
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Sekil 4.5 a) L. monocytogenes, b) E. coli O157:H7 and c) S. Enteritidis i¢in tahmin grafikleri (Butlin grafiklerde y-ekseni OD degerlerini

gostermektedir).
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4.2 Aktif Maddelerin Disk Difuzyon Yontemi ile Belirlenen Antimikrobiyal
Aktiviteleri

4.2.1 ALF, BE ve JG’nin antibakteriyal 6zellikleri

Disk difizyon teknigi uygulandiginda Ug¢ aktif madde icin calisilan konsantrasyon
araliklarinin (ALF: %4, 3, 2, 1,5, 1; BE: %60, 40, 30, 20, 10; JG: 4000, 3000, 2000, 1000,
500 AU/ml) hicbiri L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis’e karsi herhangi bir
etki gdstermemiglerdir. Baska bir deyisle bu bilesiklerin emdirildigi disklerin ¢evresinde
mikroorganizmalarin buyumedigi bir bolge gorulmemistir.

ALF’nin BE ile kombinasyonlarinda da (%25 BE + %3 ALF, %35 BE + %1 ALF, %50
BE+ %2 ALF) yine ayni mikroorganizmalara karsi engelleyici bir etkiye rastlanmamigtir.
Mikroplaka yodnteminde goruldigu uUzere tek basina kullanildiginda dahi ALF her ug¢
mikroorganizmaya kargl guglu bir antimikrobiyal etkiye sahiptir. Ancak disk difuizyon
tekniginde mikroplaka tekniginin iki kati kadar yuksek konsantrasyonda dahi herhangi bir
antibakteriyal aktivite gdézlenmemistir. Bunun nedeni ALF’nin yliksek molekul agirhd: olabilir.
ALF, laktoferrinin buylk bir molekul olan glikozaminoglikan substratina immobilizasyonu ile
elde edilmektedir (NAIDU, 2002). Disk diflizyon teknigi sadece antimikrobiyal maddenin
guclne degil ayni zamanda onun kati bir ortamdan salinimina ve yine kati bir ortamda
difizyonuna da baghdir. Baylk bir molekil olan ALF’nin bu tir uygulamalar icin ¢ok uygun

olmadigi gorulmektedir.

4.2.2 NA, BE, ALF ve JG'nin antifungal 6zellikleri

Sat Urdnlerinin bozulmasinda dnemli rol oynayan A. niger ve P. roqueforti’ye karsi
onceki bolimde kullanilan ALF, BE ve JG’nin yanisira NA’inin de antifungal Ozellikleri test
edilmistir. Kuflere kargl antimikrobiyal aktivitenin tespitinde mikroplaka ydntemi olusan
miseller nedeni ile basarili sonuglar vermemektedir. Dolayisi ile sadece disk diflizyon
yontemi kullaniimistir.

Tablo 4.2’de degisik konsantrasyonlarda NA'in A. niger and P. roquefortii nin
blylUmesi Uzerine etkileri gosterilmistir. 750 ile 5000 ppm arasinda NA igceren kagit diskler
etrafinda A. niger'a karsi capi 1,5-3,98 cm arasinda degisen blyimeyi engelleyici bolgeler
olusmustur. Bu mesafe ayni konsantrasyonlarda P. roquefortii igin 3,02-5,32 cm’dir. NA’nin A.
niger ve P. roquefortii icin MIC deg@erleri 750 ppm’dir. P. roquefortii’ nin agar Uzerindeki

mikrobiyal yikid A. niger a gbre daha fazla olmasina ragmen MIC degeri bu kufler igin



aynidir. Artan NA konsantrasyonu ile biylimenin énlendigi bolge capi da artmistir (Sekil 4.6).
Tipik olarak blyumenin 6nlendidi bdlgeler ve kontrol drneklerinin gérunumu Sekil 4.7’deki
gibidir.

Belirlenen MIC degeri literatirde belirtilen degerden daha yuksektir (STARK, 2003).
Ancak bahsedilen calismada anifungal aktivite NA sollsyonunu dogrudan agar Uzerine
yayarak belirlenmistir. Ayrica bu calismada kullandigimiz ticari NA, %50 NA ve %50 laktoz
icermektedir. Bahsedilen ayni calismada birim ylzey alana etki eden NA konsantrasyonu
0,01-0,02 mg/cm? olarak ifade edilmistir. Bizim calismamizda belirlenen MIC degeri de bu
sekilde ifade edildiginde 0,015 mg/cm? olup bildirilen araliktadir.

NA kiflere karsi oldukca etkili olmasina ragmen ALF, BE ve JG, A. niger and P.
roquefortii'ye karsi herhangi bir etki gostermemislerdir. Cesitli bitki ekstraktlarinin kif ve
mayalara karsi etkileri degisik calismalara konu olmustur (VIUDA-MARTOS ve DIG., 2007;
ABDEL-HAFEZ ve EL-SAID, 1997). Bu calismalardan bazilarinda cesitli bitki ekstraktlarinin
antifungal etkileri oldugu belirlenmistir. Ancak aktivite, pH gibi ortam kosullarina oldukcga
baglidir ve bitikilerin ekstraksiyon prosedurleri de farkliliklar géstermektedir (DEL CAMPO ve
DIG., 2000).

Tablo 4.2 Degisik konsantrasyonlarda NA ile A. niger ve P. roqueforti’ye kargi uygulanan

disk difizyon testinin sonuglari

Blyumenin engellendigi bolgenin capi (cm)

NA konsantrasyonu A. niger P. roquefortii
(ppm (mg/cm?))

0(0) + +

250 (0,005) + +

500 (0,01) + +

750 (0,015) 1,5+0,0 ° 3,02+0,112
1000 (0,02) 1,66+0,12 ° 3,1840,24°
1250 (0,025) 2,62+0,27° 4,1740,72°
2500 (0,05) 3,490,32 ° 4,30+0,24°
5000 (0,1) 3,98+0,3 ¢ 5,32+0,43°

+ bllylime engellenemedi, *® ayni harfler NA seviyeleri arasinda yarattiklari etki acisindan P>0,05'de

istatistiksel bir fark olmadigini gdsterir
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Sekil 4.6 Disk difizyon teknigine gore engelleme bolgesi ¢capinin NA konsantrasyonu ile

degisimi ( @) A. niger, b) P. roquefortii)
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Sekil 4.7 a) 5000 ppm NA iceren kagit diskin A. niger Uzerine etkisi b) A. niger igin kontrol
ornegdi c¢) 750 ppm NA iceren kagit diskin P. roquefortii lzerine etkisi d) P. roquefortii igin

kontrol érnegi

Calismanin buraya kadar olan kismi yani degisik dogal maddelerin mikroplaka ve
difizyon yontemleri ile tespit edilen antimikrobiyal etkileri asagidaki tabloda (Tablo 4.3)

Ozetlenmistir. Bu tablo galismanin geri kalan kisminda bir referans goérevi gérmustur.
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Tablo 4.3 Mikroplaka ve disk difuzyon teknigi ile antimikrobiyal 6zellikleri gida kaynakli patojenlere ve kuflere kargi test edilen dogal
antimikrobiyallerin etkinlikleri ve MIC degerleri

Mikroplaka yontemi

Disk diflizyon yontemi

Mikroorganizma JG BE ALF NA JG BE ALF NA
(AU/ml) (%) (%) (ppm) (AU/ml) (%) (%) (ppm)

L. BlyUmeyi 15 0,1 Uygulanmadi  Etki yok Etki yok Etkiyok  Uygulanmadi

monocytogenes azaltti

S. Enteritidis Blyumeyi BlyuUmeyi 1 Uygulanmadi Etki yok Etki yok Etki yok  Uygulanmadi
artirdi azaltti

E. coli O157:H7 Blayumeyi Bayumeyi 0,5 Uygulanmadi  Etki yok Etki yok Etkiyok  Uygulanmadi
artirdi azaltti

A. niger Uygulanmadi Uygulanmadi Uygulanmadi Uygulanmadi  Etki yok Etki yok Etki yok 750

P. roquefortii Uygulanmadi Uygulanmadi Uygulanmadi Uygulanmadi  Etki yok Etki yok Etki yok 750
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4.3 Antimikrobiyal Maddelerin Gida Uygulamalari

