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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF BIOACTIVE MATERIAL BY USING Pistacia vera
HULL

ALHVEIS, iman
M.Sc. in Biology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. R. Aysun KEPEKCI

September 2022
76 pages
The increasing demand of the consumers for the products with less chemical content
boosted the efforts of food manufacturers and scientists to develop ecofriendly,
biodegradable food packaging materials obtained from natural sources. Among the
candidate food packaging materials, food byproducts have gained priority since the
utilization of these byproducts provide also additional environmental and economic
favor. Every year, tons of pistachio hulls are separated from pistachio seeds and
disposed of as waste products. In this study, chitosan films containing different
amounts of pistachio hull methanol extract (%2, %4, %8 wi/v) were produced. The
antioxidant activities of chitosan films and pistachio hull extract were examined.
The antibacterial activity of obtained chitosan films and pistachio hull extract were
determined on L.monocytogenes, C.difficile, E.coli ATCC25922, E. coli typel,
Enterococcus sp., E.faecalis ATCC29212, P.aeruginosa ATCC27853, S.aureus,
S.aureus ATCC25923, Salmonella sp by agar diffusion assay. Chitosan films with
8% extract showed antibacterial activity on L.monocytogenes, C.difficile,
Enterococcus sp., E. coli typel, P.aeruginosa ATCC27853, S.aureus, Salmonella sp.
The highest inhibition was observed on C.difficile. The antioxidant activities of
chitosan films were increased significantly with the increasing amount of extract.
The results indicated that the methanol extract obtained from pistachio hulls
enhanced the antioxidant and antibacterial activity of edible chitosan films. Methanol
extract of P.vera hulls can be used as an environmentally friendly, bioactive

supportive material in food packaging.

Key Words: Pistachio Hull, Pistacia vera L., Bioactive Film, Food Packaging.



OZET

Pistacia vera DIS KABUGU KULLANILARAK BiYOAKTIF MATERYAL
GELISTIRILMESI

ALHVEIS, iman
Yuksek Lisans Tezi,

Damsman: Dog. Dr. Remziye Aysun KEPEKCI
Eylal 2022
76 sayfa

Tiiketicilerin daha az kimyasal igerige sahip Urlinlere artan talebi, gida ireticilerinin
ve bilim insanlarin dogal kaynaklardan elde edilen ¢evre dostu, biyobozunur gida
ambalaj malzemelerini liretmek i¢in olan ¢abalarini arttirmistir. Aday gida ambalaj
malzemeleri arasinda, gida yan iriinleri ek olarak cevresel ve ekonomik yarar
sagladigindan dolay1 dncelik kazanmistir. Her y1l tonlarca fistik kabugu fistik i¢cinden
ayrilir ve atik iirlin olarak bertaraf edilir. Bu caligmada, farkli miktarlarda (%2, %4,
%8 w/v) fistik kabugu metanol 6ziitii igeren kitosan filmler iiretildi. Kitosan filmlerin
ve fistik kabugu Oziitiiniin antioksidan aktivitesi incelendi. Elde edillen kitosan
filmlerin ve fistik kabugu Oziitiinlin antibakteriyel aktivitesi L.monocytogenes,
C.difficile, E.coli ATCC25922, E. coli typel, Enterococcus sp., E.faecalis
ATCC29212, P.aeruginosa ATCC27853, S.aureus, S.aureus ATCC25923,
Salmonella sp Uzerinde agar diflizyon yontemi ile belirlendi. %8 §zit iceren kitosan
filmler L.monocytogenes, C.difficile, Enterococcus sp., E. coli typel, P.aeruginosa
ATCC27853, S.aureus ve Salmonella sp. Uzerinde antibakteriyel aktivite gosterdi. En
yuksek inhibisyon C.difficile Uzerinde gdzlendi. Kitosan filmlerin antioksidan
aktiviteleri artan 0ziit miktartyla birlikte dikkat g¢ekici oranda artti. Sonuglar fistik
kabuklarindan elde edilen metanol dziitiiniin yenilebilir kitosan filmlerin antioksidan
ve antibakteriyel aktivitesini giiclendirdigini gosterdi. Caligma sonucuna gore P. vera
kabugu metanol 6ziitii ¢evreye dost, biyoaktif destekleyici bir malzeme olarak gida
amabalajlanmasinda kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Antep Fistigi Kabugu, Pistacia vera L., Biyoaktif Film, Gida
Ambalaji.
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BOLUM I
GIRIS

