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ONSOZ

Bu rapor ‘Laktik Asit Bakterileri Lisozim ve Laktoperoksidaz Kullaniarak Anfimikrobiyal
Ozellik Tagiyan Yenebilir Filmierin Gelistiriimesi, Plastik Ambalaj Materyallerine ve Cesitii
Gidalara Uygulanmass’ baglikh TUbitak-MAG-104M386 No'lu arastirma projesinin sonuglarini
icermektedir. Calisma antimikrobiyal 6zellige sahip enzimlerin yenebilir filmlerde kuffanimast,
geligtirilen filmierin plastik ambalaj materyalleri ile birlestirilmesi ve bu filmlerin gidalara
uygulanmasi sonucunda gida glivenligini arttrmasi ¢alismalarina katkida bulunmak amaciyla
Oneriimistir. Bu ¢alisma 1 Temmuz 2005 tarihinde, telif bedeli haric 106.117,00 YTL lik biitce
fle lzmir Yoksek Teknoloji Enstitusti Gida Mihendisligi Bolumiinde yirutiimek tzere
desteklenmig ve 8 aylik bir uzatma ile 1 Mart 2008°de tamamlannustr.

Proje tarafimdan ve U¢ arastrmact ile birlikte yirittilmastar. Projede bir yilksek lisans
6grencisi proje bitcesi ile desteklenmis olup bundan baska bir yiiksek lisans dgrencisi de
projede gérev almigtir. Toplam iki yllksek fisans caligmasi yapilmistir. Projeden elde edilen
sonuglar 2007 yilinda uluslararas! konferansiarda poster ve sézlii sunum olarak sunuimustur.

Projede, laktoperoksidaz iceren alginat filmlerle lisozim igeren zein filmler geligtiriimigtir.
Geligtirilen filmlerin antimikrobiyal etkileri cesitli patojen ve bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar Uzerinde denenmistir. Geligtirilen filmler daha sonra seliiloz asetat filmle
birlestirilerek bu filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Aymi zamanda gelistiriten
laktoperoksidaz iceren alginat filmler kalamar halkatarinin kaplanmasinda, laktik asit bakterisi
iceren alginat filmler kugbas! etlerin kaplanmasinda ve lisozim igeren zein filmler dana ve
hindi burgerlerin kaplanmasinda kullaniimigtir. Bu calisma sonucunda antimikrobiyal ézellige
sahip enzimlerin ilave edildigi yenebilir filmlerin gidalarin kaplanmasinda olumiu sonuglar

verdigi ve gidalara uygulanabilme potansiyeline sahip oldugu sonucuna varifmigtir,
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OzET

Gergeklestirilmis olan bu ¢alisma ile tarafimizdan sanayiye aktanlabilecek ve ekonomik
olabilecek ydntemlerie Gretilmis olan lisozim ve Iaktoperoksidaz enzimleri kullantlarak
antimikrobiyal etkisi olan yenebilir zein ve alginat filmler gelistirimis ve bunlarin etkileri
Escherichia coli, Pseudomonas flucrescens, Salmonella Typhimurium, Listeria innocua,
Staphylococcus carnosus, Staphylococcus aureus ve Bacillus amyloliquefaciens gibi
bakteriler Ozerinde test edilmistir. Geligtiriimis olan zein filmler hidrofobik yapilariyla plastik
filmlerte birlestiriimeye oldukga milsait olup zeinle kaplanmig seliloz asetat filmier lisozim
kullanifarak antimikrobiyal film haline getiriimistir. Alginat filmler ise oézellikle laktik asit
bakterilerinin ilave edilmesine ve sofukta depolanan et Uriinlerinde sicaklik derecesi
ylkselmesiyle devreye girecek biyokontrol sistemi olusturulmasina misaittirler. Nitekim
alginat filmlere ilave edilen Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus delbrueckii subsp. factis
bakterileri bu filmler icerisinde oldukca ylksek stabilite gostermiglerdir. Gergeklestiriimis otan
gida denemeleri sonucunda laktoperoksidaz iceren alginat filmler sofukta depolanan
kalamarlar Uzerinde, lisozim igeren zein filmler ise sofukta depolanan dana ve hindi
burgerler (izerinde mikrobiyal ylikii kontrol etmek amaciyla basariyla kullaniimigtir. Laktik asit
bakterisi iceren alginat filmler ise kusbasi seklindeki etlerin kaplanmasi amaciyla kullaniimig
ve bu Griinde dofal olarak bulunan lakiik asit bakterisi sayisimi kayda deger sekilde
artirrmistir. Ortama ilave edilmig olan laktik asit bakterileri ortintin depolanmasi sirasinda
yeterli bir stabilite gdstermis ve arzulandid gibi {reyerek 0OrGind bozmamistir.
Gerceklestirilmis olan bu ¢alisma ile akiif yenebilir filmlerin potansiyel uygulama alanian ile
iigili kayda deder bir bilgi birikimi olusturulmus ve istenildidi zaman uygulamaya

aktarilabilecek muhafaza sistemleri gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Yenebilir filtmier, lisozim, laktoperoksidaz, faktik asit bakterileri, aktif

paketleme
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ABSTRACT

In this study we have developed antimicrobial edible food packaging films by incorporating
lysozyme and lactoperoxidase produced by using industrially scaleable and economic
methods. The developed films were tested on different bacteria including Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens, Salmonella Typhimurium, Listeria innocua, Staphylococcus
carnosus, Staphylococcus aursus and Bacillus amyloliquefaciens. With their hydrophobic
nature, the developed antimicrobial zein films were quite compatible with plastic packaging
materials. Thus, antimicrobial films were developed by coating of cellulose acetate films with
lysozyme incorporated zein. On the other hand, alginate films were found suitable for
incorporation of lactic acid bacteria since Lactobacillus plantarum and L. delbrueckii subsp.
factis incorporated into these films showed good stability during cold storage. The films
incorporated with lactic acid bacteria can be employed for developing a biocontrol system for
temperature abuse in cold stored meat and meat products. The application of
lactoperoxidase incorporated films on cold stored calamari and lysozyme incorporated zein
films on cold stored beef and turkey burgers showed the good potential of these films to
control microbia! load of these products during cold storage. The lactic acid bacteria
incorporated alginate films tested on beef cubes increased the number of lactic acid bacteria
counts in this product without causing growth of bacteria but by maintaining their high
numbers at the surface. The results of this study showed the good potential of various
applications of active edible films and made a contribution to the scientific knowledge in this

field. The antimicrobial systems developed in this project were quite applicable in the

industry.

Keywords: Edible films, lysozyme, lactoperoxidase, lactic acid bacteria, active packaging
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1. GIRIS

Aktif ambalajlama, tiiketicinin raf dmrii slresince tazeligini koruyan ve mikrobiyolojik agidan
glvenilir olan Grlinlere olan talebini karsilamak amaciyla gida teknolojisi, biyoteknoloji ve
malzeme bilimlerinin  ortak katkilanyla gelistirilmis bir ambalajlama teknigidir. Aktif
ambalajlama tekniginde antimikrobiyal veya antioksidan maddeler yenebilir kaplamalara ve
filmlere ilave edilerek Oriintn glvenligi veya kalitesi artinlmakta ve raf oémri
uzatrlabilmektedir. Ozellikle son vyillarda tuketicilerin  bilinglenmesiyle antimikrobiyal
kimyasallar yerine filmlerde antimikrobiyal etkisi olan dogal bilegiklerin (bakteriosinler ve
enzimler gibi)} kuilanimasi dzerinde yodun caligmalar yiritilmekte olup olduk¢a olumiu
sonuglar alinmaktadir. Yine kimyasal koruyuculanin kullanimina karst olusan tiketici tepkileri
sonucunda Gzellikle minimal iglem gérmis gidalarda koruyucu kiilttrlerin kullamimina kars
da biiyiik bir ilgi olugmus ve biyoprezervasyon olarak adlandinian bu teknigin kullaniimasi
bazi Ulkelerde baslatimig, bazilarinda ise uygulama agamasina gelmistir. Ornegin
Avustralya’da koruyucu kiltiirlerin tiiketime hazir gidalara ve pigirilip sogutularak saklanan
gidalara uygulanmasi basgariyla gerceklestiriimisgtir. Antilisteriyal ve antiklostriyal kilitirler

yogurtlarda ve yan-sert peynirlerde de kullaniimaktadirlar.

Yukarida da belirtildidi (zere, ginimiizde yapilan calismalarda antimikrobiyal etkisi olan
farkl kimyasal veya biyolojik ajanlar cesitli yenebilir filmlere ilave edilmis ve bu filmlerin cesitli
arGnierin raf dmrind uzattigi tesbit edilmistir. Bu projede laktoperoksidaz enzimi alginat
filmlere ilave edilerek hidrojen peroksit ve potasyum tiyosiyanat varlifinda laktoperoksidaz
sisteminin aktive olmasiyla filmlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesine ¢aligiimistir,
Bunun yanisira zein filmlere antimikrobiyal 6zellige sahip kismi saffastinims lisozim ilave
edilerek Gram(+) ve Gram(-) patojenler ve bozulma yapan mikroorganizmalara karsi

gostermis oldugu antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.

Bugiine kadar yirllen cahgmalarda gérildugl Uzere koruyucu kiitlrlerin yalnizea gidalara
flave edilmesi tizerinde cahgiimig, ancak yenebilir filmlere ilavesiyle ilgili literatiirde herhangi
bir galismaya rastlanmamigtir. Bu projede, lakiik asit bakterilerinden olusan koruyucu
kultdrlerin - yenebilir filmlere ilave edilmesi gergeklestirimistir. Projede elde edilen
antimikrobiyal etkisi belirlenmis yenebilir filmlerin plastik ambalaj materyalleriyle kombine
edilmesine yinelik ¢alismalarda gerceklestiriimigtir. Bu yolla yenebilir filmlerin kullaniminin
daha da yayginlastinimasina ve fonksiyone! plastik kaplamalarin kullaniminin azaltiimasina
olanak saglanmig olacaktir. Gelistirilen alginat ve zein filmlerin gidalara uygulanmas Uzerine

yapilan ¢alismalarda ise olumlu sonuglar alinmistir.
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2. GENEL BILGILER

Son yillarda tiim dinyada gida givenligini ve raf 6mriinii artirmak amaciyla gidalarin
ambalajlanmasinda aktif ambalajlama kullamimaktadir. Bu teknikie amaglanan fonksiyonu
(antimikrobiyal ve/veya antioksidan etki vb. etkiler) saglamak amaciyla farkli yontemler
kullantimaktadir. Ornegin fonksiyonel ajanlar paketlemede kullanidan film icerisine
katilabilecegi gibi, filmin i¢ ylzeyinin fonksiyonel ajani igeren bir tabakayla kaplanmast da
mimkindlr. Ayrica ambalaj icerisine istenilen fonksiyonu yerine getirecek ajani iceren kirgiik
paketciklerin yerlesgtiriimesi seklinde bir uygulama da oldukga yaygindir (QUINTAVALLA ve
Vicini, 2002).

Aklif ambalajlama Ozellikle minimal islem gérmis gidalarda kullanimakta olup bu tur
gidalarda en temel sorun patojen mikroorganizmalarin olugturdugu giventik riskidir. Patojen
mikroorganizmalarin gidalara bulasmasiyla gida zehirlenmeleri meydana gelmektedir.
Nitekim, T.C. Saghk Bakanlii istatistiklerine gére Turkiye'de 2001 yilinda 7,875 kisi bakteri
kaynakll gida zehirlenmesi teshisiyle hastanede yatmig ve bu vakalardan 324'0G slimle
sonuglanmistir (ANON., 2004). Bunlar sadece kayitlara gegen bilgiler olup, rapor edilenin
yaklagik 3-4 kati sayida vakanin istatistiklere girmemis oldugu tahmin ediimektedir. Gelismig
tlkelerde de durum pek farkh degildir. Nitekim A.B.D."de yilda 76 milyon kisi mikrobiyal
patojenlerin neden oldugu gida zehirlenmelerine maruz kalmakta ve bunlardan yaklasik
5200 olumle sonuglanmaktadir (MEAD ve ark., 1999). Mikrobiyal bulasma, gida
zehirlenmesi riskinin artmasina neden oldugu gibi drindn raf 8mrind de kisaltmaktadir.
Bulagma genellikle gida ylizeyinde meydana gelmekte olup aktif ambalajlama, bu tur bir
sorunun Onlenmesi igin oldukga Umit vadedici bir yéntemdir (APPENDINI ve Hotchkiss,
2002).

Grda ambalajlarinda antimikrobiyal aktiviteyi saflamak icin cesitli kimyasal ve biyolojik
ajaniar test edilmistir. Bu amagla kullanilan basiica kimyasallar sorbat, propionat ve benzoat
gibi organik asitler, benomyl, kikiirt dioksit ve imazalil gibi fungisitler, EDTA gibi gelat
yapictlar ve etanol gibi maddelerdir (APPENDINI ve Hotchkiss, 2002; SUPPAKUL ve ark.,
2003). Ancak, ¢zellikle son zamanlarda tiketicilerin saglik endigeleri nedeniyle dogal
yapidaki antimikrobiyal maddelerin kuilamimi blylik bir artis géstermis ve bu konudaki
hassasiyet artrmigtir. Dolayisiyla nisin, pediosin ve laktisin gibi bakteriosinler; lisozim,
laktoperoksidaz ve glukoz oksidaz gibi enzimier ve defensin, magainin ve cecropin gibi
peptitierin ambalaj materyallerine ilave edilmesi ile ilgili yogun calismalar yiritiimektedi
(APPENDINI ve Hotchkiss, 2002). Bu ¢aligmalarda dogal antimikrobiyallarin ilave edilecegi
ambalaj materyallerinin yine do@al olan protein veya karbonhidrat polimerlerinden yapitan
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yenebilir fiimler arasindan segilmesi (zerinde 6zellikle durulmaktadir. Bunun pek cok
nedenleri bulunmakta olup bunlardan baslicalan; plastik polimerferin olusturdugu saglik
endiseleri ve g¢evre Kirliliginin azaltilmas) ve yenebilir filme dénistirilebilecek tarmsal
trénlerin ve bunlarin atiklarinin degerlendirilebilmesidir (QUINTAVALLA ve Vicini, 2002). Bu
sekilde dogal antimikrobiyal ajanlar iceren yenebilir filmler vyiritilen laboratuvar
galismalarinda oldukga basarii olmus ve gidalarin mikrobiyal yiking azaltabilmislerdir.
Ornegin, nisin veya pediosin iceren seliloz filmlerin hindi etine, sigir etine ve jambonlara
uyguilanmasi sonucunda L. monocytegenes’i tamamen yok ettigi belirlenmigtir (MING ve ark.,
1997). Nisin ve lisozim igeren soya ve musir proteinlerinden elde edilen yenebilir filmierin L.
plantarum’un gelismesini engelledigi de bilinmektedir (PADGETT ve ark., 2000). Bu tir
filmler EDTA ilave edilmesiyle £. colinin geligimini de engelleyebilmektedir (HOFFMAN ve
ark., 2001).

Laktoperoksidaz enziminin filmlerde antimikrobiyal olarak kullaniimas: calismalari halen
oldukga yenidir. Lakioperoksidaz sltlerde laktik asit bakterilerinin olusturdugu hidrojen
peroksiti kultanarak ortamda dogal olarak bulunan thiocyanat't gliglil antimikrobiyal etkiye
sahip reaktif bilesiklere ddniistirerek bozulmayi geciktiren dogal bir koruma mekanizmasi
olusturmaktadir. Nitekim teknik ve/veya ekonomik nedenlerden dolayr sogutma sisteminin
kullaniimasinin mimkin olmadidi yerlerde siitlere bir miktar hidrojen peroksit ilave edilerek
faktoperoksidaz sisteminin antimikrobiyal etkisinden yararlanilmaktadir (REITER, 1985).
SEIFU ve ark. (2004) gerceklestirdikleri galismada laktoperoksidaz sistemi ile koruduklari
sutten Gouda peyniri dretmigler ve 90 gunigk olguniastirma stresinde peynirlerin
biyokimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal dzelliklerine bu sistemin etkisini incelemislerdir. Bu
arastirmacilar laktoperoksidaz sisteminin peynirlerde bulunan Gram(+) ve Gram{-)
patojeniere karg! etkili oldugunu belirlemiglerdir. Laktoperoksidaz sisitemi GRAS olarak kabul

edilmekie ve dogal gida koruyucusu olarak kullaniimasi énerilmektedir (ELLIOT ve ark.,

2004).

Antimikrobiyal ambalajlamada kullanilan bir diger antimikrobiyal enzim de lisozimdir. Bu
enzim Gram(+) mikroorganizmalanin hicre duvarini pargalayarak antimikrobiyal etki
gbstermekiedir.  Lisozim, Gram{-) mikroorganizmalarin hiicre duvarim  tek basina
parcalayamamakta, ancak buna karsin diiglik konsantrasyonlarda EDTA gibi gelat yapicilarla
birlikte kullamidi§) zaman oldukga genis bir antimikrobiyal etki géstermektedir. Lisozim enzim
aktivitesi oldukga stabil olup &zellikle son zamanlarda endustriyel boyutlu tiretimi ile figili
baganh caligmalar gergeklestiriimistir. Dolayisiyla bu enzim antimikrobiyal etkili filmlerin
tretimi ile #igili caligmalaninin adeta gézdesi haline gelmistir (BUONOCORE ve ark., 2003).
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Dogal yapidaki antimikrobiyal maddelerin yenebilir ambalaj maddeleriyle birlestirilmesi ile
ilgili caligmalar bir yandan yogun olarak strdurilirken, diger yandan da koruyucu kilttrlerin
minimal iglem gérmus gidalarda kultamilan muhafaza sistemlerine dahil edilmesi calismalar
yurtitiimektedir (RODGERS, 2003). Tum bu caligmalarin hedefi, bu gidalarin tamamen
olmasa da blylk &lglide dogal ajanlarla muhafazasinin saglanmasi ve saglik endiseleri
yaratan kimyasallarin kullanimimin azaltimasidir. Ancak su an igin literatirde koruyucu
kdltdrlerin ~ yenebilir ambalaj materyallerine katilmasi ile ilgili herhangi bir veri
bulunmamaktadir. Bilindi§i Gzere koruyucu kiltirter gidalara ¢ogunlukla sivi veya toz formda
piskirtme ile uygulanmaktadir (RODGERS, 2003). Bu iglem isletmelerde ayn bir hat
Kurulmasi ve kuitdr hazirik iglemieri gerektirdiginden oldukga maliyetli ve nitefikli isgiict
gerektiren bir iglemdir. Ancak yenebilir filmlerin kullanimi ve ozellikle 6nceden dékillerek
hazirlanmig koruyucu kultar igeren filmlerin temin edilmesi, bu islem icin herhangi bir
altyapisi olmayan igletmelerin de biyoprezervasyonu kullanmasini mimkin kilacaktir. Iste bu
nedenden dolay) laktik asit bakterilerinin 6zellikle et ve et GOrlinlerine sivi kiiltar yerine
yenebilir filmlerle uygulanmasinin sanayide daha ekonomik, pratik ve yaygin olarak
kullanilabilecek yeni bir uygulama baslatacag umulmaktadir. Koruyucu kiltir denince akla
Ik gelen mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir. Laktik asit bakterileri antimikrobiyal
etkilerini gidanin mikroflorasina hakim olarak patojenlere Greme firsatt vermemelerine ve
gelismeleri sirasinda olusturduklan antimikrobiyal etkiye sahip lakiik asit, bakteriosinler ve
hidrojen peroksit gibi metabolitlere borcludurtar (JARONI ve Brashears, 2000; RODGERS,
2004). Aynca koruyucu klltir iceren gidalarda raf 6mrii sonunda veya depolama sirasinda
sicakiikta olusan istenmeyen ani bir yiikselme sonucunda meydana gelen bozulma, insan
saghgr agisindan herhangi bir risk olusturmayan laktik asit bakterilerince gerceklestirimekte
ve patojenierin gidalarda geligerek risk olugturmalar engellenmektedir (RODGERS, 2004).

Yenebilir filmlerin plastik ambalaj materyallerinin ylzeyine laminasyon veya kaplama teknigi
kullanilarak uygulanmasi da son yiflarda artig gostermistir. Bilindigi {izere halen fonksiyonel
ajaniar ya direk olarak plastik filmler icerisine ilave edilmekte ya da plastik film yuzeyi
fonksiyonel ajani iceren bagka bir plastik materyalle kaplanmakta veya lamine edilmekiedir
(APPENDINI ve Hotchkiss, 2002). Ancak agin hidrofobik yapilar nedeniyle plastik filmlere
birgogu hidrofilik olan biyoprezervatiflerin katilmasi genellikle filmin mekaniki ve gecirgenfik
tzelliklerinde istenmeyen degisimlere neden olmaktadir (BOUNOCORE ve ark., 2003). Ayri
bir plastk film tabakasi uygulanmasi ise plastk kullanimini artirmakta ve cevresel
problemiere neden olabilmektedir. Plastik filmlere biyoprezervatiflerin direk olarak katiimasimi
zorlagtiran bir diger husus da bu materyallerin iglenmesi sirasinda uygulanan ekstriizyon ve
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erimis halde injeksiyon gibi termal isleme yéntemlerinin protein yapisindaki biyoprezervatifleri
inaktive etmesidir (HAN, 2000). Bilindigi Uzere yenebilir filmlerin birgogu oda sicakliginda
hazirlanabilmekte ve dogal yapilari nedeniyle biyolojik olarak parcalanabilir olduklarindan
cevresel sorunlara yol agmamaktadirtar. Dolayisiyla Gretilen filmlerin plastik filmlere
uygulanmasiyla plastik filmlerle biyoprezervatifierin birarada kullanimi ile ilgili sorunlarin
astlabilecegi dislintimektedir. HONG ve ark. (2005) tarafindan yiruttlen bir calismada
palipropilen filmler metil seliloz, hidroksipropil metil seliiloz, kitosan, x-karragenan ve
dekstrin gibi polisakkaritlerle kaplanmiglardir. Kitosan ve x-karragenan ile kaplanan filmlerde
saydamlik, gerilme siddeti, uzama ylizdesi daha ylksek sonug vermistir. Nisin ilave edilmis

-karragenan-polipropilen fiimler Lactobacillus plantarunun geligimini engellemistir.

Bu projenin amaclan; (a) laktoperoksidaz, lisozim gibi dogal antimikrobiyal enzimlerin ve
koruyucu Kultrlerin (laktik asit bakterilerinin) yine dogal olan protein veya karbonhidrat
yapisindaki yenebilir filmlere ilave edilmesi, (b) gelistirien filmlerin Gram{+) ve Gram(-)
patojenler ve bozulma yapan mikroorganizmalar (zerindeki antimikrobiyal etkilerinin
befirlenmesi, (c) gelistirilen filmlerin plastik ambalaj materyalleri ile birlestirimesi, ve (d) bu
filmierin su ve et Grlinlerine uygulanarak Griinlerin mikrobiyal yiiklerindeki ve kalitelerindeki

degisikliklerinin belirlenmesidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Geregler

Projede gelistirilen yenebilir filmlere Have etmek amaciyla Lactobacillus delbrueckii
subspecies factis (NRRL B-4525) ve Lacfobacillus casei (NRRL B-441) bakierileri, elde
edilen filmlerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi deneylerinde kullanmak amaciyla da
Escherichia coli (NRRL B-3008), Pseudomonas fluorescens (NRRL B-253), Listeria innocua
(NRRL B-33314), Staphylococcus carnosus (NRRL B-14760), ve Bacillus amyloliquefaciens
(NRRL NRS-762) Amerika Birlesik Devietleri Tanm Bakanh@ Mikrobiyal Genomik ve
Biyoproses Aragtirma Biriminden (United States Department of Agriculture, Microbial
Genomics and Bioprocessing Research Unit, Peoria, lllinois) temin edilmistir. Bu bakterilere
ek ofarak Lactobaciflus plantarum (DSM NR 1954) Izmir Yiksek Teknoloji Enstitisii Gida
Mihendisligi Bolumiinden, Staphylococcus aureus (RSKK No. 95047) lzzet Baysal
Universitesi Gida Mihendisligi Béltminden Doc¢.Dr. Gulsin Evrendilek'ten, Salmonefla
Typhimurium (CCM 5445) ve Escherichia coli O157:H7 (ATCC 700728) ise izmir Yiksek
Teknoloji Enstitisii Gida Mihendisligi Bélimunden Uzman Dr. A. Handan Baysaldan temin

editmistir.