4.3.1 Etler icin batirma uygulamalari

Calismanin bu kisminda batirma isleminde kullanilan et érneginin hazirlanmasinin
oldukga 6nemli oldugu goérilmustir. Kombinadan temin edilen etin (zerinde ¢ok sayida
Salmonella ve E. coli bulundugu tespit edilmistir. Et érneklerinde hayvanin derisinden
kaynaklanan Salmonella kontaminasyonu kaginiimazdir. Kullanilan et ylizeyi belirli
mikroorganizmalarla inokule edildiginden et ylzeyindeki dogal mikrofloranin yok edilmesi ya
da et ylzeyinde hi¢ bakteri bulunmamasi gerekmektedir.Bu amacla degisik et tipleri ve
islemler denenmigtir. Bu islemler:

1. eti bir kez alkole (% 30, 40, 50, 60, 70 ve 100, 2 dakika) batirip daha sonra
a. dogrudan kullanma
b. suya batirma
c. yakma
2. eti alkole batirmak daha sonra atese tutup yeniden alkole batirmak
3. etin ylzeyinin 2 cm ¢evresinden kesilip sadece i¢ kismi ile ¢alisiimasi
ilk yontem %100 alkol konsantrasyonu disinda yiizeydeki mikrobiyal buylimeyi
onleyememigtir. %100 alkol ise sadece yuzeydeki florayr degil buyatulmek istenen
mikroorganizmanin da bilylimesini engellemistir. ikinci ydntemde ise et yiizeyi oldukga kuru
bir hale geldiginden yine istenen mikroorganizmanin biyiimesini engellemistir. Uglinci
ydéntem mikroorganizma olmayan bir ylzeyle galisiimasini saglayabilmistir. Ayrica iki gesit
etle (bonfile ve nuar) galigiimis ve nuarin daha uygun oldugu gérulmastar.

Bu calismada kullanilan ¢ patojenik mikroorganizma ile inokile edilmis etlerin
degisik konsantrasyonlarda ALF sollisyonuna batirilmasinin mikrobiyal yik Gzerine etkisi
Sekil 4.8’de sunulmusgtur. Tek bagina kullanildiginda %0,5 ALF, L. monocytogenes sayisini 2
log dustrmastir (Sekil 4.8a). %0,1 ve 0,3 konsantrayonlari bu mikroorganizma Uzerinde
herhangi engelleyici bir etkiye sahip degildir. %0,5-1,5 ALF konsantrasyon araliginda S.
Enteritidis sayisinda herhangi bir disus goriimemisti. Ancak, ALF’nin en ylksek
konsantrasyonu olan %2,5 bu mikroorganizmanin sayisini 0,8 log kadar dusurebilmistir. %1
seviyesinde bir etki gérulmemesine ragmen %3 ve 5 ALF, ylzeyine E. coli O157:H7 inokule
edilmis ette 9 glin sonunda 2 log dusus saglamistir.

Et ylzeyindeki mikrobiyal yiki disirmek igin ALF’nin besiyeri kosullarindaki MIC
degerlerinin 3-5 kati gerekmistir. Bagska bir calismada da ¢ay agacindan elde edilen yag icin
gercek gida uygulamalarinda MIC degerinin 2-4 kati konsantrasyon etkili olmustur
(MOREIRA ve DIiG., 2005). Genel olarak antimikrobiyal bilesikler gida maddeleriyle



etkilesimlerinden veya gidalarin sert ylzeylerine yeterince yayillamamalari gibi nedenlerden
dolay! antimikrobiyal etkilerinde zayiflama gériilmesi miimkiindiir (MOREIRA ve DIG., 2005,
CEYLAN ve FUNG, 2004, DAWSON ve DIiG., 2002). Ancak, yiiksek konsantrasyonlarin
kullanimi gidalarin duyusal 6zelliklerinde sorunlara yol agabilir.

Sekil 4.9, BE'nin ¢ patojenik bakteri Uzerindeki etkilerini gdstermektedir. %30
konsantrasyonunda BE, L. monocytogenes sayisinda 1 log disuse neden olmustur ve %45
seviyesinde BE mikrobiyal c¢ogalmayi durdurmustur. BE %15 seviyesinde ise ayni
mikroorganizmanin bidyimesini engelleyemistir. E. coli O157:H7 icin ise BE hem %30 hem
de %45 seviyelerinde buyumeyi engellemigtir. %45 BE sollisyonu et yuzeyindeki S.
Enteritidis sayisini kontrol drneklere gére 9 giun sonunda 4,5 log dusurmustir. %15-30
seviyelerinde ise bu bakteriye karsi herhangi bir etki gézlenmemistir.

Bu iki sollisyon et ylizeyindeki E. coli O157:H7’ye karsi beraber kullanildiklarinda, BE
veya ALF tek basina kullanildiginda gorilen etkiden daha fazlasi gézlenmemistir (Sekil 4.9d).
Dolayisi ile bu iki madde et Uzerinde beraber kullanildiklarinda sinerjistik bir etkilesim

olmamistir.
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Sekil 4.8 Batirma yolu ile ALF uygulamasinin et ylzeyindeki a) L. monocytogenes, b) S. enteritidis ve c) E. coli O157:H7’e etkisi
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Sekil 4.9 Batirma yolu ile BE uygulamasinin et yuzeyindeki a) L. monocytogenes, b) S. enteritidis ve c) E. coli O157:H7’e etkisi
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4.3.2 Peynir igin batirma uygulamalari

NA’in batirma yolu ile kif inoklle edilmis peynirler Gzerine antifungal etkilerinin
sonugclari Sekil 4.10’da sunulmustur. NA, buzdolabinda saklanan (10°C) peynirler tzerindeki
iki kiflin de blyUmesini 6nemli élglide dlsurmustir. P. roquefortii ile inokile edilmis kontrol
gruplarinda saklama suresinin sonunda yuzeyin tamami kifle kaplanmisken, batirma islemi
yapilmis ylzeylerde sadece bolgesel olarak igne ucu seklinde kif biylimesine rastlanmigstir
(Sekil 4.11). Ayni sekilde, A. niger inokiile edilmis kontrol gruplarinda uygulama yapilmis
gruplara nazaran o6nemli oOlgide buylme kaydedilmistir. Mikrobiyolojik analizler de bu
gozlemleri dogrulamistir. Otuz giin saklama slreci sonunda, A. niger igin uygulama yapilmis
ve kontrol gruplar arasindaki mikrobiyal yik farki konsantrasyona bagh olmaksizin yaklasik 4
log’dur. 750 ppm NA sollisyonuna batirilmis peynirlerde P. roquefortii blyimesinde 30 gin
sonunda 1 log disis kaydedilmistir. 1500 ve 2250 ppm NA ise P. roquefortii sayisinda
yaklasik 4 log distse neden olmustur.
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Sekil 4.10 Batirma yolu ile NA uygulamasinin peynir ylzeyindeki a) P. roquefortii ve b) A.

niger Uzerine etkisi

55



_Kontrol 750 ppm.NA 1500 ppm. NA | 2250°ppm. NQ

< 750 ppm. NA . ' 1500 ppm. NA~ 2250 ppm.
7 pp [ pp \ 7 pp Nﬁx

Sekil 4.11 Batirma yolu ile NA uygulamasinin peynir yuzeyindeki a) A. niger ve b) P.

roquefortii Uzerine etkisini gésteren peynir drnekleri

4.3.3 Batirma yoluyla et Gzerine uygulanan BE’nin antioksidan aktivitesi

Bu projede yapilmasi planlanan diger bir calismada antioksidan etkisi bilinen BE'nin
gida uygulamalari sirasinda bu etkisinin tespit edilmesidir. Film uygulamalarinda goértlecegi
uzere BE, antimikrobiyal 6zellik olarak filme 6nemli bir katkida bulunmamaktadir. Ancak
ekstrakt et ylzeyinde batirma yoluyla L. monocytogenes sayisinda duguse neden olmustur.
Bundan dolayl BE igin sadece batirma yoluyla et yuzeyindeki antioksidan aktivitesi test
edilmistir. Bu amacgla BE’na batirilmig ve kontrol gruplarinin oksidasyonlari saklama
suresince TBA degerleri belirlenerek izlenmistir.

