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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KEKIiK ESANSIYEL YAGI iLE ZENGINLESTiRiLMIiS KITOSAN ESASLI
FILMLERIN ANTIMIKROBIYAL ETKISININ TESPITi

Rahime YILMAZ

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Avlama ve isleme Teknolojisi Boliimii

Danisman: Yrd.Dog. Dr. Ali GUNLU

Kitin dogada kabuklu su canlilarinin (Yengeg, karides vb.) kabuklarindan elde
edilen ve ikinci bol bulunan dogal biyopolimerdir. Kitosan ise Kitinin deasetile
formudur. Kitosan, biyolojik olarak parcalanabilen, toksik olmayan, biyouyumlu
oldugu kanitlanmis, antimikrobiyal karakteristiklere sahip bir bilesiktir.

Bu ¢alismada farkli molekil agirligina sahip kitosan esash yenilebilir filmler ile
kekik esansiyel yagi ile zenginlestirilmis kitosan esashi yenilebilir filmlerin
antimikrobiyal aktiviteleri agar diflizyon testi ile belirlenmistir. Farkl
vizkoziteye sahip kitosan esash filmlerin Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila ve Lactobacillus
acidophilus’a karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi, kekik esansiyel yagi ile
zenginlestirilmis kitosan esash yenilebilir filmlerin ise secili bakterilere karsi L.
acidophilus hari¢ 6nemli oranlarda antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:Kitosan, Kekik Esansiyel Yagi, Antimikrobiyal Aktivite, Agar
Difiizyon Metodu.

2014, 27 sayfa
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF CHITOSAN-BASED
EDIBLE FILMS ENRICHED WITH THYME ESSANTIAL OIL

Rahime YILMAZ

Siileyman Demirel University
Institute of Applied and Natural Sciences
Department of Fisheries and Fish Proceshing Technology

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ali GUNLU

Chitin is the second most abundant natural biopolymer obtained from skeletons
of crustaceans (crab shrimp etc.) in nature. Chitosan is deasetilated form of
chitin. Chitosan has been proved to be nontoxic, biodegradable, biocompatible
and have antimicrobial charateristics.

In this study, the antimicrobial activities of the chitosan-based edible films with
different molecular weights and the chitosan-based edible films enriched with
tyhme essential oil were determined by agar diffusion test. It was determined
that the chitosan-based films with different viscosities did not show
antimicrobial activity against Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila and Lactobacillus acidophilus;
however, the chitosan-based edible films enriched with tyhme essential oil
showed significant antimicrobial activity against the selected bacterias except
for L. acidophilus.

Keyword:Chitosan, Thyme essential oil,Antimicrobial Activity, Agar Diffusion
Method.

2014, 27 pages
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1.GIRIS

Balik, besleyici bir gida olarak her zaman 6nemli sayillmis ve genel diyet
Onerileri icerisinde yerini daima korumustur. Baligin bu 6nemi, esas olarak
yiksek degerli protein iceriginin yaninda ¢ogu balik tiriiniin yag iceriginin az
olmasi ve ¢oklu doymamis yag asitlerinin ana kaynagini olusturmasindan ileri
gelmektedir. Balik ve balik iirtinleri ¢ok besleyici 6zelliklere sahip olmakla
birlikte dayanim omirleri diger et ve kanath etlerine kiyasla olduk¢a kisadir.
Dayanim omriinii ve kalite ozelliklerini korumak icin her gecen giin yeni
muhafaza teknikleri ve uygulamalar: gelistirilmektedir. Bu tekniklerden biri de
diger gida {riinlerinde de yaygin sekilde kullanilan yenilebilir filmlerden

faydalanmaktir (Dursun ve Erkan, 2009).

Son yillarda tiiketici taleplerinin ve satis egilimlerinin stirekli degismesi, aktif
ambalajlama gibi yeni gida ambalajlama teknolojilerini karsimiza
cikartmaktadir. Aktif ambalajlama tekniginde, gida kalitesini arttirmak ve gida
glivenligini saglamak amaciyla farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemlerden biri de antimikrobiyal ambalajlamadir. Antimikrobiyal
ambalajlamada, antimikrobiyal maddeler paketlemede kullanilan film icerisine
ilave edilebilecegi gibi, kiiciik paketcikler halinde ambalaj icerisine de
yerlestirilebilmektedir. Ancak son zamanlarda iizerinde yogun calisilan
konulardan  biri gidanin  antimikrobiyal etki gosteren filmlerle

ambalajlanmasidir (Ayana, 2007).

Yenilebilir film ve kaplamalar; gidalar1 korumak, raf omiirlerini uzatmak
amaciyla bir gidanin yiizeyi lizerinde olusturulmus ince tabakali, gidayla birlikte
yenilebilen, sentetik olmayip dogal kaynaklardan elde edilen maddelerdir.
Uygun sekilde hazirlandig: takdirde fonksiyonel bir ambalajin sahip olabilecegi
tiim islevleri yerine getirebilir. Bu ambalajlar, cam, teneke, polimer gibi ticari
ambalajlama materyallerine alternatif olarak gelistirilmistir. Bu teknigin en
onemli islevlerinden birisi su buhar1 gecisine karsi gosterdikleri direnctir. Bu
sayede gida maddelerinin depolanmalar1 sirasinda olusan agirhik kayiplari

azaltilabilmektedir. Yenilebilir ambalajlarla kaplanmis et lirtinlerindeki yaglarin



oksidasyonu engellendiginden acilasmamis, tazeligini korumus et trtnlerini
market raflarinda bulabilmek olasidir. Kisaca bu ambalajlar, suyun yani sira
aroma bilesikleri, pigmentler, kararma tepkimelerini durduran iyonlar ve
vitaminler gibi maddelerin triinlerin icinde tutulmasini saglamaktadir. Ama
daha da onemlisi yenebilir film ve kaplamalar, plastiklerle yapilan gida
ambalajlamasinin 6nemli sorunlarindan olan kanserojen riskini tasimamakta ve

atik sorunu da olusturmamaktadir (Akbaba,2006).