Projede kullanitan potasyum tiyosiyanat Sigma-Aldrich’den (Stenheim, Aimanya), toyopear!
sulphopropy! cation-exchanger (SP-550C, 100 um) Supelco'dan (Bellefonte, PA, ABD),
diyaliz tiblt (cut off: 1200 MW), dekstran, ABTS (2,2-Azino-bis-(3-ethylbenz-thiazoline-8-
sulfonik asit), zein ve alginik asit Sigma'dan (St. Louis, MO, ADB), rennet ICN Biomedicals
Inc.’den {Aurora, Ohio, ABD) satin alinmigtir. Mikrobiyolojik analizler igin kullanilan nutrient
agar (NA), DeMan, Rogosa ve Sharp (MRS) agar, plate count agar {(PCA), violet red bile
agar (VRBA), pepton ve tween 80 Fluka'dan (Ispanya), nuirient broth, sorbitol MacConkey
agar (SMAG), Oxford Listeria selective agar ile supplementi ve MRS broth ise Merck’den
{Almanya) satin alinnuistir. Uretilen yenebilir filmlerin plastik filmlerle birlestirimesi amaciyla
kullanilan cift yonli oriente edilmig polipropilen filmier Bak Ambalaj Sanayii ve Ticaret A.S.
(lzmiryden temin edilmisti. Gida denemelerinde kulflanilan kontrofile dana eti ile dana ve

hindi burgerler Pinar Entegre Et ve Un Sanayii A.$. (Izmir)'den temin edilmistir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Gahgmada Kullanilan Test Mikroorganizmalarinin ve Laktik Asit Bakterilerinin
Kullanima Hazirlanmas:

Temin edilen kiltiirer stok kiiltiir hazirlanana kadar +4°C'da muhafaza edilmis daha sonra
da uygun besiyerleri kullanilarak aktiflestirimis ve stok kiiltire ve egik agara aktarimistir.
Stok kufttrler -80°C’da, edik agarlar ise +4°C’da muhafaza edilmiglerdir. Egik agara alinan
kiftarler her ay canhiiklarini yitrmemeleri amaciyla yeniden steril egik agarlara

aktantmislardir.
3.2.2. Alginat Filmlerie ligili Calismalar
3.2.2.1. Laktoperoksidaz igeren Alginat Filmlerle iigili Calismalar

3.2.2.1.1. Laktoperoksidaz Uretimi

Laktoperoksidaz dretimi amactyla YE ve ark. (2000) tarafindan uygulanmis olan yontem
kiglk modifikasyonlar yapilarak kullanimistir. Bu amacla éncelikle 1 L kadar inek st
5000g ve 30°C'da 20 dakika santrififlenmis ve yagsiz siit Uretilmistir. Elde edilen 900 mi
kadar yagsiz sut tulbentten sliziilditkten sonra sicakiigi 37°C’a getiriimis ve icerisine 90 mg
rennet ilave ediimigtir. 37°C'da 1 saat inklibasyon sonrasinda kesilen siit icerisindeki pihti ve
tortular dnce tllbentten siizilerek, ardindan da 10000g ve 4°C’da 25 dakika santrifijlenerek
ayriimigtir. Elde edilen peyniralti suyu daha sonra bekletmeden tnceden 0.05 M Na-fosfat
tamponu (pH 6.5) ile dengeye getirilmig olan Toyopearl-SP kolonuna (11.5 cm yilkseklik, 2.8
cm ¢ap) yiklenmis ve 500 mL kadar ayni tamponla yikanmistir. Kolonun eliisyonu 600 mL
Na-fosfat tamponu igerisinde hazirftanms NaCl ¢ézeltisi ile tuz konsantrasyonu 0-0.55 M
olacak sekilde ve dogrusal bir gradient uygulanarak gergeklestirilmistir. Kolondan toplanan
10ar mL lik fraksiyonlar protein miktarinimn belirlenmesi amaciyla 280 nm’deki absorbans
dlelimine tabi tutulmus ve laktoperoksidaz aktiviteleri bolim 3.2.2.1.2.’de belirtilen reaksiyon
karisimn kullamlarak ancak kalitatif olarak belirlenmistir. Lakioperoksidaz aktivitesi icerdigi
belirlenmis olan fraksiyonlar daha sonra birlestirimis ve 24 saat boyunca 4°C’da diyaliz
edildikten sonra (3 x 2000 mL destile suya karsi) igerisine 250-300 mg kadar dekstran destek
maddesi olarak ilave edilerek liyofilize edilmiglerdir. Liyofilizasyon (Labconco, FreeZone 6
litre, Kansas, MO, USA cihazi kullanilarak gergeklestiriimis) sirasinda calisma sicaklig -44
ile -47°C, basinci ise 50 x 107 ile 100 x 10 mBar arasinda degismistir. Liyofilizasyonun
ardindan beyaz bir toz haline gelmig olan preparatin aktivitesi U/mg olarak belirlenmis ve

renkli sigeler icerisine konduktan sonra -18°C’da depolanmistir.
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3.2.2.1.2. Laktoperoksidaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Laktoperoksidaz aktivitesi spektrofotometrik olarak 412 nm’de ve 30°C sabit sicaklikta
belirlenmistir. Reaksiyon karigiminin olusturuimasi icin énceden 30°C'a getirilmis olan 2.3
mlk, 0.1 M Na-fosfat tamponu (pH 6.0) icerisinde hazirlanmig 0.65 mM ABTS gozeltisi, 0.1
mM enzim c¢ozeltisi ve 0.1 mL, 0.2 mM H,0O, ¢ozeltisi kanishnimigtir. Reaksiyon karnisimmin
absorbansinda taktoperoksidazin ABTS'I okside etmesine bagli olarak olusan mavi rengin
neden oldugu absorbans artigi 2 dakika boyunca kaydedilmis ve enzim aktivitesi bu
absorbans degerlerinin slreye karsi islenmesi Hle elde edilen kurvenin baglangi¢ dogrusal
kisminin ediminden hesaplanmistir. Enzim aktivitesi Unite (absorbans degerinde dakikadaki

0.001 degdisim) olarak hesaplanmistir,

3.2.2.1.3. Alginat Film Uretimi

Alginat filmlerin hazirlanmasi amaciyla %2'lik alginik asit g¢ézeltisi hazirlanmis ve bu
gozeltinin yavasga kangtiriimast sirasinda ortama belli miktarlarda laktoperoksidaz ve/veya
L. delbrueckii subsp. lactis preparat: ilave edilmistir, Ortama ilave edilen biyoprezervatifin ve
bakteri preparatinin tam olarak ¢ézinmesinden sonra film hazirlama ¢ézeltisinden 10 g, 9.5
mm c¢apindaki cam Petri kabi icerisine dikkatlice yayiimistir. Bu sekilde hazirlanmis Petri
kaplan oda sicakiiginda 3 gin kadar kurutuimug ve daha sonra (zerlerine ¢apraz baglama
amactyla 0.8 mL, 0.3 M CaCl, gézeltisi pipetlenmigtir. Bu asamadan sonra fimler asiri
CaCly'tin uzaklagmas! amaciyla 50 mL steril destile su igerisinde 30 sanive yikanmislar ve

antimikrobiyal aktivite testierinde kullaniimisiardir.

3.2.2.1.4. Laktoperosidaz iceren Alginat Filmierden Laktoperoksidazin Salim Testleri
ve Filmlerde Bulunan immobilize Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Filmler, alginat film c¢ozeltisinin icerisine 900 U/cm® enzim aktivitesi olacak sekilde
laktoperoksidaz ilave edilerek hazirlanmigtir. Filmlerde salim testleri sogutmali inkiibatérde
4°C’da su icerisinde gergeklestirilmistir. Denemeler sirasinda filmier (10 cm ¢apinda) 50 mL
destile su (4°C) bulunan cam Petri kaplarimin igerisine yerlestirilmislerdir. Petri kaplannin
Ustl nem kaybini sinirlamak icin stre¢ filmle kaplandiktan sonra cam kapaklan ile de
kapatilmis ve 24 saat boyunca ortam 200 rpm hizinda manyetik kangtine yardimiyla
kanstinimigtir. Bu sirada ortamdan farklt streler sonunda 0.2 mL érnek alinarak ¢ézinur
laktoperoksidaz bulunup bulunmadii aktivite tayini gergeklestirilerek izlenmistir. Aktivite
tayini amaciyla, 0.2 mL érnek, 2.2 mL 0.65 mM ABTS ve 0.1 mL 0.4 mM H,O, gbzeltileri ile
karigtinimis ve spektrofotometrede (Shimadzu, model 2450, Tokyo, Japonya) 412 nmide

ahsorbans artislart digtimistir.
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Alginat filmlerde bulunan immobilize laktoperoksidaz enzim aktivitesinin belirlenmesi igin 900
Ufcm® enzim aktivitesine sahip alginat filmler hazirlanmis ve 0.8 mL CaCl, ile capraz
badlandiktan sonra 10 mL destile suyla 15 saniye yikannmustir. Filmler daha sonra tam
ortadan ikiye bolinmus ve herbir parca 23 mL, 0.65 mM ABTS c¢ozeitisi ve 2 mL H.0;
bulunan Petri kaplarina koyulmustur. Aktiviteler 200, 400 veya 800 uM H,0O, bulunan
ortamlarda her konsantrasyonda 3 farkh filmle ikiser kez &lcim yapilarak belirlenmistir,
Olgtimler 30°C sabit sicaklikta ve reaksiyon kangimiari 200 rpm’de strekli karistirilarak
gergeklestirilmigtir. Aktiviteden kaynaklanan absorbans &lgimieri spektrofotometrede beliri
arahiklarta 15 dakika boyunca 412 nm'de gergeklestiriimistir. Aktivitenin hesaplanmasi
amactyla diclilen absorbans degerleri linear bir kurvenin y-eksenine, lclim siiresi ise x-
eksenine iglenmis ve elde edilen kurvenin baslangi¢ dogrusal kisminin egimi belirlenmistir.
Bu asamadan sonra aktiviteler U/cm? olarak hesaplanmistir (1 dakikada 0.001 absorbans

degisimi 1 Unite olarak kabul ediimisgtir}.

3.2.2.1.5. Laktoperoksidaz Igeren Alginat Filmierin Escherichia coli Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla Yiiriitiilen inhibisyon Testleri

Laktoperoksidaz enzimi iceren alginat filmlerin antimikrobiyal akfivitesinin belirlienmesi
amaciyla Escherichia coli (NRRL B-3008) bakterisi 37°C’'da nutrient broth (Fluka, Spain)
icerisinde bir gece gelistiriimistir. Denemeler iki asamah olarak gergeklestiriimis ve éncelikle
sabit potasyum tiyosiyanat konsantrasyonu (4000 uM) ve 200, 400 ve 800 uM H.O,
konsantrasyonlarinda ¢ahstimistir. Daha sonraki agamada ise sabit H,0, konsantrasyonunda
(200 pM) ve 1000 ve 2000 uM potasyum tiyosiyanat konsanirasyonlarinda deneyler
tekrarlanmigtir. Denemelerin ilk agamasinda filmlerin  antimikrobiyal aktivitesinin test
edilecedi reaksiyon karigimlar 0.5 mL E. cofi kiltirti, 3 mL nutrient broth sivi besiyeri, alginat
filmlerden hazirlanmis disk (1.3 cm gapinda), 0.1 mL 4000 puM potasyum tiyosiyanat ve 0.1
mL 200, 400 veya 800 uM H,0; icerecek sekilde hazirlanmistir. lkinci asamada ise reaksiyon
karigimina ilave edilen bilesenlerin hacimleri aym kalmak kosuluyla E. cofi kiltirQ, sivi
besiyeri, alginat filmlerden hazirlanmis disk, 1000 veya 2000 uM potasyum tiyosiyanat ve
200 uM H;O iceren reaksiyon karigimlan kullanmilimistir. Bu sekilde bir ¢calismanin amaci hig
sliphesiz kullaniimakta olan antimikrobiyal mekanizmanin etki sinirlannin daha ayrintili
olarak belirlenmesidir. Kanisimlann olusturulmasi ve reaksiyonlann baslatiimasiyla derhal 0
zamani ekimleri yapiimig ve karigimlarin baslangic bakteri sayilar belirlenmistir. Ardindan
kangimlar 37°C’da inkiibatére yerlestiriimis ve 6. ve 24, saatlerde bunlardan yeniden ekimler
gerceklestirilerek laktoperoksidaz-tiyosiyanat-H,O, sisteminin zaman icerisinde bakteri
sayisini nasil etkiledigi incelenmistir. Ekimler sirasinda tim diliisyonlar % 0.1 peptonlu su ile
hazirlanmig ve ekimler igin nutrient agar (Fluka, Spain) kullaniimisgtir, Petri kaplan 37°C’da 24
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saat slire ile inkiibe edilmis ve sayimlar logy, cfu/mL olarak verilmigtir. Kontrol olarak (1)
yalnizca E. colj kiltiir(i ve besiyeri igeren tip; (2) £. cofi kulturd, besiyeri ve enzim icermeyen
alginat filmden hazirlanmig diskler iceren tip; (3) E. coli kUltlrl, besiyeri, enzim iceren
alginat filmden hazirlanmig diskler ve tiyosiyanat igeren tip kullaniimistir. Ayrica, tiim tiplerin
hacimierini esitlemek amaciyla H,O, ilave edilmeyen tiplere 0.1 mL steril deionize su,

tiyosiyanat ve H,0; ilave edilmeyen tiiplere ise 0.2 mL steril deionize su ilave edilmistir.

3.2.2.1.6. Laktoperoksidaz Igeren Alginat Filmlerin Listeria innocua Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla Yiiriitiilen inhibisyon Testleri
Laktoperoksidaz enzimi iceren alginat filmlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla Listeria innocua (NRRL B-33314) kullanilmistir. Bu amagla tim denemeler aynen
E. colide uygulanan kosullarda tekrarlanmis, yalnizca L. innocua saytlarmin belirlenmesinde
% 0.1 peptoniu su ile hazirlanmug olan dilisyonlar igin nutrient agar iceren Petri kaplan
37°C’da 48 saat inkiibe edilmiglerdir. Sayimlar logs, cfu/mL olarak veriimistir,

3.2.2.1.7. Laktoperoksidaz Igeren Alginat Filmierin Pseudomonas fluorescens
Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla Yiiritiilen inhibisyon
Testleri

Laktoperoksidaz enzimi igeren alginat filmlerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi
amaclyla Pseudomonas fluorescens (NRRL B-253) kullanilmigtir. Bu amagcla tim denemeler
aynen £. cofide uygulanan kosullarda tekrarlanmus, yalmizca P. flucrescens sayilannin
belirfenmesinde % 0.1 peptonlu su ile hazirlanmig olan dilisyonlar igin nutrient agar iceren
Petri kaplari 26°C’da 48 saat inkiibe edilmiglerdir. Sayimiar logs, cfu/mL olarak verilmistir.

3.2.2.2. Laktik Asit Bakterisi igeren Alginat Filmlerle ilgili Galismalar
Laktik asit bakterisi igeren alginat filmlerin Gretimi icin 6ncelikle H,O, ve laktik asit iiretme
yetenekleri ylksek ofan suslar secilmigtir. Oncelikle H,O, (retme yetenegi olan bakterinin

secilmesi icin gerekli testler yapiimigtir,

3.2.2.21. Film Uretiminde Kullanimak Uzere Segiimis Laktik Asit Bakterilerinin
Hidrojen Peroksit Uretme Yetenekierinin Test Edilmesi

Hidrojen peroksit (H.O;) Gretme yetenegi oldugu belittilen L. casei ve L. delbrueckii subsp.
lactis’ in gergekten bu kimyasall Uretip Uretmedikleri test edilmistir. Buna gére éncelikle L.
casei ve L. delbrueckii subsp. lactis stok kiilttrlerinden 2'ser 8ze kiiltiir alinarak 25 mL steril
MRS broth'lara (Oxoid, Basingstoke, England) aktanimig ve CO'li (%5 CO, ve %50 RH)
inkGbator icerisinde (Nuvaire, Plymouth, MN, USA) 37°C’de 24 saat inkiibe edilmislerdir.
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Inkitbasyon sonunda bu kiltiirlerden 1’er mL alinarak yeniden 90 mL sterii MRS broth'a
aktarilmig ve inkibasyon ayni kosullarda bir kez daha tekrar edilmistir. Gergeklestirilen bu
ikinci inkilbasyon sirasinda 0, 4, 6, 9 ve 24. saatlerde kiltUrlerden aseptik kosuilarda 0.1 mi
6rnek alinmig ve gelisme kurvelerinin elde ediimesi amaciyla MRS agar (Oxoid, Basingstoke,
England) iceren Petri kaplarina yayma plaka yéntemiyle ekim yapimigtir. Daha sonra sayim
igin Petri kaplan 37°C’da 48 saat CO.li inkibatdrde inkiibe edilmis ve belirlenen kofoni
sayilari logio cfu/mL olarak rapor edilmistir. Yine belirtilen streler sonunda alinmig olan ayri
6rnekierde H,O, miktariari yan kantitatif test kaditlarr (Quantofix Peroxide 100, Macherey-
Nagel Co., Duren, Germany) ile belirlenmigtir. Kiiltiirlerin inkibasyonu sirasinda ayrica beliri
aralklarla 650 nm’deki optik yogunlukian spektrofotometre (Varian, Cary 100, Muigrave,

Australia) yardimiyla olgiiimiistir.

3.2.2.2.2. Secilmig Olan L. delbrueckii subsp. factis ve L. plantarum’un H.0; ve Laktik
Asit Uretim Yeteneginin Depolama Sicakhklaninda Test Edilmesi

Depolama sicakhdi olarak buzdolabi sicakhg: olan 4°C ve oda sicaklifina oldukga yakin bir
deger olan 23°C kullaniimishir. L. delbrueckii subsp. lactis ve Lactobacillus plantarum stok
kiittirinden 2 6ze alinarak 25 mL steril MRS broth'lara (Oxoid) inokille edilmis ve 37°C'da
CO;'li inklibatdrde 16 saat inkiibasyona birakilimiglardir. Daha sonra bu besiyerlerinden t'er
mL alinarak 99 mL steril MRS broth iceren erlenlere aktariimiglardir. L. defbrueckii subsp.
lactis ve Lactobaciflus plantarum iceren erlenler 4°C ve 23°C'da 7 gin (168 saat)
inkiibasyona birakiimiglardir. Inkilbasyon sirasinda belirli aralikiarla pH degerleri, bakteri
sayilari, HyO, miktarn ve laktik asit miktarlan (D ve L ayn ayri) belirlenmistir. H,O, miktarlan
ve bakteri sayilan daha énce yukarida belirtiimis ydntemler kullanilarak (Bélim 3.2.2.2.1.), D
ve L lakiik asit miktarlar ise enzimatik ydntemle &zel kitler kullanilarak (Boehringer

Mannheim / R-Biopharm GmbH, Mannheim, Germany) belirlenmistir,

3.2.2.2.3. L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarum’un Yenebilir Filmlere ilave
Edilebilecek Liyofilize Preparat Haline Getirilmesi

Stok kiltir ofarak -80°C’da depolanan L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarunrdan birer
Sze alinarak MRS broth’a aktanimis ve inkGibatérde 37°C'da 24 saat inkitbe edildikten sonra
buradan 10 mL alinarak yeniden 240 mL MRS broth’lara aktarimislardir. Yeni besiyerleri
inkiibatérde bir kez daha 37°C’da 16 saat inkiibe edildikten sonra elde edilen kulttrler
5000g’de ve 4°C’da 10 dakika santrifiij edilmigler ve hilcreler gékturiilmistur. Daha sonra
¢oktlrilen hicreler 2 kez steril fizyolojik tuziu su ile yikannug ve ayni kosullarda yeniden
santriflij edilmigtir. En sonunda toplanan hiicreler %10 (w/v) yagsiz siittozu ve % 7 sakkaroz

{w/v) iceren ortamda stispanse hale getirilerek liyofilize edilmigtir. Liyofilizasyon (Labgconco,
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FreeZone 6 litre, Kansas, MO, USA cihazi kullantarak gerceklestiriimis) sirasinda galisma
sicakhdi -44 ile -47°C, basinci ise 50 x 107 ile 100 x 10® mBar arasinda degismistir. Elde
edilen liyofilizatlar kullamilana kadar -18°C'deki bir derin dondurucuda saklanmis ve film
{retiminde kullantacagt zaman icerdigi hicre sayisi her defasinda kontrol edilmistir. Bu
amagla preparat % 0.1 peptonlu su igerisinde siispanse edilmis ve gerekli dilisyonlar
yapilarak MRS agar'da yayma plaka yéntemiyle daha 6nce belirtildigi sekilde ekim yapilarak

hiicre sayisi cfu/mg olarak belirlenmigtir.

3.2,2.2.4, Laktik Asit Bakterisi igeren Alginat Filmlerin Uretilmesi ve Bu Filmlerdeki
Serbest ve immobilize Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterisi igeren alginat filmlerin hazirlanmas) amaciyla % 2'lik alginik asit ¢ézeltisi
hazirlanmig ve bu gézeltinin yavasca karistirilmasi sirasinda ortama belli miktarlarda (2-12
mg) fiyofilize laktik asit bakterisi (L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarum) ilave edilmistir.
Bu cozeltiterden 10 g alinarak steril cam Petri kaplanna (9.5 cm capinda) yayilmislardir. Bu
sekilde hazirlanmig Petri kaplar oda sicakliginda 1 saat kadar kurutulmusglar ve daha sonra

{zerilerine capraz baglama amaciyta 5 mL, 0.3 M CaCl; ¢ézeltisi pipetlenmistir.

Uretilen filmlerdeki serbest laktik asit bakteri sayilarinin belirlenmesi amaciyla capraz
baglanmis filmler 25 mL % 0.1 peptonlu su igeren Petri kaplanna koyulmus ve 25°C’da
inkiibatorli calkalayicida (Barnstead International, Labline 4000, lowa, USA) (80 rpm) 5
dakika stre ile inkiibe edilmiglerdir. Bu slire sonunda Petri kaplarindan 1 mL ¢ézelti alinarak
seri dilisyon yapiimig ve MRS agar kullanilarak dékme plaka yontemiyle ekim yapilmistir.
Petri kaplari CO'li inkiibatdrde (%5 CO, ve %50 nemli ortamda) 37°C'da 48 saat inkilbe

edilmiglerdir ve bakteri sayilar logs cfu/g film olarak belirlenmisgtir.

Uretilen filmlerde immobilize laktik asit bakieri sayilarinin belirlenmesi amaciyla alginat filmler
5 dakika inklibasyonun sonunda blendirda (Waring Commercial Blender, New Hartford, CT,
USA) peptonlu suyla homojenize edilmiglerdir. Yine peptonlu suyla (% 0.1) seri dillisyoniar
yapimig ve MRS agar kullanmlarak dékme piaka yéntemiyle ekim yapilmistir. Petri kaplar
CO,'li inkilbatérde (%5 CO, ve %50 nemli ortamda) 37°C’da 48 saat inkiibe edilmiglerdir ve

bakteri sayilari logyo cfu/g film olarak belirlenmistir.

3.2.2.2.5. Laktik Asit Bakterisi igeren Alginat Film Gézeltisinden Elde Edilen Filmlerin
Depolanmasi Sirasinda Filmlerdeki Serbest ve immobilize Bakteri Sayilar

Liyofilize laktik asit bakterilerinden (L. defbrueckii subsp. lactis ve L. plantarum) 60 mg
alinarak % 2'lik alginik asit ¢ozeltilerine ilave edilmiglerdir. Bu g¢6zeltiler Petri kaplarina
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koyularak agizlan sikica streg filmle kapatiimis ve 4°C’da 7 giin boyunca depolanmislardr.
Depolama sirasinda 0., 1., 3. ve 7. giinlerde film cézeltisinden alinarak 5 mL 0.3 M CaCl; ile
Gapraz baglama yapimis ve filmlerde serbest ve tutuklu kalan bakteri sayilan bélim

3.2.2.2.4'de belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.2.2.6. Laktik Asit Bakterisi igeren Depolanmis Toz Haldeki Alginik Asit Karisiminda
Bakterilerin Stabilitesi

Toz halindeki alginik asit (200 mg), 60 ve 120 mg L. delbrusckii subsp. factis veya L.
plantarum ile kanstinlmig ve 4°C'da 63 gln depolanmigtir. Depolamanin 0., 7., 14., 28. ve
63. ginierinde 50 mg kangimdan alinarak 10 mL steril peptonlu suda ¢ézidmustir. Laktik asit
bakteri sayillan dokme plaka yéntemiyle MRS agar kullanilarak belirlenmistir. Ekim yapilan
Petri kaplari CO.'li inklbatérde (%5 CO, ve %50 nemli ortamda) 37°C’da 48 saat inkiibe

ediimiglerdir ve bakteri sayilar logqo cfu/g film olarak belirlenmistir.

3.2.2.2.7. Laktoperoksidaz velveya L. delbrueckii subsp. lactis iceren Alginat Filmlerin
Escherichia coli Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyia Yiritilen
inhibisyon Testleri

Elde edilen lakioperoksidaz vefveya L. delbrueckii subsp. lactis igeren alginat filmlerin
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla test mikroorganizmasi olarak E. cofi
kullanilmigtir, Bu amagla E. coffnin 37°C’de nutrient broth (Merck, Darmstadt, Germany)
icerisindeki gecelik kiltirleri hazirlanmuistir. Caligmada kuflanian H.O, konsantrasyonlar
literatiirde laktoperoksidaz'in antimikrobiyal etkisini inceleyen pek ¢ok arastirmaci tarafindan
kullantlan 250-500 uM araliina uyumlu olarak segilmigtir (JACOP ve ark.., 2000; ZAPICO ve
ark., 1998, GARCIA-GRAELLS ve ark., 2003). Kullanilacak tiyosiyanat konsantrasyonunun
belirlenmesi igin ise biraz daha farklt bir yontem izlenmistir. Bu amagla farkhi miktarlarda
tiyosiyanat (100, 400, 1000, 4000, 8000, 10000, 20000, 40000 uM), laktoperoksidaz igeren
film, E. coli kiiltéir ve belirtilen H,0, konsantrasyon araiiginin Ust sininna yakin miktarlarda
{333 ve 445 pM) H.O, nutrient broth besiyeri igerisinde kanstinimis ve 37°C'da 24 saat
inkiibe edilmistir. Bu slre sonunda kansimiar igerisinde H.O, miktarlart belirlenmis ve bu
kimyasalin tamamen kullanildi§r en distk miktarda tiyosiyanat konsantrasyonu 4000 uM

olarak belirlenmistir.