Sekil 4.12'den de gorilecedi gibi BE saklama siresince TBA degerini dnemli élglide
disurmastur. TBA degeri %45 BE’'na batiriimis etlerde 6. giinde %37 ve 9. ginde %15’lik bir
disus gdstermigtir. Test edilen konsantrasyonlar arasinda antioksidan aktivite agisindan bir

farklilik gozlenmemisgtir.
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Sekil 4.12 Degisik konsantrasyonlarda BE’na batiriimis et érneklerinin 8°C’de saklama

sirasinda TBA degerlerinin zamanla degisimi

4.3.4 Peynir icin puskirtme uygulamalari

NA'in batirma yolu ile kuf inokile edilmis peynirler Gzerine antifungal etkilerinin
sonuglar Sekil 4.10’da sunulmustur. Yizeyine A. niger inokile edilmis peynir érneklerinde
spor sayisi saklama siresince artis gOstermistir. Ancak NA solisyonunun ylzeye
spreylenmesi yolu ile islem gdérmus peynir 6rneklerinde spor sayisi baslangigtaki spor sayisi
ile aynidir. Yani kuf sayisinda bir artis gordlmemistir. Calisilan bitin NA konsantrasyonlari
(750-3000 ppm) icin durum aynidir. Bu bakimdan batirma ve sprey uygulamalari arasinda
bir fark gézlenmemistir. ikisinde de kullanilan konsantrasyona bakilmaksizin NA blyiimeyi

engellemistir.
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Sekil 4.13 Puskurtme yolu ile NA uygulamasinin peynir ylzeyindeki A. niger Uzerine etkisi
4.3.5 Degigik yuzeyler icin batirma uygulamalari

Calismanin bu bdliminde BE’nin gelik ve tahta ylzeyler Uzerinde gelisen E. coli
O157:H7 U(zerine etkisi test edilmisti. Bu amacla celik ve tahta parcalan degisik
konsantrasyonlarda BE solUsyonuna batiriimis ve bu ylzeylerde mikrobiyal blylime
izlenmistir. Sonuglar Sekil 4.14’de sunulmustur.

Celik icin BE’'nin %10-45 araliginda ylzeyde mikroorganizma buyUmesinde bir
disuse neden oldugu goériimektedir (Sekil 4.14 a). Peptonlu suya batiriimis ylzeyde de bir
miktar disls goézlenmistir. Ancak 6zellikle yliksek BE konsantrasyonlari, islem gérmemis ve
peptonlu suya batiriimis drneklere gére OD degerlerinde ¢ok belirgin distslere neden
olmustur.

Tahta yuzeylerde ise sonuglar ¢ok tutarli olmamakla beraber yine yuksek BE
konsantrasyonunda mikrobiyal etki belirgindir ve OD degeri islem gérmemis tahta 6rneklerine

gore yaklasik %50 dusmustir. Sonuclarin tutarsizhdi tahtanin girintili ¢ikintili  ylazey
Ozelliklerine baglanmistir.
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Sonu¢ olarak degisik malzemelere batirma yolu ile uygulanan BE Ozellikle ylksek

konsantrasyonlarda ylzeydeki patojen mikroorganizma sayisini distrmede etkili olmustur.

Bu etki diiz bir ylizeye sahip malzemelerde daha disiik konsantrasyonlar igin de gegerlidir.

0,1

—— E.coli O157:H7

) 04 —e—igslem gormemis
—=— peptonlu su
—— %10 BE
E 03 %20 BE
S —*— %30 BE
© 02 —— %45 BE
8 —— E. coli O157:H7
0,1
0 - —— :
2 4 6
Zaman (saat)
b) 05
—e—islem gérmemis
04 —a— peptonlu su
T —— %10 BE
£ 03 %20 BE
g —x— %30 BE
a 02 71| o %45BE

2 4 6

Zaman (saat)

Sekil 4.14 a) Celik ve b) tahta ylzeylere batirma yolu ile uygulanan BE'nin E. coli 0157:H7

blylmesi Uzerine etkileri
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4.4 Biyopolimerlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Onceki bolimlerde agiklandi§i gibi filtre ka@idina antimikrobiyal maddelerin
emdirilmesi yolu ile yapilan disk difizyon testlerine gére ALF ve BE, bakterilere ve kuflere
karsi herhangi bir etkiye sahip degildirler (Tablo 4.3). Bu maddeler hazirlanan G ve MS
filmlere eklenerek yine ayni yontemle antimikrobiyal o6zellikleri test edilmigtir. ALF icin
kullanilan konsantrasyonlar 0,03, 0,05 ve 0,07 g/10g fs'dur. 0,05 g/10g fs ve Ustu
konsantrasyonlarda filmde ¢atlamalar olusmus ve filmler homojen bir yapiya sahip olmamistir.
Sonuglar kagit disk difizyon testini dogrular niteliktedir. Yine herhangi bir antimikrobiyal etki
g6zlenmemistir.

NA ve NA+BE’de G ve MS polimerlere eklenmis ve antifungal 6zellikleri test edilmistir.
Tablo 4.4 ve 4.5°de bu maddeleri igeren polimerlere maruz birakilan kuflerin engellendigi
bolgelerin caplari listelenmigstir. Sekil 4.15 ve 4.16’da de bu bdlgelerden bazi érnekler goérsel
olarak sunulmustur.

NA eklenen polimerler iki kifiin de buylmesinin engellenmesinde oldukga etkili
olmuslardir. iki tip polimer icin de MIC degeri A. niger icin 2 mg/10g fs ve P. roquefortii igin
ise 1 mg/10g fs'dir. Bu iki MIC degeri arasindaki fark kiflerin hiicre duvarlarindaki farkliliklara
atfedilebilir. Kitin, A. nigerin hiicre duvarinin %45’ini olustururken, P. notatum hicre
duvarinda yaklagik %20 kitin vardir. Bundan dolayi NA kolaylikla P. roquefortii hicre duvarini
parcalarken kitin agisindan daha zengin olan A. niger i¢cin daha yuksek miktarda NA
gerekmektedir (ROLLER ve COVILL, 1999).

NA konsantrasyonu 2’den 40 mg/10g fs'na artarken A. niger'in engellendigi bolgenin
capi da MS filmler igin 2,84’den 3,99’a ve G filmler icin de 2,76'dan 4 cm’ye ulagsmaktadir. P.
roquefortii kullanildiginda ise engelleme bdlgesinin ¢api G filmler i¢in 2,34-5,06 cm ve MS
filmler igin de 2,59-5,30 cm araliginda dedismektedir. MS karbonhidrat ve G’de protein bazli
polimerler olmalarina ragmen MIC de@erlerinde bir farkhlik gdzlenmemistir. Bu da filmin
kimyasal yapisinin salinim profilini gok degistirmedigi anlamina gelebilir. 10 mg NA/10g fs ve
Ustl konsantrasyonlarda engellenen bdlge ¢api bir platoya ulasmistir. Bu da daha fazla NA
kullanmanin gerekmedigini gosterir.

Kagit disklerle polimerlerin MIC degerleri karsilastiriimak istendiginde birim alandaki
NA miktarlarini kullanarak MIC degerlerini ifade etmek daha uygundur (Tablo 4.6). Iki tir
polimer icin de A. niger'a karsi MIC degerleri (0,035 mg/cm?), kagit disk MIC degerinin (0,015
mg/cm?) iki katindan fazladir. Bunun nedeni aktif maddenin polimer matriksi iginde
kapanlanmis bicimde bulunmasi olabilir. Bu da antimikrobiyal aktivitede bir dislise yol
acabilir. P. roquefortii icin MIC degeri (0,0175 mg/cm?) kagit disklere (0,015 mg/cm?) gore

daha yiksek olmasina ragmen aradaki fark A. niger icin oldugu kadar degildir. MIC
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degerinde de gdzlenebilecedi gibi bu durum P. roqueforti'nin NA'e duyarliigi ile ilgili bir

durum olabilir.