Yenilebilir film ve kaplamalar, tiiketim sirasinda olumsuz etki yaratmamak i¢gin
miimkiin oldugunca kokusuz, tatsiz, renksiz, saydam, berrak olmali, gida
maddesi ile uyum gostermelidir. Filmler genellikle asinmaya dayanikli ve esnek
olmalidir. Farkli fonksiyonel ihtiyacglar1 (nem bariyeri, gaz bariyeri, su ve lipitte
¢ozlnirlik, renk ve goriniis, mekanik o6zellikler vb.) karsilayabilmelidirler
(Kandemir, 2006). Ayrica filmlerin yilizey goriinimiiniin iyilestirilmesi ve

yapiskanliginin da azaltilmasi gerekmektedir (Sarioglu, 2005).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, kekik esansiyel yaginin antioksidatif etkisinin
yanl sira patojen mikroorganizmalar tzerinde antimikrobiyal etkisinin
oldugunu da ortaya cikarmistir. Kekik esansiyel yagi yagi bu 6zelliklerinden
dolay1 yenilebilir filmlerin antmikrobiyal o6zelliklerinin gelistirilmesi icin
kullanilabilmektedir. Bu calisma ile kekik esansiyel yagi ile zenginlestirilmis
kitosan esasli yenilebilir filmlerin secilmis 6nemli gida patojenleri {izerine olan

antimikrobiyal etkilerinin agar difiizyon yontemiyle belirlenmesi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Yiyeceklerin yiiksek kaliteli ve uzun 6miirlii olmasi icin gelistirilen saklama
yontemleriyle, gidalarin uzun sire taze kalmalarim1 saglamak miimkiindiir.
Uriinlerdeki bozulma belirtileri, mikrobiyal artis, renk degisimleri ve oksidatif
bozulmalardir. Mikrobiyal kontaminasyonu diisiirmek, raf émriinti, islenmis
yiyeceklerin Kkalite ve gilivenliklerini diizenlemek i¢in antimikrobiyal olan
yenebilir filmler ile kaplama, 6zellikle et imalat1 icin gittikce artan aktif bir
paketleme islemi olarak giiniimiizde yer almaktadir. Calismalar 6zellikle dogal
antimikrobiyal ajanlar olan nisin, lizozim ve kitosan iizerine odaklanmistir.
Kitosan biyolojik olarak pargalanabilen, toksik olmayan ve genellikle giivenilir
olarak taninmis, USFDA tarafindan da giivenilir bir gida katki maddesi olarak

bildirilmistir (Yingyuad vd., 2006).

Balik eti gibi cabuk bozulan triinlerin kalitesini stirdiirerek uzun stireli raf émri
icin kullanilacak metotlardan biri “kitosan” maddesi ile baligin muamele
edilmesidir. Yenilebilir film ve kaplamalar; gidalar1 korumak, raf émiirlerini
uzatmak amaciyla bir gidanin yilizeyi Uzerinde olusturulmus ince tabakali,
gidayla birlikte yenilebilen, sentetik olmayip dogal kaynaklardan elde edilen
maddelerdir. Yenilebilir filmler uygun sekilde hazirlandig1 takdirde fonksiyonel
bir ambalajin sahip olabilecegi tiim islevleri yerine getirebilir. Bu nedenle cam,
teneke, polimer gibi ticari ambalajlama materyallerine alternatif olarak
gelistirilmistir. Bu teknigin en 6nemli islevlerinden birisi su buhar1 gegisine
kars1 gosterdikleri direnctir. Bu sayede gida maddelerinin depolanmalari
sirasinda olusan agirlik kayiplar1 azaltilabilmektedir. Yenilebilir ambalajlarla
kaplanmis et iirtinlerindeki yaglarin oksidasyonu engellendiginden acilasmamus,
tazeligini korumus et lrlnlerini market raflarinda bulabilmek olasidir. Kisaca
bu ambalajlar, suyun yan1 sira aroma bilesikleri, pigmentler, kararma
tepkimelerini durduran iyonlar ve vitaminler gibi maddelerin triinlerin i¢inde
tutulmasinmi saglamaktadir. Ama daha da 6nemlisi yenebilir film ve kaplamalar,
plastiklerle yapilan gida ambalajlamanin 6nemli sorunlarindan olan kanserojen

riskini tasimamakta ve atik sorunu da olusturmamaktadir (Akbaba,2006;



Krochta ve DeMulder-Johnston, 1997; Debeaufort vd., 1998; Bourtoom, 2008;
Falguera vd., 2011).

Son yillarda da, endiistriyel uygulamalarda biiylik potansiyel saglamasindan
dolay1 kitin ve deasetile formu olan kitosana olan ilgi artmaktadir (Ornum,1992;
No ve Meyers, 1995). Kitosan giinlimiizde her gecen giin popiileritesi artan bir
biyopolimerdir. Gerek lilkemiz gerekse tiim diinyada bu maddelerin kaynaklari
bol miktarlarda bulunmaktadir. Dogada mantar ve maya hiicre duvarlarindan,
denizel diatomlara ve alglere, krill, 1stakoz, karides ve yengec¢ kabuklarindan,
boceklerin epidermisine varana kadar pek ¢ok organizmada bulunmaktadir.
Kitosan gidalarda antimikrobiyal aktiviteye (Cuero, 1999), tekstiirii diizenleyici
(Benjakul vd., 2003), baglayici (No vd., 2000) ve antioksidan 6zellige (Kamil vd.,
2002) sahip olmasindan dolay1 kaplama materyali olarak kullanima oldukg¢a

uygundur.

Kitosanin hipokolesterolemik etkisi iyi bilinen bir fonksiyonel gida 6zelligidir.
Bu fonksiyondan dolay1 Japonya’da kitosan katkili biskiivi, patates cipsi,
makarna, soya sosu ve soya keki uretilmistir. Diyetlerinde giinde 3-6 g kadar
kitosan1 4 hafta siireyle alan deneklerin serum toplam Kkolesterol seviyesi
onemli derecede diismiistiir. Ayrica kitosan kalin bagirsaktaki kokusma
bakterilerinin gelisimini o6nledigi icin, bagirsak tlimorlerine karsi da
koruyucudur. Benzer sekilde, diyet lifiyle beraber bu materyallerin agirlik
kontroliinde ve zayiflama {riinlerinde de fonksiyonel olabilecegi
diistinilmektedir. Kitin ve kitosan, katki olarak hiperiirisemiye karsi koruyucu
ve tedavi edici olarak da kullanilmaktadir. Bu iirtinlerin anti-gastritis etkilerinin
varligi da rapor edilmistir. Bir diger fonksiyonel kullanim alanlar1 da
enkapstilasyon malzemesi olarak kullanilmalaridir ki, 6zel besin 6gelerinin veya
ilaclarin zamana bagh olarak emilimi icin gereklidir. Ayrica bu {rtnlerin oto-
bagisiklik sistemini stimiile ettigi, iltihaplanmalara karsi iyi geldigi ve antifungal

etki gosterdikleri de bildirilmistir (Shahidi vd., 1999; Alasalvar vd., 2002).