Deney sirasinda aseptik kogullarda bir mantar delici yardimiyla kesilmis alginat diskleri (1.3
cm ¢apinda), 0.5 mL kdltdr, 0.1 mL potasyum tiyosiyanat (son konsantrasyonu 4000 uM) ve
3.0 mL nutrient broth igeren tiipler icerisine atitmis ve cozeltiler igerisine en son olarak
reaksiyonu baglatmak amaciyla 0.1 mL H,O, (son konsantrasyonu 200 uM veya 400 uM)
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eklenmistir. Daha sonra 0. saat ekimleri yapilan tapler 37°C 'da inkibatére yerlestirilerek
inkilbe edilmis ve 6. ve 24. saatlerde aynen 0. saatte oldugu gibi tim tiplerde £. cofi sayilart
ve yalmzca L. delbrueckii subsp. lactis iceren disklerin bulundugu tiplerde de lakiik asit
bakterisi sayisi belirlenmigtir. Bu amagcla uygun dilisyonlar % 0.1 peptonlu su ile hazirlanmis
ve E. coli igin VRBA (cift tabaka), L. delbrueckii subsp. lactis icin MRS agar kullanilarak
dokme plaka yontemiyle ekim yapilmistir. Tim Petri kaplar 37°C'de inkiibe edilmis, ancak £.
coli icin normal bir inktibatdr, L. delbrueckii subsp. factis icin ise COZli inkitbatér
kullantimigtir. Sayimlar VRBA agarlarda 24 saat, MRS agarlarda 72 saat sonunda alinmis ve
logso cfu/mL olarak verilmigtir. Kontrol olarak (1) £. cofi kultirli ve besiyeri igeren tip; (2) £.
coli kaltdri, besiyeri, film (enzim ve laktik asit bakterisi ilave edilmemis) iceren tip ve H,O,
harig tim bilegenleri (E. colf klltirl, besiyeri, enzim ve laktik asit bakterisi itave edilmemis

film, tiyosiyanat) iceren tiip kullaniimigtir.
3.2.3. Zein Filmlerle ligili Calismalar
3.2.3.1. Lisozim igeren Zein Filmierle ilgili Galigmalar

3.2.3.1.1. Lisozim Uretimi

Lisozim, JIANG ve ark. {2001) tarafindan verilmig olan kismi saflastirma yontemi modifiye
editerek yumurta akindan Gretilmistir. Bu amagla 6ncelikle yumurtalar dikkatlice kinlarak
sarilarnna hasar vermeksizin ayrilmis ve aklan toplanarak hacimlerinin {i¢c kati kadar 0.05 M
NaCl ¢ozeltisi ile karigtirma eslifinde seyreltilmistir. Daha sonra lisozim haricindeki yumurta
akr proteinlerinin ¢oktlrilebilmesi i¢in seyreitiimis olan karisimin pH’s1 1N asetik asit ile tam
olarak 4.0’e ayarlanmig ve aynt hacimde % 601k (v/v) etanol g¢ézeltisi ile 1:1 oraninda
seyreltilmistir. Bu karnigim 6 saat siiresince oda sicakliginda inktibe editmis ve olusan ¢okelti
15000 ve 4°C’da 15 dakika santrifujlenerek aynlmistir. Elde edilen enzimi iceren
supernatant 21 saat boyunca 4°C’da diyaliz editmis (3 x 2000 mL destile suya karsi) ve daha
sonra liyofilize edilmistir. Liyofilizasyon (Labconco, FreeZone 6 litre, Kansas, MO, USA cihaz
kullanilarak gerceklestiriimis) sirasinda calisma sicakiiyl -44 ile -47°C, basinc! ise 50 x 107
ile 100 x 10™ mBar arasinda degismistir. Liyofilizasyonun ardindan ince beyaz bir toz haline
gelmis olan enzimin aktivitesi U/mg oclarak belirlenmig ve renkli siseler icerisine konduktan
sonra kullanilana kadar -18°C’'da depolanmigtir (MECITOGLU ve ark., 2008).

3.2.3.1.2. Lisozim Aktivitesinin Belirlenmesi
Lisozim aktivitesi spektrofotometrik olarak 660 nm'de ve 30°C sabit sicaklikta belirlenmis

olup bu amagla sabit sicaklik hilcresi ile donatimis bir spektrofotometre (Shimadzu, Model
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2450, Japan) kullamimistir. Reaksiyon kansimimin olusturulmas! igin onceden 30°C'a
getirimis olan 2.3 ml, 0.05 M Na-fosfat tamponu icerisinde hazirlanmig Micrococcus
fysodeicticus hilcre stspansiyonu (0.26 mg/mL) ve 0.2 mbL enzim ¢ézeltisi kanstinimistir,
Reaksiyon karisiminin absorbansinda lisozim enziminin bakteri hicrelerini parcalamasiyla
meydana gelen bulamkiik kayb! ve buna bagh olarak olusan absorbans azalmas! 2 dakika
boyunca kaydedilmis ve enzim aktivitesi elde edilen absorbans dederlerinin slreye karsi
iglenmesi ile olugturulan kurvenin basglangi¢ dogrusal kisminin ediminden hesaplanmistir.
Enzim aktivitesi Unite (absorbans dederinde dakikadaki 0.001 degisim) olarak hesaplanmistir
(MECITOGLU ve ark., 2008).

3.2.3.1.3. Zein Film Uretimi

Zein filmlerin hazirlanmasinda PADGETT ve ark., (1998) tarafindan verilmis yéntem
kullaniimigtir. Buna gére 1.4 g zein (Daridan eide edilmig, Sigma Chem Co., St. Louis, MO,
USA) 8.1 mL etanol (% 97) igerisinde ¢bzindiriimis ve manyetik kanstinc yardimiyla 25
dakika kadar karnigtinimighir. Ardindan ortama plastiklestirici olarak 0.39 mL gliserol ilave
edilmig ve kangim Kaynayana kadar istilmistir, Kaynama bagladi§i zaman karistirma
durdurulmug ve c¢ézeli 5 dakika daha kaynatidiktan sonra oda sicaklidina gelene dek
sogutulmustur. Daha sonra 4.3 g ¢ozelti dnceden yikanmig ve etanolle silinmis bir cam
plakanin {izerine ¢izilmis 8.5 x 8.5 crm'lik alana kenarlar tagmayacak sekilde vayilmigtir. Cam
plakalar daha sonra oda sicakliginda 24 saat kurutulmusg ve filmler cam plakalar (zerinden

dikkatlice ayriimigtr.

3.2.3.1.4. Lisozim igeren Zein Filmlerin Uretilmesi

Zein fim ¢Gzeltisi kaynatihp oda sicakhgina gelene dek sogutulduktan sonra farkli
miktarlarda lisozim ilave edilmigtir. Bu agamada lisozimin film ¢ozeltisi icerisinde stispanse
olmasi veya emilisiyon olusturarak ¢dzinmesi amaciyla iki farkli ydntem denenmistir. Bu
yontemierden birincisinde lisozim ilave edilmis film hazirlama cozeltisi bir disperser-
homojenizatdr cihazi (Heidolph SilentCrasherM, Almanya) yardimiyla 8000 rpm’de 2 dakika
homojenize edilmigtir. Bu ydntem lisozimin zein filmler icerisinde bliyilk oranda emiilsiyon
olusturarak homojen dadiimasini saglamaktadir. Ikinci yéntemde ise lisozim ilave edilmis film
hazirlama gdzeltisi bir manyetik kanstine: (lka RH D-KT/C, Almanya) kullanilarak 180 rpm'de
25 dakika kanistirdmig ve lisozim film hazirlama ¢ozeltisi icerisinde slispanse edilmistir.
Ardindan 4.3 g homojenizasyon veya karistirma teknigiyle elde edilmis ¢ozeilti énceden
ytkanmig ve etanolle silinmis bir cam plakanin tizerine cizilmis 8.5 x 8.5 cm'lik alana kenarlan
tagmayacak sekilde yayimistir. Cam plakalar daha sonra oda sicakiiginda 24 saat

kurutulmus ve filmler cam plakalar Uzerinden dikkatlice ayrimigtir.

28



3.2.3.1.5. Homojenizasyon veya Karistirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim igeren Zein
Filmlerde Lisozimin Salim Testleri ve Filmierdeki immobilize Lisozimin Aktivitesinin
Belirlenmesi

Lisozim iceren zein filmlerde sahm testleri sojutmall inklibatérde 4°C de gerceklestirilmistir.
Filmier (68 x 6 cm) 50 mi destile su (4°C) bulunan cam Pelri kaplannin igerisine
yerlestirilmislerdir. Petri kaplarimin (std stre¢ filmle kaplandiktan sonra ortam 200 rpm
hizinda manyetik kangtiner vardimiyla 1400 dakika kanstinimistir, Filmlerden salinan
lisozimin aktivitesi belirli araliklarla Petri kaplarndan 0.6 mbL d6rmek alinarak belirlenmistir.
Alinan ¢rnek 0.2 mblik 3 kisma aynlarak her bir kisimda lisozim aktivitesi dlcliimistir.
Lisozim aktivitesi belirlenen zaman araliginda filmlerin cm? si basina salinan toplam {inite
(Ulcm?) olarak belirlenmistir. Tim hesaplamalar drnekieme sirasinda alinan toplam aktivite
distindferek dizeltilmistir. Lisozimin salmmuinin izlenmesi alinan test ¢ozeltisinde aktivite artiss

gérillmeyinceye ve aktivitede biraz disis gézleninceye kadar devam etmistir.

Sahm testi sonucunda (1400 dakika sonunda) daha fazla salinan aktivite gézlemlenmedidi
igin filmlerde immonbilize halde bulunan lisozimin aktivitesi ¢ézindr aktiviteden daha farkll bir
sekilde Slclimilstiir. Bu amagla 1400 dakika salim deneyine tabi tutulmusg olan film 25 mb’lik
30°C’deki substrat cozeltisi bulunan bir Petri kabina atilrmistir. Substrat ¢ézeltisi, 0.05 M, pH
7.0 sodyum fosfat ¢ozeltisi icerisinde 0.26 mg/mbL M. lysodeikticus siispanse edilerek
hazirfanmistir. Petri kabt deneme sirasinda 30°C lik inktbatéirde tutulmus ve periodik olarak
icerisinden &rnek alinarak 660 nm dalga boyunda spektrofotometrede bu drnedin absorbansi
dlellmistar. Zein filmdeki lisozim aktivitesi absorbansmin sireye kargi cizilen kurvesinin

egiminden hesaplanmis ve Ufcm? olarak belirtilmistir.

3.2.3.1.6. Homojenizasyon veya Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim Igeren Zein
Filmlerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi igin S Besiyerinde
Gergeklestirilen inhibisyon Testleri

Zein filmlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine ydnelik inhibisyon testleri icin test
mikroorganizmas) olarak Bacillus amyloliquefaciens (NRRL NRS-762) kullanimustir. B.
amylofiquefaciens'in nuirient broth icerisinde 30°C'da gecelik kil hazifanmistir. Yukarnda
belirtilmis homojenizasyon ve karnistirma teknidi ite ayn ayn Oretilen zein filmlerden aseptik
kosullarda mantar delici yardimiyla 1.3 cm capinda diskler kesilmigtir. Deneylerin
gergeklestiriimesi sirasinda steril nutrient broth (2.0 mL) icerisine 0.5 mL %0.1 peptoniu su ile
seyreitiimis kiltir ve 2 adet zein film diski ilave edilmistir. Daha sonra 0. saat ekimleri yapilan
tiipler 30°C'da inklibattire yerlestirilip inkitbe edilmis ve 3., 5. ve 24. saatlerde aynen 0.
saatte oldugu gibi tim tlplerde B. amyloliquefaciens sayilan belirfenmistir. B.
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amyloliquefaciens’in sayilarmin belirlenmesi i¢in 0.1% peptonlu su ile uygun dilusyoniar
hazirlanmis olup ekimlerde nutrient agar kullanilmustir. Petri kaplarr 30°C'da 48 saat slire ile
inklibe edilmis ve sayim sonuglan log., cfu/mlL olarak verilmistir. Deney Uc¢ parallel olarak

yarititmistir.

3.2.3.1.7. Homojenizasyon veya Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim iceren Zein
Filmierin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Kati Besiyerinde
Gergeklestirilen Zon inhibisyon Testleri

Kismi saflastirimis lisozim igeren (175, 350 ve 700 pug/cm?) zein filmler homojenizasyon veya
karnstirma teknigi kullanilarak ayn ayn Gretilmisgler ve daha sonra bir mantar delici yardimiyia
1.3 cm capinda diskler seklinde kesilmiglerdir. Ardindan, nutrient agar dokUimis Petri
kaplarina 0.1 mL (Nutrient broth icerisinde E. coli, P. fluorescens, L. innocua igin 37°C’da B.
amyloliquefaciens igin 30°C'da 16-18 saat inkiibe edilerek haziflanmig) E cofi, P.
fluorescens, L. innocua veya B. amyloliguefaciens kulttri yayma plaka yéntemi ile inokile
edildikten sonra her film i¢in 4 Petriye 3’er adet disk (foplam 12 disk) verlegtiriimig ve Petriler
E. coli, P. fluorescens, L. innocua igin 37°C'da B. amyloliquefaciens igin 30°C'da 48 saat

inkiibe edilmislerdir.

Bu denemenin yanisira dana burgerlerde uygulanip lyi sonug¢ alinan zein filmlerin icerdidi
lisozim miktarina gore kati besiyerinde gerceklestirilen zon inhibisyon testleri 3 farkh patojen
mikroorganizma (zerinde t{ekrar denenmigtir. Bu deneme igin kullanidan patojen
mikroorganizmalar Escherichia coli Q157:H7, Salmonella Typhimurium ve Staphylococcus
aureus'dur. Kiithrler nutrient broth icinde 37°C’da  18-20 saat inkitbe edilerek
hazirlanmiglardir. Steril Petri kaplarina yvayma plaka ydntemiyle inokiile edildikien sonra her
fiim 4 Petriye 3'er adet disk (toplam 12 disk) gelecek sekilde yerlestiriimislerdir ve Petri
kaplari 37°C'da 48 saat inkiibe edilmisglerdir.

Bu iki deneme iginde inkiibasyonun sonunda filmlerin olusturdugu zonlar dederlendirilmisgtir.
Dederlendirme, olusan zonlarin sinflandiriimas: ile gergeklestiriimistir. Buna gére muntazam
ve film diskinin tim ¢evresi boyunca olusmus olan zonlar tam zon (tz) olarak adiandiriimis ve
bu zonlann atam dijital bir kumpasia belirlenmistir. Buna karsin bir diskin yalnizca tek bir
kenarinda olusan kiglik ve diizgiin veya yalnizea tek bir kenarinda clusan kiigiik ancak sekil
bozuklugu olan yarimay’ andiran zonlar kismi zon (kz) olarak isimlendirilmis ve bunfarin
alani dedit yalmzca sayisi belirlenmistir. Benzer sekilde her disk grubunda herhangi bir zon
olusturmamig disklerin de sayisi belirlenmis ve bunlar zon olusmamis {zo) seklinde

tanimlanmigtir.
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3.2.4. Uretilen Yenebilir Filmlerin Plastik Filmlerle Birlestirilmesi

3.2.4.1. Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Zein Filmlerin Gift Yonlti Olarak Oriente Edilmig
Polipropilen Filmlerle Birlestiriimesi

Protein yapisindaki hidrofobik bir biyomateryal olan zeinden film b&iim 3.2.3.3. de belirtildigi
sekilde UOretilmistir. Ancak farkll olarak filmler cam plaka Uzerine degil 8.5 x 8.5 cm
boyutlarinda diizglin bir sekilde yayirmig 30 mikron kahinh@inda ¢ift yonlil olarak oriente
edilmis polipropilen (BOPP}) filmler Uzerine dékiimistir. Daha sonra filmler oda sicakliinda

24 saat kurutulmus ve BOPP filme afinite goisterip gdstermedikleri belirlenmistir.

3.2.4.2. Kangtirma Teknigi ile Uretilmis Zein Filmlerin Selilloz Asetat Filmierle
Birlegtirilmesi

Selliloz asetat filmlerin Gretimi amaciyla 2 g sellloz asetat polimeri 8 g aseton igerisine yavas
yavas ilave edilmis ve 300 rpm'de 1 saat kanistiniarak ¢zUndUrilmistlr. Ardindan karisim
film ¢ekme makinesinde 100 mm/saniye hizda 300 mikronluk bigakla yayilarak cam bir plaka
{izerine dokiimigtir ve oda sicakhifinda 1 saat kurutulmusgtur. Sellloz asetat filmin
kurumasinin ardindan film oldudu yerden c¢ikartimadan Uzerine b6lim 3.2.3.3. de belirtilen
y&ntemle Uretitmis zein film ¢ozeltisi ddkilerek yine selloz asetat film Uretiminde kullanifan
gekme makinesi yardimiyla, dékme bigad: bant ile 10 kat sanldiktan sonra yayiimistir ve 24

saat kurumaya birakilmistir.

3.2.4.2.1. Kanstirma Teknigi e Uretilmis Lisozim Igeren Zein Filmierin Seliiloz Asetat
Filmle Birlestirildikten Sonraki Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi igin Kat
Besiyerinde Gerceklestirilen Zon inhibisyon Testleri

Zein filmle sellloz asetat filmin birlestiritmesi ¢alismalarinin olumiu sonug vermesi nedeniyle
bu ¢ift kath filmlerin lisozim iceren zein filmle birlestirilerek antimikrobiyal testleri yaptimistir.
Ancak yapilan dn denemeler sonucunda zein film kainhi§inin ¢ok ince olmasi lisozimin zein
film icerisinde dagiiminda problem olusturmustur. Bu nedenle lisozim igeren zein film
ddkllecedii sirada dékme bigadi bant ile 10 kat sanidiktan sonra film cekme islemi

gercekiestirilmigtir,

Kismi saflagtiliriimis lisozim iceren (175, 350 ve 700 pg/cm?) zein filmle birlestiriimis selilloz
asetat filmi bir mantar delici yardimiyla 1.3 c¢m ¢apinda diskler sekiinde kesilmiglerdir.
Antimikrobiyal testlerde E. coli (NRRL B-3008), Salmonella Typhimurium (CCM 5445), L,
innocua {NRRL-B33314) ve Staphylococcus carnosus (NRRL B-14760) kiltdrieri
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kKullanimishir. E. coli ve S. Typhimurium killtorleri ile gahgilirken zein fimlere lisozimin
yanisira 200 ug/cm?® Na, EDTA ilave edilmistir. Nutrient broth'da 37°C’da 16-18 saat inkiibe
ediimiglerdir. Nutrient agar dékillmis Petri kaplarina 0.1 mbL kiitlr yayma plaka ydntemi ile
inokile edildikten sonra degisik konsantrasyonlarda fisozim igeren zein filmler igin 4 Petriye 3
adet disk (toplam 12 disk) yerlestirimis ve Petriler 37°C'da 48 saat inkiibe edilmistir. Diskler,
zein filmli kisimlan agar ile temas edecek sekilde yerlestirimiglerdir. inkiibasyonun sonunda

{48 saat) fitmlerin olusturdugu zonlar dijital kumpas ile Slgtimustir.
3.2.5. Uretilen Yenebilir Filmlerin Gidalara Uygulanmasi

3.2.5.1. Taze Kalamar Halkalarinin Laktoperoksidaz igeren Alginat Filmierle
Kaplanmasi

Alginat filmler b6lim 3.2.2.1.3. de agiklandi§ sekilde Uretilmiglerdir. Lakioperoksidaz igeren
film c¢ézeltisi 10 g alginat film ¢ozeltisi igin 22 mg laktoperoksidaz icerecek sekilde
hazirlanmigtir. Taze ve temizlenmis kalamar (5 kg) satin alindiktan sonra soduk zincir
kinlmadan ayn! giinde laboratuvara getiriimistir. Kalamar laboratuvarda yikandiktan sonra
halka geklinde kesilmigtir. Tesadufi olarak 4 gruba ayrilmistir. Birinci grup kalamarlar 45 mL
sterile deionize su igeren kaplara daldirilarak steril Petri kaplarina yerlestiriimislerdir. lkinci
grup kalamarlar laktoperoksidaz icermeyen alginat ¢ézeltisi iceren kaplara daldinidiktan
sonra 45 mbL steril deionize su igeren kaplara daldinldiktan sonra steril Petri kaplarina
yerlestiriimiglerdir. Uglincti grup lakioperoksidaz iceren (2.2 mg/g film cbzeltisi) alginat
¢Ozeltisi ve 4000 uM KSCN iceren kaplara daldiriimis ve 0.3 M CaCl, ¢ozeltisi ile capraz
baglama yapildiktan sonra 45 mL 4000 pM H,0Q; iceren kaplara daldinldiktan sonra steril
Petri kaplarnina yerlestiriimiglerdir. Dérdincti grup kalamarlar ise lakioperoksidaz iceren (22
mg/10 g film gbzeltisi) alginat ¢ozeitisi ve 4000 uM KSCN igeren kaplara daldiriimis ve 0.3 M
CaCl; cgozellisi ile capraz badlama yapildiktan sonra 45 mL 8000 uM H,0, igeren kaplara
daldinldiktan sonra steril Petri kaplarina yerlestirimiglerdir. Ornekler 4°C da 7 gin
depolanmigtir. Toplam canli sayimlan depolamanin 0., 1., 2., 3., 5. ve 7. ginlerinde
gerceklestiriimistir. Kalamar drnegdi (10 g) steril parcalama torbalarina alinarak tzerlerine 80
mL steril peptoniu su (0.1 %) ilave ediimistir ve 2 dakika orta hizda homojenize edilmistir
{Stomacher, interscience, Fransa). Gerekli dilisyonlar yapildiktan sonra PCA kullanilarak
ekim yapilmigtir ve Petri kaplar 30°C da 48 saat inkiilbe edilmigtir. Toplam canli sayim

sonuglar logqe cfu/g olarak belirtiimistir.
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3.2.5.2. Kugbasi Etlerin Laktik Asit Bakterisi igeren Alginat Filmlerie Kaplanmasi
Alginat filmler bélim 3.2.2.1.3. de aciklandi§t sekilde Uretilmislerdir. Ancak bu filmlere
laktoperoksidaz yerine liyofilize edilmis laktik asit bakteri preparatt (L. delbrueckii subsp.
lactis veya L. plantarum) ilave edilmigtir. Vakum ambalajda 4 kg taze kontrofile dana eti
Pinar Entegre Et ve Un Sanayi A.§.'den temin edilmistir. Et laboratuvanimizda dis yiizeyleri
olasi bir kontaminasyonu énlemek amaciyla ayrilarak icte kalan kisimlan kusbagi sekiinde
(vaklagik 8 cm® boyutunda kiigiik kupler seklinde) kesilmistir. Uygulama et parcalarinin énce
9 mg/g L. delbrueckii subsp. /actis veya L. plantarum igeren %2 alginat ¢ézeltisine, ardindan
ise 0.3 M CaCl, capraz baglama ¢ézeltisine daldinimasiyla yoritilmisgtir. Kullaniimis olan
kitrlerin igermis oldugu bakteri sayitan L. delbrueckii subsp. lactis igin 1.0x10° cfu/g ve L.
plantarum igin 3.3x10™ cfu/g diizeyindedir. Buna gbre film hazirlama cozeltiterindeki hilcre
sayllari yaklagik L. delbrueckii subsp. factis i¢in 9.0x10° cfu/g film ¢ozeltisi ve L. plantarum
icin 3.0x10% cfu/g film ¢ézeltisi diizeyindedir. Denemede dort farkh grup clusturuimus olup
buniar; (1} filmle kaplanmamig kontrol, (2) kkir igermeyen alginat filmle kaplanmis kontrol,
(3) L. delbrueckii subsp. lactis igeren alginat filmle kaplanmis 6rnek ve (4) L. plantarum
iceren alginat filmle kaplanmis érnektir. Her grupta 3 adet Petri kabinin herbirine 3'er parca
et ornegi yerlestirilerek kapaklar kapatiimis ve dnce streg fimle daha sonra da aluminyum
folyo ile iyice ambalajlanmistir. Tim drnekler 4°C’da 14 giin depolanmistir. Depolama
sirasinda (0., 2., 3., 7. ve 14. glnlerde) érneklerin resimleri kamerall gérintl analiz cihaz
(ECS Inc., USA) ile gekilerek émeklerin L*, a* b* degerlerindeki degisimleri belirlenmistir.
Orneklerde laktik asit bakterisi sayimlan da 0., 2., 3., 7. ve 14. ginlerde yapiimighir. Laktik
asit bakteri sayim igin Petri kaplaninda bulunan herbir 3 parga et 90 mL %0.1 peptonlu su
icerisinde homojenizatérde 2 dakika pargalanmis ve gerekli dilusyonlar yapildiktan sonra
ekimleri MRS agar kullanilarak dékme plaka ydntemine gére yapHmistir. Petri kaplan CO.li
inkitbatorde 37°C de 48 saat inkiibe edilmistir. Sonuclar log.g cfu/g olarak verilmistir.

3.2.5.3. Dana ve Hindi Burgerierin Lisozim igeren Zein Filmlerle Kaplanmasi

Lisozim igeren zein fimlerin gidalara uygulanmas! calismalarda kullamimis olan dana ve
hindi burgerler %1 tuz icerigine sahip ve antimikrobiyal ve antioksidan madde icermeyecek
sekilde bu proje igin ¢zel olarak Pinar Entegre Et ve Un Sanayi A.S. tarafindan Uretilmigtir.