Tablo 4.4 NA ve NA+BE iceren G polimerlerin disk difizyon testi sonuglari

NA konsantrasyonu  BE konsantrasyonu  Buyumenin engellendigi bolgenin

(mg/10 g fs) (ml/10 g fs) capi (cm)
A. niger P. roquefortii
0 0 + +
0,5 0 + +
1 0 + 2,3410,15°
1,5 0 + 2,72+0,08°
2 0 2,76+0,4° 3,11+0,11°
5 0 3,72+0,18° 4,46x0,38¢
10 0 3,98+0,06° 5,23+0,22°
20 0 4,01£0,0° 5,26+0,20°
40 0 4+0,09° 5,06+0,11°
0,5 1,5 + +
1 1,5 + 2,5750+0,49°
1,5 1,5 1,79+0,11° 2,7750+0,21°
2 1,5 2,53x0,09° 3,283320,04°
5 1,5 3,58+0,07° 4,1583+0,01¢
10 1,5 3,74%0,11¢ 4,8250+0,01°
20 1,5 4,08+0,07° 5,4167+0,07°
0,5 3 + +
1 3 + 2,150,132
1,5 3 1,71+0,06 2,650,18°

+ engelleme kaydedilmedi, *® ayni harfler degisik NA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak P>0,05'de

fark olmadigini géstermektedir
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Tablo 4.5 NA ve NA+BE iceren MS polimerlerin disk difizyon testi sonuglari

NA konsantarsyonu

BE konsantrasyonu

BuyUmenin engellendidi bdlgenin

(mg/10 g fs) (ml/10 g fs) capl (cm

A. niger® P. roquefortif®

0 0 + +

0,5 0 + +
1 0 + 2,59+0,09°
1,5 0 + 3,04+0,13°
2 0 2,84+0,18° 3,37+0,11°
5 0 3,51+0,04° 4,54+0,35°
10 0 3,64+0,2° 4,91+0,11°
20 0 4+0° 4,89+0,13°
40 0 3,99+0,11¢ 5,30+£0,17"

0,5 1,5 + +
1 1,5 + 2,38+0,14°
1,5 1,5 2,29+0,34° 2,77+0,27°
2 1,5 2,75+0,21° 2,93+0,08°
5 1,5 3,63+0,14° 4,52+0,14°
10 1,5 4,09+0,06° 5,10%0,19¢
20 1,5 4,2+0,11¢ 5,46+0,08°

0,5 3 + +
1 3 + 2,39+0,10°
1,5 3 1,88%0,05 3,04+0,12°

+ engelleme kaydedilmedi, *® ayni harfler degisik NA seviyeleri arasinda istatistiksel olarak P>0,05'de

fark olmadigini géstermektedir
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Yalnizca BE iceren G ve MS polimerlerde her hangi bir antifungal aktivite
g6zlenmemigtir. Ancak, iki film icin de beraber kullanildiklarinda NA ve BE sinerjistik etkiye
sahiptirler. Sadece NA iceren G ve MS filmlerin A. niger icin MIC degerleri 2 mgNA/10g fs
iken buyume olmayan bdlgeler 1,5 mg NA/10g fs ile 1,5 ml RE/10g fs beraber kullanildiginda
elde edilmistir (Tablo 4.4 ve 4.5). Ancak daha yuksek NA konsantrasyonlarinda daha blyuk
bolge caplari elde edilmemistir. Bu nedenle A. niger icin BE'nin etkisi sadece bu
konsantrasyonda goézlenebilmistir. BE'nin miktarini 3 ml'ye artirmak da MIC degerinde
disuse neden olmamistir. P. roquefortii icin NA ve BE arasinda sinerjistik bir etkilesim

g6zlenmemistir.

2.004 mp f10

Sekil 4.15 G ve MS polimerlerin A. niger'e karsi etkileri: a) 2 mg NA/10 g fs igeren G film, b)
G kontrol, c) 2 mg NA/10 g fs igeren MS film d) MS kontrol
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Sekil 4.16 G ve MS polimerlerin P.roquefortiiye kargi etkileri: a) 2 mg NA/10 g fs iceren G
film, b) G kontrol, ¢) 2 mg NA/10 g fs igeren MS film d) MS kontrol
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Tablo 4.6 NA ve NA+BE iceren kagit disk ve polimerlerin MIC degerleri

Disk G MS
Kif NA? NA+BE NAP NA+BE® NAP NA+BE®
750
A. niger (0,015) ns 2(0,035) 1,5+1,5(0,0264+0,0264) 2 (0,035) 1,5+1,5(0,0264+0,0264)
P.roquefortii  750(0,015) ns 1(0,0175) ns 1(0,0175) ns

2ppm (mg/cm?), ® mg/10g fs (mg/cm?), © mg NA/10g fs+ml RE/10 g fs (mg NA/cm® + ml RE /cm?), ns:

sinerji yok

4.5 Biyopolimerlerin Fiziksel Karakterizasyonu

4.5.1 Mekanik ozellikler

GK, EM ve %KN polimerlerin dayanikhhidini test etmek icin siklikla kullanilan mekanik
test gostergeleridir. GK bir malzemeye mekanik test uygulandiginda tasiyabilecegdi en yiksek
yuk miktaridir. %KN polimerin ¢gekme sonucu kirildigi noktada orjinal uzunluguna gére ne
kadar esnedigini gosterir. EM birim gerilme ile birim sekil dedistirme arasindaki orandir ve
yuk altinda deformasyona ugramis malzemenin tekrar eski halini alma 6zelliginin dl¢tsudur.
Bu calismada gelistirilen antimikrobiyal 6zelliklere sahip biyopolimerlerin mekanik dzellikleri
Tablo 4.7°de listelenmisgtir.

NA iceren G filmlerin mekanik 6zelliklerinde degisiklik olmamistir. NA ve BE arasinda
sinerji sadece dislik NA konsantrasyonlarinda gézlendiginden 0,5-2 mg NA/10g fs iceren G
filmlerin mekanik 6zellikleri tespit edilmigtir. (2 mg NA +1,5 ml BE)/10 g fs iceren polimerin
GM'de %15,5 ve EM’de %50 dlsts gorulmastir. Ayrica %KN, BE de iceren polimerlerde NA
konsantrasyonunun ylkselmesiyle artmistir.

MS filmler homojen yapida, ince, esnek ve seffaf gérinimliadiar. NA eklenmesi ile MS
filmlerde gorsel bir degisiklik gerceklesmemistir. 10 ve 20 mg NA/10 g fs MS filmler kontrol
filmler ile karsilastinidiginda GM’nin azaldi§i ve en yiksek konsantrasyon olan 20 mg/10 g
fs’da azalmanin %38 oldugu belirlenmistir. Dlistik NA konsantrasyonlarinda EM de énemsiz

bir artis gézlenirken %KN’de NA eklenmesiyle azalma tespit edilmigtir.
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Tablo 4.7 NA ve NA+BE iceren biyopolimerlerin mekanik ézellikleri

Polimer NA BE Kalinhk Mekanik ozellikler
(mg/10gfs) (ml/10gfs) (mm) GM (MPa) EM (N/mm?)  %KN

G
0 0 0,25+0,028° 2,06+0,27°  28,79+11,62°  224,80+53.01°
2 0 0,22+0,036° 2,01+0,28°  28,21+9,26° 225,32+49,18°
5 0 0,23+0,022° 2,00+0,17°  23,29+3,93° 254,76+56,80°
10 0 0,24+0,026° 2,10+0,19°  27,25+3,29° 227,87+41,00°
20 0 0,24+0,023°  2,23+0,11°  29,62+5,18° 225,10+20,97°
1 1.5 0,23+0,034°  2,02+0,21°  20,62+3,44° 260,92+11,00°
1.5 1.5 0,23+0,037°  2,20+0,09°  21,19+3,43° 278,12+16,72°
2 15 0,23+0,037°  1,74+0,13°  14,68+1,08° 295,95+15,42°

MS
0 0 0,063+0,009° 36,63+7,53°  313,23+56,89” 73,98+13,22"
2 0 0,069+0,01°  37,17+11,95° 380,73+58,36° 60,45+17,67°
5 0 0,066+0,01*  33,80+6,11°  346,03+51,79% 66,47+6,58%
10 0 0,065+0,01°  27,28+3,80° 263,87+31,97° 66,78+2,51%
20 0 0,075+0,005° 22,59+4,98°  299,90+27,21%° 56,76+9,18°
1 15 0,064+0,009° 36,09+5,36°  426,75+3547° 62,20+8,03°
15 15 0,062+0,01°  32,34+12,48° 357,80+39,38° 62,10+16,61°
2 1.5 0,066+0,01°  3545+13,92° 341,89+69,43" 70,46+21,73°

4.5.2 Yuzey ozellikleri

Kontrol ve antifungal madde iceren polimerlerin kesit resimleri gorsel olarak

polimerlerin yapisinin belirlenmesi igin taramali elektron mikroskobu ile elde edilmistir. Kesit

resimlerinden bazilari Sekil 4.17 ve 18'de sunulmustur. Kontrol G filmlerin literatirde
(POCHAT-BOHATIER ve DIG., 2006) de belirtildigi gibi homojen bir yapiya sahip oldugu
go6zlenmistir (Sekil 4.17a). 2 mg NA/10g fs iceren G filmlerde gorsel bir degisiklik olmamistir.

G filmlerin yapisindaki degigiklikler, 10 ve 20 mg NA/10g fs eklenen filmlerde gorulmustur. Bu

filmlerde yariklara ve bosluklara rastlanmistir. Ayrica yine bu filmlerde NA'nin kristalize

oldugu da gérulmektedir. Literatirde NA’nin pH 6,5'de kristal yapiya sahip oldugu belirtilmistir
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(STARK, 2003). NA iceren filmlere ayrica BE eklendiginde filmlerde gubuk seklinde pargalar
gOralmastir ve bu parcalarin BE oldugu dastnilmektedir. Clnki sadece BE iceren

polimerlerde de ayni yapiya rastlanmistir.