1.1. Antep Fistigx (P. vera L.)

Antep fistig1 agaci (Pistacia vera L.) Anacardiaceae familyasina ait bir bitkidir. En
cok Asya kitasinda, sicak ve kurak iklimlerde yetistirilmektedir. Antep fistig1, bir¢ok
tlkede retilmektedir. Antep fistig1 {iretimi yapan baslica Ulkeler: Iran, Amerika
Birlesik Devletleri (ABD), Tiirkiye, Suriye, Italya, Tunus ve Yunanistan’dir. Ayrica
fran ve Kaliforniya en biiyiik Antep fistig1 iireticileridir (Esteki vd., 2018; Dreher,
2012). Turkiye’de genis sinirlara sahip olan Guneydogu Anadolu Bdlgesi, toplam
tiretiminin yaklasik %95’ini karsilamaktadir (AFAE, 2019).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2020 yilinin verilerine gore, Antep fistig
meyvelerinin iretimi yaklagik 23,6 milyon ton olarak belirlenmistir. Sert kabuklu
meyvelerden Antep fistigimin (Pistacia vera L.) Oretimi %?248,7 oraninda artis
gostermistir (TUIK, 2020).

Antep fistigi meyvesinin tabakalar icten disa dogru siralamasi, yenilebilen tek bir
tohumu (¢ekirdek), ince bir kaplamasi (testa), krem rengi yumurta seklinde bir
kabugu (endokarp), olgunluk seviyesiyle degisen renkli (yesil, sar1, kirmizi) ve iri bir
kabugu vardir (mezokarp ve epikarp) (Ersan vd., 2016; Seeram vd., 2008). (Sekil
1.1)

Antep fistig1 yaz sonu ve sonbahar basinda olgunlasir ve kabuklariyla hasat edilir
(Mohammadi vd., 2019). Antep fistiginin kabugundaki su orani yaklasik %70’tir.
Bundan dolayr mikrobiyal kontaminasyona ve fermantasyona c¢ok yatkin
olabilmektedir. Antep fistig1 meyveleri topladiktan sonra ilk 24 saat i¢inde nem
tutmadan muhafaza etmek igin ilag strecine gegirilmelidir. Hasattan sonra Antep
fistig1 ici almip gida olarak kullanmilirken atik materyal olan dis kabuk ve sert
kabuklarindan da faydalanabilinir. Antep fistigi kabugu, hayvan yemi olarak



kullanilabilir. Cogunlukla depolama ve yakma gibi yontemlerle bertaraf
edilebilmektedir (Seeram vd., 2006; Mokhtarpour vd., 2014).

Antep fistig1 kabugu yiiksek oranda biyoaktif bilesikleriyle zengin bir kaynaktir.
P.vera kabugundaki toplam fenolik bilesikler, fistik ¢ekirdeginde bulunanlardan daha
fazladir (Tomaino vd., 2010). Bu fenolik bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal,
antimutajenik, anti-inflamatuar etkileri gibi biyolojik aktiviteleri son yillarda ¢ok ilgi
¢ekmistir (Arjeh vd., 2020).