1907 yilindan 2005 yilina kadar kitin ve kitosan ile ilgili 22600 adet cesitli

arastirma sonuglarinin yayinlandiglr 6zellikle son 40 yilda yapilan bilimsel



arastirma yayinlarinin sayisina bakildiginda iizerinde en fazla arastirmanin
yapildig1 konularin basinda gelmektedir (Khor, 2002). Bu yayinlarin 6ncelikli
olarak kitosanin ¢ok cesitli gida trinlerinin kalitesini korudugu raf émriini
uzattigl ve yenilebilir bir film olmasi tizerinedir. Diger arastirmalar bu
ozelliklerinin gelistirilmesi kitosanin elde edilmesi ile ilgili gelistirilen metotlar,
kimyasal ve fiziksel oOzellikleri, molekiiler agirligina ve deasetilasyon
derecelerindeki degisimlerin koruyuculuk etkisi lizerine etkileri, endiistriyel
acidan elde edilme maliyetleri ve ekonomik konulari, farkli muhafaza teknikleri
ile birlestirilerek koruyuculuk etkisinin ve raf Omriiniin artirilmasi ve
antibakteriyel ve antifungal 6zellikleri iizerinde yogunlagsmaktadir (No vd,

2007).

Gagné, (1993), kabuklu deniz canlilar1 artiklarindan kitin-kitosan tiretimi ve
onlarin gida isleme amaciyla kullanilmasi isimli tezi ¢alismasinda, kitosanin

se¢ilmis uygun mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisini ele almistir.

Cho vd. (1998) balik ezme iiriinlerinin korunmasinda kitosan hidrolizatlarinin
kullanim1 Uzerine yapmis olduklar1 calismalarinda, kitosanin vizkozitesinin
1000 cP'den 10 cP'ye diismesi sonucunda E. coli'ye Kkarsi antimikrobiyal

aktivitenin artig1 rapor edilmistir.

Gua-jane vd. (2002), kitosanin antimikrobiyal aktivitesi lizerine hazirlama
yontemlerinin ve deasetile derecesinin etkisini arastirmislardir. Kimyasal
yontemlerle hazirlanan kitin (CH-kitin) ve mikrobiyal yontemlerle hazirlanan
kitin (MO-kitin) yenge¢ kabugundan elde edilmistir. Kitinin deasetile degeri
arttikca antimikrobiyal aktivite artmis ve mantarlardan ziyade bakterilere karsi
etkili olmustur. Sonug¢ olarak yiiksek deasitile derecesine sahip kitosan balik

filetolarin ¢esitli bakterilere karsi korumus ve raf 6mriint uzatmistir.

Jeon vd. (2002), t¢ farkh viskoziteye (360, 57, and 14 cP) sahip kitosan
soliisyonu ile kaplanma isleminin taze morina (Gadus morhua) ve ringa (Clupea
harengus) baliklarinin buzdolabi sartlarinda (4 °C) raf émrii iizerine etkileri

calisiilmistir. Her iki balik tiirtinde de kitosan ile kaplanmis filetolarin yag



oksidasyonu, kimyasal bozulma ve mikroorganizmalarin gelisiminin kontrol
grubuna gore onemli derecede azaldigini ve yenilebilir bir film olarak kitosanin

su uriinlerinin raf 6mriini uzattigini belirtmislerdir.

Taha vd. (2002), Aeromonas hydrophila’ya karsi farkli konsantrasyonlarda
(%0,0, 0,02, 0,04, 0,06, 0,10, 0,12 ve 0,14) hazirlanan kitosanin antibakteriyel
etkisi konulu ¢alismalarinda % 0,04 kitosan iceren soliisyonun Aeromonas
hydrophila’nin hemolisin liretimini inaktive etmek ve gelisimini durdurmak icin

yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Nicholas (2003), farkli molekil agirlikh ve %1’lik hazirlanan Kkitosan
soliisyonuna daldirilarak kaplanan Atlantik salmon filetolarinin raf 6mri ve
mikrobiyolojik analizlerini 4°C’de 2 hafta siire ile arastirmistir. Yiiksek molekiil
agirlikli kitosan soliisyonu filetolarin yilizeyinde nispeten kalin bir yiizey
olustururken, diisiik molekiil agirhikli soliisyonun daha ince bir tabaka
olusturdugu gozlenmistir. Depolama sonucunda ytiksek molekiil agirhgina sahip
kitosanla kaplanmis deneme grubunda bakteri yiikii 6nemli oranda disik

bulunmustur.

No vd., (2003) farkh vizkoziteye sahip kitosan ¢ozeltilerinin li¢ gram-negatif
bakteri (Escherichia coli ATCC 11775, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802) ve dort gram-pozitif bakteriye (Bacillus
megaterium KCTC 3007, Bacillus cereus ATCC 21366, Listeria monocytogenes
Scott A, and Staphylococcus aureus ATCC 29737) kars1 antimikrobiyal ektivitesi
siv1 kiiltiir ortamlarinda ¢alisilmistir. Calisma sonuglarina gore, tiim bakterilerin
gelisimi kitosan ilave edilmis ortamlarda 6énemli oranda azalmistir. Kitosan ilave
edilmis gruplarda bakterisidal etki gram negatif bakterilere gére gram pozitif
bakterilerde nispeten daha kuvvetli bulunmustur. % 0,1'lik kitosanla muamele
sonucunda L. monocytogenes, V. parahaemolyticus ve S. aureus'un gelisimi
onemli oranda engellenmis, E. coli'nin gelisiminde ise 4-5 log'luk bir azalis

saglanmistir (No vd., 2003).



Dadalioglu ve Evrendilek (2004) yaptiklar1 calismalarinda kekik esensiyel
yagini E. coli 0157:H7, L. monocytogenes, S. typhimurium and S. aureus gibi gida
patojenlerine karsi kullanmis ve bu mikroorganizmalara karsi ylksek oranda

inhibitor etki tespit etmislerdir.

Baydar vd. (2004) 1/100 konsantrasyonunda kekik yaginin E. coli iizerinde
inhibitor etki gosterdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar bu inhibitor etkinin
karvakrol ile psimen’den kaynaklandigin1 belirtmislerdir. Karvakrol, gram
negatif bakterilerin dis memranlarini pargalayarak lipopolisakkaritleri

hiicreden ayirirken sitoplazma membranindan ATP gecisini arttirmaktadir.

Oussallah vd. (2004), % 1 kekik esensiyel yag: iceren kalsiyum kazeinat PPI-
karboksimetil seliiloz filmin et ylizeyi lizerinde E. coli 0157:H7 ve Pseudomonas

sp.’ye karsi etkili oldugu tespit edilmistir.