}Acc.‘f Spot Magn )k 5 um & o Det. WD H— 20um
(300K 20 BO00 S [T TE-MA s 3. SE 4.0 IYTE-MAM

Sekil 4.17 G filmlerin TEM kesit resimleri a) kontrol film, b) 20 mg NA/10g fs, c) (2 mg NA
+1.5 ml BE)/10g fs

MS kontrol filmleri de homojen bir yapiya sahiptirler (Sekil 4.18). Yine ylksek NA
konsantrasyonu igceren MS filmlerde yariklar gérilmis ve NA'nin kristalize oldugu tespit
edilmistir. MS filmlerde NA’e ek olarak BE eklendiginde klcik parcaciklar ve yariklarin
olustugu da goézlenmisgtir.

TEM go6zlemlerinden dustuk NA konsantrasyonlarinda NA’nin homojen bir sekilde
dagihm gosterdigi yuksek konsantrasyonlarda ise NA'nin kristal bir yapiya sahip oldugu

sonucuna varilabilir.
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Magn -~ Del W0 —— Sum
5000k SE 67 IYTE-MAM

Sekil 4.18 MS filmlerin TEM kesit resimleri a) kontrol film b) 20 mg NA/10g fs c) (2 mg NA
+1.5 ml BE)/10g fs

4.5.3 Su buhari gegirgenligi

Su buhari gegirgenliginin belirlenmesinde ASTM E96 (1980) metodunu baz alan
degisik gravimetrik teknikler kullaniimaktadir. Bu ¢aligmada kullanilan yontem de yine s6zu
edilen metodu referans alarak 6zellikle hidrofobik karakterli polimerler igin gelistiriimistir (Mc
HUGH ve DIG., 1993). G ve MS filmlerin bu metod kullanilarak belilenen SBG degerleri
Tablo 4.8'de verilmistir.

MS kontrol filmlerin SBG degeri 3,50 g.mm/mz.kPa.h iken G kontrol filmin 6,85
g.mm/m?kPa.h olarak tespit edilmisti. Degerler arasindaki bu farkliik iki polimerin
yapilarindan ve polaritelerinden kaynaklanmaktadir. MS gibi duz zincirli polimerlerin
molekdlleri biribirine yakin bir sekilde bulunurlar ve gegirgenlikleri disuktir. Ancak, proteinler,
molekdillerin yan yana gelmesine engel olan biylk fonksiyonel gruplara sahiptir. Bu tur yapi

gecirgenligin artmasina neden olur. Antifungal maddelerin eklenmesinin G ve MS filmlerin
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SBG Uzerine hi¢ bir etkisi olmadigi belirlenmigtir. BlyUk olasilikla bu aktif maddeler film

matrisi ile yapida degisiklige neden olabilecek bir etkilesime girmemislerdir ve de herhangi bir

plastiklestirici etkileri yoktur. Bu nedenle bu filmlerin SBG 6zelliklerinde bir degisim

olusmamistir. Ayni sekilde baska bir calismada da aljinat-elma puresi bazli polimerlere kekik

yagi, karavakrol, sitral ve tarcin yagi eklendiginde filmlerin SBG'de 6nemli bir degisiklik
olmamistir (ROJAS-GRAU ve DIG., 2007). Yine G filmlere nisin eklenmesinde de benzer
sonuglar elde edilmistir (KO ve DIG., 2001).

Tablo 4.8. Kontrol ve antifungal maddeler igeren G ve MS polimerlerin su buhari

gecirgenlikleri

Film NA BE Kalinhk SBG
(mg/10gfs)  (ml/10gfs) (mm) (g.mm/mz.kPa.h)
G
0 0 0,25+0,028° 6,85+0,56°
2 0 0,22+0,036° 5,99+2,23°
5 0 0,23+0,022° 6,36+0,67°
10 0 0,24+0,026° 6,47+0,95°
20 0 0,24+0,023° 6,42+0,65°
1 1,5 0,23+0,034° 5,99+0,71°
1,5 1,5 0,23+0,037° 6,04+0,74°
2 1,5 0,23+0,037° 6,26+0,25°
MS
0 0 0,063+0,009° 3,50+0,25°
2 0 0,069+0,01° 3,43+0,57°
5 0 0,066+0,01° 3,20+0,25°
10 0 0,065+0,01° 3,79+0,41°
20 0 0,075+0,005" 4,1120,74°
1 1,5 0,064+0,009° 3,88+0,23°
1,5 1,5 0,062+0,01° 3,63+0,59°
2 1,5 0,066+0,01° 3,65+0,46°
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4.6 Biyopolimerlerin Gida Uygulamalari

Calismanin bu bdlimiinde Uzerlerine 10° spor/ml A. niger ve P. roquefortii inokiile
edilmis kasar peynirleri, NA iceren MS ve G filmleri ve NA+BE iceren MS filmleri ile sariimis
ve 10°C’de 30 gun sure ile saklanmistir. Mikrobiyal yikin zamanla nasil degistigini gosteren
sonuclar Sekil 4.19-4.24 ve Tablo 4.9-4.14°de verilmistir.

NA iceren ve kontrol MS filmlerin peynir ylzeyine inokule edilen A. niger Gzerine etkisi
Sekil 4.19’daki grafikte gosterilmistir. Goéruldigu Gzere 2 mg NA/10 g film sollUsyonu iceren
MS film, NA icermeyen kontrol filme gdére mikrobiyal buyimeyi engellemekte bir farklilik
gostermemistir. Ancak 30 gun sonunda 5, 10 ve 20 mg NA/10 g film solUsyonu iceren
filmlerin hepsi spor sayisini kontrol filmlerle sariimis peynirlere gére 2 log dustrmuslerdir
(Sekil 4.20). Bu sonuca goére polimer igerisine 5 mg NA/10 g fs’dan daha fazla NA eklemenin
mikrobiyal blyUmeyi engellemeye daha fazla katkisi olmamaktadir. MS filmlerin
besiyerindeki calismalarda MIC degeri 2 mg NA/10g fs iken peynir uygulamalarinda
mikrobiyal etkinin gorildiglu konsantrasyon 5 mg NA/10g fs olarak belirlenmistir.
Antimikrobiyal film ve kaplamalarin, yapilari daha karisik olan gercek gidalara oranla
besiyerlerinde daha etkili sonug¢ verdikleri bagska ¢alismalarda da bildirilmistir (DAWSON ve
DIG., 2002).

70



Tablo 4.9 NA igeren MS filmlerin saklama sirasinda kasar peyniri Uzerindeki A. niger yikune

(log CFU/qg) etkisi

islem 0. Giin 10. Giin 20. Gin 30. Gin

1 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
2 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
3 3,3+1,3 3,26+0,56 4,28+0,59 5,61+0,49
4 3,3+1,3 3,1£0,51 3,19+0,57 50,85

5 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
6 3,4311,44 2,8110,24 3,130,115 4,99+1,36
7 3,54+1,54 2,51+0,28 3,2940,55 3,57+0,69
8 3,35+1,35 2,6+0,21 3,3+0,36 3,56+1,29
9 3,3411,35 2,65+0,11 3,210,115 3,6310,85

1= iglem gérmemis peynir, 2= UV uygulanmis peynir, 3= A. niger inoklle edilmis peynir, 4= A. niger
inokule edilmis +MS kontrol film, 5= islem gérmemis +MS kontrol film, 6= MS film-2 mg NA/10g fs, 7=
MS film-5 mg NA/10g fs, 8= MS film-10 mg NA/10g fs, 9= MS film-20 mg NA/10g fs

—e—islem gdrmemis kontrol

—a— UV ile islenmis kontrol

—— fungus inokile edilen kontrol
fungus inokiile+MS kontrol film

—x—islem gdrmemis+MS kontrol film

Log cfulg

—o—2mg NAigeren MS fim
——5mgNAigeren MS film
—— 10 mg NAiceren MS

17 20 mg NA igeren MS film

0 ! T ‘ T ’ T ‘
0 5 10 15 20 25 30

Zaman (Giin)

Sekil 4.19 NA iceren MS filmlerin kasar peyniri izerine inoklle edilen A. niger lzerine etkisi
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Sekil 4.20 Otuz glin saklama slresi sonunda MS filmlerin peynir ylzeyindeki A. niger'a etkisi
a) kontrol b) 5 mg NA/10g fs