Sekil 1.1. Antep fistig1 ( Pistacia vera L. ) agac1 ve meyvesi

1.1.1. Fonksiyonel Bilesenlerin Ekstraksiyon YOntemleri:

Antep fistig1 kabugunun fonksiyonel bilesiklerini ¢ikarmak igin 6rnek hazirlama
yontemine, zamana, 1stya ve en uygun c¢oziiciiyii segcmeye dikkat edilmelidir.
Ekstraksiyon verimi ve fonksiyonel bilesiklerin degiskenligi dis faktorlere (iklim,
cesitlilik, cografi konum, toprak durumu ve isleme yontemleri) baghdir (Beres vd.,
2017). Fenolik bilesikleri, polar bilesiklerden oldugu i¢in hem organik hem de polar
cozlculerde kolayca ¢ozuntlebilir (Mohammadi Moghaddam vd., 2009; Seifzadeh
vd., 2019; Tabaraki vd., 2016). Buna gore Antep fistig1 kabugunun fenolik bilesikleri
basitten ¢ok karmasik olanlara kadar doniisiip (gallik asit — gallotaninler) genis bir
polarite alan1 sergileyebilir. Ornegin; polar/yari-polar olanlar1 flavonoid glikozitler
ve gallotaninler, polar fenolik lipidler ise anakardik asitlerdir. Bu bilesikleri ¢ikarma

islemini yapan arastirmacilar su, metanol, etanol, etil asetat ve aseton gibi ¢dziiciiler

2



kullanmiglardir. (Abolhasani vd., 2018; Behgar vd., 2011; Ersan vd., 2016; Barreca
vd., 2016; Goli vd., 2005). Anakardik asitleri ekstrakte etmek icin heksan, etil asetat,
dietil eter ve aseton gibi organik c¢oziiciilerin kullanilabilecegini bildirmislerdir
(Ersan vd., 2017). Antep fistig1 kabugu biyoaktif bilesikleri ekstrakte edildiginde
apolar veya diisiik polar ¢ozlictlerin (Heksan gibi) polar ¢ézlcilerinden daha ylksek
ekstraksiyon verimlerine sahip oldugunu gozlemlemislerdir (6zbek vd., 2018;

Taghizadeh vd., 2018a).

1) Enzimatik ekstraksiyonu: Ekstraksiyon verimini artirmak ve biyoaktif bilesiklerin
kaybini 6nlemek i¢in gelistirilmis yontemlerden biridir. Antep fistig1 kabugu, fenolik
bilesiklerini elde etmek i¢in enzimatik ekstraksiyonu kullanildi. Seliilaz, pektinaz ve
tanaz gibi enzimler ekstraksiyon verimini iyilestirmede ve artirmada olumlu etki
gostermislerdir. Hiicre duvarinin yok edilmesi ve polifenoller ile bitki hiicre duvari
polimerleri arasindaki eter baglarinin par¢alanmasi ve fenolik bilesiklerin salinimini

kolaylastirmak i¢in kullanilan bir yontemdir (Ghandahari vd., 2018).

2) Hidrodistilasyon ekstraksiyonu: Bitki dokularindan ugucu yaglar elde edilebilmek
icin geleneksel hidrodistilasyon yéntemi kullamilabilir. Ornegin; Clevengerin balon
jojesine konulan materyale yeterli miktarda su ilave edilir, belli bir sicaklikta
kaynamaya birakilir. Kaynama siiresi boyunca ugucu yaglarin su ekstraksyonu alinip
bir s1vi-sivi karigimla (¢oziicli) konsantrasyonu ¢ikarilir. Antep fistigi kabugunda %
0.14 ila 0.53 arasinda degisen bir ugucu yag ekstraksiyon verimi bildirilmistir
(Chahed vd., 2007 ; Azmir vd., 2013).

3) Pektin ekstraksiyonu: Yeni bir ikincil kaynak olarak Antep fistigindan pektin
ekstraksiyonu {lizerine bazi calismalar yapilmistir. Fistik kabugundan optimize
edilmis pektin ekstraksiyon kosullari rapor edilmistir (s1vi/kat1 orant 50; w/v, sicaklik
90°C; calisma siiresi 30 dk). Diger pektin kaynaklartyla (Elma posast % 15 vb.)
karsilastirildiginda Antep fistigi kabugu, uygun miktarda pektin (% 18-19) igerir
( Chaharbaghi vd., 2017; Wang vd., 2007; Kazemi vd., 2019).

4) Ultrasonik destekli ekstraksiyon: Antep fistigi kabugunun ultrason destekli
ekstraksiyonu, diisiik frekanslarda (35 kHz) olursa fitokimyasallarin igerigini
artirmada daha etkili olmaktadir (Azmir vd., 2013). Ultrason destekli ekstraksiyon

yontemi, gelencksel ekstraksiyon yontemiyle karsilastirildiginda Antep fistigi



kabugu fenolik bilesiklerinin ekstraksiyon veriminde o©nemli bir degisiklik

gostermedigi farkedilmemistir (Goli vd., 2005; Ersan vd., 2017).