Zivanovic vd. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada kekik ile zenginlestirilmis
kitosan filmlerin L. monocytogenes ve E. coli 0157:H7gibi mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyel aktivitesi belirlenmistir. Bu iki mikroorganizma tiiriine
kars1 kekik esansiyel yaginin giicli antimikrobiyel etkiye sahip oldugu
bulunmus ve kekik esansiyel yagi (% 1 ve % 2), kitosan filmlere ilave edilip
Bologna tipi sosis dilimleri arasina uygulanmistir. Kitosan filmlerle
ambalajlanmis ve 10 °C’de 5 giin silireyle depolanmis tiriinlerde kitosan filmler,
L. monocytogenes sayisini 2 logaritmik evre azaltirken, %1 ve %2 oraninda
kekik esansiyel yag1 iceren kitosan filmlerin L. monocytogenes sayisini sirayla
3,6 ve 4,0 logaritmik evre azalttig1 goriilmiistiir. Kitosan filmler E. coli 0157:H7

sayisini 3,0 logaritmik evre azalttig1 saptanmuistir.

Gomez-Esteca vd., (2007) soguk dumanlanmis sardalyenin (Sardina pilchardus)
raf 6mriinli uzatmak icin ytliksek basing (300 MPa/20°C/15 dk) ve kekik otu
ekstrakti veya biberiye ya da kitosan eklenerek zenginlestirilen jelatin bazh
fonksiyonel yenilebilir filmler tek basina ya da kombinasyon halinde
uygulanmistir. Jelatin-kitosan filmi mikrobiyal gelismeyi azaltmada en etkin

yontem oldugu bildirilmistir. Yiiksek basing ve yenilebilir film kombinasyonu



hem oksidasyonu 6nleme hem de mikrobiyal gelismeyi dnleme acisindan en iyi

sonucu gosterdigi tespit edilmistir.

Kim vd. (2007), kaplanmis yumurtalarin raf omri ve Kkalitesi iizerinde
molekiiler agirligi, kitosan tipi ve kitosan solisyonunun pH’sinin etkilerini
arastirmislardir. Bu c¢alismalarinda, 25°C de 4 haftalik depolama siiresi
esnasinda, molekiiler agirligin, kitosan tiplerinin ve kitosan solusyonunun
pH’sinin Salmonella enterica’ya karsi antibakteriyel aktivitesi belirlenmistir.
Calisma sonuglarina gore, yumurtalarda S. enteriditis kontaminasyonuna karsi

kitosanin koruyucu bir bariyer olarak kullanilabilecegini bildirilmislerdir.

Fan vd. (2009), -3 °C’de 30 giinliik depolama siiresince %2 kitosan soliisyonu ile
kaplanan giimiisi sazanlarin kalitesi ve raf 6mri lzerine yaptiklar ¢alismada,
kitosan ile kaplanmis drneklerin mikrobiyolojik 6zellikleri incelenmistir. Analiz
sonuglarina gore, depolama siiresince kontrol grubu ile karsilastirildiginda raf

omruniin uzadig ve iyi kalite 6zelliklerinin muhafaza edildigi tespit edilmistir.

Altiok vd. (2010) kekik yag: ilave edilmis kitosan esash filmlerin fiziksel,
antibakteriyel ve antiokidant oOzelliklerini ¢alismislardir. Calisma sonuglarina
gore % 1,2 kekik yagi ilave edilmis kitosan filmlerin E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa ve S. aureus’a karsi minimum antimikrobiyal etki dozu olarak
bildirilmistir. Ayrica bu konsantrasyonun yiiksek antioksidant 6zellik gosterdigi
saptanmislardi. Bu nedenle kekik yaginin antimikrobiyal kitosan esasl filmlerin

yapiminda kullanilabilecegini bildirilmislerdir.

Gomez-Esteca vd. (2010) baliklarin korunmasinda, antimikrobiyal ajan olarak
esansiyel yaglarla birlestirilmis jelatin-kitosan esash geri doniisiimli filmleri
kullandiklar1 ¢alismada secilen 8 gida patojeni mikroorganizmanin tamamina
karanfil esansiyel yag1 eklenmis jelatin-kitosan esash filmin antimikrobiyal etki
gosterdigi belirlenmistir. Karanfil esansiyel yagi eklenmis filmle kaplanmis
baliklarin sogukta depolanmasi sonucunda gram negatif bakterilerin, 6zelliklede

enterobakterlerin gelisimini 6nemli oranda azalttigini tespit etmislerdir.



3. METARYAL ve METOT

3.1. Materyal

Farkli molekil agirligina sahip kitosan esash yenilebilir filmlerin antimikrobiyal
ozelliklerinin belirlenmesinde Refik Saydam Hijyen Merkezi, Bulasici
Hastaliklar1 Arastirma Merkezi (Ankara, Tiirkiye)'nden temin edilen gida
patojenleri (Escherichia coli -ATCC 35218, Listeria monocytogenes -NCTC 2167,
Staphylococcus aureus -ATCC43300, Aeromonas hydrophila -ATCC 19570 ve
Lactobacillus acidophilus -ATCC 11975 kullanilmistir. Clevenger tip destilasyon
cihaziyla buharladestilasyon yontemiyle elde edilmis olan kekik (Origanum
minutiflorum) esansiyel yagi ise Gida San. ve Tic. Ltd Sti (Antalya)’ den temin

edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Kitosan esash yenilebilir filmlerin hazirlanmasi

Kitosan esali yenilebilir filmlerin eldesinde yenge¢ kabuklarindan iiretilen
diistik (Sigma 50494), orta (Sigma 28191) ve yiiksek (Sigma 48165) vizkoziteye
sahip ticari kitosan Kkullanilmistir. Kitosan esash yenilebilir filmlerin
hazirlanmasinda kii¢lik degisikliklerle Gilinli ve Koyun (2012) tarafindan
bildirilen yontem kullanilmistir. Her kitosan grubundan %1’lik asetik asit
icerisinde % 1 - % 1,5 - % 2 ve % 2,5 (v/w)’luk kitosan ¢ozeltileri olusturulmus
ve plastiklestirici olarak da kullanilan kitosan miktarina esit miktarda gliserol
kullanilmistir (Cizelge 3.1). Homojen bir karisim eldesi igin tim bilesenler
40°C’de 15 dakika manyetik karistiricida karistirilmis (Sekil 3.1) ve ardindan
sollisyon icerisindeki hava kabarciklarinin giderilmesi i¢cin 30 dk. vakum
pompasi altinda tutulmustur (Sekil 3.2). Elde edilen film soliisyonundan esit
kalinlikta biyofilmlerin eldesi i¢in, 200cm? (20cmx10cm)’lik strafor tabaklara
110ml dokildiikten (Sekil 3.3) sonra 45°C’de kuru havali sterilizatérde12 saat
kurutulmustur (Sekil 3.4). Tabaklardan dikkatlice ¢ikarilan biyofilmler (Sekil



3.5), mikrobiyolojik ¢alismalar yapilana kadar icinde doymus KBr bulunan

desikatorlerde tutulmustur.