Dana ve hindi burgerlerle ilgili caligmalar farkli zamanlarda gerceklestiriimislerdir.

Dana ve hindi burgerler 3 x 3 cm boyutunda olacak sekilde hazirlanmis ve tesadiifi olarak 7
gruba ayrilmigtir. 1. grupta burgerler her iki yiizeylerine zein film yerlestiriimeden sadece
stre¢ filmle kaplanmisg, 2. grupta alt ve Ust ylizeylerine kangtirma teknigi ile hazirlanmis zein
film yerlestirilerek streg filmle kaplanmig, 3. grupta alt ve st yiizeylerine homojenize edilerek
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hazirlanmig zein film yerlestirilerek streg filmle kaplanmis, 4. grupta alt ve st ylzeylerine
karigtirma teknigi ile hazirfanmis 300 pg/cm® EDTA iceren zein film yerlestirilerek strec filmle
kaplanmisg, 5. grupta ait ve Ust ylizeylerine homojenize edilerek hazirlanmis 300 uglem®
EDTA igeren zein film yerlestirilerek streg filmle kaplanmis, 6. grupta alt ve iist yiizeylerine
700 pg/em? fisozim ve 300 pg/cm?® EDTA igeren karistirma teknigi ile hazirlanmis zein film
yerlestiriterek streg filmle kaplanmis, 7. grupta yine alt ve (st ylizeylerine 700 ug/cm? lisozim
ve 300 pg/cm? EDTA iceren homojenize edilerek hazirlanmig zein film yerlestirilerek strec
fiimle kaplanmiglardir. Sekil 3.1 de burgerlerin (ist ve alt ylizeylerine yerlestirilen zein filmlerin
resmi verilmistir. Tim &rnekler ayn ayri aluminyum folyo ile paketlendikten sonra 4°C'da 7
glin slreyle depolanmig ve mikrobiyal yik 0., 3., 5. ve 7. ginlerde giinlerde belirlenmistir.
Dana ve hindi burgerler igin zein filmlerde kullanilan lisozimin aktivitesi 6300 U/mg'dir.
Mikrobiyal ytkun belirlenmesi igin plate count agar (PCA) besiyeri kullanilarak toplam canli
sayimi ve violet red bile agar (VRBA) kullanilarak koliform sayimi yapilmistir. Gerekli

dilisyoniar yapildiktan sonra ekim gergeklestiriimistir. Petri kaplan toplam canli sayimi icin
30°C’de 48 saat, koliform sayimi igin 35°C’de 24 saat inklibatérde bekletiimislerdir.

Dana burgerlerde mikrobiyal analizle birlikte depolama sirasinda (0., 3. ve 7. giinlerde)
drneklerin oksidasyon stabilitesi de TBA ydntemiyle belirlenmistir (BEKHIT ve ark., 2003).
Analiz icin 2.5 g 6rnek %0.38 TBA and %15 TCA iceren 0.25 N HCI ¢ézeltisi 25 mL igerisinde
homojenizatdrle 2 dakika sireyle 10000 rom’de homojenize edilmistir. Homojenize edilmis
cozeltiden 3 adet 5'er mL sivi alinarak 10 dakika su banyosunda kaynatilmistir. Kaynayan
drnekier 4500g de 15 dakika santrifijlenmistir. Orneklerin absorbansiart 532 nm de UV-VIS
spektrometresi (Varian, Cary 100, Australia) kullanilarak élciimastir. Sonuglar her burger

ornegi icin Ug okumanin ortalamasr alinarak 0., 3. ve 7. ginlerde verilmistir.
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Dana burgerierin kaplanmasinda kullanilan homojenizasyon ve kanistirma teknigi He GOretilmis
zein filmlerin ve 700 pg/cm?® lisozim + 300 pg/cm® Na,EDTA iceren filmlerin su buhan
gecirgenlikferi de belirlenmistir. Hazirlanan filmlerin su buhan gecirgenlikleri Sekil 3.2'de
gosterilen deney diuzenedi kullanilarak Slgllmistir. Filmlerin yerlestinildigi gegirgeniik hiicresi
¢ kisimdan oluigmaktadir. Alt hiicreye bir su kabi yerlestirilirken, fimler i ¢apl 5.8 cm bir
delikten olusan orta bélmeye sikica tutturulmustur. Ust hilcreye ise nem artisini kaydetmeyi
saglayacak bir nem 6Slcer yerlestiriimigtir. Nem &lger zamana kargi nem ve sicaklik Slgimiini
kaydetmek (zere Datalogger SK-L 200 THye baglanmistir. Tipik bir su buhan gecirgenlik
dlcimi deneyinde hava éncelikle CaS0, ve zeolit 5A’y1 adsorbent olarak igeren bir dolgulu
kolondan gegirilerek kurutulmustur. Bu hava 610 cm®saniye debide 6 saat siire ile sbrekii
olarak su buhar gecirgenlik kabinin st hiicresine pompalanmistir. Ust hiicrede nem orani
5%’e dustldl anda kabin giris ve cikigindaki vanalar kapatimigtir. Bilgisayar programi
baslatiiarak filmin Ust hitcresindeki nem ve sicaklik verileri kaydedilmeye baglanmistir.

s

) & ok -
i T+ €1 )

Sekil 3.2. Su buhan gecirgenligi deneyi i¢in kullanilan deney dizenedi (1) pompa, (2) sabit
yatakli kolon, (3) akis oicer, (4) deionize su banyosu, (5) nem sensdrli, (8) bilgisayar
{Topguodlu ve ark., 2006)

Ayrica kameral gérintli analiz cihazi (ECS Inc., USA) ite dana burger érneklerinin depolama

strasindaki (0., 3. ve 7. giinlerinde) L*, a*, b* deferlerindeki dedisimler belirtenmistir.
4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Alginat Filmlerle ilgili Calismalar

Bilindigi Ozere alginat filmler halen et ve et Griinlerinin, kanath eti ve {rinlerinin, ayrica deniz
{riinlerinin kaplanmasinda kullanilmaktadir (LINDSTROM ve ark., 1992). Alginat kaplamalar
et irinlerinin su kaybederek kurumasim engelleyen yani "su rezervuars” olarak iglev géren
filmlerdir. Daha ac¢ik bir ifadeyle bu filmier Uriniin ylzeyinde adeta matris igeriginde tutulan

bir su tabakas: olusturmakta ve su kaybr trlin yerine bu tabakada meydana gelmektedir.
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4.1.1. Laktoperoksidaz Igeren Alginat Filmlerle ilgili Galismalar

Caligmada oncelikle antimikrobiyal etkisi olan alginat filmlerin gelistirimesi (zerinde
duruimustur, Alginat filmlere antimikrobiyal 6zellik kazandinimasi bu filmler igerisine
tarafimizdan  yontemler kisminda verildi§i sekilde peyniraltt suyundan Gretilen
laktoperoksidaz enziminin ve ilgili substratiarinin ilave edilmesiyle gerceklestiriimistir. Bu

filmlerte ilgili sonuclar asadida verilmistir.

4.1.1.1. Laktoperoksidaz Iceren Alginat Filmlerle figili Salim Testleri ve Filmlerde
Bulunan immobilize Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Laktoperoksidaz igceren alginat filmler Oretildikten sonra saf su icerisine atilarak gecis
deneylerine tabi tutulmustur. +4°C’de yurittilen gegis deneyi sirasinda oldukca duyarll bir
aktivite dlciim yéntemi kullamidigr halde su icerisinde herhangi bir laktoperoksidaz aktivitesi
Slgllememistir (sonuglar verifmemistir). Elde edilen bu sonug laktoperoksidazin CaCly'le
¢apraz baglanmig olan aiginat filmler icerisinde gl¢ili bir sekiide {utuldugunu ve immobilize
oldugunu gdstermektedir. Bu sonug literatirle de uyumludur. Nitekim noérirale yakin pH
degerlerinde pozitif yikkli olan laktoperoksidazin alginati olugturan polisakkaritlerin karboksil
guruplarinca baglandigi bilinmektedir (GUGBILMEZ ve YEMENICIOGLU, 2007). Uretilen
laktoperoksidaz hazirlanirken kullanilan destek maddesi olan dekstran polisakkaritinin de film
matrisi ve enzim arasinda hidrojen baglar olusturarak immobilizasyonda rol oynamis olmasi
mimkindir. Buna gére tiyosiyanat ve laktoperoksidaz igeren alginat filmlerin antimikrobiyal
etkisinin  H,O, varlifinda enzimin olusturacad: reaktif bilesiklerin gidaya gegmesiyle
olusacagina siiphe yoktur. Tiyosiyanatin gidaya eklendidi durumlarda ise antimikrobiyal etki
gida ylzeyindeki tiyosivanatin dénistiriimesiyle sinirli kalacagindan arzulanan bir durum
degildir. Dolaytsiyla tiyosiyanatin film icerisine laktoperoksidazla birlikte Have edilmesi
gerektigi disindimektedir. Diger yandan H;O;'in ise filmle kaplanmis gidanin bu kimyasall
iceren bir ¢ozeltiye daldirimasiyla veya belirtilen kimyasalin kaplanmis gida {izerine

plskirtiimesiyle uygulanmasi mimkinddr.

Sekil 4.1'den de gdrilecedi Uzere calisilan konsantrasyon arahfinda 6&lcilen immobilize
aktivite dederleri ve H.O. konsantrasyonu arasinda dogrusal bir iligki belirlenememistir. En
diglk H.O» konsanirasyonu olan 200 uM en yilksek dlzeyde laktoperoksidaz aktivitesini
vermektedir. H,0, konsantrasyonunun 400 pM’a yikseltiimesiyle aktivite biraz digmekte,
buna karsin 800 uM’'a yikseltiimesiyle ise yeniden biraz yikselmektedir. Bu durum 200 uM
H.0, dzerinde enzimin substrat inhibisyonuna maruz kaldigim gdstermekte olup
laktoperoksidaz sisteminin antimikrobiyal etki mekanizmasinin ne kadar karmasik
olabilecegini oldukga iyi gdstermektedir. Nitekim, enzimin yliksek H,0O, konsantrasyonlarinda

36



bir miktar inhibe olmasi durumunda ortamda tiketim hizi diigen ve kalinti olarak kalan
H.O7'in de ilave bir antimikrobiyal etki olusturacagi aciktir. Dider yandan yavasglayan enzim
aktivitesi nedeniyle tiyosiyanatin kontrollu bir sekilde antimikrobiyal Oriinfere déniismesi ve

bu Grianlerin korunarak daha uzun bir siire antimikrobiyal etki géstermesi de beklenebilir.
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Sekil 4.1. Farkll H,O, konsantrasyoniarinda belirtenen immobilize laktoperoksidaz

enzim aktivitesi

4.11.2. Laktoperoksidaz Igeren Alginat Filmlerin Escherichia coli Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla Yiiriitiilen inhibisyon Testleri

Metodlar kisminda da verildi§i Gzere lakioperoksidaz iceren alginat filmlerin antimikrobiyal
etkisi; filmlerin, laktoperoksidaz enzim sistemini ohlisturan substratlanin ve hedef test
mikrororganizmasinin  uygun bir besiyeri icerisinde inkl(be edilmesi ve ortamdaki
mikroorganizma sayisinin  gériinfGlenmesiyle belirlenmistir. Bu deneme igin kullanilan
reaksiyon kansimlannin icerikleri Tablo 4.1'de gdsterilmistir. Gergekiestirilen inkiuibasyoniar
sonucunda laktoperoksidaz iceren fiimler icin elde edilmis olan sonuclar Tablo 4.2'de ve
mikrobiyal yukdeki degisimler ise Sekil 4.2'de verilmigtir. Uretilmis olan iki farkh
laktoperoksidaz kullanilarak elde edilen veriler incelenecek olursa laktopercksidaz-H,O,-
tivosivanat antimikrobiyal sisteminin 200 uM, 400 M ve 800 uM H,O, bulunan ortamda E.
coli Uzerinde geligimi inhibe edici etkisi oldugiu ve bu bakterinin Gremesini 6. saate kadar
engelledidi veya Ozellikle yiiksek H,O, konsanirasyoniarinda bu bakteriyi bir miktar inhibe
ettigi anlagiimaktadir. Inhibisyon 6zellikle 2. denemede 400 uM ve 800 uM H.O.
konsantrasyonlarinda gériilmits olup bu durumun sézkonusu denemede kullamilan
laktoperoksidazin 1. denemede kullanilandan daha farklt kinetik 6zellikler gdstermesinden

kaynakiandig disiniimekiedir.
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Diger yandan tiyosiyanat konsantrasyonunun 1000 ve 2000 uM’e, H.O, konsanirasyonunun
ise 200 yM'e dislirbidigl denemelerin sonuglar dikkate aliminca, laktoperoksidaz sisteminin
etken unsurlannin konsantrasyonunun azaltiimasiyla beklendidi gibi sistemin inhibisyon
etkisinin ortadan kalktigi ve antimikrobiyal etkinin geligim hizini diisiirme veya bakteriostatik
clarak tanimlanabilecek bir hale dénistigl gériimektedir {Tablo 4.3 ve Sekil 4.3). Elde
edilen antimikrobiyal etki yine 6. saate kadar gérilebilmig, 24. saat sonunda ise tim
reaksiyon kansimlarinda yogun (ireme meydana gelmistir. Gergeklestirilen bu denemede 200
uM H,O, konsantrasyonunda potasyum fiyosiyanat konsantrasyonunun 1000°den 2000 pM'e

yikseltiimesinin antimikrobiyal etkiyi artirmadid: aksine bir miktar azalthd gériimistir.

Tablo 4.1. Reaksiyon karisimlannin icerikleri

. Laktoperoksidaz : .
, Disk . - Nutrient . Steril H20, KSCN

E::;;?{:: {1.3 cm) lgﬁr_%nc?;‘;’k broth KUKr  qeionize su (L) (UMD

- 900 Ufem® 30mL  05mbL 0.1/02mL  O1mL  0.1mlL
1. Asama
1 ° - L3 ° -/ - -
2 - ® ® & -/e - -
3 - , ® o o/ - - » (4000)
4 - ® e e -/~ s (200) » (4000)
5 - ® ® ® -f- o (400) s (4000)
5 - ° ® o -f- o (800) o (4000)
2. Agama
1 ® - P ® -/e - -
2 - ? ° ® -le - -
3 - o e ® o/- - e (1000)
4 - o o N -/- » (200) < (1000)
5 - N ® ° -/~ - s (2000}
g' - o ° ° -/- s (200) o (2000)
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Table 4.2. Lakicperoksidaz (LPS) iceren alginat filmlerden elde edilmig disklerin sabit
tivosiyanat, degisken H,O; konsantrasyonlarinda E. coli izerindeki antimikrobiyal etkisi

Disklerdeki

E. coli sayisi logy, (cfu/mL)

toplam Tiyosiyanat H,0, o g
No o kons. kons. 37°C’deki inkiibasyon siiresi (saat)
LPS aktl\nte2 . (M) (M)
diizeyi (Ulcm?) ¢ 6 24
1? - - - 3.8° 75 (+37) 937 (+5.5)
g 2 - - - 43" 7.8°(+3.5)  9.0° (+4.7)
g 3 1188 (660)* 4000 - 57° 8.0° (+2.3)  9.0°(+3.3)
& 4 1188 (660) 4000 200 5.7° 58" (+0.1)  8.8°(+3.1)
< 5 1188 (660) 4000 400 5.0° 5.8°(+0.8)  9.2° (+4.2)
6 1188 (860) 4000 800 5.6° 62°(+0.6) 8.5 (+2.9)
17 - - - 42° 8.7° (+4.5)  9.2° (+5.0)
g 2 - - - 42° 8.7° (+4.5)  9.2° (+5.0)
g 3 1188 (788)* 4000 - 43° 8.6°(+4.3)  9.3° (+5.0)
2 4 1188 (788) 4000 200 4.3° B.7°(+2.4)  9.17(+4.8)
o 5 1188 (788) 4000 400 4.2° 3.0° (-12) 8.8°(+46)
6 1188 (788) 4000 800 4.2" 20°(2.2) 867 (+4.4)

'Disklerin hazirlandig: fiimlerdeki laktopercksidaz aktivitesi 1. denemede 900 U/em® (500 ug/em), 2. denemede
900 U/em? (597 ug/em?) dir.
2yalnizea E. coli ve besiyari iceren karigim
2‘yaimzca E. coli, besiyeri ve film {enzim ilave edilmemig) iceren kansim
*LPS enziminin disk icerisindeki g olarak miktari
5reaksiyon karisimi igerisinde baslangig sayisina gore mikrobiyal yikte meydana gelen desimal artis (+) veya

azalhs (-)

*¢ ayn reaksiyon kangimi igerisinde farkit harfler inkibasyon sireleri arasinda istatistiksel olarak farkliig
gostermektedir (p<0.05).
Reaksiyon Kansim: A Reaksiyon Kangimi B
w—; ---u--vg -—-a-—g —1 —8—2 a3
x4  —o5 o8
10 7
9 8 4
- ® 51
P . 74 44
= 61 23
5 =
z : z 24
2,
3 P
3
5 0 . : :
4% 5 15 20 25 k3]
1]
0 21
0 5 10 15 20 25 30 3
Siire (s_aa!) : Sire fsaat)

Sekil 4.2, Sabit tiyosiyanét; dedisken H,O, konsantrasycnlarina sahip reaksiyon
karigimlarinda laktoperoksidaz sisteminin £ cofi Ozerindeki antimikrobiyal etkisi [A:1.

deneme B:2. deneme]
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Tablo 4.3. Laktoperoksidaz (LPS) igeren alginat filmlerden elde edilmis diskierin degdisken
tiyosivanat, sabit H,O; konsantrasyonlarinda E. coli (izerindeki antimikrobiyal etkisi

Disklerdeki S E. coli sayist logy, (cfu/mL)
No topla{n‘ le:cs,;?: nat }?ozr?; 37°C’deki inkiibasyon siiresi
LPS aktivite (uM) (M) (saat)
diizeyi (Ufem®)’ H H 0 6 %4
17 - - - 30° 74°(+44) 927(+6.2)
g 2° - - - 3.0° 7.5°(+45) 9.3%(+6.3)
g 3 1188 (454)* 1000 - 41°  7.8°(+3.7) 9.2°(+5.1)
g8 & 1188 (454) 1000 200 49° 8.3 (+1.4) 9.1°(+4.2)
< B 1188 (454) 2000 - 43°  78°(+35) 9.1°(+4.8)
&' 1188 (454) 2000 200 43° 62°(+1.9) 9.1 (+4.8)
17 - - - 32° 817 (+4.9) 9.27(+6.0)
g 2 - - - 32°  83°(+5.1) 9.3 (+6.1)
ol 3 1188 (788)* 1000 - 3.4°  82°(+4.8) 9.2°(+5.8)
L 4 1188 (788) 1000 200 33" 35°(+02) 9.0°(+57)
o 5' 1188 (788) 2000 - 35° 84°(+4.9) 9.3%(+5.8)
6 1188 (788) 2000 200 32°  58°(+26) 9.2°(+6.0)

"Disklerin hazirlandid filmlerdeki laktoperoksidaz aktivitesi 1. denemede 900 Ufem® (344 pgiem?), 2. denemede

900 U/em? {597 palem?) dir.
2valnizca E. coli ve besiyeri igaren karigim

yalnizca E. coli, besiyeri va film {enzim ilave edilmemis) iceren karisim

*LPS enziminin disk icerisindeki ug olarak miktar
sreaksiyon karisimi icerisinde baslangic sayisina gére mikrobiyal ylkte meydana gelen desimal artis {+) veya

azallg {-)
*% aymi reaksiyon kangimi icerisinde farkli harfler inkitbasyon s(releri arasinda istatistiksel olarak farkiihgs
gostermektedir {(p<0.05).
) Reaksiyon Kangim A : Reaksiyon Kangimi B
" j: :gl' _‘_A g: b e 2' b3
——4 ——5 ——6
7 7
& 8 4
54 5
Z4 2,
.2 hat
- o3 = R
8 g?
P2 2
1 14
0 g g : o T - v r 3
0 5 10 15 20 25 30 a 5 10 15 20 25 30
Sire (saat) Tirne (hr)
Sekil 4.3. Defisken tiyosivanat, sabit H,0, konsanirasyonlartna sahip reaksiyon

kangimiarinda laktoperoksidaz sisteminin E. cofi Uzerindeki antimikrobiyal etkisi [A!1.
deneme B:2. deneme]

41.1.3. Laktoperoksidaz igeren Alginat Filmlerin Listeria innocua Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla Yiirdtiilen Inhibisyon Testleri
Gergeklestirilen inkilbasyonlar sonucunda lakioperoksidaz iceren filmlerin L. innocua
{(izerindeki etkisi icin elde edilmis olan sonuglar Tablo 4.4'de ve mikrobiyal ylklerindeki
degisim Sekil 4.4'de verilmistir. Tablo 4.1de
gosterilmistir.) Inklibasyon deneylerinin 6. saat sonundaki degerler dikkate alindi§i zaman

(Reaksiyon kansimlarinin  igerikleri
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farkll zamanlarda Uretiimis olan laktoperoksidaziar iceren alginat filmler kullamilarak
gerceklestirilen iki denemede de laktoperoksidaz-H,C,-tivosivanat antimikrobiyal sisteminin
200 uM ve 400 pM H,O, bulunan ortamda L. innocua lzerinde gelisimi inhibe edici etkisi
oldugu, buna karsin 800 uM H.O, bulunan orfamda ise sistemin bu bakteri (zerinde bir
miktar da inhibisyona neden oldugu aniagtimaktadir. Buna karstn 8-24 saatler arasinda, 2.
denemede 800 pM H.0. bulunan reaksiyon karnsimi haricinde ortamdaki ttim tiplerde L.
innocua sayilar kayda deger sekilde artmigtir. 2. denemede 800 M MO, bulunan reaksiyon
kanisiminda 24. saatte bile bir ireme gériilmemesi bu denemede gorllen en yitksek diizeyde
inhibisycna ulasildigini gdstermektedir. Bu asamaya kadar elde edilmis olan sonuclar farkh
siitlerden defjisik tarihlerde Uretilmis laktoperoksidaz enzimlerinin kinetik &zelliklerindeki
farkithklarin filmlerin antimikrobiyal etkilerinde de belirli bir farkhlk yarattidini gdstermektedir.
Ancak, bu durum gelistirilen sistemin gelecekteki potansivel bir uygulamasi strasinda

karsilasilacak sorunlan da simdiden gérmek agismdan faydali veriler saglamaktadir.

Laktoperoksidaz iceren alginat filmlerin L. innocua (zerindeki antimikrobiyal etkisinin
belirlenmesi amaciyla ylrGtilen inhibisyon testlerinin ikinci asamasi ortamdaki H,0, (200 uM)
ve tiyosiyanat (1000 pM veya 2000 pM) konsantrasyoniarinin daha disitk tutulmasiyla
gerceklestirilmistir. Tablo 4.5'de verilmig olan sonucglar distk tiyosivanat ve H:O;
konsantrasyonlarinda inkitbasyonun 6. saatinde gérilen inhibe edici etkinin ortadan kakhg
ve {remeyi geciktirme veya bakieriostatik olarak adlandiniabilecek bir forma dénistugnt
gdstermekiedir. 24. saatin sonunda ise herhangi bir antimikrobiyal etki gériiimemekte ve tim
reaksiyon kansgmmlarinda yogun (reme meydana gelmektedir. Diger yandan farki
laktoperoksidaziar kullanilarak yiritilen denemelerde tiyosiyanat konsantrasyonunun 1000
uM'den 2000 uM'ye yikseltiimesiyle bakteriostatik etkide az da olsa bir artis gdrilimustir

(Sekil 4.5).
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Tablo 4.4. Laktoperoksidaz (LPS) iceren alginat filmlerden elde edilmis disklerin sabit
tivosiyanat, degisken H.0O, konsantrasyonlannda L. innocua Gzerindeki antimikrobiyal etkisi

Disklerdeki N L. innocua sayist logy, {cfu/ml)
No | poplam Tiyosiyanat MO — ek inkibssyon siresi
V] sSaa

diizeyi (U.l’e:rnz)1 {BM) (uM) 0 (5 ) 24
1? - - - 4.1° 5.68° (+1.5)° 0.2° (+5.1)
g 2 - - - 42°  58°(+1.8) 8.9%(+4.7)
g 3 1188 (660)* 4000 - 53° 7.3°(+2.0) 8.9°(+3.6)
2 4 1188 (660) 4000 200 53"  52°(-0.1) 8.8 (+3.5)
= 5 1188 (660) 4000 400 50°  53°(+0.3) 9.0° (+4.0)
6 1188 (660) 4000 800 5.4° 4.9°(-0.5) 8.7°(+3.3)
12 - - - 4.0° 6.5° (+2.7) 9.0° (+5.0)
2 2 - - - 43°  7.1°(+27) 9.1°(+4.8)
& 3 1188 (453)* 4000 - 41° 72°(+30) 9.37(+52)
8 4 1188 (453) 4000 200 46°  58°(+1.3) 9.2°(+4.6)
o 5 1188 {453) 4000 400 4.1° 3.9°(-02) 9.2°(+5.1)
6 1188 {453) 4000 800 41°  31°¢(1.0) 3.8°(-0.5)

'Disklerin_hazirlandid: filmlerdeki iaktoperoksidaz aktivitesi 1. denemede G0 Ufem® (459 pg/om’), 2. denemede
900 Ufem? (343 ug/cm?} dir.