5) Mikrodalga destekli ekstraksiyon: Antep fistigi kabugundan etanol kullanarak
pektin ¢ikarmak i¢in ¢alisma kosullar1 dikkate alinmalidir. Ornegin; zaman, sicaklik,
PH 1,5, 1isinlama siiresi (s), mikrodalga giicti (w). Isinlama siiresi ve mikrodalga gtici
arttikga kabuktaki pektin ekstraksiyon orani artirilir. Isitma mekanizmasi ise iki farkl
ilkeye baglanabilir: dipol doniisii ve iyonik iletim. Mikrodalga ekstraksiyon
yonteminin ultrasonik ve gelencksel yontemlerden en yiiksek verimlilige sahip
oldugu bildirilmistir. (Kazim vd., 2019; maran vd., 2015)

6) y-1sinlama destekli ekstraksiyon: Yiiksek beta i1sinlama seviyelerinin, sirasiyla
degisen dozlarda Antep fistigt kabugunun fitokimyasal ekstraksiyonu iizerindeki
etkisi, ekstraktlarin fenolik i¢eriginde énemli bir artisa yol agmistir (Abolhasani vd.,
2018; Behgar vd.,2011).

7) Superkritik sivi ekstraksiyonu: Biyoaktif bilesikler, organik ¢oziiciiler ve siiper
kritik akigkanlar kullanilarak ekstrakte edilir. Antep fistig1 kabuklarindan kritikalt1 su
ile fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, ¢alisma kosullarina (sicaklik, basing, akis hiz1)
baglidir. Artan sicaklikla ekstraksiyon verimi artar. Fakat stperkritik CO>
ekstraksiyonunun, Antep fistig1 kabugu fenolik bilesiklerinin ekstraksiyonu i¢in zayif

oldugu rapor edilmistir (Ersan vd., 2018; Goli vd., 2005).

1.1.2. Antep Fistig1 Kabugun Fonksiyonel Bilesenleri:

1. Fenolik Bilesikler

Basit molekiillerden olusur. Farkli yapilara sahiptir. Ayrica, birkag polimerik
molekiil grubunu igerir. Antep fistig1 kabugu, fenolik bilesikler acisindan zengin
gidalara gore daha yiiksek toplam fenolik icerige sahiptir (Goli vd., 2005; Martorana
vd., 2013; Seifzadeh vd., 2019). Antep fistig1 kabugunda bulunan fenolik bilesiklerin
ozellikleri, bitki tiirline, olgunluguna, iklim ve yetistirildigi topragmn tiirii gibi dis
etkenlere gore degisir (Lalegani vd., 2018). Bu bilesikler bir¢ok hastaliga karsi
koruyucu ve tedavi edici kaynak olarak kullanilabilir (Fathalizadeh vd., 2015; Ersan



vd., 2018). Fenolik bilesikler ii¢ ana gruba (Tablol.1.) ayrilmaktadir (Arjeh vd.,
2020).

2. Pektin

Bitkilerin, hicre duvarinda ve orta tabakasinda bulunan dogal bir polisakkarittir.
Pektinin ozellikleri, bitki ¢esidine gore degisir. Bazi sebze ve meyvelerin kabuklari
ve posalari, ticari pektin {iretimi i¢in ham madde olarak kullanilabilir. Pektin,
kristallesme, stabilize etme, emiilsifiye etme, jellesme ve kalinlastirma gibi birgok
Ozellige sahiptir. Bu ozellikler gida endustrisinde ve biyomedikal alanda
kullanilmasia yardimci olmustur (Bush, 2014; Panouille vd., 2006; Ngouemazong
vd., 2015). Pektinin yapisal/morfolojik 6zellikleri genellikle optimal ekstraksiyon
kosullarinda, mikrodalga destekli yontem, X-isim1 kirinmmi (XRD) ve taramali
elektron mikroskobu (SEM) altinda incelenir (Chaharbaghi vd., 2017; Kazemi vd.,
2019). Chaharbaghi vd., (2017) tarafindan, Antep fistigi kabugundan pektin
ekstraksiyonunu optimize etmek i¢in en uygun kosullardan bahsedilmistir. Pektin
ekstraksyonun optimal kosullar1 (pH 0.5; 90 °C sicaklik; 30 dakika; sivi/kati oran1 50
w/V) oldugu 6zetlenmistir (Arjeh vd., 2020).