Cizelge.3.1. Yenilebilir filmlerin bilesimi

% Asetik asit %Kitosan % Gliserol
1 1
1,5 1,5
1 2 2
2,5 2,5

Sekil 3.2. Kaplama soliisyonundaki hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi

10



Sekil 3.3. Kaplama soliisyonunun strafor tabaklara dokiilmesi

Sekil 3.5. Elde edilmis yenilebilir kaplama film

11



3.2.2. Kekik yagi ile zenginlestirilmis kitosan esash yenilebilir filmlerin

hazirlanmasi

Kekik yagi ile zenginlestirilmis kitosan esash yenilebilir filmler, orta viskoziteye
sahip ticari kitosan (Sigma 28191) ile Giinlii ve Koyun (2012) tarafindan
bildirilen yontem kullanilarak hazirlanmistir. Her kitosan grubundan %1’lik
asetik asit icerisinde % 1 ve % 2’lik kitosan c¢o6zeltileri olusturulmus ve
plastiklestirici olarak da kullanilan kitosan miktarina es gliserol kullanilmistir.
Ayrica kitosan c¢ozeltileri 6 gruba ayrilmis her guruba sirasiyla %0 - %2

arasinda degisen oranlarda kekik esansiyel yagi ilave edilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge3.2.Kekik esansiyel yagi ile zenginlestirilmis kitosan filmlerin bilesimi

% Asetik asit % Kitosan % Gliserol % Kekik Yagi
0,0
0,4
1 0,8
1,2
1,6
2,0
0,0
0,4
0,8
1,2
1,6
2,0

Homojen bir karisim eldesi i¢in tiim bilesenler 40°C’de 15 dakika manyetik
karistiricida  karistirllmis  ve  ardindan  sollisyon icerisindeki hava
kabarciklarinin giderilmesi i¢cin 30 dk vakum pompasi altinda tutulmustur. Elde
edilen film sollisyonundan esit kalinlikta biyofilmlerin eldesi igin 200cm?
(10cmx20cm)’lik strafor tabaklara 110ml dokiildiikten sonra 45°C’de kuru
havali sterilizatér de 12 saat kurutulmustur. Tabaklardan dikkatlice ¢ikarilan
biyofilmler mikrobiyolojik c¢alismalar yapilana kadar icinde doymus KBr

bulunan desikatorlerde tutulmustur.
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3.2.3. Yenilebilir filmlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.3.1.BHI agar kat1 besiyerinin hazirlanmasi

BHI (Brain Heart Infusion) agardan kati besiyeri hazirlanirken, 500 ml’lik
erlenlere 15,6 g BHI agar tartilmis ve tizerine 300 ml saf su ilave edilerek
homojen bir c¢ozelti elde edilinceye kadar kaynatilmistir. Kaynama islemi
baslayinca erlen isitictdan alinmis, agz1 altiminyum folyo ile sikici kapatilip
121°C'de 15 dak. otoklavlanmistir. Daha sonra, otoklavdan c¢ikartilan sivi
besiyeri, mikrobiyolojik ekim kabininde petri kaplarina esit olarak

paylastiriimistir.

3.2.3.2. MRS agar kat1 besiyerinin hazirlanmasi

Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agardan kati besiyeri hazirlanirken, 500 ml’lik
erlenlere 20,46 gram MRS agar tartilmis ve lizerine 200 ml saf su ilave edilerek
homojen bir c¢ozelti elde edilinceye kadar kaynatilmistir. Kaynama islemi
baslayinca erlen i1siticidan alinmis, agzi aliminyum folyo ile sikici kapatilip
121°C’de 15 dak. otoklavlanmistir. Daha sonra, otoklavdan c¢ikartilan sivi
besiyeri, mikrobiyolojik ekim kabininde petri kaplarina esit olarak

paylastirilmistir.

3.2.3.3. TSA kat1 besiyerinin hazirlanmasi

Tiriptik soy agardan (TSA) kati besiyeri hazirlanirken, 500 ml’lik erlenlere 12
gram TSA agar tartilmis ve lizerine 300 ml saf su ilave edilerek homojen bir
cozelti elde edilinceye kadar kaynatilmistir. Kaynama islemi baslayinca erlen
1siticiddan alinmis, agzi alliminyum folyo ile sikici kapatilip 121°C’'de 15 dak.
otoklavlanmistir. Daha sonra, otoklavdan ¢ikartilan sivi besiyeri, mikrobiyolojik

ekim kabininde petri kaplarina esit olarak paylastiriimistir.
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3.2.3.4. Soft Agar kat1 besiyerinin hazirlanmasi

Soft Agar kat1 besiyerinin hazirlanirken, 500 ml'lik erlenlere 2,4 gram Niitrient
agar ve 11,25 gram BHI agar tartilmis ve tizerine 300 ml saf su ilave edilerek
homojen bir ¢ozelti elde edilinceye kadar kaynatilmistir. Kaynama islemi
baslayinca erlen isiticitdan alinmis, agz1 altiminyum folyo ile sikici kapatilip
121°C’'de 15 dak. otoklavlanmistir. Daha sonra, otoklavdan c¢ikartilan sivi
besiyeri, mikrobiyolojik ekim Kkabininde petri kaplarina esit olarak

paylastirilmistir.

3.2.3.5. Kiiltiir hazirlanmasi

L. acidophylus MRS buyyonda 32°C’de, E. coli, L. monocytogenes, A. hydrophila ve
S. aureus, BHI buyyon icerisinde 37°C'de 24 saat siireyle gelistirilmistir. Uygun
siv1 besiyerlerinde inkiibasyon sonucunda gelisen her bir kiiltiirden 200 pl
bakteri kiiltiir (ortalama 103-108 CFU/ml)’lerinden 10ml L. acidophylus MRS
agar’a, L. monocytogenes BHI agar’a E. coli ile A. hydrophila TS agar’a ve S. aureus
Soft agar’a asilanmistir (Gomez-Estaca vd., 2009; Gomez-Estaca vd., 2010). Disk
seklinde kesilen kitosan esash farkli yogunluk ve kekik esansiyel yagi ile
zenginlestirilmis filmler petri kutusunun ortasina gelecek sekilde besiyeri
lizerine yerlestirilip bakterilerin biyolojik 6zelliklerine gére uygun sicakliklarda
ve 36-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda disk
seklinde kesilen filmlerin etrafindaki zonlar o6l¢iilerek inhibisyon zonu (mm)

olarak belirlenmistir (Pranoto vd., 2005).