G filmlerin yine peynir Uzerine inokule edilen A. niger Uzerine etkisi Tablo 4.10 ve
Sekil 4.21 ve 22’de sunulmustur. Sonuglara goére dedisik konsantrasyonlarda NA iceren G
filmlerle sarilmis peynirlerde spor sayisi zamanla azalmis ve 30 gun sonunda da hi¢ spor
sayllamamistir. MS filmlerle sariimis peynirlerde spor yUki sifira inmezken G filmlerde yUkin
sifilanmasi bu iki film arasindaki yapi farklihgindan kaynaklaniyor olabilir. Depolama
suresince G filmler su ile plastize olmakta ve peynirler (zerine iyice yapismaktadir. Bu
nedenle NA bulyuk olasilikla tamamen peynir lzerine salinmaktadir. Ancak MS filmlerde bu
yapisma gozlenmemektedir. Dolayisi ile MS filmlerde salinim daha kontrolllii olmaktadir. Su
absorpsiyonu ile ilgili benzer duruma bagska bir calismada da rastlanmistir (POCHAT-
BOHATIER ve DIG., 2006). Ayrica kontrol filmlerle sariimis peynirlerde de mikrobiyal yiik
sabit kalmis ve artis gostermemistir. Bu durum paket igine oksijen gegirgenliginin azalmasina

baglanabilir.

72



Tablo 4.10 NA iceren G filmlerin saklama sirasinda kagar peyniri Uzerindeki A. niger yikune

(log CFU/qg) etkisi

islem 0. Giin 10. Giin 20. Gin 30. Gin

1 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
2 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
3 4,06+0,97 3,21+0,02 6,89+1,68 7,35+0,02
4 4,1145,85 3,56+0,83 3.17+1,04 3,24+0,02
5 0 0 0 0

6 3,99+1,35 3,39+0,82 2.7+0,63 0

7 4,07+9,68 3,52+30,71  2.57+4,35 0

8 3,9415,91 3,04+0,82 1.4+0,5 0

9 3,9715,56 2,81+1,91 1.870,5 0

1= islem gébrmemis peynir, 2= UV uygulanmis peynir, 3= A. niger inokiile edilmis peynir, 4= A. niger

inokule edilmis + G kontrol film, 5= islem gérmemis + G kontrol film, 6= G film-2 mg NA/10g fs, 7= G
film-5 mg NA/10g fs, 8= G film-10 mg NA/10g fs, 9= G film-20 mg NA/10g fs

—e—islem gdrmemis kontrol

—s— UVile islem gdrms kontrol

—— fungus inokdle edilen kontrol

—x—islem gérmemis+ G kontrol
film
——2mg NAiceren G fim

——5mg NAiceren G film

—— 10 mg NAigeren G film

20

Zaman (Giin)

30

20 mg NAigeren G film

Fungus inokile+G kontrol film

Sekil 4.21 NA iceren G filmlerin kasar peyniri Uzerine inoklle edilen A. niger Uzerine etkisi
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Sekil 4.22 Otuz glin saklama suresi sonunda G filmlerin peynir ylizeyindeki A. nigera etkisi
a) sariimamis kontrol peynir b) G kontrol film

Besiyeri Uzerinde yapilan calismada NA ve BE arasinda sinerjistik bir etkiye
rastlandigindan MS polimeri icine eklenen NA+BE kombinasyonunun etkisi kasar peyniri
yluzeyindeki A. niger icin de denenmigtir. Tablo 4.11 ve Sekil 4.23 ve 24 cesitli
konsantrasyonlarda NA+BE iceren MS filmler ile sariimig ve A. niger ile inokule edilmis kasar
peynirindeki mikrobiyal gelisme dedisimini gostermektedir. MS film ile sarilmis peynir
Uzerindeki A. niger sayisi 30 gin sonunda 7,73 log cfu/g’a ylkselirken kontrol MS film ile
sarilmis peynirde bu sayi 7,46 log cfu/g olmustur. Bu kuflin peynir (zerinde bulylmesi
NA+BE iceren MS film kullanildiginda &nlenebilmistir. 2 ve 3 mg NA + 1,5 ml BE igeren
filmler herhangi bir log dislstine yol agmazken 5 mg NA + 1.5 ml BE iceren polimer A. niger
inokule edilmis 6érnegde gore 2,25 log/cfu distise neden olmustur. Sadece 5, 10 ve 20 mg NA
iceren MS filmlerde A. niger blylimesinde 2 log disis gézlendigi 6nceki paragraflarda
belirtiimisti. Buna gore MS filmlere NA’nin yani sira BE eklenmesi 6nemli bir sinerjistik etki

yaratmamistir.
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Tablo 4.11 NA+BE iceren MS filmlerin kasar peyniri ylizeyine inokiile edilmis A. niger ylkine
(log CFU/qg) etkisi

islem 0. Gun 10. Gin 20. Gin 30. Giin

1 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
2 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
3 3,7840,9 3,2310,9 7,5+1,11 7,7311,44

4 3,7610,34 3,24+0,34 6,65+1,02 7,4611,05

5 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
6 3,77+1,07 3,3+0,73 5,21+0,8 7,68+1,45

7 3,73+0,88 3,3+0,63 6,92+1,51 7,27+0,4

8 3,7840,15 3,53+1,01 3,32+1,15 5,48+1,42

1=islem gérmemis peynir, 2= UV uygulanmis peynir, 3= A. niger inoklle edilmig peynir, 4= A. niger
inokule edilmis +MS kontrol film, 5= islem gérmemis +MS kontrol film, 6= MS film (2mg NA+1,5 ml
BE/10g fs), 7= MS film (3mg NA+1,5 ml BE/10g fs), 8= MS film (5mg NA+1,5 ml BE/10g fs)

log CFU/g peynir
i
| F |
|
|
|

2 -
0 \ \ \
0 10 20 30
Zaman (Giin)
—e— A.niger inokiile edilmis peynir —=— A niger inokiile edilmis peynir+MS kontrol film|
—&— MS film (2mg NA+1.5ml BE/10g fs) MS film (3mg NA+1.5 ml BE/10g fs)

—l—MS film (Smg NA+1.5 ml BE/10g fs)

Sekil 4.23 Cesitli konsantrasyonlarda NA+BE iceren MS filmlerin kasar peyniri yuzeyine

inokule edilmig A. niger Uzerine etkisi
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Sekil 4.24 Otuz gun saklama siresi sonunda MS filmlerin peynir yizeyindeki A. nigera etkisi
a) sariimamis kontrol peynir b) 5mg NA+1,5 ml RE/10g fs

G filmlere eklenen NA'in 2, 5, 10 ve 20 mg seviyelerinde 30 gun sonunda peynir
yuzeyindeki A. niger spor yUkunlU sayllamayacak duzeye indirdigi onceki paragraflarda
belirtiimisti. Bu nedenle MIC degerine ulasabilmek i¢in sadece 0,5 ve 1,5 mg NA ve iki
madde arasindaki etkilesimi belirlemek amaciyla da 0,5 mg NA+1,5 ml BE ve 1,5 mg NA+1,5
ml BE igeren G filmlerin peynir ylzeyindeki A. niger Gzerine etkileri de denenmistir. Tablo
4.12 ve Sekil 4.25'den de gorilecedi Uzere 1,5 mg NA sporlari sayllamayacak dizeye
indirmistir. 0,5 mg seviyesinde ise yine NA ve BE arasinda istatistiksel olarak ¢ok dnemli

olmayan bir sinerji mevcuttur.
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Tablo 4.12 NA+BE igeren G filmlerin kasar peyniri ylizeyine inokile edilmis A. niger yikine

(log CFU/qg) etkisi

islem 0. Gin 10. Giin 20. Gin 30. Giin

1 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
2 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
3 3,58+0,94 6,91+0,73 7,88+1,14 8,36+1,23

4 3,02+0,49 2,8910,4 7,8311,44 8,38+1,93

5 0 0 sayllamayacak kadar ¢ok
6 3,45+0,45 2,9+0,15 2,310 110,15

7 3,3310,42 2,8+0,31 2,18+0,14 blylime yok

8 3,25+0,65 2,54+0,28 2,18+0,11 blylime yok

9 3,34+0,65 2,48+0,21 2+0,15 blylime yok

1=islem gérmemis peynir, 2= UV uygulanmis peynir, 3= A. niger inoklle edilmig peynir, 4= A. niger

inokule edilmis +G kontrol film, 5= islem gérmemis +G kontrol film, 6= G film (0,5 mg NA), 7= G film
(0,5 mg NA+1,5 ml BE/10g fs), 8= G film (1,5 mg NA+1,5 ml BE/10g fs)

log cful/g

0] 5 10 15 20

Zaman (Glin)