Zyalnica L. innocua ve besiyeri igeren karigim

*yalnrzea L. innocua, besiyeri ve film (enzim ilave edilmemis) iceren kansim

“LPS enziminin disk igerisindeki g olarak miktari

Sraaksiyon kansimi icerisinde bastangic sayisina gare mikrobiyal yilkte meydana gelen desimal artis (+) veya
azalig (-)

&% ayni reaksiyon kansimi igerisinde farkh harfler inkibasyon siireleri arasinda istatistiksel ofarak farkhlig)
gostermektedir (p<0.05).

Reakslyon Karngimi A Reaksiyon Kangim! B
—1 B2 a3 ——1 =2 3
4 a5 B : ——4 —a—5 ——0
10 7
B4
8 5
P
5]
g 33
z 4 5 21
g LRE
21 0
T T
4] 1 25 D
0§
30 21
2 -3
Stire (saat) : Sdare (saat)

Sekil 4.4. Sabit tiyosivanat, deflisken H.O; konsantrasyonlarina sahip reaksiyon
kansimlannda lakioperoksidaz sisteminin L. innocua {zerindeki antimikrobiyal etkisi [A:1.

deneme B.2. deneme]
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Tablo 4.5. Laktoperoksidaz (LPS) iceren alginat filmlerden elde ediimis disklerin degisken
tiyosiyanat, sabit H.O, konsantrasyonlarinda L. innocua izerindeki antimikrobiyal etkisi

DiskferdeKki . L. innocua sayisi logyg {cfu/ml)
No toplam le:f:g: nat E:I?;' 37°C’deki inkilbasyon siresi
LPS ak’ti\n‘te2 ) (yM). (pM)I {saat)
dizeyi {(Ulem®) 0 6 24
17 - - - 3.0° 5.4°(+2.4)° 8.8% (+5.8)
2 2° - - - 3.0° 55°(+2.5) 8.8%(+5.8)
g 3 1188 (479)* 1000 - 3.8°  6.3°(+2.5)  8.9°(+5.1)
g g 1188 (479) 1000 200 3.5 4.8°(+1.3) 8.8%(+5.4)
= & 1188 (479) 2000 - 35 8.2°(+27)  9.0° (+5.5)
6' 1188 (479) 2000 200 3.5°  4.5°(+1.0) 8,97 (+5.4)
17 . - - 315 55 (+24) 8.87(+5.7)
g ¢ - - - 3.1°  B57°(+2.6) 8.6°(+55)
g 3 1188 (453)* 1000 - 32°  59°(+2.7)  9.3° (+6.1)
g g 1188 (453) 1000 200 3.8° 47°(+0.9) 9.1° (+5.3)
o 5 1188 (453) 2000 - 3.3°  8.2°(+2.9)  9.1° (+5.8)
6 1188 (453) 2000 200 3.4° 39°(+0.5)  9.1°(+5.7)

'Disklerin hazirlandig filmlerdeki laktoperoksidaz aktivitesi 1. denemede 900 U/em® {363 ug/cm), 2. denemade
900 Ufem? (343 pglem®) dir,

2yalmca L. innocua ve besiyeri iceren karisim

Svainizea L. innocua, besiyeri ve film {enzim ilave ediimemis) iceren karigim

1 PS enziminin disk igerisindeki pg olarak miktar

Sreaksiyon Kansimi icerisinde baslangic sayisina gére mikrobiyal yikie meydana gelen desimal arhs (+) veya
azalis (-)

*° aym reaksiyon karnsimi icerisinde farkll harfler inkGbasyon sireleri arasinda istatistiksel olarak farkhlig

géstermekiedir (p<0.05).

Reaksiyon Kansrm A Reaksiyon Kangimi B
-m0u--1: cowee- 2 —a—3F —_—1 e ¥
4 s B T P 5 p
7 7
6 5
5 5
2 N
24 24
= =
z
=3 |
g g
2 4
1 14
0 b]
c 5 10 ) 15 20 25 30 o 5 10 15 20 25 P
Silre {saat) Siire (saat)

Sekii 4.5. Degisken tiyosivanat, sabit H,O. konsantrasyoniarina sahip reaksiyon
kansimlarinda laktoperoksidaz sisteminin L. innocua Gzerindeki antimikrobiyal etkisi [A:1.

deneme B:2. deneme]

4.1.1.4. Laktoperoksidaz igeren Alginat Filmlerin Pseudomonas fluorescens Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkisinin Belirlenmesi Amaciyla YiirUtiilen inhibisyon Testleri

Gerceklestirilen inklibasyonlar sonucunda lakiopercksidaz iceren filmlerin P. fluorescens
fizerindeki antimikrobiyal etkisini gbsteren sonuclar Tablo 4.6'da gdrilimekiedir. Buna gore
4000 uM tiyosiyanat ve 200 uM, 400 uM veya 800 uM H.O, bulunan reaksiyon
karisimlarinda laktoperoksidaz iceren alginat filmlerin P. fiuorescens’a karsi gosterdidi
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antimikrobiyal etkinin daha 6nce E. coli ve L. innocua'ya kars: gérillen diizeyin Uzerinde
oldudu anlasiimaktadir. Nitekim 1. denemede inkilbasyonun 8. saatinde tim tiyosiyanat ve
H.O, karisimlarinda P. fluocrescens’de inhibisyon gérilirken, 2. denemede 6. saatie 4000 uM
tivosivanat ve 200 uM H;O: bulunan kansimda inhibisyon gdzlemienmeyip 400 ve 800 pM
H»0; bulunan ortamda tremenin 6. saatinde beklenen antimikrobiyal etki goériimastir (Sekil
4.8). Laktoperoksidaz iceren alginat filmderin 4000 uM tiyosiyanat varhdmda 24 saat
sonundaki etkisi 1. denemede H,0, konsantrasyonu 400 pM oldugu zaman Uremeyi
geciktirme seklinde, 800 uM oldufu zaman ise inhibisyon etkisi olarak goriilirken; 2.
denemede tim H,0O., karnsgimlarninda 24. saatin sonunda antimikrobiyal etkinin ortadan
kalkmig oldugu actktir. Buna gére sozkonusu bakterinin laktoperoksidaz-H,O,-tiyosiyanat

sistemine karst oldukca duyarl oldugu aciktir.

Laktoperoksidaz iceren alginat filmlerin antimikrobiyal etkisinin disik H,O, (200 pM) ve
tiyosiyanat (1000 uM veya 2000 uM) konsantrasyonlarinda incelendigi testlere ait sonugiar
Tablo 4.7'de verilmigtir. Elde edilen sonuglar diigiik H.O, ve tiyosivanat konsantrasyonlarinda
inkiibasyonun 8. saatinde P. fluorescens'de inhibisyon goéruldigiind géstermektedir. Bu
durum henzer kosullarda inklibasyonun 6. saatinde inhibisyon gostermeyen E. cofi ve L.
innocua'ya gdre P. fluorescens’in lakioperoksidaz sistemine daha duyarh oldugunu bir kez
daha dogrular niteliktedir. Diger yandan diistk H,O, ve tiyosiyanat konsantrasyonlarinda
gerceklestirilen tim denemelerde oldudu gibi inhibisyon denemelerinin 24. saatinde hemen

hemen tim tiiplerde yodun tireme gérilmistir {Sekil 4.7).

Tablo 4.6, Laktoperoksidaz (LPS) igeren alginat filmlerden elde edilmis disklerin sabit
tiyosivanat, degisken H,0, konsantrasyonlaninda P. fluorescens tzerindeki antimikrobiyal

etkisi

Disklerdeki Tivosi P. fluorescens sayisi 104, (cfu/mL)
iyosiyanat H,0, — Linihad
No toplam kons. Kons. 28°C'deki inkiibasyon siiresi
LPS aktivite (M) (uM) (saat)
dizeyi (Ulem?)! H H o 3 24
17 - - - 315 40°(+0.9° 8.4°(+5.3)
g 2 - - - 270 43°(+18)  82°(+5.5)
g 3 1188 (398)* 4000 - 3.6° 4.8°(+1.2)  9.17 (+5.5)
g 4 1188 (398) 4000 200 2.8° 25°(-0.3)  8.7°(+5.9)
- 5 1188 (398) 4000 400 25° 2.0°(-0.5)  4.0°(+1.5)
6 1188 (398) 4000 800 3.4° 0.7° (-2.7) 0.7°(-2.7)
1? - - - 40° 51°(+1.1)  8.7°(+4.7)
2 2° - - - 41°  55°(+1.4)  8.2°(+4.1)
o 3 1188 (344)* 4000 - 49°  B5°(+16)  9.0°(+4.1)
2 4 1188 (344) 4000 200 53°  84°(+1.1)  9.0°(+3.7)
o 5 1188 (344) 4000 400 4.8° 4.3°(-0.5)  9.17 (+4.3)
6 1188 (344) 4000 800 4.1° 24°(-1.7)  8.8°(+4.7)

"Disklerin hazirlandig filmlerdeki laktopercksidaz aktivitesi 1. denemede 800 Ufem® {301 pg/cm™), 2. denemede
900 Uicm? (260 pg/cm’) dir.
2yaimca P. fluorescens ve besiyeri iceren karisim
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3ya!mzca F. fluorescens, besiyeri ve film (enzim ilave ediimemisg) iceren karigim
*LPS enziminin disk icerisindeki pg olarak miktari
5reaksiyon karisimi igerisinde baglangi¢ sayisina gore mikrobiyal yikte meydana gelen desimal artis (+) veya

azalis (-}
*< aym reaksiyon kangimi icerisinde farkh harfler inkibasyeon sireleri arasinda istatistiksel olarak farkliigs

gostermeaktedir {p<0.05}.

Reaksiyon Kangmi A Reaksiyon Kangimi B
— g1 a2 ——3 :
4 5 o5 ——1 S-me-- 2 —a—3
4 — = 4 = 5 " 6
10
6
5 8
N 8
2z
23 =
s z
z 2 =3
g, / s
0 === ; ‘ ' ¥
48 3 10 15 20 25 W
-2 4 <
3 Siire {saat)
Sdre (saat)

Sekil 4.6. Sabit tiyosiyanat, degisken H.0, konsantrasyonlarina sahip reaksiyon
karisimlarinda lakioperoksidaz sisteminin P. fluorescens lizerindeki antimikrobiyal etkisi [A:1.

deneme B:2. deneme]

Tablo 4.7. Laktoperoksidaz (LPS) iceren alginat filmlerden elde edilmis disklerin degisken
fiyosiyanat, sabit H.O; konsantrasyenlarinda P. fluorescens {zerindeki antimikrobival etkisi

Disklerdeki s P. fluorescens sayist 1og {(cfu/mL)
No top!a{n_ Twz{s}:ny: nat :Lzr?: 26°C’deki inkiibasyon siiresi
LPS akti\nte2 , (M) (1M (saaft)
diizeyi {Ufem®) 0 & 24

1= - - - 2.5° 32°(+0.7Y 8.4°(+5.9)

g 2° - - - 2.6 29°(+0.3) 82°(+56)

g 3 1188 (545)° 1000 - 3.3° 5.3°(+2.0)  8.3%(+5.0)

3 4 1188 (545) 1000 200 2.7° 158°(-12) 586°(+2.9)

- 5 1188 (545) 2000 - 3.0° 55° (+2.5) 8.9° (+5.9)

8" 1188 (545) 2000 200 2.7° 14° (+1.3)  7.1°(+4.4)

1% - - - 36° 38°(+0.0) 7.5°(+3.9)

2 20 - - - 36°  47(+1.1)  7.8%(+42)

g 3 1188 (398)* 1000 - 3.8° 48°(+1.0) 8.9° (+5.1)

g 4 1188 (398) 1000 200 3.7 3.4°(-0.3) 8.6%(+4.9)

~ 5 1188 (398) 2000 - 3.7° 47°(+1.0) 8.9°(+5.2)

6 1188 (398) 2000 200 37° 3.1°(-0.6) 8.5 (+4.8)

'Disklerin_hazirlandidy filmlerdeki laktopercksidaz aktivitesi 1. denemede 900 U/cm® (413 ugfem?), 2. denemede

800 Ufem? (250 pglem?) dir.

2yalnlca F. fluorescens ve besiyeri igeren karigim

%alnizca P. fluorescens, besiyeri ve film {enzim ilave edilmemis) igeren Kanisim

LPS enziminin disk icerisindeki pgolarak miktari

5reaksiyon karigimi igerisinde baglangi¢ sayisina gore mikrobiyal yikite meydana gelen desimal artig {+) veya

azalls (-)
*€ aynl reaksiyon kangsmi igerisinde farkh harfler inkiibasyon sireleri arasinda istatistiksel olarak farkiiha

gtistermektedir (p<0.05).
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Sekil 4.7, Degisken tiyosiyanat, sabit H,O, konsantrasyonlanna sahip reaksiyon
karigimlarinda laktoperoksidaz sisteminin P. fluorescens tizerindeki antimikrobiyal etkisi [A:1.

deneme B:2. deneme]

4.1.2. Laktik Asit Bakterisi igeren Alginat Filmlerie figili Galigmalar

Calismanin bu kisminda laktik asit bakterilerinin et Griinlerinde koruyucu amach kulianiminin
yenebilir filmler araciifiyla gercekiestirilip gergeklestiriiemeyecedi arastinimistir. Bilindigi
uzere teknolojide halen laktik asit bakterileri et Uriinlerine daldirma veya sprey yontemiyle
uygulanmaktadir. Bu uygulamanin baglica amaci herhangi bir bozulma sirasinda efi
uygulanmig patojen olmayan, zararsiz laktik asit bakterilerinin bozmasidir. Bu sekilde laktik
asit bakterilerinin bozdugu et Urliniinde patojen bakteriler gelisememekte ve bozuk eti
tliketen kisilerin zehirlenmesi engellenmektedir. Aslinda laktik asit bakterilerinin bozdugu et
Urindniin tiketilmesi de ¢ok mimkin gdériimemekiedir. Bu bakterilerin geligmesiyle ot
driininde yodun bir asitlik olusmakta ve tadda bozulma meydana gelmekiedir. Bu durum

adeta tiiketiciyi bozulmaya karsi uyaran bir biyokontrol mekanizmasi teskil etmektedir.

4.1.2.1. Fiim Oretiminde Kullaniimak Uzere Secilmis Laktik Asit Bakterilerinin Hidrojen
Peroksit Uretme Yeteneklerinin Test Edilmesi

Bilindigi Gzere lakiik asit bakterilerinin koruyucu amacgh olarak kullaniimasi bir ortamda
geliserek laktik asit gibi antimikrobiyal metabolitler Gretmelerine ve patojenleri inhibe
etmelerine dayandirnimaktadir. Ozellikle son zamaniarda laktik asit bakterilerinin H.O. gibi
antimikrobiyal maddeleri Uretme vyetenedi de ilgi gekmekte ve incelenmektedir. Iste
tarafimizdan yiritdlmis olan bu calismada laktik asit bakterilerinin laktik asit Uretme
yetenegi yaninda H.O, tretme yetenedi de incelenmistir. Yiritilen denemeler sonucunda L.
delbrueckii subsp. lachis’in 37°C'da 24 saat inklibasyonu sirasinda 8. saatten itibaren H.Q,
Grettigi, 8. ve 24. saatlerde ise Gretilen H,0,'in dizeyinin 10 mg/L'ye ulaghd: belirlenmistir
{Tablo 4.8). L. casei igin ise 24 saat icerisinde H,O0. olusumu gdzlenememistir. Anlasildid:
kadartyla bu bakteri ya caligilan kosullarda H,O, Uretimi gergeklestirememis, ya da bakteri
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tarafindan dretilmis olan H,0, miktan tarafimizdan kullaniimakta olan test kaditlarimin
duyarliik simnnin (1 mg/l) altinda kalmigtir. Bu ki kilOrdn Gremeleri sonucu
besiyerlerindeki bulaniklik artiglari dikkate ahnacak olursa L. casefnin hizla bulaniklik
artigsina neden oldudu, buna karsin L. defbrueckii subsp. factis ’in énce uzun bir stire ¢ok az
bir bulanikhik artigi olusturdugu ancak son asamada diger bakteri gibi bulamkhig artirdigs
gériimektedir. L. casei ve L. delbrueckii subsp. facfisin 37°C’da 24 saat inkilbasyon
sirasindaki hilcre sayilart da Sekil 4.8 ve 4.9'de gérilimektedir. Bu sekillerden de anlagilacagi
iizere L. casei 'de bulaniklik ve hiicre sayist arasindaki iliski daha giicli, ancak buna kars: L.
delbrueckii subsp. factis’'de bulanikiik ve hiicre sayisi arasindaki iligki olduk¢a zayiftir. Ancak
istenildigi sekilde H.O, Uretim yetenedi gtsteren bakieri L. delbrueckii subsp. factis olup
bakterinin bu yetenedini hizh Uremesini tamamladid! ve Ureme hizinin duradan bir hale

geldigi istasyonel fazda gdsterdigi acikhir.

Tablo 4.8. L. casei ve L. defbrueckii subsp. /actis’nin 37°C’da 24 saat inkiibasyon sirasinda
rettikleri H,O; miktarlan ve kiitirlerin optik yoguniuklarindaki degisim

Siire L. casei L. delbrueckii subsp. lactis
{saat) H0, : H20,
{mg/L) OD 650 nm {mg/L) OD 650 nm
0 0 0.0426 0 -0.0012
3 0 0.1647 0 (.0083
4 0 0.3339 0 -
5 0 0.5056 0 0.0157
] 0 0.7957 1 0.0365
7 0 11127 3 0.0808
8 0 1.4875 3 0.0981
9 0 1.9528 10 0.1546
24 0 2.5127 10 1.491
OD: Optik yoguniuk
L. casei
10 -
é‘ " /0'—"/-3- §
= B
= 3
254
g Q
[=I
3 2
= .
0 - SR : .
0 4 8 12 16 20 24 8
Siire {saat) '

Sekil 4.8. L. casei 'nin 37°C’'daki mikrobiyal gelisimi
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L. delbrueckii subsp. lactis

\

Log,, ¢fu/mL
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Siire (saat)

Sekil 4.9. L. delbrueckii subsp. factis’nin 37°C’daki mikrobiyal geligimi

4.1.2.2. L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarunm’un H;0; ve Laktik Asit Uretim
Yeteneginin Depolama Sicakiiklarinda Test Edilmesi

Caligmanin ikinci asamasinda H,O, Uretme yetene§i gdsterilmis olan L. delbrusckii subsp.
lactis bakterisi ile laktik asit Oretim yetenedinin yUksek oldudu bilinen L. plantarum
bakterilerinin farkll sicakliklardaki HxO, ve laktik asit Uretme yetenekleri kiyastanmusgtir. L.
defbrueckii subsp. laclis igin elde edilen farkll sicakliktaki gelisme kurveleri Sekil 4.10 ve
4. 17de; laktik asit, H0, ve pH deferleri ise Tablo 4.9da gdrilimekiedir. Buna gore L.
delbrueckii subsp. /actis'in 4°C’da herhangi bir reme géstermedigi ve laktik asit ve H,O»
tiretmedigi agikbir. Diger yandan 23°C’da bakteri belirli bir gelisim gdstermekie ve (remenin
24. saatinden itibaren H,0,, 144, saatinden itibaren ise laktik asit Uretmeye baglamaktadir.
Bu arada Uretilen laktik asidin tamaminin D formunda oldugu ve caligtlan kosullarda
bakterinin (L)-laktik asit Uretme yetenedinde olmadifi da &zellikle belirtiimelidir. Diger yandan
23°C’da retilen H,O. miktarinin 10 mg/L diizeyine ulasma slresinin daha 6nce 37°C'da
gerceklestirilen denemedekine godre 5 kat daha uzun sirdigh ve 48 saat icerisinde
gerceklestigi de bzerinde durulmasi gereken bir sonuctur. Buna gdre gelisme sicaklidi ne
kadar yiiksekse firemenin o kadar hizli gelisti§i ve HxO, GOretiminin gerceklestidi hiicre

Uremesinin yavasladi§i istasyone! safhaya o kadar cabuk ulasildi§) anlasiimaktadsr.
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Tablo 4.9. L. delbrueckii subsp. factis’nin farkh depolama sicakliklarindaki H.0, ve laktik asit
uretim yetenedi ve pH dederinin degisimi

inkiibasyon sicaklig

Stire 4°C 23°C
(saat} i H.0, D-Laktik L-Laktikasit H.0, D-Laktik  L-Laktik
P {mg/L) asit{mg/L) {magll) p {mag/L} asift (mg/L) asit (mg/L)
o 6.59 0 G 0 6.57 0 0 o
8 6.60 0 0 0 6.58 0 0 0
24 5.61 0 0 0 6.45 3 0 0
48 6.60 0 0 0 6.14 10 0 6]
72 6.60 0 0 0 5.93 10 0 0
144 6.64 0 0 0 572 3-10 0.05 ¢]
L. delbrueckii subsp. factis (4°C)
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Sekil 4.10. L. delbrueckii subsp. lactis’in 4°C'daki mikrobiyal gelisimi

L. delbrueckii subsp. lactis (23°C}
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L. plantarum icin elde edilen farkll sicakliktaki gelisme kurveleri Sekil 4.12 ve 4.13'de laktik
asit, H.Q. ve pH degerleri ise Tablo 4.10'da gdrlilmekiedir. Buna gére L. plantarum da
4°C'de 48 saat boyunca herhangi bir Ureme gbstermemekte aksine 48. saatten sonrada
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mikrobiyal yiiklinde disls gérilmektedir. Diger yandan 23°C’da bakteri belirii bir gelisim

gostermekie ve Uremenin 24. saatinden itibaren L- ve D-laktik asit trettigi gériimektedir.

Ancak, bu bakterinin L. delbrueckii

gézlemienmistir.

subsp.

factis'in  aksine H,0,

{iretmedigi de

Tablo 4.10. L. plantarum’'un farkh depolama sicakliklarindaki H,O, ve laktik asit {iretim
yetenedi ve pH degerinin degigimi

inkiibasyon sicakligs

Siire 4°C 23°C
(saat) H;0; D-Laktik L-Laktik asit H»0. D-Laktik  L-Laktik
(mg/L) asit(mg/L) (mgil) (mg/L} asit (mg/L} asit {mg/L)
0 6.78 0 0 0 6.78 0 0 0
8 6.80 0 0 0 8.71 0 0 0
24 6.82 0 0 0 8.33 0 0.048 0.307
48 8.83 0 0 0 5.80 0 0.495 0.663
72 5.86 0 0 0 5.48 0 0.735 0.853
144 6.86 0 0 0 4.87 0 1.695 2.569
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Elde edilen bu sonuglara gore test edilen bakterilerden dzellikle L. plantarum’un yiiksek asit
uretme yetenedi ile sodukta depolanan Orlinterde sicakhk yikselmesi durumunda devreye
girerek OrtnQl bozacak bir koruyucu kiltir olarak giivenle kullanilabilecedi aciktir. L.
delbrueckii subsp. lactis ise daha dusik asit Uretme yetenedi olmasina karsin, H.O, de
Uretebilen bir bakteridir. Bu bakterinin asit Uretme yetenegdinin daha dusik olmasi giivenli bir
kontrol mekanizmasi olusturup olusturamayacad konusunda gtiphe yaratmaktadir. Ancak,
bu bakterinin Gzellikle sogukia depolanacak gidalarda kayda deger bir sbire sicaklik artisina
maruz kalmalarn durumunda bozulma yaratacak bir kontrel mekanizmasi olusturmaya misait
olabilecedi de agiktir. Ayrica, sézkonusu bakterinin aktivitesi igin HyO, ’e ihtiyag duyan
laktoperoksidaz enzimiyle birlikte kullanilabilecedi ve bu enzimin antimikrobiyal etkisini

destekleyebilecegdini de disintimektedir.