3.3. istatistiki Analizler

Bu ¢alismada denemeler dort tekerrtrlii yapilmis ve her tekerriiriin ortalamasi
standart hatalan ile birlikte c¢izelgelerde verilmistir. Arastirma sonuclari
varyans analizi (General Linear Model) ile incelenmis ve ortalamalar arasindaki
farklarin o6nemli (p<0,05) olup olmadigi SPSS 19.0 istatistik programi
kullanilarak DUNCAN c¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kitosan Esasli Yenilebilir Filmlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Yengec¢ kabuklarindan tretilen diisiik (Sigma 50494), orta (Sigma 28191) ve
ylksek (Sigma 48165) vizkoziteye sahip ticari kitosandan, %1’lik asetik asit
icerisinde % 1 - % 1,5 - % 2 ve % 2,5 oraninda kitosan ilave edilerek elde edilen
kitosan esasli yenilebilir filmlerin, E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, A.
hydrophila ve L. acidophilus’a kars1 antimikrobiyal 6zellikleri agar disk diffiizyon
yontemi ile belirlenmistir. Yapilan antimikrobiyal analiz sonug¢larina gore, farkl
vizkozite ve farkli oranlarda kitosan iceren yenilebilir filmlerin, se¢ilmis olan
gida patojenlerine karsi her hangi bir zon inhibisyon alani gostermedigi
belirlenmistir. Bu nedenle farkl vizkoziteye sahip kitosan filmlerin sec¢ilmis

patojenlere karsi antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir.

4.2. Kekik Yagi ile Zenginlestirilmis Kitosan Esash Yenilebilir Filmlerin

Antimikrobiyal Ozellikleri

Kekik esansiyel yag1 artan oranlarda %1 ve %2 kitosan iceren yenilebilir filmler
icerisine ilave edilmis ve E. coli’ye karsi zon inhibisyon alanlar1 6l¢ilmiistir
(Cizelge 4.1). Ol¢iim sonuglarina goére zon inhibisyonu % 1’lik kitosan esash
yenilebilir filmde sadece % 2 oraninda kekik esansiyel yagi iceren grupta filmde
tespit edilmistir (Cizelge 4.1). % 2 kitosanl grupta ise zon inhibisyonu % 1,2
oraninda kekik esansiyel yagi iceren grupta baslamis ve kekik esansiyel yag

oranin artisina paralel olarak 6nemli (P<0,05) oranda artis belirlenmistir.

Kekik esansiyel yag1 artan oranlarda % 1 ve % 2 kitosan iceren yenilebilir
filmler icerisine katilmis, L. monocytogenes ve S. aureus’akarsi zon inhibisyon
alanlan odlciilmiistiir (Cizelge 4.2-3). Ol¢iim sonuclarina goére zon inhibisyonu
sedece % 2’lik kitosan esash yenilebilir filmde % 2 oraninda kekik esansiyel

yagl iceren grupta tespit edilmistir (Cizelge 4.2-3).
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Cizelge 4.1.Kekik esansiyel yagi ilave edilmis kitosan esash yenilebilir filmin E.
coli’'ye kars1 antimikrobiyal etkisi

% Zon Inhibasyonu (mm)
Kitosan % Kekik 1 2 3 4 Ortalama+S.H.*
0,0 0 0 0 0 0,00e
0,4 0 0 0 0 0,00e
1 0,8 0 0 0 0 0,00e
1,2 0 0 0 0 0,00e
1,6 0 0 0 0 0,00e
Escherichia coli 2,0 7 8 8 9 8,00+0,41d
(ATCC 35218) 0,0 0 0 0 0 0,00e
0,4 0 0 0 0 0,00e
2 0,8 0 0 0 0 0,00e
1,2 10 12 12 13 11,75+0,63c
1,6 17 16 18 19 17,50+0,65b
2,0 19 27 20 28 23,50+2,33a

*Ayni situnda farkli harflerle gosterilen inhibisyon alanlar1 istatistiksel olarak farkhidir
(P<0,05).

Cizelge 4.2. Kekik esansiyel yag ilave edilmis kitosan esash yenilebilir filmin L.
monocytogenes’e karsi antimikrobiyal etkisi

% Zon Inhibasyonu (mm)
Kitosan % Kekik 1 2 3 4 Ortalama#S.H.
0,0 0 0 0 0 0,00b
0,4 0 0 0 0 0,00b
1 0,8 0 0 0 0 0,00b
1,2 0 0 0 o0 0,00b
1,6 0 0 0 0 0,00b
Listeria monocytogenes 2,0 0 0 0 0 0,00b
(NCTC2167) 00 0 0 0 0 0,00b
0,4 0 0 0 0 0,00b
2 0,8 0 0 0 0 0,00b
1,2 0 0 0 0 0,00b
1,6 0 0 0 0 0,00b

2,0 11 14 11 15 12,75+1,03a

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen inhibisyon alanlari istatistiksel olarak farklidir
(P<0,05).
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Cizelge 4.3. Kekik esansiyel yag ilave edilmis kitosan esash yenilebilir filmin S.
aureus’a karsi antimikrobiyal etkisi

% Zon Inhibasyonu (mm)
Kitosan % Kekik 1 2 3 4 Ortalama#S.H.*
0,0 0 0 0 0 0,00b
0,4 0 0 0 0 0,00b
1 0,8 0 0 0 0 0,00b
1,2 0 0 0 0 0,00b
1,6 0 0 0 0 0,00b
Staphylococcus aureus 2,0 0 0 0 0 0,00b
(ATCC43300) 0,0 0 0 0 0 0,00b
0,4 0 0 0 0 0,00b
2 0,8 0 0 0 0 0,00b
1,2 0 0 0 0 0,00b
1,6 0 0 0 0 0,00b

2,0 13 14 11 14  13,00+0,71a

*Ayni situnda farkli harflerle gosterilen inhibisyon alanlar1 istatistiksel olarak farkhidir
(P<0,05).