Tablo 1.1. Antep fistig1 kabugundaki ana fenolik bilesikler

Flavonoidler Tanenler Fenolik Asitler
Flavonlar: luteolin, Proantosiyanidin Anakardik asitler
apigenin ) . . I .
Gallotaninler Hidroksibenzoik asitler: gallik
Flavanollar: katesin, ] ] asit, vanilik asit, vb.
Galloil tlrevleri
epikatesin . .. L
Hidroksisinnamik asitler:
Flavonollar: kuersetin, klorojenik asit, sinapik asit, vb.

isorhamnetin

Flavanonlar: eriodictyol,

naringenin

Antosiyanidinsi: siyanidin




3. Esansiyel yaglar

Esansiyel, eterik veya wugucu yaglar, bitkilerin ikincil metabolizmasindan
kaynaklanan kokular, ugucu maddeler ve lipofilik maddelerinden olusan bir
karisimdir (Lis-Balcnin vd., 1999). Ugucu yaglar, bitkilerin belirli organlarinda, ii¢
halde (oda sicakliginda: sivi; Kristal: kati; ugucu/kokulu: gaz) bulunur, renksiz ya da
sar1 tonlarinda olan, bir¢ok bilesikten olusan ve suyla siiriklenme yetenege sahip
yagimsi bir karigimdir (Calikoglu vd., 2006; Yayli, 2013; Kaya vd., 2015). Antep
fistig1 meyvesinin bilesiminde % 53,8 oraninda yag bulunur (NTB, 2016). Bitkinin
ucucu yaglar1 Terpenoidler, Fenilpropanoidler (aromatik veren), izoprenoidler’den
olusur ve eczacilikta kullanilmaktadir (Adams, 2012; El Asbahani vd., 2015). Antep
fistig1 yaglar1 fazla ugucu oldugu igin diger bitkilerin yaglar1 gibi depolama
kosullarina dikkat edilerek saklanilmaktadir. Antep fistigi kabugun ekstrakte edilen
yaglari, uzun siire hava, 151k ve 1siya maruz kaldiklarinda aktivitesini
kaybedebilmektedir. Oksidasyon, polimerizasyon ve hidrolizasyon
mekanizmalarindan muhafaza edebilmek icin hava gecirmez (agz1 sikica kapali),
koyu renkli cam ve aliminyum ile cevreli kaplarda depolama
gerceklestirebilmektedir (Kaya vd., 2015).

4. Yag Asitleri

Antep fistig1 kabuklari, doymus yag asitleri ve doymamis yag asitleri icerir. Grace
vd., (2016a), toplam doymus yag asitlerine kiyasla doymamis yag asitlerinin oraninin
yaklasik % 87 oldugunu belirtmislerdir. Yag asitlerinin 6zelliklerindeki farkliliklarin
en 6nemli sebepleri, cografi kok, iklim kosullari, bitki yetistirme yontemleri, fistik
cesitleri, bitki olgunluk asamasi, kabugu izole etme yontemi olmak Uzere birgok
nedenden kaynaklanmaktadir (Grace vd., 2016a; Mahoney vd., 2014). Antep fistig
kabuklarinin yag asidi bilesimi, fistik ¢ekirdeginde bulunanlardan veya diger
kaynaktakilerden farklidir. Ornegin, baslica doymamus yag asitleri olan Oleik asit
(18:1) ve Linoleik asit (18:2) iken fistik kabugu 6ziinde yaygin doymus yag asiti,
Palmitik asittir (Arvanitoyannis vd., 2006; Chahed vd., 2006; Mahoney vd., 2014;
Beres vd., 2017).