4.1.2.3. L. delbrueckii subsp. lactls ve L. plantarum igeren Alginat Filmlerde Serbest ve
immobilize Bakteri Sayilarinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda alginat filmler igerisine L. delbrueckii subsp. lactis ve L.
plantarum bakterileri ilave edilmis ve filmlerdeki serbest ve immobilize bakieri sayilan
belirfenmistir. Bu amagla filmler peptonlu suda 5 dakika bekletiimis ve sonra ¢ikartilarak yine
peptonlu suyla homojenize edilmistir. Filmlerin 5 dakika bekletildigi peptoniu su igerisindeki
bakteri sayilan serbest bakteri sayisi, homojenize edildikieri peptoniu su igerisindeki bakteri
sayilar ise immobilize bakteri sayis) olarak degerlendirilmistir. Filmlere farki miktarlarda
bakteri ilave edilmesi durumunda belirlenmis olan serbest ve immaobilize bakteri sayilar
Tablo 4.11 ve 4.12'de verilmigtir. Gortldigl dzere filmlerde immobilize bakieri sayilan
filmlerden serbest kalan bakteri sayilarina kiyasla en az 1000 kat daha fazladir. Ancak,
filmlerden serbest kalan bakteri sayilan da kayda defler mikiardadir. Diger yandan
belitiimesi gereken bir difer husus ise filmlerde sayian serbest ve immobilize bakteri
sayisinda yaklasik 1 desimallik (% 80 ‘lik) bir artis saglayabilmek igin filmlere ilave edilen
liyofilize haldeki killtir miktarinin 6 kat (2-12 mg) artirlmasi gerektigidir. Bu durum giiphesiz
liyofilize kithriin ancak bir kisminin kilitiirden, geri kalanin ise kullanilan destek maddeleri

olan sakkaroz ve sit tozundan olugmasindan kaynaklanmakiadir.
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Tablo 4.11. Farkh miktarlarda L. delbrueckii subsp. /actis iceren alginat filmlerde serbest ve
immobilize bakteri sayian

Filmlere baglangicta ilave Filmlerdeki serbest Filmlerdeki immobilize
edilen kiiltlir miktan bakteri sayilan bakteri sayilan
{mg/g fitm ¢ozeltisi)® {log,q cfu/g film) {log+o cfu/g film)

2 2.98 5.16
4 361 6.84
6 3.74 6.76
8 3.18 7.10
10 3.76 7.04
12 3.98 7.25

T, delbrueckii subsp. factis in liyofilize preparattaki sayist 3.0 x 107 cfu/g

Tablo 4.12. Farkli miktarlarda L. planfarum igeren alginat filmlerde serbest ve immobilize
bakteri sayilari

Filmlere baslangigta ilave Filmlerdeki serbest Fitmlerdeki immobilize
edilen kiiit{ir miktan bakteri saytlan bakteri sayiari
{mg/g film ¢ozeltisi)’ {loge cfulg film) {logqg cfulg film)

2 3.61 777
4 478 7.62
6 477 7.78
8 4,60 811
10 4,98 8.29
12 4.85 8.91

¥ plantarum un liyofilize preparattaki sayisi 3.3 x 10" cfu/g

4.1.2.4. L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarum Igeren Depolanmis Alginat Film
Cozeltisinden Elde Edilen Filmlerde Serbest ve immobilize Bakteri Sayilanmn
Belirlenmesi

Bu amacla liyofilize haldeki laktik asit bakterileri aiginat film hazirlama ¢ézeltisine ilave
edilmis ve cbzeltiler Petri kaplanna dékildikten sonra kurutulmadan agizlant kapatilarak
4°C'da 7 giin boyunca depolanmistir. Film ¢ozeitileri 0., 1., 3. ve 7. ginlerde CaCl; ‘le capraz
baglandiktan sonra fimlerde serbest ve immobilize bakteri saylan daha once yukanda
belirtildigi gibi belirlenmigtir. Eide edilen sonuglar L. delbrueckii subsp. factis ve L. plantarum
iceren filmler icin sirasiyla Tablo 4.13 ve 4.14 da verilmigtir. Goruldigt Gzere filmlerdeki
immobilize bakteri sayilar filmlerdeki serbest kalan bakteri sayilarina kiyasla yine yukanda
verilen bir 6nceki deneydeki gibi en az 1000 kat daha fazladir. Diger yandan filmlerdeki gerek
serbest gerekse immobilize bakteri sayilan film ¢ézeltilerinin sodukia depolanmasi sirasinda
kayda degder bir degisim gdstermemistir. Bu sonug gidalan kaplamada kullanilacak olan laktik
asit bakterisi iceren film ¢ézeltiferinin en az 1 hafta raf émrii olan ticari preparatiar seklinde

kullantdabilecedini gdstermektedir.
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Tablo 4.13. L. delbrueckii subsp. /actis iceren depolanmis alginat ¢ozeltilerinden elde edilmis
filmlerdeki serbest ve immobilize bakteri sayilar

Depolama  Filmferdeki serbest bakteri Filmlerdeki immobilize bakteri
siiresi sayilan sayilan
{giin) {logqo cfuig film) {logo cfu/g film)
0 3.13 6.61
1 3.05 5.64
3 3.05 8.73
7 3.02 6.62

Tablo 4.14. L. plantarum igeren depolanmig alginat cozeltilerinden elde edilmis filmlerdeki
serbest ve immobilize bakieri sayilan

Depolam Filmlerdeki serbest bakteri Filmlerdeki immobilize bakteri
a siiresi saytlan sayian
{giin) {logg cfu/g film) (logys cfulg film)
0 4.81 8.72
1 5.01 8.30
3 477 8.39
7 4.79 7.75

4.1.2.5. L. delbrueckii subsp. lactis ve L. plantarum igeren Depolanmis Toz Haldeki
Alginik Asit Karisiminda Bakterilerin Stabilitesi

Toz halinde preparat hazirlamak amaciyla 60 ve 120 mgq liyofilize laktik asit bakteri kiltard
alginik asitle (toz halinde) kanstinlarak depolanmis ve bu sirada icerdigi bakteri sayisi
gorintiilenmigtir. Toz halindeki preparatin gida endustrisindeki uygulamalar igin kullanimi
kolaylik yaratmakia birlikte sivi film gozeltisinin depolanmasina gére kontaminasyon riskini de
azaltmaktadir. Laktik asit bakterisinin 80 mg veya 120 mg olarak ilave edilmesi bakteri
sayimiarinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark olusturmamistir (Tablo 4.15 ve 4.16).
Depolama sirasinda da bakteri sayimlarinda dnemli bir fark gézlemienmemigtir. Bu deneme
sonucunda toz seklinde hazirlanacak preparatiann uygulama olanadinin yiksek oldugu

goriimektedir.

Tabio 4.15. Sojukta depolanan farklh miktarlarda L. delbrueckii subsp. lactis iceren toz
haldeki alginik asit kansimindaki laktik asit bakteri sayilar

Depolama 60 mg L. del. subsp. lactis igeren 120 mg L. del. subsp, factis igeren
silresi preparattaki lakiik asit bakieri sayifann  preparattaki laktik asit bakteri sayilan
{giin) {logse cfu/g ) (togye cfulg )

0 8.82 8.07
7 9.04 9.04
14 8.36 B.72
28 8.44 8.80
63 8.52 9.12
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Tablo 4.16. Sogukta depolanan farkll miktarlarda L. plantarums igeren toz haldeki alginik asit
kansimindaki laktik asit bakteri sayifan

Depolama 60 mg L. del. subsp. faciis igeren 120 mg L. del. subsp. lactis iceren

siiresi preparattaki laktik asit bakteri sayilan  preparattaki laktik asit bakteri sayilan
{giin) {logs cfu/g ) {logqe cfulg )

0 9.81 10.08

7 8.79 10.00

14 9.81 9.84

28 9.82 9.85

63 9.81 9.74

4.1.2.6. Laktoperoksidaz velveya L. delbrueckii subsp. lactis igeren Alginat Filmlerin E.
coli Uzerindeki Antimikrobiyal Etkisinin Befirlenmesi Amaciyla Yiiriitilen inhibisyon
Testleri

Cahlismanin bu kisminda laktoperoksidaz sisteminin H,0, Gretme yetenegdi belirlenmis olan L.
delbrueckii subsp. /actis bakterisi varhiida E. coli (izerindeki etkisi belirlenmistir. Calismada
aynm {retimden elde edimis olan laktoperoksidazlarin kiyaslanmasi igin tek bagina
laktoperoksidaz igeren filmler de bir kez daha £E. coli 'ye karsi test ediimigtir. Gergeklestirilen
ink{tbasyonlar sonucunda lakiopercksidaz iceren filmier igin elde ediimis olan sonuclar Tablo
4. 17'de veriimistir. Elde edilen veriler incelenecek olursa laktoperoksidaz-H.O.-tiyosiyanat
antimikrobiyal sisteminin gerek 200 uM, gerekse 400 pM H.O. bulunan ortamda £. coli
izerinde gelisimi inhibe edici etkisi oldugu ve bu bakterinin Uremesini 6. saate kadar
engelledigi anlastimaktadir. Buna karsin 6-24 saatler arasinda tim tiplerdeki E. colf saytlan
yakiagik olarak ayni diizeyde artmistir. Bu sonuglar daha 6nce E. coli igin elde edilenlerle
benzerlik géstermektedir.

Tablo 4.17. Laktoperoksidaz {LPS) iceren alginat filmlerden hazirlanmis disklerin tiyosiyanat
ve hidrojen peroksit bulunan reaksiyon karisimiannda E. coli (izerindeki antimikrobiyal etkisi
(tim reaksiyon kangimlan mutlaka E. coli kiiltiirdl ve besiyeri icermektedir)

No Disklerdeki toplam  Tiyosiyanat H.0; E. coli sayisi logy (cfufmL}
LPS akti\write2 g[iizeyi kons. kons. 37°C’deki inkilbasyon siiresi {saat)

(Wiem?) (i) (uM) G 5 T
17 - - - 5.9 8.1(+2.2)° 86(+27)
2° - - - 58 8.0 (+2.2) 8.8 (+2.8)
3 1188 (660)° 4000 - 55 8.0 (+2.5) 8.8 (+3.3)
4 1188 (660} 4000 200 5.8 5.4 (-0.4) 8.9 (+3.1)
5 1188 (660} 4000 400 5.8 57 (-0.1) 8.6 (+2.8)

Disklerin hazirlandigi filmierdeki laktoperoksidaz aktivitesi 900 U/em® (500 ug/om®) dir

®yalnica E. coli ve besiyeri igeren kargim

“valnizea E. cofi, besiyeri ve film (enzim ilave edilmemis) iceren karigim

9 P8 enziminin disk icerisindeki pg olarak miktart

®reaksiyon kangimi igerisinde baglangtg sayisina gore mikrobiyal yilkte meydana gelen desimal artig (+) veya

azals (-)

54



Dider yandan laktoperoksidaz He birlikte L. delbrueckii subsp. factis hulunan filmierle ilgili
antimikrobiyal akfivite testlerinin sonuglar Tablo 4.18'de verilmistir. Elde edilen sonuglar
incelendidi zaman laktoperoksidazin L. delbrueckii subsp. lactis ile birlikte kullanidid
filmlerde daha 6nce incelenmis olan tek basina lakioperoksidaz iceren filmlerdeki 6. saatte
olugan Uremeyi geciktirme etkisinin gérilmedidi anlasiimaktadir. Nitekim 6. saat sonunda
tim tiiplerde E. coli sayisinda baslangica gbre yaklagik ayni diizeyde bir artis meydana
gelmektedir. Buna kargin 24. saat sonunda laktoperoksidaz ve L. delbrueckii subsp. lactis i
birarada iceren ve 400 uM H,G, bulunan tiplerde canl sayisinin da biraz azalmasiyla
basglangica gdre bakteri sayilannda difer drneklere gdre daha az bir artis gériilmektedir. Bu
durum ashlinda laktoperoksidaz-H,O,-tiyosiyanat sisteminin L. delbrueckii subsp. /actis ile
birarada kullamidigr zaman etkili olabilecedini ancak bu etkinin lakioperoksidazin tek basina
kullanildigindan farkl olarak daha ge¢ ortaya cikabilecedini gdstermektedir. Laktik asit
bakterisi bulunan filmlerde lakiopercksidazin etkinliginin degisim gésterme nedeninin
aclklanmasi reaksiyon kansimlaninda olugan kompleks etkilesimler ve reaksiyoniar nedeniyle
oldukga gictir. Ancak, bu durtumun ortamda E. coli yaninda ¢ok miktarda L. delbrueckii
subsp. /actis bakierisi de bulunmast ve lakioperoksidaz sistemi tarafindan tiyosivanatian
olusturulan hipotiyosiyanit iyonu, hipotiyosivandz asit ve 6mir sliresi ¢cok kisa oldugu bilinen
reaktif oksidasyon Uriinlerinin daha ¢ok harcanmast ile Hligkili olabilecedi disiniiimektedir.
Nitekim oksidatif bilesiklerin organik madde miktar arttikga dmir siiresinin kisaldi§ bilinen

bir gergekdir.

Tablo 4.19'da lakioperoksidaz (LPS) sisteminin testler sirasinda L. defbrueckii subsp. lactis
sayisina olan etkisini gbsteren sonuglar da verilmistir. GorGldiglt fizere deneyin daha
basindan #ibaren filmlerden reaksiyon ortamina oldukga yitksek sayida laktik asit bakterisi
gecmistir. Zamana gore laktik asit bakterilerinin sayisindaki defisimin tim tiiplerde benzer

olmast lakiik asit bakterisinin laktoperoksidaz sisteminden etkilenmedigini g&stermektedir.
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Tablo 4.18. Laktoperoksidaz (LPS) ve L. delbrueckii subsp. lactis iceren alginat filmlerden
hazirlanmis disklerin tiyosiyanat ve hidrojen peroksit bulunan reaksiyon kangimiarinda E. coli
Gzerindeki antimikrobiyal etkisi (ttim reaksiyon karigimlan mutlaka £. coli killtirl ve besiveri
icermektedir)

No Disklerdeki toplam LPS Tiyosiyanat H.0, E. coli sayis1 logyg (cfu/mL)
aktivite diizeyi veya kons. Kons.
L. delbrueckii subsp. lactis (LM} 37°C’deki inkitbasyon siiresi
bakteri sayis1”® (M) (saat)
LPS (U}  Bakteri {cfu) 0 6 24
1 - 3.3x10° - - 6.3 8.1 (+1.8)° 8.9(+2.6)
2 1188 (660)° 3.3x10° 4000 - 6.8 8.5(+17) B8.6(+1.8)
3 1188 (660) 3.3x10° 4000 200 6.8 B.A{+18) 85(+17)
4 1188 (660) 3.3x10° 4000 400 8.9 8.4(+1.5) 7.7(+0.8)

*Disklerin haziflandigr filmlerdeki laktoperoksidaz aktivitesi 900 Ufem® (500 pg/em®) laktik asit bakterisi sayist 2.5
x 10° cfu/em? dir.

°LPS enziminin disk icerisindeki pg olarak miktan

“Reaksiyon karigimt igerisinde baglangig sayisina géire mikrobiyal yikte meydana gelen desimal artis (+) veya
azals (-}

Tablo 4.19. Laktoperoksidaz (LPS) ve L. delbrueckii subsp. factis iceren alginat filmlerden
hazirtanmig diskler, tiyosiyanat, hidrojen peroksit ve E. cofi bulunan reaksiyon kanisiminda L.
delbrueckii subsp. lactis sayisinin dedisimi

No Disklerdeki toplam LPS Tiyosiyanat H.0, L. delbrueckii subsp. lactis
aktivite diizeyi veya kons. kons. sayisi logi {cfu/mL)
L. delbl;ueck.':i subse. lactis (M) (L) 37°C’deki inkiibasyon shiresi
akieri sayis: {saaf)
LPS (U) Bakteri (cfu) 0 3 24

1 - 3.3x10° - - 6.2 84 (+2.2)° 9.9 (+3.7)
2 1188 (660)° 3.3x10° 4000 - 7.1 86 (+1.5)  9.0(+1.9)
3 1188 (660) 3.3x10° 4000 200 7.3 8.4 (+1.1)  8.1(+1.8)
4 1188 (860) 3.3x10° 4000 400 7.0 85(+1.5) 9.0{(+2.0)

*Disklerin hazirlandig: filmlerdeki laktoperoksidaz aktivitesi SO0 Ufem” (500 pg/em®) laktik asit bakterisi sayis) 2.5
x 10° cfu/cm? dir.

% PS enziminin disk icerisindeki ug olarak miktar|

“Reaksiyon karigimi igerisinde baslangig sayisma gore mikrobive! yilkte meydana gelen desimal artis (+) veya
azahs (-}

4.2, Zein Filmierle ilgili Caligmaiar

Caligmalarin bu kisminda zeinden antimikrobiyal 6zelligi olan yenebilir filmler gelistiriimesi
Ozerinde calisiimistir. Zein filmler alginat filmlere gére oldukga farkli ézelliklere sahiptirler.
Ornegdin bu filmler alginat filmlerin aksine hidrofobik ézelliktedirler. Bu yapilanyla zein filmler
pek ¢ok plastik filme benzerlik gdstermektedirler. Ancak, agirhkll olarak hidrofobik olduklarn
halde su icerisine atildiklan zaman zein filmler igerdikleri az sayida hidrofilik grubun da

etkisiyle zamanla hidrate olarak iclerine bir miktar su almaktadirtar. Bu durum baslangicta
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oldukga camsi ve bir mikiar da kirtlgan olan filmlerin 1slandiyi zaman elastik ve kinlgan

olmayan bir yapiya dénmesine neden olmaktadir.

4.2.1. Lisozim igeren Zein Filmlerle ilgili Calismalar

Zein filmlere antimikrobiyal dzellik kazandirmak amaciyla yine tarafimizdan gretiimis olan
lisozim enziminden faydalanilmistir. Lisozim lakioperoksidaz enziminin aksine antimikrobiyal
etki géstermek icin substratl olan bakterilerin hicre duvarnyla direk etkilesime girmek
zorundadir. Bu 6zellidi nedeniyle ilave edildigi filmler igerisinde kayda deger bir miktar
lisozimin serbest formda kalmas: istenmektedir. Bu agidan hidrofobik &zelligi nedeniyle zein

filmler hidrofilik isozimin ilave edilmesine misaittirier.

4.2.1.1. Homojenizasyon veya Karistirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim igeren Zein
Filmlerde Lisozimin Sahm Testleri ve Filmlerdeki immobilize Lisozimin Aktivitesinin
Belirlenmesi

Cahsmada lisozim zein filmler igerisine kanghirma ve homojenizasyon olmak zere iki farkl
sekilde ilave edilmistir. Lisozim literatiirde daha 6nce zein filmler icerisine karigtirma teknigi
kullanilarak ilave edilmistir (MECITOGLU ve ark., 2008). Bu yéntemin en bilyilk dezavantais
hidrofilik enzimin hidrofobik filmler igerisinde homojen olarak dagiimamasidir. Tarafimizdan
gergeklestirilen bu calismada ise homojenizasyon teknifi uygulanarak lisozimin filmler
icerisideki dagihmi daha homojen hale getirilmigtir. Bu gelisim sanayii boyutiu uygulama

acgisindan biylik 6nem tasimaktadir.

Sekil 4.14'de verilmis olan resimden de goriid0gu gibi lisozim protein agregatlan
homojenizasyon teknidi ile Uretilmis zein filmde daha homojen ve kiiglk partikliller seklinde

dagibmigtir. Karistirma teknidi He tretilmis filmlerde ise lisozimin zein filmde dadiimi homojen

degildir.
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Sekil 4.14. Homojenizasyon (A} ve karistirma (B) tekni§i ile Gretilmis farkh zein filmlerin
fotograflart (Filmler 1: kontrol film; 2: 300 ug/em? Na,EDTA iceren fitm; 3: 700 pg/em? lisozim
+ 300 pg/em? Na,EDTA iceren film)

Uretilmis olan filmlerin su icerisindeki salim testlerinde llisozimin aktivitesi homojenizasyon ve
karistirma teknidi ile Uretilmis filmlerde belirli bir siirede cm? *den gecen toplam tinite (U)
ofarak verilmistir. TUum hesaplamalar drnekleme sirasinda alinan hacimdeki toplam aktivite
diustnilerek diizettiimistir. Lisozimin salimimn izlenmesi alinan test ¢ozeltisinde aktivite artis

gbrulmeyinceye ve aktivitede biraz duslis gozleninceye kadar devam etmistir. Bu kurvelerde
salinan aktivitenin sireye karsi ¢gizilen grafijinde tepe noktas! yani ortama gecen en yilksek
aktivite “salinan toplam aktiviteyi”, bir baska ifadeyle "salinan maksimum akfiviteyi”
gstermektedir (Sekil 4.15). Salim testi sonucunda {1400 dakika sonunda) daha fazla salinan
aktivite go6zlemlenmedidi igin filmlerde kalan aktivite “immobilize aktivite” olarak
isimiendirilmistir (Sekil 4.16 ve 4.17).

Sekil 4.15'de homojenizaéyon ve karigtirma teknidi ile Gretilmis filmler igin elde edilmis olan
sahm kurveleri ve Sekil 4.16’da homojenizasyon teknidi ile Gretiimis filmierde salim testi
sonucunda kalan immobilize fisozim aktiviteleri verilmistir. Elde edilen bu grafiklerle, lisozimin
homojenizasyon teknigi ile filmlere ilave edilmesi sonucunda fiimlerden su icerisine gegisinin
karistirma teknigi ile elde edilenlere gore bir miktar daha yavas oldugu goriimistir. Nitekim,
homojenizasyon teknigiyle {iretilmis filmlerde suya gecen lisozim aktivitesinin ancak 1400
dakikanin sonunda maksimum dizeye ulastidl, karistirma teknigi ile Gretilen filmlerde ise
benzer sonuca 300 dakika veya daha once ulasildi§i goriimektedir. Tablo 4.20°de veriimis
olan hesaplamalar incelendigi zaman 6zellikle 175, 350 ve 700 pg/icm? lisozim iceren
filmlerden ortama gegen aktivitenin filmlere ilave edilmis olan aktivite dlzeyinin Uzerinde
oldugu anlasiimaktadir. Bu durum filmlerin hazirlanmasinda kullanilan etanoliin lisozimi
aktive etmesinden kaynaklanmakta olup daha énce MECITOGLU ve ark.'nca (2008) da

ayrintili olarak irdelenmigtir. Tablo 4.20'de verilmis olan filme ilave edilen lisozim
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aktivitelerinin filmden salinan aktivitelere oranlan dikkate alinacak olursa, homojenizasyon
teknigi ile Uretilmis olan filmlerde aktivasyon oranlari 175 ug/cm?® lisozim iceren filmlerde
%18, 350 pg/cm? lisozim ilave edilmis olan filmlerde %22 ve 700 pg/cm? lisozim ilave edilmis
olan filmlerde ise %13 dizeyindedir. Bu durumda en yitksek konsantrasyonda lisozim igeren
filmlerde aktivasyon olayinin daha az meydana geldidi digtnbiebilir. Ancak, lisozimin bir
miktar emiilsifiye edici 6zellidi olan bir protein oldudu bilindidi icin yiksek konsantrasycnlarda
daha fazla miktarda enzimin filmler igerisinde immabilize olmus clmas! da miumkindir. Bu
ihtimal 700 pg/cm? lisozim ilave edilmis olan filmlerde immobilize lisozim aktivitesinin yiiksek

olmasiyla da desteklenmektedir.