Kitosan esasli (% 1 - % 2) yenilebilir filmler icerisine artan oranlarda kekik
esansiyel yagi ilavesi sonucunda A. hydrophila’ya karsi olciilen zon inhibisyon
alanlan Cizelge 4.4’de verilmistir. Ol¢iim sonuglarina gore; % 1 kitosan ve % 1,6
ve % 2,0 oraninda kekik esansiyel yagh iceren gruplarda énemli (P<0,05) zon
inhibisyonu belirlenmistir. %2 kitosanli grupta ise zon inhibisyonu % 1,2
oraninda kekik esansiyel yagi iceren grupta baslamis ve yag oranin artisina
paralel olarak 6nemli (P<0,05) oranda artislar belirlenmistir. Ayrica ¢alisma
sonuglarina gore, farkli oranlarda kitosan ve kekik esansiyel yag1 igeren
gruplarda L. acidophilus’a kars: her hangi bir zon inhibisyonu belirlenmemistir

(Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4. Kekik esansiyel yagi ilave edilmis kitosan esash yenilebilir filmin A.
hydrophila’ya kars1 antimikrobiyal etkisi

% Zon Inhibasyonu (mm)
Kitosan % Kekik 1 2 3 4 Ortalama#S.H.*

0,0 0 0 0 0 0,00e
0,4 0 0 0 0 0,00e
1 0,8 0 0 0 0 0,00e
1,2 0 0 0 0 0,00e

1,6 8 9 8 10 8,75+0,48d

Aeromonas hydrophila 2,0 10 11 8 11 10,00+0,71d
(ATCC 19570) 0,0 0 0 0,00e
0,4 0 0 0,00e
) 0,8 0 0 0,00e

1,2 15 17 15 16 15,75+0,48c

1,6 21 22 23 24  22,50%0,65b

2,0 25 26 26 30 26,75%#1,11a

*Ayni situnda farkli harflerle gosterilen inhibisyon alanlari istatistiksel olarak farklidir
(P<0,05).

Cizelge 4.5. Kekik esansiyel yagi ilave edilmis kitosan esasl yenilebilir filmin L.
acidophilus’a karsi antimikrobiyal etkisi

% Zon Inhibasyonu (mm)
Kitosan % Kekik 1 2 3 4 Ortalama#S.H.*
0,0 0 0 0 0 0,00a
0,4 0 0 0 0 0,00a
1 0,8 0 0 0 0 0,00a
1,2 0 0 0 0 0,00a
1,6 0 0 0 0 0,00a
Lactobacillus acidophilus 2,0 0 0 0 O 0,00a
(ATCC11975) 00 0 0 0 0 0,00a
0,4 0 0 0 0 0,00a
2 0,8 0 0 0 0 0,00a
1,2 0 0 0 0 0,00a
1,6 0 0 0 0 0,00a
2,0 0 0 0 0 0,00a

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen inhibisyon alanlari istatistiksel olarak farklidir
(P<0,05).
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

Antimikrobiyel maddeler ile zenginlestirilmis yenilebilir filmler, gida ylizeyine
uygulanan yenilebilir nitelikteki polimerlerden tretilen ince film tabakalarn
olarak tanimlanir. Yenilebilir filmlerin aktif ambalajlamada kullanimi gida
gilivenliginde yeni bir yaklasimdir. Basit liretim teknolojisi gerektirmeleri, ucuz
olmalari, dogal bilesiklerden elde edilmeleri, fonksiyonel 6zelliklerindeki
cesitlilik ve biyolojik olarak bozunabilmeleri nedeniyle son yillarin dikkat ceken
ambalaj materyalleri olarak goriilmektedirler (Appendini ve Hotchkiss, 2002;

Cha ve Chinnan, 2004; Ayana ve Turhan, 2010).

Yapilan bu ¢alismada, farkl vizkoziteye sahip kitosan 6rnekleri ve farkli oranda
kitosan ilavesi ile hazirlanan kitosan esasl yenilebilir filmlerin, se¢ilmis olan
gida patojenleri lizerine zon inhibisyon alani gelismedigi i¢cin herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir. Benzer sekilde Leceta vd.
(2013) tarafindan agar diffizyon metodu ile farkli molekiil agirligina sahip
kitosandan ve farkl oranda gliserol ilavesi ile oda sicakliginda ya da kurutma
kabininde (105°C’de 24 saat) kurutularak elde edilen kitosan esash filmlerin,
gram negatif bir bakteri olan E. coli 0517H ve gram pozitif bakteri olan L.
plantarum CECT748 lizerine antimikrobiyal aktivite gostermedigi bildirilmistir.
Yazarlar, Coma vd., (2002) tarafindan da bildirildigi gibi antimikrobiyal etki
eksikliginin, kati agar ortamina kitosanin diffiizyonunun sinirli olmasindan
kaynaklanabilecegini vurgulamislardir. Bununla birlikte ayn1 calismada oda
sicakliginda kurutularak elde edilen filmlerin kati agar iizerinde bulundugu
noktalarda E. coli ve L. plantarum’un iliremedigi bulunmus, bu bulgu yazarlar
tarafindan iki bakteri lizerine Kkitosan esasl filmlerin bakteriyostatik etkisi
olarak bildirilmistir (Leceta vd. 2013). Ayrica yazarlar bulgular 1si8inda
kitosanin antimikrobiyal o6zelliklerinin belirlenmesinde agar difflizyon
yonteminin ¢ok uygun bir yontem olmadigi, yerine sivi kiiltiir ortamlarinin
kullanilmasi gerektigini vurgulamiglardir. No vd., (2003) farkl vizkoziteye sahip
kitosan c¢ozeltilerinin gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere karsi
antimikrobiyal  aktivitesinin = sivi  kiiltir = ortamlarinda  belirlendigi

calisilmalarinda, tiim bakterilerin gelisimini kitosanin énemli oranda azalttigi

19



saptanmuis, ayrica, % 0,1'lik kitosanla muamele sonucunda da L. monocytogenes,
V. parahaemolyticus ve S. aureus'un gelisimi 6nemli oranda engellenmis, E.
coli'nin gelisiminde ise 4-5 log'luk bir azalis saglandig1 bildirilmistir (No vd.,

2003).