25 30 35

—e— A. niger inokule edilmis peynir

—s— A. niger inokule edilmis peynir+WG film
—— G film (0.5 mg NA/10 g fs)

G film ((0.5 mg NA+1.5 mI BE)/10 g fs)
—x— G film (1.5 mg NA/10 g fs)
—— G film ((1.5 mg NA+1.5 mI BE)/10 g fs)

Sekil 4.25 Cesitli konsantrasyonlarda NA+BE igeren G filmlerin kasar peyniri Uzerine inokile

edilmis A. niger Uzerine etkisi
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NA igeren G ve MS filmlerin buzdolabi kosullarinda saklama sirasinda kasar peyniri
Uzerine inokile edilmis P. roqueforti’ye kargi etkisi Tablo 4.13-14 ve Sekil 4.26-29'da
gOsterilmistir. Otuz glnlik saklama sirasinda kontrol peynirleri (izerine inoklle edilen P.
roquefortii sayisi 2,54’den 7,74 cfu/g’a yukselmigstir. Kontrol ve NA igceren MS ve G filmlerle
sarilan peynirlerin spor sayisinda o6nemli bir dusis olmamistir. Besiyerinde yapilan
calismalarda NA bu kife karsi etkili iken peynir Gzerinde ayni etkinin gorilmemesi ilgingtir.
Bu ¢alismalar sirasinda P. roquefortii igin peynirin oldukca iyi bir besiyeri oldugu gorilmustar.
P. roquefortii peynir Uzerinde besiyerine nazaran daha kisa zamanda ve dah iyi bir bliyime
gosterdigi gozlenmistir. Bu nedenle bu kifiin NA'e karsi direnci besiyeri ortamina gére daha
cok olabilecegi ve NA peynir Uzerinde uygulandiginda P. roquefortiiye karsi etkisiz kalmis
oldugu sonucuna varilabilir. Antifungal madde iceren filmlerle sariimis orneklerde Kkuf
blylmesi 06zellikle kenarlarda olmustur. Besiyerinde yapilan calismalarda, NA ve BE
kombinasyonunun P. roqueforti’ye karsi herhangi bir sinerjistik etkisi gozlenmediginden

peynir uygulamalarinda da bu madde kombinasyonlarinin etkisi denenmemistir.

Tablo 4.13 NA iceren MS filmlerin kasar peyniri ylzeyine inokile edilmis P. roquefortii
yukine (log CFU/qg) etkisi

islem 0. Gun 10. Glin 20. Gin 30. Gin
1 0 sayllamayacak kadar ¢ok

2 0 sayllamayacak kadar ¢ok

3 2,54+0.17 7,2241,38 7,25%+1,9 7,7410,64
4 2,6+0.33 7,17+1,31 7,2311,61 7,84+0,83
5 0 sayllamayacak kadar ¢ok

6 2,54+0.18 6,76+1,35 6,57+1,06 7,27+0,88
7 2,48+0.09 6,77+1,41 6,60+1,33 7,41£1,13
8 2,68+0.49 6,86+1,25 6,47+1,66 7,49+0,98
9 2,65+0.05 6,87+1,06 6,40+1,67 7,2510,74
10 2,60+0.27 6,90+0,78 6,57+1,73 7,4010,24

1= islem gérmemis peynir, 2= UV ile islem gérms peynir, 3= P. roquefortii inokile edilmis peynir, 4=

P. roquefortii inokile edilmils +MS kontrol film, 5= islem gérmemis+MS kontrol film, 6= MS film (1 mg
NA/10g fs), 7= MS (2 mg NA/10g fs), 8= MS film (5 mg NA/10g fs), 9= MS film (10 mg NA/10g fs), 10=
MS film (20 mg NA/10g fs)
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log cfu/g peynir
SN A N 0 O
| y
Y
I\
|

10 20 30
Giin
—&—P.roquefortii inokiile edilmis peynir —l— P.roquefortii inokiile edilmis peynir +MS kontrol film
—A—MS film (1mg NA/10g fs) —&4 MS film (2mg NA/10g fs)
—l-MS film (5mg NA/10g fs) —&— MS film (10mg NA/10g fs)

MS film (20mg NA/10g fs)

Sekil 4.26 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren MS filmlerin kasar peyniri Uzerine inokile

edilmis P. roquefortii Uzerine etkisi

Sekil 4.27 Otuz gliin saklama stresi sonunda MS filmlerin peynir ylizeyindeki P. roquefortii’ye
etkisi a) sariilmamig kontrol peynir b) 5mg NA/10g fs
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Tablo 4.14 NA iceren G filmlerin kasar peyniri ylizeyine inoktle edilmis P. roquefortii yikine

(log CFU/q) etkisi

islem 0. Gun 10. Gin 20. Gin 30. Giin

1 0 sayllamayacak kadar ¢ok

2 0 sayllamayacak kadar ¢ok

3 2,4040 7,14+1,84 7,55+1,67 7,78+0,73
4 2,3010 7,15£1,73 7,52+1,95 7,61+1,66
5 0 sayllamayacak kadar ¢ok

6 2,94+0,31 5,47+1,95 7,06+£1,8 7,50+1,76
7 2,76+0,65 5,44+0,63 7,25+1,79 7,24+1,7
8 2,54+0,28 5,11£1,73 6,89+1,43 6,99+1,33
9 2,4010 5,05+1,88 6,91+2,6 6,83+1,06
10 2,51+0,18 5,13+0,79 6,66+1,44 7,05+1,13

1= islem gérmemis peynir, 2= UV ile islem gérmus peynir, 3= P. roquefortii inokile edilmis peynir, 4=

P. roquefortii inokiile + G kontrol film, 5= igslem gérmemis+ G kontrol film, 6= G film (1 mg NA/10g fs),
7= G film (2 mg NA/10g fs), 8= G film (5 mg NA/10g fs), 9= G film (10 mg NA/10g fs), 10= G film (20

mg NA/10g fs)

—
o

log cfu/g peynir

Zaman (glin)

—&— P.roquefortii inokiile edilmis peynir
—&— G film (1mg NA/10g fs)
——G film (5mg NA/10g f5)

G film (20mg NA/10g fs)

—— P.roquefortii inokiile edilmis peynir+G kontrol film
——G film (2mg NA/10g fs)
—®—G film (10mg NA/10g fs)

Sekil 4.28 Cesitli konsantrasyonlarda NA igeren G filmlerin kasar peyniri ylizeyine inokile

edilmis P. roquefortii izerine etkisi
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Sekil 4.29 Otuz gun saklama siresi sonunda G filmlerin peynir ylzeyindeki P. roquefortii’'ye
etkisi a) sariilmamig kontrol peynir b) 5mg NA/10g fs

Literatirde biyopolimerler icine eklenen NA’nin antifungal etkisi Uzerine degisik
calismalar mevcuttur. Ornegin Hami kavunlarinin paketlenmesinde kullanilan NA eklenmis
kitosan-polietilen mikroemulsiyon ¢ift tabakali filmi 20 ginlik oda sicakhdl depolamasi
sirasinda Alternaria alternate ve Fusarium semitectum patojenik kuflerinin buyumesini
engellemistirdir (CONG ve DIG., 2007). Baska bir calismada ise %0,05 NA iceren polivinil
asetat malzemesi peynirlerin yiizeyinde olusan ve istenmeyen kif blyimesini engellemistir
(REPS ve DIG., 2002).