Sekil 4.17 da kanstirma teknidi ile Uretilen filmierde immobilize lisozim aktiviteleri verilmigtir.
Kangtirmma teknigi ile Uretilen zein filmlerden su icerisine gecen lisozim aktivitesi
homojenizasyon teknidi ile Gretilmis clan filmlere kiyasia ¢ok daha fazladir, Tablo 4.20'de
verilmis olan hesaplamalar incelendigi zaman 175 ve 350 ug/cm? lisozim igeren filmlerde
ortama gecen aktivitenin filmiere ilave edilmis olan akiivite dizeyinin (zerinde oldugu
gorilmektedir. Bu durum yukarida da aciklandid gibi filmlerin hazirlanmasinda kullanilan
etanoliin lisozimi aktive etmesinden kaynaklanmaktadir. Tablo 4.20'de verilmis olan filme
ilave edilen lisozim aktivitelerinin filmden sahinan aktivitelere oraniarn dikkate alinacak olursa,
aktivasyon oranlan 175 uglcm?® lisozim igeren filmlerde %57 ve 350 uglcm? lisozim ilave
edilmis olan filmlerde ise %31 dilzeyindedir. Buna karsin 700 pg/cm? lisozim igeren filmlerde
herhangi bir aktivasyon gdriimemektedir. Bu konsantrasyonda lisozim aktivitesinin
artmamasinin baghca nedeninin yukarida da belirtildidi Uzere emillsive edict 6zelligi de olan
lisozimin yliksek konsantrasyonlarda film yapisini degistirmesi ve film igerisindeki immobilize
lisozim miktarinin artmasi oldugu iahmin edilmektedir. Bu tahminin tutarll oldugu lisozim
aktivasyonu gériilmeyen 700 ug/cm® lisozim ilave edilerek tretilmis filmlerde immobilize

enzim aktivitesinin yine yitksek olmastyla bir kez daha gérilmektedir.
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Sekil 4.15. Farkli miktarlarda lisozim igeren zein filmlerden 4°C’'deki destile su igerisine
lisozim sahmi (K: Karistirma teknigi, H: Homojenizasyon teknigi; K1-H1: 175 pug/cm? lisozim,
K2-H2: 350 pg/cm?, K3-H3: 700 pg/cm?)
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Sekil 4.16. Salim testinden sonra 350 pg/cm? lisozim igeren zein filmde immobilize lisozim
aktivitesinin belirlenmesi (Homojenizasyon teknigi)
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Tablo 4.20. Lisozim iceren zein filmlerden salinan toplam aktiviteler ve salim deneyi
ardindan filmlerdeki immobilize lisozim aktiviteleri

Filme ilave Filmden salinan Filmden Filmde
Lisozimin edilen toplam lisozim kazanilan immobilize

No filmiere ilave lisozim aktivitesi aktivite lisozim
edilis teknigi miktari (Ulem?) (%) aktivitesi

(ug/om?) {Ulem?)
1 Homojenizasyon 175 1054 + 31 (1400)° 119 22
2 Homojenizasyon 350 2128 + 84 {1400) 122 2.7
3 Homgjenizasyon 700 4030 + 121 (1400} 113 55
4 Karighirma 175 1399+ 31 (300) 157 44
5 Kansgtirma 350 2339 x 145 (300) 131 5.5
5] Kanstirma 700 3573+ 185 (B0D) 100 7.2

# Filmden salinan maksimum lisozimin aktivitesinin belirlendigi stre

0,800 ]
.m'_-
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0,200 -

0,100

immobilize lisozim aktivitesi (Uicm2)

0,000 : : . ;
0 20 40 60 80 100 120

Siire (dakika)

$ekil 4.17. Salim testinden sonra 350 ug/cm? lisozim igeren zein filmde immobilize lisozim
aktivitesinin belirlenmesi (Karistirma teknigi)

4.2,1.2. Homojenizasyon veya Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim iceren Zein
Filmlerin  Antimikrobiyal  Aktivitelerinin Belirlenmesi i¢cin Sivi  Besiyerinde
Gergeklestirilen inhibisyon Testleri

Gergeklesen deney sonucunda elde edilmis olan veriler Tablo 4.21°de verilmistir. Deney 3'er
tip kulanilarak gerceklestiriimistir ve tim ttplerin sonuclar verilmistir. Kullaniimadan 6nce
10 oraninda seyreltiimesinden dolayi B. amyloliquefaciens’in baglangic yiuki cok distktar.
Lisozim ifave edilmis zein film igeren tlplerde B. amyloliquefaciens’in sayimi <0.1 log cfu/mL
olarak belirlenmigtir. Buna karsin film igermeyen tuplerde B. amyloliguefaciens'n sayimi
8.16-9.51 log cfu/mL olarak belirlenmistir. Dolayisiyla lisozim iceren zein filmlerin B.
amyloliquefaciens’a Karst sivi ortamda antimikrobiyal etki gésterdigi aciktir. B.
amyloliquefaciens’in mikrobiyal ylkinin ok disiik olmasi nedeniyle homojenizasyon ve
karigtirma teknikleri ile Uretiimis filmler arasinda etkinlik bakimindan bir fark

gbzlemienememigtir.
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Tablo 4.21. Lisozim iceren homojenizasyon ve kanstirma teknigiyle tretilmis
zein filmierin sivi ortamda B. amyloliquefaciens Gizerindeki antimikrobiyal etkisi

Lisozim B. amyloliquefaciens sayisi logy, (cfu/mL)
No  aktivitesi® 30°C’deki inkiibasyon siresi {saat)
;.191’(:!1':2 0 3 5 24
Kanstirma
1° . 2.61 3.37 5.41 9.43
2° - 2.88 3.10 5.34 9.32
3 - 2.71 3.25 485 9.51
4 290 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
5 290 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
6 280 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
Homojenizasyon
7 - 3.24 3.30 4.88 8.89
8 - 3.1 3N 4.45 9.28
9 - 3.16 3.21 4.97 8.16
10 290 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
11 280 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0
12 290 <1.0 <1.0 <1.0 <1.0

* Kultanilan lisozimin aktivitesi 6170 U/mg dir.
® Kantrof {Lisozim icermeyen zein film diskleri)

4.21.3. Homojenizasyon veya Karnstirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim Igeren Zein
Filmlerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi igin Kat: Besiyerinde
Gergeklestirilen Zon inhibisyon Testleri

Lisozim iceren zein filmlerin farkh bakteriler Gzerindeki antimikrobiyal etkisini gosteren tfoplu
sonuclar Tablo 4.22'de verilmistir. Farkli filmlerin £. coli, P. fluorescens, L. innocua ve B.
amyloliquefaciens’a karsl olusturdugu tam zon sayilart dikkate alindigi zaman beklendigi gibi
homojenizasyon teknidi ile Gretilmis filmierin icerdigi antimikrobival ajaniarin (lisozim ve
Na-EDTA), karistirma teknigi ile Uretilmis olanlara gére film yizeyine daha iyi dadilmig
oldugu anlagiimaktadir. Zon alanlan dikkate alindiginda ise kanstirma teknidi ile Uretilen
filmlerde zon alanlan daha buytktlr. Bu durum sdézkonusu filmlerden lisozimin biraz daha
hizli ve yiksek miktarda (diislk lisozim konsantrasyonlarinda) salindimi  dogrular
niteliktedir. Bu durumun homojenize edilmis olan filmlerde hidrofilik tisozimin hidrofobik zein
filmler icerisinde daha iyi dadiimasindan ve enzimin sallm hizinin yavasiamasindan
kaynaklandi§t samimaktadir. Nitekim, daha 6nce de belirtildidi gibi temelde hidrofilik olan
lisozimin bir miktar emiilsifive edici etkisi de oldugu bilinen bir gergektir (TAKAHASHI ve ark.,
2000). Bu durum en acgik bir sekilde L. innocua bakierisi {izerinde denenmig olan lisozim

iceren filmlerde lisozim konsantrasyonu artikgca olugan zon alanimin bir miktar azalmasiyla
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da kendini gostermektedir. Lisozimin Gram{-) bakteriler (zerindeki etkiniiinin artirnimasi
amaciyla Na,EDTA ile kombine edildigi testlerde P. fluorescens Uzerinde E. coli 'ye gére
daha yliksek antimikrobiyal etki gézlemlenmistir. Lisozimin Gram(+) bakteriler Uzerinde tek
basina kullanildidi testlerde ise B. amyloliquefaciens Gzerinde {Sekil 4.18) L. innocua'ya gbre

daha yiiksek bir antimikrobiyal aktivite belirlenmistir.

Tablo 4.22. Farkll konsanfrasyonlarda lisozim enzimi vefveya NaEDTA igeren
homojenizasyon ve karnistirma teknidi lle  Uretilmis zein filmlerin antimikrobiyal etkisi (Zon

tipleri: t2: tam zon; kz: Kismi zon; zo: zon olusmarmis)

Filmlere ilave edilen

Zon tipleri ve bu zonlarin sayilan

Ortalama tam zon alam

ajanlarin miktarlari (cm?)
Lisozim® Na,EDTA Homojenizasyon Karigtirma Homojenizasyon Kangtirma
(pglcm?) pglem® teknigi teknigi teknigi teknigi
E. coli
- - 12 z0 12zo ) 0
- 200 B6tz/86 zo 41z/8z0 1.28 1.46
175 200 8tz/3kz/1z0 Btz/4dkz 1.37 2.40
350 200 8tz/2kz/120 8tz/2kz/2z0 1.75 2.81
700 200 121tz 11tz/1kz 1.55 272
P. fluorescens
- - 12 zo 12 zo 0 0
- 200 121z 7tzi5z0 2.43 2.89
175 200 121tz 10tz/2 kz 1.96 2862
350 200 12tz 11t2/1kz 2.64 3.09
700 200 121z 1112/ 1kz 2.36 225
L. innocua
- - 12 20 12 zo 0 0
175 - 12tz 11t2/1kz 1.54 1.99
350 - 10tz/2kz 10tz/1kz/120 1.62 2.42
700 - 111z/1kz 10tz/2kz 1.25 2.02
B. amyloliguefaciens
- - 12 z0 12 z0 0 0
175 - 121z 121tz 578 4.66
350 - 12tz 12tz 6.16 6.72
700 - 121z 12tz 8.79 5.43

“Zein filmlerin icerisindeki lisozimin aktivitesi 5050 U/mg dir.
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Sekil 4.18. Homojenizasyon teknidi ile Gretilmis zein filmlerin B. amyloliqguefaciens (1zerindeki
antimikrobiyal etkisi (Filmler 175 ug/ocm? lisozim icermektedir.)

Homojenizasyon ve kanstirma teknidi ile Gretilmis lisozim igeren zein filmler en ylksek
lisozim Kkonsantrasyonu kullanifarak ve Na,EDTA konsantrasyonu 200 pg/cm?® 'den 300
ug/cm?®’ye yikseltiterek E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium ve Staphylococcus aureus
gibi patojen mikroorganizmalara karst da denenmigtir (Tablo 4.23). E. cofi O157:H7 ve
Salmonella Typhimuriurma karst olusan zonlarin resimleri sirasiyla Sekil 4.19 ve 4.20'de
goriiimektedir. Farkli filmlerin tam zon ve kismi zon sayilari dikkate alindig1 zaman E. coli
01587:H7 ve Salmonella Typhimurium'a karst homojenizasyon teknidi ile Oretitmis filmlerde
antimikrobiyal ajanlarin karistirma teknigi ile Gretilmis olanlara gore yine filmler icerisinde
daha iyi dagidigt gérilmektedir. Zon alantar dikkate alindiginda ise karnigtirma teknidi ile
uretilen filmlerde yine zon alanlart daha buyuktur, ancak lisozimin diskler icerisinde homojen
dagdiimamast ve bu nedenle tam zon sayisinin homojenizasyonla elde edilen filmlerdekine
gbre daha az oldugu bir kez daha gériimektedir. Bu durum homojenizasyon uygulamasinin
uygulama acisindan daha yararh bir teknik oldugunu gbosterir niteliktedir. Elde edilen sonugclar
fisozimin Na,EDTA ile kombine edildidi testlerde S. Typhimurium ve E. cofi O157:H7
Uzerinde benzer diizeyde bir antimikrobiyal etki elde edildiini gbstermektedir. Buna karsin
tek bagina lisozimin kullanildidi filmlerde Staphylococcus aureus’a kars! higbir antimikrobiyal

etki gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.19. Homojenizasyon (A) ve karistirma (B) teknidi ile Gretilmis zein filmlerin E. coli
0O157:H7 tizerindeki antimikrobiyal etkisi (Filmler 700 yg/cm? lisozim + 300 pg/om? NAEDTA
icermektedir.)

2
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Sekil 4.20. Homojenizasyon (A) ve kanstirma (B) teknigi ile Gretiimis zein filmierin S.
Typhimurium Uzerindeki antimikrobiyal etkisi (Filmler 700 pg/em? lisozim + 300 pglem?
NAEDTA icermektedir.)
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Tabio 4.23.

Farkli

konsantrasyonlarda

lisozim enzimi

velveya NaEDTA

iceren

homojenizasyon ve kanstirma teknigi ile Oretilmis zein filmlerin antimikrobiyal etkisi (Zon
tipleri: tz: tam zon; kz: kismi zon; zo: zon olusmamis)

Fitmlere ilave edilen

Zon tipleri ve bu zonlann saylan

Ortalama tam zon alam

ajanlanin miktarlan {cm?)

Lisozim® Na,EDTA Homojenizasyon Kangtirma Homojenizasyon Karigtirma

(uglem?) pglem? teknigi teknigi teknigi teknigi
E. coli O157:H7
- - 12 zo 12 zo 0 0
- 300 9tz/2kz/1zo0 10tz/2 zo 2.28 2.89
700 300 10tz/1kz/1zo 9tz/1kz/2z0 3.04 3.61
S. Typhimurium
- - 12 z0 12 zo 0 0
- 300 10tz/2 zo0 5tz/1kz/6zo 2.60 3.63
700 300 121z 8tz/3kz/3z0 3.27 a7
Staphylococcus aureus
- - 12 zo 1220
700 - 12 zo 12 zo0

4.3. Uretilen Yenebilir Filmlerin Plastik Filmlerle Birlestiriimesi

Tarafimizdan dretiimis olan alginat filmler hidrofifik yapilariyla Szellikle gidalarin kaplanmas)
icin kullanijabilecek filmlerdir. Pek ¢ofu hidrofobik yapida olan plastik filmler bu filmle uyumiu
degildirler. Ancak yine de hidrofilik dzellikleriyle bilinen polivinilalkol filmilerin alginat fiimlerle
birlestiimesi i¢cin birtakim 6n denemeler gerceklestiriimis ancak her iki filmin capraz
badlanmas: icin gerekli farkli ajantann uygulamasiyla ilgili soruniar nedeniyle dizgiin yiizeye
sahip birlestiriimis filmler elde edilmesinde istenilen diizeyde basar elde edilememistir. Difer
yandan Uretiimig olan zein filmlerin hidrofobik yapisi nedeniyle plastik filmlerle oldukg¢a

uyumiu oldugu belirlenmis ve ¢aiismalar bu filmier Gzerinde yoduniastiriimistir.

4.3.1. Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Zein Filmierin Gift Yonl{i Olarak Oriente Edilmis
Polipropilen Filmlerle Biriegtirilmesi

Yapian calismalar sonucunda zein filmierin ¢ift yonll olarak oriente ediimig polipropilen
(BOPP) filmlerle uyumiu oldukiart ve bu filmlerin ylizeyine dokiilince diizgin bir film tabakasi
olusturarak plastik filme tutundukian belirlenmistir (Sekil 4.21). Eide edilmis olan bir yizi
zein, dier ylizl polipropilenden olusan film elde egilip biktldigi ve hafifee burusturuldugu
zaman iki film birbirinden ayriimamaktadir. Ancak, filmin bir késesinden iki film arasina ince

uglu bir kesici cisimle zorlama yapildiginda filmler birbirinden ayrilabilmektedir.
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BOPP Film

= Zein Film

Sekil 4.21. Zein filmlerin BOPP filmlerin ylUzeyine kaplanarak ¢ok katl film tretimi

4.3.2. Kangtirma Teknigi ile Uretilmis Zein Filmlerin Seliiloz Asetat Filmlerle
Birlegtirilmesi

Zein filmin selllloz asetat filmle birlestiriimesi ¢ahigmalan iki filmin birbirine cok gugll bir
sekilde tutunmasi ve sikica yapismasi nedeniyle oldukga basanll bir sekilde
gergeklestiriimistir. Elde edilmis olan zein filmle birlestiriimis bir sellloz asetat filmin fotografi
Sekil 4.22'de verilmistir. Bu filmin taramali elektron mikroskobu (TEM) ile ylzey kesit alani da
gorantilenmis (Sekil 4.23) ve yapiyi olusturan sellloz asetat ve zein film tabakalarinin
kalinliklari (toplam 10 Slgiim ortalamasi) sirasiyla 60 um ve 180 pm olarak belirlenmistir.
Uretilmis olan bu gift tabakali filmde her iki tabakanin birbirinden elle ayriimasi mumkin
olmarmistir. Ayni girisim yani zein filmin selliloz asetat ylzeyinden kaldiriimasi, film 24 saat
boyunca su igerisinde bekletildikien sonra bile basarnsiz olmus ancak bu kez istanarak belli
oranda yumusamus zein film plastik film ylzeyinden tirnakla daha kolay bir sekilde
kazinabiimigtir. Gergeklestiriimis olan bu ¢alisma seliiloz asetat filmlerin zein filmlerle

Kaplanmaya oldukca milsait oldugunu gdstermistir.
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Seliloz Asetat Film

Zein Film

Sekil 4.22. Zein filmle birlestiriimis sellloz asetat filmin gérinisi

. Selliloz Asetat Film

Zein Film

Sekil 4.23. Seliloz asetat ve 350 upglcm? fisozim iceren zein filmin taramal elektron
mikroskobu ile ylizey kesit alani gérintisi

4.3.2.1. Kanstirma Teknigi ile Uretilmis Lisozim igeren Zein Filmlerin Seliiloz Asetat
Filmle Birlegtirildikten Sonraki Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Kati
Besiyerinde Gerceklestirilen Zon Inhibisyon Testleri

Antimikrobiyal testlerle sellloz asetat filmle birlestiriimis kismi saftagtinimis lisozim iceren
(175, 350 ve 700 ug/cm?) zein filmlerden kesilen 1.3 cm capindaki disklerin E. coli, L.
innocua, Salmonella Typhimurium ve Staphylococcus carnosus ekilmis Petri kaplarinda
olugturdugu zonfar belirlenmistir (Tablo 4.24). Lisozimin Gram{-) bakteriler (zerindeki
etkinliginin artinimasi amaciyla Na,EDTA ile kombine edildigi testlerde elde edilmis olan
sonuglar zein-selltoz asetat filmlerin antimikrobiyal etkisinin daha énce test edilimis olan aynt
bilegimdeki zein filmlerden daha disik oldugunu géstermektedir. Ozellikle 700 pg/cm?
lisozim igeren filmlerde antimikrobiyal etki Na,EDTA icermeyen Staphylococcus carnosus
Uzerinde test edilmis olanlar haricindeki filmlerde beklenenin aksine artmanmuis dismustir. L.
innocua Uzerinde de yUksek lisozim konsantrasyonu kullaniidiginda sasirtict bir sekilde
antimikrobiyal etki elde edilememistir. Her ne kadar bu durum agiklanmasi zor kompleks bir
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olay gibi gériinse de zein filmlerdeki lisozim orami arttikga bu filmlerin hidrofilikliginin arttigh
aciktir. Bu durumun gecis deneyi sirasinda daha ¢ok hidrate olan yitksek miktarda lisozim
iceren filmlerde dzellikle ditsik molekil adirikll Na:EDTA'nin ve belli miktar lisozimin agarla
temas eden zein tabakasindan Ostte kalan selilloz asetat tabakasina diflize etfigi ve bu

durumun filmlerin antimikrobiyal kapasitesini dilstirdiigi tabmin edilmektedir.

Tablo 4.24. Selilloz asetatla birlestiriimis kismi saflastindmig lisozim enzimi igeren zein
filmlerin antimikrobiyal etkisi (Zon tipferi: tz: tam zon; kz: kismi zon; zo: zon olusmamis)
inkiibasyon silresi

. Lisozim  Na,EDTA (48 saat)
Test edilen miktari lem? ipleri
mikroorganizma 2a Hg Orialama tam Zon tipleri
Hg/cm 2 ve
zon alani (cm’) bu zonlann sayii
yilar
Escherichia coli
- - 0 12 zo
- 200 1.45 2tz/10zo
175 200 1.54 Btz/1kz/5z0
350 200 1.18 1iz/1kz
700 200 1.05 4tz/4kz/4 zo
Salmonella Typhimurium
- - 0 12 zo
- 200 1.58 5tz/tkz/6z0
175 200 1.94 1tz/2kz/9z0
350 200 2.39 6tz/6 zo
700 200 1.58 7tz/1kz!4zo
Listeria innocua
- - 0 12 zo
175 - 1.12 114z /1kz
350 - 1.13 5tz/5kz/2zo
700 - 0 12 zo
Staphylococceus carnosus
- - 0, 12 zo
175 - 0 12 zo
350 - 0.76 8tz/4kz
700 - 0.86 10tz/2 kz

#Zein filmlerin icerisindeki fisozimin aktivitesi 5780 Uimg dir.

4.4, Uretilen Yenebilir Filmlerin Gidalara Uygulanmasi

4.4.1. Taze Kalamar Halkalarinin Laktoperoksidaz igeren Alginat Filmlerle Kaplanmast

Alginat filmlerle birlestirilmis laktoperoksidaz sisteminin antimikrobiyal etkisinin gidalarda
belirlenmesi amaciyla kalamar hatkalan kullanimighir. Lakioperoksidaz igeren alginat filmle
kaplanmig kalamartarin depolama boyunca (4 °C da 7 gin sireyle) toplam canh
mikroorganizma sayilan belirlenmistir. Kalamarlanin daldinldidr alginat film ¢dzeltileri igerisine
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aktivitesi 2921 U/mg olarak belirlenmis olan laktoperoksidazdan 2.2 mg/g film ¢ézeltisi kadar
lave edilmisgtir. Bu ¢ézelti aynt zamanda 4000 uM KSCN icermektedir. Alginat filmle
kaplanmis ve sonra CaCl'le capraz baglanmis clan kalamar pargalan 4000 veya 8000 yM
H.,O, iceren su igerisinde sodukia depolanmislardir. Kontrol olarak kaplanmadan ve
lakioperoksidaz icermeyen alginat filmle kaplandiktan sonra su icerisinde depolanan kalamar
pargalart kullanidmistir. Elde edilmis olan sonuglar Sekil 4.24'de gdérllimekiedir. Buna gére
Laktoperoksidaz, KSCN ve H;0; iceren lakioperoksidaz sistemi bulunan ortamda
depolanmis olan drneklerde daha az bir mikrobiyal ireme oldudu agikga gérilmektedir. Oyle
ki kontrol 8rneklerde mikrobiyal bozulma simin sayilan toplam canlt mikroorganizma saytsinin
6-7 log,e cfulg dlizeyine ulasmas! ve bu deferi agmasi yalnizca 1 giin sirerken, ayn defere
ulasiimas) 4000 uM H.O; kullaniimis olan sistemde 3-4 gin, 8000 uM H;O; kullanilan

sistemde 5-6 giin strmektedir.

o Kaplanmamis kalamar

Laktocperoksidaz icermeyen alginat fiimle kaplanmig kalamar

a Lakioperoksidaz igeren filmie kaplanmig kafararlar — 4000 uM HaQ3
¢ Laktopercksidaz igeren filmle kaplanrms kalamarlar — 8000 uM Hz02

-t
[=]

o] ~ 2] w
. N L\ .

{logqo cfu/g)
n

Toplam canii sayisi

N W
. .

0 1 2 3 4 5 8 7 8
Depolama zaman: {glin)

Sekil 4.24. Laktoperoksidaz iceren alginat filmle kaplanmig kalamar halkalarinin depolama
sirasindaki mikrobiyatl yitk degisimi

4.4.2. Kugbasi Etlerin Laktik Asit Bakterisi iceren Alginat Filmlerle Kaplanmasi

Kusbas! etler L. delbrueckii subsp. lactis veya L. plantarum (8 mg/g) iceren %2 alginat
gozeltisine daldinlarak kaplanmisiar ve 4 °C’da 14 gln slreyle depolanmistir. Kaplanmamis
kusbasi et érnekieri, bakteri icermeyen alginat filmle kaplanmig drnekler ve L. delbrueckii
subsp. /actis veya L. plantarum iceren alginat filmle kaplanmis kusbasi orneklerin depolama
sirasinda renklerindeki dedisimi belirlemek amaciyla 0., 2., 3., 7. ve 14. glnlerde kamerah
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gorintl analiz cihazi ile resimleri ¢ekilmistir. Herbir uygulama igin temsili 2 érnek segilerek

depolamanin 14. giine kadar &rneklerin toplu olarak resmi Sekil 4.25'de verilmistir.

Kaplanmamgy Alginat film L. lactis igeren flim L. plantarum igeren film
Kap p ¢

0. giin

2. giin

3. giin

7. giin

14, giin

Sekil 4.25. Kaplanmamis, laktik asit bakterisi icermeyen alginat filmle kaplanmig ve iki farkli
faktik asit bakterisi igeren alginat filmlerle kaplanmis kugbasi et &rneklerinin 14 gunlik
depolama sirasindaki resimleri

Orneklerin depolama slresince L* (aydinhk degeri) ve a*b* (kirmizibk indeksi) dederleri
belirlenmistir (Sekil 4.26 ve 4.27). Sekil 4.25'de gérildigh Gzere tim drnekier 0. giinde daha
koyu renkli olmakia birlikte 14. gilnde sadece kaplanmamis &mekler koyu renkli
gérilmektedir. L* degderlerine bakildiginda 0. glinde tim &rneklerin L* dederleri 48.62-51.73
arasinda degisim gostermektedir. Ancak depolama sirasinda kaplanmamis Sreklerin L™
degerlerinde yikselme gézlemlenmis ancak 14. glinde tekrar 0. gline yakin bir dedere dlsis
olmustur. Laktik asit bakterisi icermeyen alginat filmle kaplanmig érneklerde 0. glinden sonra
L* dederlerinde ylkseime olmakla birlikte 14. glinde L* degeri 0. gtindekine yakin bir degere
dilsmustir. Laktik asit bakteri iceren alginat filmlerle kaplanan dider orneklerde L*
dederlerinde artis goézlemlenmistir. Kirmiziik indeksi 0. giinde tim drneklerde en yiksek
degerlerde olup depolama sirasinda kirmizilik indeksinde dusts goézlemlenmektedir.
Kaplanmamis drneklerin 0. gin disindaki ginlerde kirmizilik indeksi diger érneklere kiyasla

daha yiksektir.
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Oginm@zZ gino3.gino7 gin @14 gin

45.00 -

L* dederl erl

40.00 +

356.00 1

Kaplanmamig Alginath fim L lactis iceren im L plantarum
iceren Bim

T

Kushag et drnekien

Sekil 4.26. Depolama sirasinda kusbasi et 6rneklerinin L* degerleri (*°: Farkli harfler ayni
fimle kaplanmig oOrneklerin depolama sirasinda istatistiksel olarak farkli oldugunu
gdstermektedir. *®: Farkh harfler ayni depolama giiniinde farkl filmlerle kaplanmis drnekier
arasinda istatistiksel olarak farklihg: gostermektedir.)