1.2. Antep Fistig1 Kabugun Biyolojik Aktiviteleri
1.2.1. Antioksidan Aktivitesi:

Kanser, kronik hastaliklar ve enfeksiyonlar Reaktif Oksijen Turlerinin (ROS)
normalden fazla oldugu durumlardan kaynaklanmaktadir. Dort tipte (siiperoksit
radikalleri ("O2-), hidrojen peroksit (H202), lipoperoksitler (R, ROO", RO") ve
hidroksil serbest radikalleri (OH")) bulunmaktadir. Bitkideki fenolik bilesikler, bir
hidrojen atomu verme yetenegine sahiptir. Bu nedenle hidroksil serbest radikallerini
temizlemek veya ortadan kaldirmak igin etkili bir bilesen olarak kabul edilir
(Charles, 2012). Onceki ¢alismalarda, Antep fistigmin oziitiiniin, ham makrofaj
hlcrelerinde ROS ve Reaktif Nitrojen Turleri (RNS) tiretimini engelleme yetenegine
sahip oldugunu gostermistir (Boots vd., 2008). Antep fistigi kabugu, fenolik
bilesikler ve antioksidanlar agisindan zengin bir kaynaktir. Icerdigi fenolik bilesikler
Gallik asit, Kuersetin, Floroglusinol, Tiogalin, Galloil tiirevleri, Katesin, Pirogallol,

Polisakkarit, A-pinen ve Terbinolin olarak belirtilmistir (Arjeh vd., 2020).

» QGallik asit: Antep fistig1 kabugunda en bol bulunan fenolik bilesiktir (Giftson,
vd., 2010). Bir hidrojen atomu verme ve bir elektron bagislama
mekanizmalar1 lizerinde calistig1 igin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu belirtilmistir (Wright, vd., 2001).

» Kuersetin: Antep fistigi kabugu 06zltindeki bir baska onemli antioksidan
polifenoldir. Hem ROS hem de RNS'nin gucli bir temizleyicisidir (Barreca
vd., 2016; Boots, vd., 2008). Kuersetin aktivitesi, site 3'te bir OH grubunun,
B halkasinda bir katekol grubunun varligindan kaynaklanmaktadir (Gupta,
2016).

1.2.2. Antimikrobiyal aktivite:

Onemli fitokimyasallar1 (fenoller, alkaloitler, lektinler, polipeptitler, terpenoidler,
ucucu yaglarin diger bilesenleri ve poliasetilen) icerdigi i¢in Antep fistig1 kabugu
Ozitlerinin, antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklart kaydedilmistir (Omojate
Godstimeé vd., 2014). Fenolik bilesiklerin antibakteriyel etkilerindeki ana

mekanizmalar su sekilde dzetlenebilir (Heinonen, 2007; Simoes vd., 2009):



a) Bakteri hiicre duvarindaki proteinlerle etkileserek hiicre bozulmasi.
b) Enzimatik inhibisyon ile enerji iiretiminin bozulmasi.
¢) Nukleik asit Uretiminin inhibisyonu.

Ornegin, Antep fistig1 kabugunun igerigindeki ugucu yaglar, hidrofobik 6zellikleri
sayesinde bakteri hiicre zarinin lipidleri ile etkilesebilir ve hiicrenin fonksiyonel

oOzelliklerini engelleyebilirler (Bajpai vd., 2012).

Antep fistig1 kabugundaki Gallik Asit ve Kuersetin, dis ve i¢ bakteri zarlarinin
akiskanligini artirmaya ve zar potansiyelini bozmaya calisirlar (Mirzoeva vd., 1997;

Simoes vd., 2009).

1.3. Gadalardaki Mikrobiyal Bozulmalar

Gidalarin mikroorganizmalar tarafindan bozulmaya karsi1 duyarliliklar biiyiik 6l¢iide
farklidir. Bu da digs ve i¢ faktorlere (pH, aw, O-R potansiyeli, antimikrobiyal
maddeler ve koruyucu yapilar, besin igerigi) baglidir. Bozulma duyarliligina gore
gidalar, bozulabilir, yari bozulabilir ve bozulamayan gidalar olarak ii¢ katagoride

siniflandirilabilir (Sinell, 1980; Gram vd., 2002).