Bu calismanin bu boliminiin sonuglari 6zetlenecek olursa 30 giin siiresince 10°C’de
saklama sirasinda NA iceren MS ve G filmler kasar peyniri Uzerine inoklle edilen A. nigera
karsi antifungal etki gdstermiglerdir. 5 mg NA/10g fs iceren MS filmler yuzeydeki kuf
blylmesini kontrol érneklere gére 1,5 log disirmustir. 2 mg NA/10g fs iceren G filmler ise

blylmeyi tamamen durdurmustur.
4.7 Biyopolimerlerden Antimikrobiyal Maddelerin Salinimi

Antifungal etkinlikleri belirlenen biyopolimerlerin aktif madde salinim profilleri de tespit
edilmistir. Sekil 4.30 ve 4.31 degisik konsantrasyonlarda NA iceren MS ve G filmlerden
buzdolabi kosullarinda NA’in zamana kargi salinim grafiklerini géstermektedir. ilk grafige
gore 10 ve 20 mg NA igeren filmlerin salinim profilleri arasinda istatistiksel bir farklilik yoktur.
5 mg NA igeren filmden salinim 10 ve 20 mg NA iceren filmlere gbére daha azdir. Bu
polimerlerden salinim yaklasik 15 gin civarinda bir platoya ulasmaktadir. Ancak bu Ug film
de A. niger sayisinda 2 log dustise vyol acarken P. roqueforti'nin blyumesini

engelleyemektedir. Sonug olarak MS filme 5 mg NA'den fazlasini eklemek gereksizdir.
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Sekil 4.30 Cesitli konsantrasyonlarda NA iceren MS filmlerden NA kasar peynirine 8°C’'de

salinim profilleri

Sekil 4.30 degisik konsantrasyonlarda NA iceren G filmlerden buzdolabi kosullarinda
NA’nin zamana karsi salinim grafigini gostermektedir. Bu grafige gére 2 mg NA iceren
filmlerden salinim digerlerine gore oldukca azdir. Salinim filmlerin NA icerigine bagh olarak
artmaktadir. 2 mg NA iceren filmlerden salinim 3-4 giin igcinde kararli duruma ulasirken bu
durum daha yUksek konsantrasyonlarda 10-15 gund bulmaktadir.

Otuz gin sonunda G ve MS filmlerinden salinim miktarlari karsilastirildiginda sadece
20 mg NA/10 g fs iceren G ve MS filmlerden salinim miktarlarinda énemli bir farkhlik
gorulmektedir. 5 ve 10 mg NA/10 fs iceren filmlerde G filmden salinim MS filmlere gére daha
yiksek olsa da aradaki fark cok belirgin degildir. Bu da uygulamasi yapilabilecek

konsantrasyonlarda NA saliniminin film matrisinden bagimsiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.31 Cesitli konsantrasyonlarda NA igeren G filmlerden NA kasar peynirine 8°C’de

salinim profilleri

5. Sonuglar

Bu c¢alismanin ilk amaci dogal kaynakhi ALF, BE, JG ve NA’nin tek tek ve
kombinasyonlar halinde gida bozulmalarinda &6nemli olan (¢ patojenik bakteri (L.
monocytogenes, E. coli O157:H7, S. Enteritidis) ve iki kufe (A. niger ve P. roquefortii) kargl
etkilerini belirlemektir. Bunun icin iki tip antimikrobiyal test kullaniimistir: mikroplaka ve disk
diftizyon testleri. Mikroplaka testi sivi ortamda gergeklestirilirken diflizyon testi kati ortam
kullanilarak yapiimistir. Antimikrobiyal maddelerin gidaya hangi yolla uygulanacagina bagli
olarak antimikrobiyal aktivite testinin segilmesinin 6nemi de bu galismanin bir sonucu olarak
gérilmistir. Ornegin ALF, sivi ortamda oldukga etkin antimikrobiyal dzellige sahipken kati
ortamda herhangi bir etki gostermemistir. Bunun sonucu olarak da ALF batirma tipi
uygulamalarda antimikrobiyal etki gosterirken paket malzemelerine eklendiginde herhangi bir
olumlu sonug¢ vermemistir.

Mikroplaka yontemine goére ALF’nin U¢ bakteriye karsi da oldukga etkili oldugu
gozlenmistir. MIC degerleri sirasi ile L. monocytogenes, E. coli O157:H7, S. Enteritidis
icin  %0,1, %1 ve %0,5dir. BE, %15 ve daha ylksek konsantrasyonlarda L.
monocytogenes’in biylimesini tamamen durdurmustur. E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis’in

blylumesi %30 BE konsantrasyonu ile kismen engellenmistir. JG’nin bu ¢alismada kullanilan
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bakterilerin bUyumesini durdurmadidi goézlenmigtir. BE, E. coli O157:H7’ye karsi
kullanildiginda ALF’nin aktivitesini 2-3 kat artirmistir. Et ylzeyine sollisyona batirma yolu ile
yapillan uygulamalarda alinan sonuclara goére ALF sirasiyla %05 ve %3
konsantrasyonlarinda L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 sayisini yaklasik 2 log
dusUrmustur. S. Enteritidis Uzerindeki etkisi ise daha azdir ve %2,5 seviyesinde 0,8 log bir
dislUs saglanmistir. BE, %45 seviyesinde kullanildidinda t¢ patojenik mikroorganizmanin da
et Uzerinde buyumesinin engellenmesinde oldukga etkili olmustur. BE ayrica saklama
suresinde ette oksidayonun engellenmesinde de etkili olmustur. Bu sonuclara dayanarak
ALF ve BE’nin et ylzeyinde batirma yolu ile kullaniimasinin gida kaynakli hastaliklara yol
acan onemli patojen bakterilerin sayisinin azaltiimasinda etkili oldugu soéylenebilir. Celik
yuzeylerin o6zellikle %45 seviyesinde BE’'na batinimasi da yuzeyde E. coli O157:H7
blylUmesini 6nemli dlglde dustrmustar.

Disk diftizyon testleri, ALF, JG ve BE’'nin A. niger and P. roquefortii’ye karsi herhangi
bir fungal aktiviteye sahip olmadigini géstermistir. Ancak, NA bu kiflere karsi oldukga etkilidir.
NA’in A. niger and P. roquefortii’ye karsi MIC deg@erleri 750 ppm olarak belirlenmigtir.
Peynirlerin NA’e batirma yolu ile uygulanmasi da olduk¢a olumlu sonuglar vermistir ve iki
kiifinde peynir (izerinde biiyimesi énemli Slglide dnlenmistir. iki kiif iginde bliylimenin
durduruldugu NA konsantrasyonu 750 ppm’dir.

Bu dogal maddeler ayni zamanda G ve MS’dan yapilan biyopolimerlere de
eklenmistir. Filmlere eklenen aktif maddeler arasinda sadece NA igeren biyopolimerler A.
niger and P. roquefortii’ye karsi etkili olmuslardir. Besiyeri Uzerinde yapilan antimikrobiyal
aktivite testlerine gére NA iceren MS ve G filmlerin sirasi ile A. niger ve P. roquefortii’ye karsi
etki gosterdikleri en disUk konsantrasyonlar 2 ve 1 mg NA/10g fs’dur. BE tek basina
antifungal etkiye sahip olmasa da A. niger'n blyiumesinin engellenmesinde NA ile sinerjik
etkilesime girmigtir.

NA’nin iki biyopolimere de eklenmesi bu malzemelerin su buhari gecirgenliklerinde
onemli bir degisiklige neden olmamistir. Ancak, ylksek NA konsantrasyonlarinda MS
filmlerin mukavemet 6zeliklerinde az da olsa bir dedisme olmustur. Ayrica NA ile beraber BE
iceren G filmlerin mekanik o6zelliklerinde de bir disme goézlenmistir. Taramali elektron
mikroskobu sonuglarina goére NA yiksek konsantrasyonlarda film icinde kristallenmektedir.

A. niger inoklle edilmis kasar peynirinin NA iceren G ve MS filmler ile sariimasiyla
gerceklestirilen ve 10°C’de 30 gin siren calisma sonucunda bu filmlerin kiflerin
engellenmesinde oldukga etkili oldugu goéralmagtir. MS filmler 5 mg NA/M0 g fs
konsantrasyonunda peynir yuzeyindeki A. niger sayisinda 2 log dusus saglarken G filmler 2
mg NA seviyesinde buyumeyi engellemiglerdir. Ancak bu iki filmde peynir yuzeyindeki P.

roquefortii Uzerinde etkili olmamiglardir. Gerek kuf gerekse bakteriler Uzerinde yapilan
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¢alismalar antimikrobiyal maddelerin, besiyerlerinde mikroorganizmalar (zerinde oldukga
etkiliyken gida Gzerinde bu etkilerinin zayifladigini veya yok oldugunu géstermistir. Bundan
dolay! bu tir calhigmalarda antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde sadece besiyeri degil
uygun gidanin da kullaniimasi gerekli oldugu sonucu g¢ikmaktadir. Ayrica bu filmlerden NA
salinim profilleri, G filmlerden salinimin MS filmlere gére ¢ok 6nemli olmamakla biraz daha
fazla oldugunu gostermistir. NA, gerek batirma yolu ile gerekse biyofiimlere eklenerek

peynirde bozulmaya yol acan kiflerin 6nlenmesinde oldukga etkili olmustur.
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