Bl gihE2 gin O3 gin 7. gin @14 gon

#/b* dederleri

Kaplanmans Alginath fitm L lactis geren @iim L. plantamum iceren
film

Kusbas et drmekleri

Sekil 4.27. Depolama sirasinda kugbasi et érneklerinin a*/b* degerleri (*: Farkh harfler ayni
filmle kaplanmis orneklerin  depolama sirasinda istatistiksel olarak farkhh oldugunu
gostermektedir. *®: Farkh harfler ayni depolama giintinde farkli filmierle kaplanmis érnekler
arasinda istatistiksel olarak farkliidi gostermektedir.)
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Sekil 4.28'de kiitir ilave edilmis alginat filmlerle kaplanmis etlerdeki laktik asit bakterisi
sayisindaki artis net bir sekilde gorilmektedir. Kultlr iceren alginat filmie kaplanmis etlerde
laktik asit bakterisi sayist hicbir alginat filmle kaplanmamis ¢rneklere gére en az 3-4 desimal
daha ylksek bir dizeydedir. 2 haftalk depolama sliresince, kitir ilave edilmis alginat
filmierle kaplanmis drneklerde laktik asit bakterisi sayisinda hafif bir azalma olmustur. Ancak,
bu azaiis kayda de@er bir diizeyde degildir. Depolama sirasinda k{ltir icermeyen alginat
filmle kaptanmis et drneklerinde laktik asit bakterisi sayisi oldukga diigiik bir diizeyde olup bu
durum depolama boyunca dedismemistir. Herhangi bir filmle kaplanmamis et érneklerinde
baglangictaki laktik asit bakierisi sayisi alginat filmle kaplanmamig drneklere gére daha
yiksek bir diizeydedir. Buna karsin depolamanin hemen ardindan bu dmeklerin laktik asit
bakterisi sayisinda neredeyse 2 desimali (% 99) bulan bir azalis meydana gelmistir. Kontrol
ornegdindeki laktik asit bakterisi sayisindaki bu dikkat gekici dlisiis depolama sirasindaki
herhangi bir sicakhk derecesi yitkselisi durumunda sézkonusu érnekte dodal olarak bulunan
laktik asit bakterilerinin hizla Greyerek ette patojenlerin gelismesini engelleyebilecek
potensiyele sahip oldugu konusunda kugku yaratmaktadir. Diger yandan k{ltir icermeyen
alginat filmlerle kaplanmis orneklerde laktik asit bakterisi sayisinin baslangictan itibaren
disitk olmasinin ise literatirde bazt arastirmacilarca belirildidi sekilde alginat filmierin gida
ylizeyindeki bakterileri matrisi icerisine alarak tutuklamasi ve geligimlerini engellemesiyle ilgili
oldugu disiiniilmektedir (LINDSTROM, 1992). Ozetlenecek olursa kiltir eklenmis filmle
kaplama yaptlarak etlerin ylizeydeki [aktik asit bakterisi sayisi bastan itibaren yilksek
tutulmus ve depolama sirasinda lakiik asit bakierisi sayist gcok az bir azalma gostermistir. Bu
drneklerde depolama sirasinda herhangi bir sicaklik artis1 clmasi durumunda bozulmanin
hizla Greyecek laktik asit bakterilerince gergeklestiriimesi beklenmektedir. Elde edilmis olan
hu sonug film icerisine ilave edilmig laktik asit bakterilerinin patojenlerin {iremesini bastiran-

engelleyen gida glvenlik sistemleri olusturulmasinda kullanilabilmesi adina olumiudur.
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Sekil 4.28. Farkh laktik asit bakterileri iceren alginat filmlerle kaplanmig et drnekierinde
4°C’da depolama sirasinda laktik asit bakterisi sayisindaki degisim

4.4.3. Dana ve Hindi Burgerlerin Lisozim igeren Zein Filmlerle Kaplanmasi

4.4.3.1. Dana Burgerlerle ligili Sonuglar

Dana burgerler igin toplam canh sayimi sonuglan Tablo 4.25 ve Sekil 4.29 ile 4.30'da ve
verilmigtir. Elde ediimis olan verilere gére aktif paketiemenin burgerlerin baglangig mikrobiyal
yOki {izerine kayda deger bir etkisi yokiur. Ancak, lisozim ve Na,EDTA iceren karistirma
veya homojenizasyonla Uretiimis zein filmlerle kaplanmis burgerlerde toplam canh
mikroorganizma sayist 5. giinde diger drneklere kiyasia yaklasik 1-2 log, 7. ginde ise 0.5-1
log daha dlglktir. Diger érnekler mikrobiyal yiiklerinin limit dederi olan 7 logqo cfu/g degerine
yaklasik 5. glinlin sonunda ulagmistir, ancak lisozim ve Na;EDTA igeren filmlerle kaplanmig
érnekler bu degere 7. giniin sonunda ulagmaktadir. Ozet olarak dana burgerlerde raf
érmrinin geligtirilen lisozim ve NaEDTA iceren filmler sayesinde yaklasik 2 gin arthigin
stylemek mimkiindtr. Depolama sirasinda koliform sayilarindaki deisim de Tablo 4.26 ve
Sekil 4.31 ve 4.32 de verilmigtir. Koliform sayimlarinda ayni depolama giiniinde fisozim ve
Na;EDTA igeren zein filmle kaplanmig &rneklerde yaklasik 0.5-1 log diisits gdzlemlenmistir.
Bu denemede homojenizasyon veya karigtima teknidi ile Urefiimis lisozim iceren filmlerin
antimikrobiyal performans) arasinda belirgin  bir farklihk belirlenememistir.  Ancak,
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antimikrobiyal aktivitenin film ylzeyine daha heterojen olarak dagididr karistirma teknidi ife

Gretiimis  filmlerde lokal olarak filmin 6lG
homojenizasyon teknigi ile Uretilmis filmlere g6re daha yiksek oldugu tartisimazdir.

Tablo 4.25. Dana burgerlerin depolama sirasindaki toptam canl mikroorganizma saytlarn

noktalarinda patojen gelisme

Teplam Canl Mikroorganizma Sayisi, log,, cfulg

Dana burger érnekleri

0. Giin 3. Gin 5. Giin 7. Giin
Kaplanmarmis 520+0.01  5.3820.02 7.84+0.04 7.71+0.08
Zein film [H] (Kontrol) 5.3920.17  5.82+0.24 8.02+0.30 8.15+0.03
Zein film [H 4.99:0.09 54420.08 6.94:t0.49  7.85:0.42
{300 pg/cm” Na,EDTA)
Zein Film [H]
(700 pgicmz lisazim + 300 5.08+0.02 5.100.16 6.14+0.14 6.90+0.34
Mg/em® Na,EDTA)
Zein film [K] (Konirol) 5462043 5.63+0.21 7.99£0.19 7.96+0.26
Zein film [K] 512+0.08 525+0.05 7.02£0.39  8.31x0.13
{300 pyg/cmNa,EDTA)
Zein Film [K]
(700 pg/em” lisozim + 300 528+0.35 4.9410.22  6.01£0.09  7.10z0.10

Mglcm® Na:EDTA

[H]: Homojenizasyon teknigiyle tretilmis film, [K]: Karistirma teknigiyle Gretilmis film

9.00

8.00 -

7.00 -

Toplam canh sayimi (log ,, cfu/g)
o
o
[}

4.00 -

—¢— Kaplanmamig

~—8-— Zein film [H} (Kontrol)
—¢e— Zein fim [H] (NaZEDTA)
—a— Zein film [H] (Lisczim + Na2EDTA)

3.00
0 1 2 3

4 5

Depolama siiresi {Giin)

6

riskinin

Sekil 4.29. Homojenizasyon teknigdi ile Uretilmis zein filmlerle kaplanmis dana burgerlerin
depolama sirasindaki toplam canii mikroorganizma sayimlari
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—d— Kaplanmamis
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3.00
0 1 2 3
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Sekil 4.30. Karistima teknigi ile Gretilmis zein filmlerle kaplanmis dana burgerlerin depolama
sirasindaki toplam canlt mikroorganizma sayimiari

Tablo 4.26. Dana burgerlerin depolama sirasindaki koliform saytlar

Koliform Sayisi, log,; ¢fulg

Dana burger érnekleri

0. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Gon
Kaplanmamis 2.60+0.02 3.8110.14 5.5210.04 5.06+0.12
Zein fitm {H] (Kontrol) 2.90x0.34  4.35+0.09 5.62+0.10 5.48+0.07
Zein film [H 2.68+0.04 396041  5.02+0.12  532%£0.36
(300 pglem” NaEDTA)
Zein Film [H]
(700 uglcmz lisozim + 300 260010 3.25t0.08  4.34+0.02 4.76x0.48
pa/cm” Na,EDTA)
Zein film [K] (Kontrotf) 2.68+0.03 4461021 5703017  5.35£0.30
Zein film [K] 2,62+0.08  4.06:0.19  4.89:0.33  6.21£0.22
(300 ug/lem™NaEDTA)
Zein Film [K]
(700 p?/sz lisozim + 300 2.66+0.33  3.26x0.12 3.80+£0.29 5.01+0.24
ug/cm” Na,EDTA

[H}: Homojenizasyon teknidiyle Gretilmis film, [K]: Kanistirma teknigiyie Uretilmis film
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2.00

3 4 5

Depolama slresi {Gin)

Sekil 4.31. Homojenizasyon teknidi ile Gretilmis zein filmlerle kaplanmis dana burgerlerin
depolama sirasindaki koliform sayimiar

—ap Kaplanmamis
—s— Zein fitm [K] (Kontrof)

3 Z2I0 Tl [K] (Na2EDTA)

—a— Zein film [K] (Lisozim+NaZEDTA)

3 4 5

Depolama suresi (Gin)

Sekil 4.32. Kanistirma teknidi ile Uretilmis zein filmlerle kaplanmis dana burgerlerin depolama
sirasindaki koliform sayimiar
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Homojenizasyon ve kanstirma teknidi ile Gretilmis farkli zein filmlerle kaplanmis dana
burgerlerin depolama sirasindaki oksidasyon durumilari Sekil 4.33'de verilmistir. Zein filmlerle
kaplanmamis kontrol érneklerde oksidasyon diizeyi depolama sirasinda artis gésterirken
isozim+Na,EDTA iceren filmlerle kaplanmis Orneklerde oksidasyonun géstergesi olan
absorbans degerlerinin daha dustk oldudu gérilmektedir. Sadece Na,EDTA igeren filmle
kaplanmis orneklerde de oksidasyon zein filmie kaplanmis veya kaplanmamis kontrol
érneklere gére oldukega disiktir. Bu durum oksidatif stabilitenin antioksidant etkisi oldugu
zaten bilinen Na,EDTA'dan kaynaklandigdini acik¢a gostermektedir. Depolamanin 3. glininde
homojenizasyon ve karngtirma teknikleri arasinda istatistiksel agidan fark géruitrken 7.
gundeki drneklerde herhangi bir farka rastlanmamistir. Buna gére gelistiritmis olan lisozim ve

Na,EDTA iceren filmlerin antimikrobiyal etki yaninda antioksidan etkiye de sahip olduklar:

actktir.
Kaplanmams B 72in film [K] (Kontrol)
B Zein film [K] (Na, EOTA) @ Zein film [K] {Lisozim+Na,EDTA)
Lein fitm [H] {Kontrol) & Zein film [H} (Na, EDTA)
B Zein film [H] (LisoainmNa,EDTA)
2.00
1.80
1.60
1.40 4
1.20 4
&
_I.Q'_P
@ 1.00 -
[v
£
2 080 -
£
a
D.60 -
A B A
an i I e Q BC ¢ c C
c by
021 - ok
5y
0.00 4 SR
0
Depaslama stirest (GUn)

Sekil 4.33. Sogukta depolanan dana burgerlerin oksidasyon durumlar (*°; Farkh harfler ayni
bilegimdeki filmle kaplanmig érneklerin depolama sirasinda istatistiksel olarak farkh oldugunu
gostermektedir. *®: Farkhi harfler ayni depolama gintinde farkl filmlerle kaplanmis 6rnekler
arasinda istatistiksel olarak farkhli§i gostermektedir.) [H]: Homojenizasyon teknidiyle
dretilmis film, [K]: Kanstirma teknigiyle Oretiimis film
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Homojenizasyon veya kanistirma teknigi ve 700 ug/om? lisozim + 300 pg/cm? Na,EDTA
ilavesinin zein filmlerin su buhar gegirgenliklerine olan etkilerini incelemek amaciyla, tretilen
filmler 100% doymus su buharina maruz birakilmistir. Filmlerin st kismiyla temas eden
hiicrede gegen su buharl nedeni ile zamana kargl bagll nemdeki artis kaydedilmistir ve
sonuglar Sekil 4.34'de gosterilmistir. Sekilden gorilecegi gibi kanistirma teknigi ile Uretilen
filmlerin su buhari gegirgenlikleri homojenizasyon teknigi ile Uretilen filmlerinkine kiyasla
daha yiiksektir. Bu durum kanstirma tekni§inde kullamitan kanstiricimin film ¢ozeltisinde
yeterince homojen bir karisim saglayamamasi ve bunun sonucu filmde mikro gézeneklerin
olugmasindan kaynaklanmaktadir. Zein filmlere 700 ug/cm? lisozim + 300 pg/cm? Na,EDTA
itavesi filmlerin su buhan gecirgenligini azaltmaktadir. Hidrofilik karakterdeki lisozimin
hidrofobik bir biyopolimer olan zeine ilave ediimesi zein filmlerin hidrofilik karakterini
artirmakia birlikte, fisozimin film iginde agregatlar olusturmasi su buhannin filmden gecigini
zorlagtirmakta, boylece lisozimli zein filmlerin su buhar gecirgenli§i azalmaktadir. Diger
taraftan zein filmlerin 133 mikron civarindaki kalmiiklan lisozim ve Na,EDTA ilavesi ile 214
mikrona gikmistir. Bu durumda su buhannin filmlerden gegmesi i¢in gerekli olan sire

uzamig, dolayisiyla filmlerin Ust hiicresindeki nem artis| daha yavas gerceklesmistir.
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Sekil 4.34. Zein fimlerin ve 700 ug/cm? lisozim + 300 pg/cm? Na,EDTA iceren filmlerin su
buhari gegirgenlikleri [K]: Kanstirma teknigi ile hazirlanan filmler  [H]: Homojenizasyon
teknigi ile hazirlanan filmler

Hic kaplanmamis ve homojenizasyon ve Kkaristirma teknidi ile Uretilmis zein filmlerle
kaplanmis dana burgerlerin resimleri Sekil 4.35'de verilmistir. Orneklerin L* ve a*/b* degerleri
Sekil 4.36 ve 4.37'da gorlimekiedir. Farkl bilesimdeki filmlerin kullanimi ve farkli depolama
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sUreleri érneklerin L* dederierinde istatistiksel olarak dnemli bir fark olusturmamistir. L*
dederleri 56.17-61.80 arasinda dedismis ve genel olarak depolama sirasinda dlsis
gbstermigtir.  Film (retiminde homojenizasyon ve karnigtirma teknidinin  kullanilmasinin
drnekierin L* dederleri lizerinde bir etkisi olmamistir. Orneklerin a*/b* degerleri depolama
sirasinda disgls gostermistir. Tek basina Na;EDTA ve lisozim+Na,EDTA iceren zein filmlerle

kaplanmis drneklerin a*/b* degerteri diger drneklere kiyasla daha dislk bulunmustur.

Homajenizasyon teknid Kangtirma teknigi
I ! 1

Kaplanmamig I

Kontrol NaZ EDTA lLisozim + NaZ.EDTA Kontrgl Na2 EDTA  Lisozim + Na2.EDTA

3. Giin

1. Gin

Sekil 4.35. Kaplanmamig, homojenizasyon ve karistirma teknigi ile Oretilmis kontrol, 300
ug/cm? Na,EDTA ve 700 pg/om® lisozim+300 pg/cm? Na,EDTA iceren zein filmlerle
kaplanmis dana burgerlerin 7 gliniik depolama sirasindaki gériin{isleri

& Kaplanmamig B Zein i [K} (Kordrol)
Zein filn [K] (Na,EDTA) B Zein #im [K] {Lisczim + N2 EDTA)
= Zain fim [H] (Kontrol)  Zein §m [H) Na,EDTA)
aZein tire [H] Lisozim+Na ,EDTA)
7000
B5.00 4

G004 1

ik

55.00 1

E0.00 1

i

L*defed
777

%

4500 4

40.00 4

3500 4

S i

)

Depoiama sdresi (G}

Sekil 4.36. Homojenizasyon [H] ve kanistirma tekni§i [K] ile Gretilmis zein filmlerle kaplanmis
dana burgerlerin depolama sirasindaki L* dederleri
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@ Kaplanmamis & Zein fim [K] §<ontrob)

Zein §lm [K] (Na,EDTA) Zeinfilm [K] {Lisczim+Ma,EDTA)}
g Zein #im [H] (Kontrol) m Zein film [H] (Na,EDTA}

o Zein fim {H] {Lisozim+Na>EDTA)

co
a8

P
&

ab* degerl
bid - g
8 2 3

o
B

000 -

Depolama siires (Gin)

Sekil 4.37. Homojenizasyon [H] ve kanstirma [K] teknidi ile Uretilmig zein filmlerle kaplanmis
dana burgerlerin depolama sirasindaki a*b* degerleri (*:Farkii harfler ayni bilesimdeki
filmle kaplanmis orneklerin depolama sirasinda istatistiksel olarak farkh oldugunu
gbstermektedir. “®:Farkll harfler ayni depolama gintinde farkhi filmlerle kaplanmis érnekler
arasinda istatistiksel olarak farklii§i géstermektedir.)

4.4.3.2. Hindi Burgerlerle ilgili Sonuglar

Dana burgerlere uygulanmis olan benzer paketleme denemesi aynen hindi burgerler igin de
uygulanmig, ancak bu kez yalmizca mikrobiyolojik analizler gergeklestiriimigtir. Elde edilen
sonuclara goére depolamanin basinda antimikrobiyal paketlemenin mikrobiyal yik (zerinde
bir etkisi yokiur (Tablo 4.27 ve Sekil 4.38 ve 4.39). Ancak depolamanin 3. giniinde bir tek
lisozim ile Na,EDTA’nin birlikte kullanildidi fitmlerle paketlenmis Grinierde mikrobiyal yik 6
log dizeyinin altindadir. Depolamanin 5. giininde yalnizca Na,EDTA iceren filmlerle ve
fisozim e Na,EDTA iceren filmlerle paketienmis tGriinlerin mikrobiyal ylkleri kontrol érneklere
gore 1-1.5 log daha distktir. 7. glinde ise tiim 6rneklerin mikrobiyal yikleri limit degeri olan
7 log degerini agmistir. Bu sartlar altinda lisozim ve EDTA iceren zein filmle kaplanmig hindi
burgerlerin depolama siresinin 3 ile 5 giin arasinda oldudu aciktir. Hindi burgerterin koliform
sayilari Tablo 4.28 ve Sekil 4.40 ve 4.41'de verilmistir. Koliform sayilar depolama sirasinda
lisozim+Na,EDTA igeren filmle kaplanmis drneklerde dijer émeklere kiyasla yaklasik 0.5-1
log arasinda disme gézlemlenmistir. Ancak bu denemede de homojenizasyon ve karigtirma
teknigivle Uretilmis zein filmlerin antimikrobiyal etkinlikleri arasinda belirgin bir farkliik

belirlenememistir.
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Tablo 4.27. Hindi burgerlerin depolama sirasindaki toplam canli mikroorganizma sayilan

Mikrobiyal Yiik, logq, cfu/g

Hindi burger 6rnekleri
0. Gin 3. Giin 5. Giin 7. Giin

Kaplanmamig 57610.02 833012 7.34+0.43  8.83+0.20
Zein film [H] (Kontrol) 574002 8.33120.098 7.66+0.10 8.68+0.22
Zein fiim [H 571£0.02 6.25:0.13  7.30£0.49  7.99+0.15
{300 pg/cm” NaEDTA)
Zein Film [H]
(700 ug/em? lisozim + 300 572+0.02  579+0.46 6.01+0.09 7.71£0.54
Mg/em® Na,EDTA)
Zein film [K] (Kontrol) 574£0.02  6.33x0.03 7.44+0.24 8.7220.24
Zein film [K] 5.61+0.05 576+0.13 6.67#0.51  7.90+0.16
(300 pyglem™NaEDTA)
Zein Film [K]

566£0.03 5.32:0.08 6.3210.25 7.77+0.37

(700 pg/cmz lisozim + 300
_Mg/om” Nap,EDTA

[H]: Homojenizasyon teknigiyle Oretilmis film, [K}: Kanistirma teknidiyle Gretilmis film

10.00
—eo—Kaplanmamisg
—a—Zein fitm [H] (Kontrol)

- 900 —c—Zeinfilm [H]} (Na2EDTA)
..g’ —e—Zein film [H] (Lisozim+Na2EDTA)
o 800
)
2
g 7.00-
=,
B
- B.00
= R
@G i
[&]
E 5,00
o
O
j o
) 4.00

3.00

0 1 2 3 4 5 5] 7 8

Depolama siresi (Giin)

Sekil 4.38. Homojenizasyon teknidi ile Gretilmis zein filmlerle kaplanmis hindi burgerlerin
depolama sirasindaki foplam canh mikroorganizma sayimlari
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10.00

9.00

8.00 -

7.00 |

—e— Kaplanmamig

—g— Zein film [K] (Kontrol)
3¢ Zein fitm {K] (Na2EDTA)
—a—Zein film [K] (Lisozim+Na2EDTA)

.00 __

5.00 -

Toplam canli sayimi (logio cfu/g)

4.00 -

3.00

1 2 3

Depolama siresi (Glin)

4 5

Sekil 4.39. Kanstirma teknigi ile Uretilmis zein filmlerle kaplanmis hindi burgerlerin depolama
strasindaki toplam canl mikroorganizma sayimiari

Tablo 4.28. Hindi burgerierin depolama sirasindaki koliform sayilan

Dana burger 6rnekleri

Koliform Sayisi, logse cfulg

0. Giin 3. Giin 5. Giin 7. Giin
Kaplanmamisg 3.97+0.03 437008  53620.04  585+0.13
Zein fiim [H] (Kontrol) 4.03+0.07 4 62+0.14 5.23+0.02 5.80x0.21
Zein film [H] 3.89:0.02  4.4320.31  5.05:0.08  5.40%0.17
{300 ug/cm” Na,EDTA)
Zein Film [H]
(700 u lem? lisozim + 300 3.821014  4.46+0.10 4.4540.23 4,75+0.25
ug/em® NaEDTA)
Zein film [K] (Kontrol) 3.97+0.03 4.2740.36 5.18£0.09 5.54%£0.19
Zein film [K 4.0740.09 4.21:0.02  4.92+0.16  5.45+0.37
(300 ug/cm*Na;EDTA)
Zein Film K]
(700 u lem? lisozim + 300 3.90:0.22  4.14+0.36 4,32+0.28 5.26£0.09

dg/em” Na,EDTA

[H]: Homojenizasyon teknigiyle Uretilmis film, [K]: Kanistirma teknidiyle Gretiimis film
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Sekil 4.40. Homojenizasyon teknigi ile Oretilmis zein filmlerle kaplanmis hindi burgerlerin
depolama sirasindaki koliform sayimiari

6.50
—e—Kaplanmamis
—s— Zein film K] (Kontrol)
8.00 4 —w—Zein film [K} (Na2EDTA)
= —e— Zein film [K] (Lisozim+NaZ2EDTA)
o
3
5 5.50
E
o
2 500
E
& 4.50 -
E ]
2 400 &
o)
! -
3.50
3.00

0 1 2 3 4 5 8 7 8
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Sekil 4.41. Karistirma teknigi ile tiretilmis zein filmlerle kaplanmis hindi burgerlerin depolama
sirasindaki koliform sayimlari
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5. SONUG

Gergeklestiriimis ofan bu g¢alisma ile lisozim ve laktoperoksidaz enzimleri kullaniarak
antimikrobiyal etkisi olan yenebilir zein ve alginat filmler gelistiriimis ve bunlann etkileri pek
cok farkli bakteri Gzerinde gésterilmigtir. Gelistiriimis olan antimikrobiyal yenebilir filmlerden
fisozim igeren zein filmler hidrofobik Szellikleriyle plastik filmlerin kaplanmasina oldukga
elverigl bulunmustur. Ozellikle zein filmlerin seliloz asetat filmlerle birlestirimesiyle
antimikrobiyal etkisi olan filmler gelistiriimis, ancak bunlann etkinlikieri tek basina yenebilir
filmlerden daha az bulunmustur. Geligtirilmis olan yenebilir filmlerden lakioperoksidaz iceren
alginat filmier sogukta depolanmis olan kalamarlar Uzerinde antimikrobiyal etki elde etmek
amaciyla basarih bir gsekilde kullanmifmistir. Bu filmierin farklt deniz Grinferinde de benzer
sekilde kullantlabilecegdi degerlendiriimektedir. Lisozim iceren zein filmler ise Na,EDTA ile
desteklendikleri zaman &zellikle dana burgerlerde etkili bir akiif paketleme sadlamis ve hem
antimikrobiyal efki, hem de antioksidan etki gdstermistir. Lisozim igeren zein filmler hindi
burgerlerde daha siirh bir antimikrobiyal etki saglamstir. Zein filmlerle ilgili en biyik
uygulama guclidl, bu filmier icerisine lisozim gibi hidrofilik protein yapisindaki ajanlarin
sinirh bir sekilde ilave edilmesidir. Ancak bu calismada literattirde ifk kez hidrofilik karakterli
bir antimikrobival enzim zein filmler igerisine homojenizasyon teknidi kullamlarak itave
edilmistir. Dolayisiyla geligtiriimis olan lisozim ve Na,EDTA iceren homojenizasyon teknidi ile
Oretilmig zein filmlerin Gzeflikle kirmiz) et Orinlerinde ylzey kaplamasi ve dilimler arasi
tabakalarda kultanilabilecedi dustuniiimektedir. Calismada eide edilen son sonug iki farkli
laktik asit bakterisinin preparat haline getirilerek alginat filmler icerisine ilave edimis
olmasidir. Laktik asit bakierileri alginat filmler icerisinde oldukga y(Oksek bir stabilite
gostermigtir. Lakiik asit bakterilerini iceren alginat filmler kugbasgi seklindeki et Urlinlerinin
kaplanmas| amaciyla kullanilmis ve bu trinlerdeki iaktik asit bakterisi sayisini kayda deger
bir seklide artinlmistir. Laktik asit bakterileri sodukia depolama sirasinda (riinde
gelismemektiedir. Gelistiriimis olan bu sistemin etlerin sogukta depolanmas! sirasinda
olusacak bir sicaklik ylikselmesi durumunda zehirlenmeyi &nleyici biyoglivenlik mekanizmasi
olarak kullanmimasi planlanmaktadir. Laktik asit bakterileri et Urilnlerinde literatiirde ilk kez bu
sekilde kullanilmis olup bu uygulama geleneksel yéntemler olan bakteri siispansiyonlarinin

Oriin Gzerine pUskirt{dimesine kiyasia uygulama kolayhgina sahiptir.
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