Gidadaki karbohidrat, protein bilesikleri, NPN bilesikleri (protein niteliginde
olmayan azot) ve lipid tiirlerinin mikrobiyal bozulma iizerine etkileri ele alinmstir.
Bu bilesiklerin bazilarinin mikroorganizmalar tarafindan kullaniminda izlenen

metabolik yollar belirlenmistir. Belirli kosullarda:
- Baz1 mikroorganizmalar son riin (COz2, Hz, aminler, yag asitleri, v.) uretebilirler.

- Baz1 mikroorganizmalar gidada biiyiik molekiillii maddeleri (polimerler)

parcalamak i¢in hiicre dis1 enzimleri salgilayabilirler.

- Baz1 mikroorganizmalar da gida igerisinde iireyerek pigment sentezleyebilirler.



1.3.1. Gida Bozulmasinda Onemli Faktorler:

Mikrobiyal hiicrenin dis ve i¢ zarinda, enzimlerin birakilmasi sebebiyle gidalarda
mikrobiyal bozulma meydana gelir. Gidalarda bozulma sirasinda en yaygin
karakteristik 6zellikler doku/tekstiir degisikligi, renk degisikligi, koku degisikligi, su

aktivitesini, yapiskanlik olusumu, sivi ve gaz birikim yapmasi olarak bilinmektedir.

Gidalarin {iretim ve tiiketim siireci arasinda mikroorganizma ¢ogalmasi ya da
gelismesi gerceklesebilir. Bunu 6nlemek i¢in bozulma ile ilgili faktorlerin bilinmesi

ve farkli yontemlerin uygulanmasi gerekir.

Mikroorganizmalar, giday1 ilk etkilediginde gidada kontaminasyon olusturur.
Gidanin igeriklerinden (Ph, besin maddeleri, inhibitor maddeleri, vb.) faydalanarak
gelisir, bulasma siiresince ortamin sicakliginin yardimiyla hem g¢ogalmasi hemde

enzimatik aktivitesini gerceklestirir.

1.3.2. Mikroorganizmalarin Onemi:

Ham ve iglenmis gidalar, mikrobiyal canlilardan (bakteri, maya ve kiif) etkilenir.
Bozulma &zelligine ve mikrobiyal grubuna bagl olarak bozulmanin seviyesi 10%8
hiicre/g/ml ya da cm? arasinda olabilir. Fermente edilmis olan gidalar, yiiksek sayida
mikroorganizma standart olarak (108 hiicre/g ya da /ml) bulunur (Gill, 1986; Kraft,
1992; Sinell; 1980; Gram vd., 2002).

1.3.3. Baskin Mikroorganizmalar:

Genellikle bozulmayan gidalarda, baslangicta az sayida mikroorganizmalar
bulunabilir. Fakat steril olmayan gidalarda, mikrobiyal gruplardan ayni cinse ait
birden fazla tiir ya da aymi tiire ait birden fazla sus gesidi i¢erip baskin duruma

gegirir.

Birkag cinse ait bakteri tiirleri, asagidaki faktorlere gore gida bozulmasina neden

olur:
= Bakteriyel 6zellikleri.
» Gidanin ozellikleri.

* Depolama kosullari.



Baskin bakteriler, farkli gruplar altinda incelenebilir (Kraft, 1992; Sinell, 1980).
1. Psikrotrofik Bakteriler:

5° C’de ve asagisinda buzda, buzdolabinda ve uzun raf 6miirlii gidalarda {ireyebilir.
10-25°C’de ve daha yiiksek sicakliklarda isleme ve tliketim siirecinde bulunan

gidalarda hizla ¢ogalabilir.
Gidalarin Saklama sekline bagli olarak, mevcut psikrotrofik bakteri tiirleri degisir.