Bu calisma ile kitosan esasli yenilebilir filmler, farkli oranlarda kekik esansiyel
yagl ile zenginlestirilmis ve agar disk difiizyon metodu ile se¢ilmis énemli gida
patojenlerine karsi antimikrobiyal etki belirlenmistir. Calisma sonuglarina gore;
E. coli'ye karst % 1'lik kitosanli grupta sadece % 2 esansiyel kekik yag ile
zenginlestirme sonucunda antimikrobiyal etki belirlenmis, %2'lik kitosanh
grupta ise minimum antimikrobiyal etki % 1,2 oraninda esansiyel kekik yagi
iceren grupta belirlenmis yag orani artisina paralel olarak etki oraninin artig
saptanmistir (Cizelge 4.1). Benzer sekilde; Altiok vd. (2010) kekik yag: ilave
edilmis kitosan esasli filmlerin antibakteriyel 06zelliklerini belirledikleri
calismalarinda, % 1,2 kekik yagi ilave edilmis kitosan filmlerin E. coli'ye karsi
minimum antimikrobiyal etki dozu olarak bildirilmistir. Sarikus (2006), farkh
antimikrobiyal maddeler igeren yenilebilir film {liretimi ve kasar peynirinin
muhafazasinda mikrobiyal inaktivasyon etkisi tizerine yapmis oldugu
calismasinda, E. coli'ye Kkars1 esansiyel kekik yaginin minimum etki dozu %2
olarak bulunmus ve doz artik¢a etkininde artig1 bildirilmistir. Dadalioglu ve
Evrendilek (2004) yaptiklar1 g¢alismalarinda, kekik esensiyel yagini E. coli
(0157:H7)'ye karsi yiiksek oranda inhibitor etki tespit etmislerdir. Baydar vd.
(2004) 1/100 konsantrasyonunda kekik yaginin E. coli lizerinde inhibitor etki
gosterdigini saptamistir. Arastirmacilar bu inhibitér etkinin karvakrol ile
psimen’den kaynaklandigini belirtmislerdir. Karvakrol gram negatif bakterilerin
dis memranlarint parcalayarak lipopolisakkaritleri hiicreden ayirirken
sitoplazma membranindan ATP gegisini arttirmaktadir (Burt, 2004). Bir baska
calismada ise % 1'lik kekik esensiyel yagi iceren kalsiyum kazeinat PPI-
karboksimetil seliiloz filmin etylizeyi lizerinde E. coli 0157:H7 kars1 etkili
oldugu bildirilmistir (Qussallah vd., 2004). Zivanovic vd. (2005) tarafindan
kekik esansiyel yag: ile zenginlestirilmis kitosan filmlerin E. coli 0157:H7'ye
kars1 antimikrobiyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada,

kekik esansiyel yagi (% 1 ve % 2, h/h), kitosan filmlere ilave edilip Bologna tipi
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sosis dilimleri arasina uygulanmis, sadece kitosan filmlerle ambalajlanmis ve 10
°C’de 5 giin siireyle depolanmus tirtinlerde E. coli 0157H7 sayisimi 3.0 logaritmik

evre azaltmistir (Zivanovic vd., 2005).

Yapilan agar disk difiizyon testi sonuglarina gore; L. monocytogenes ve S.
aureus’a karsi, sadece % 2'lik kitosan ve % 2 oraninda kekik esansiyel yagi
iceren yenilebilir filmde antimikrobiyal etki belirlenmistir (Cizelge 4.2,3).
Benzer sekilde, Sarikus (2006), farkl antimikrobiyal maddeler igeren yenilebilir
film tretimi ve kasar peynirinin muhafazasinda mikrobiyal inaktivasyona etkisi
lizerine yapmis oldugu ¢alismasinda, L. monocytogenes ve S. aureus’a esansiyel
kekik yaginin minimum etki dozu %?2 olarak bulunmus ve doz artik¢a etkininde
arti81 bildirilmistir. Dadalioglu ve Evrendilek (2004) tarafindan yapilan diger bir
calismada da, kekik esansiyel yagini L. monocytogenes'e karsi yiiksek oranda
inhibitor etki tespit edilmistir. Zivanovic vd. (2005) tarafindan kekik esansiyel
yagl ile zenginlestirilmis kitosan filmlerin L. monocytogenes ve E. coli 0157:H7
gibi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Ayrica, kekik esansiyel yaginin, tek basina ve film icerisinde
kullanildiginda ayni antimikrobiyel aktiviteyi gosterdigi gozlenmistir. Bu
calismada, kekik esansiyel yag1 (% 1 ve % 2, h/h), kitosan filmlere ilave edilip
Bologna tipi sosis dilimleri arasina uygulanmis, sadece kitosan filmlerle
ambalajlanmis ve 10 ©°C'de 5 gilin siireyle depolanmis ({iriinlerde L.
monocytogenes sayis1 2 logaritmik evre azaltirken, % 1 ve % 2 (h/h) oraninda
kekik esansiyel yagi iceren kitosan filmlerde ise L. monocytogenes sayisini
sirayla 3.6 ve 4.0 logaritmik evre azalttig1 goriilmistiir (Zivanovic vd., 2005).
Altiok vd. (2010) kekik yag: ilave edilmis kitosan esasl filmlerin antibakteriyel
ozelliklerini belirledikleri calismalarinda, % 1,2 kekik yagi ilave edilmis kitosan
filmlerin S. aureus'a karst minimum antimikrobiyal etki dozu olarak

bildirilmistir.

A. hydrophila'ya kars1 minimum antimikrobiyal etki % 1'lik kitosanh grupta %
1,6 oraninda esansiyel kekik yag ilavesi ile, % 2'lik kitosanh grupta ise % 1,2
oraninda esansiyel kekik yag ilavesi ile saglanmis, yag orani artisina paralel

olarak etki oraninin arttigi da belirlenmistir (Cizelge 4.4). Taha ve Swailam
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(2002), A. hydrophila’'ya kars1 kitosanin antibakteriyel etkisi isimli
calismalarinda, % 0,04'liik kitosanin gelisimi baskiladig1 bildirilmistir. Baydar
vd. (2004) tarafindan <1/100 (v/v) oraninda siyah kekik esansiyel yaginin A.

hydrophila'nin gelisimini engelledigi saptanmistir.

Calisma sonuglarina gore L. acidophilus'a karsi farkli oranlarda kekik esensiyel
yag1 ile zenginlestirilmis kitosan filmlerin antmikrobiyal bir etkiye sahip

olmadig1 bulunmustur (Cizelge 4.4).

Sonug olarak; farkl vizkoziteye sahip kitosan esasli filmlerin agar diffiizyon testi
ile E. coli, L. monocytogenes, S. aureus, A. hydrophila ve L. acidophilus'a karsi
antimikrobiyal aktivite gostermedigi, kekik esansiyel yagi ile zenginlestirilmis
kitosan esasli yenilebilir filmlerde ise secili bakterilere kars1 L. acidophilus harig
onemli oranlarda antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda,
kekik esansiyel yag1 ile zenginlestirilmis kitosan esash yenilebilir filmlerin
onemli antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 gida muhafazasinda
kullanilabilecegi ortaya c¢ikmistir. Ayrica, bu g¢alismanin, muhafazasinda
kullanilacak gidanin duyusal 6zellikleri tizerine kekik esansiyel yaginin olumlu
yada olumsuz etkilerinin Dbelirlenecegi ilave c¢alismalara da ihtiyag

bulunmaktadir.
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