Aerobik kosullarda aeroplar (Pseudomonas tirleri gibi), anaerobik sartlarda anaerob
ve fakdltatif anaerob (bazi Enterococcus tiirleri), 1s1l islemi esnasinda ve islendikten
sonra diigiikk sicaklikta depolanan gidalarda Termodirik (Clostridium tdrlerinin

sporlar1 gibi) bakteri tiirleri bulunur.
2. Termofilik Bakteriler:

40°C ve 90°C arasinda tirerler. Fakat optimum iireme sicakligi 55-65°C’dur. Bazi
termofilikler (Streptococcus Thermophilus, Clostridium, vb.) ortamin uygun

sartlarina gore (sicaklik) ¢imlenebilir, ¢ogalabilir ve giday1 bozabilirler.
3. Asidirik Bakteriler:

PH 4-6 ve asagisindaki gidalarda hizli sekilde iirerler. Heterofermentatif laktik asit
bakterileri (Lactobacillus fructivorans) ve homofermentatif laktik asit bakterilerinin
(Lactobacillus plantarum) gibi asetik gida iirtinlerinin bozulmasi ile iligkilidir (tursu,

mayonez, fermente sosis, vb.).

1.3.4. Mikroorganizmalardan Kaynaklanan Enzimli Gida Bozulmasi:

Enzimler genellikle bakteri hiicresinin dis ve i¢ zarinda bulunulmaktadir. Enzimlerin
temel gorevi, bakteri hiicre duvarinin her iki tarafinda bulunan biiyiik molekiilleri

veya kiiciik molekiilleri ¢esitli mekanizmalarla parcalamaktir (Sekil 1.2.).

Gidalarda belirli bir miktarda metabolize edilebilen diisiik molekiiler agirlikli
bilesenler (karbonhidratlar, azotlu bilesikler, serbest yag asitleri ve bazi organik
asitler) bulunur. Bozulma yapan mikroorganizmalarin ¢ogu, diisiik molekiil agirlikli

gida bilesenleri kullanir ve gida kontaminasyonuna neden olur. Ornegin,
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Pseudomonas spp. bakterisi diisiik molekiil agirlikli azotlu bilesiklerin varliginda

hiicre dis1 proteinaz sentezinin baskilanarak salgilanmasi gerceklesmektedir.

Enzimler mikroorganizmalarin ¢ogalmasi veya canli hiicrelerin var olmamasi
durumunda (mikrobyal htcreleri 6ldikten ya da 6ldirildikten sonra) hiicre ici ve
hiicre dis1 etkisiz hale gelir ve gida bozulmasina sebep olabilirler (Jayani vd., 2005;
Cousin, 1982).

Gidadan  alinan  kiigiik bes)
molekdillerini, hiicreye tasimadan
once metabolize  edebilmektedir.
Hucre icindeki biyik molekillerde
de etkilenebilmektedir.

_/

Hicre ici enzimler

Hiicre dis1 enzimler Enzimler sentezlendikten sonra ya

hiicre yiizeyinde yerlesir ya da gidaya
enfekte olurlar. Gidaya enfekte
olanlar  1ise gidadaki  biiyiik
molekiilleri hiicre i¢ine tasimadan
once kuguk hale getirerek hidrolize

edebilmektedir. j

Sekil 1.2. Enzimlerin ana mekanizmalari

1.3.5. Psikrotrof Bakterilerin Termostabil (1siya dayamikl)) Enzimlerinin
etkilenmesi:

Pastorizasyon ve ¢ok yliksek sicaklik (Ultrayiiksek Sicaklik, UHT) gibi 1s1l iglemler,
psikrotrofik bakterileri 6ldiiriir ancak 1s1ya dayanikli enzimleri tamamen yok edemez.
Cig siitteki baz1 psikrotrofik gram negatif bakteriler tarafindan iiretilen termostabilli
proteinazlar, lipazlar ve fosfolipazlar, Uriinlerin bozulma olasiliklart nedeniyle
ekonomiye katk1 saglar (Barbano vd., 2006; Teh vd., 2011).

Yiiksek sicaklikta (140-150°C ve 1-5 saniye) Uretilen siit, saklama kosullarina gore

(raf omrii ti¢ aydir ve 20°C'de saklanir) ticari steril olarak kabul edilir. Depolama
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sirasinda  lirlinde bozulma tespit edildiginde bozulma tipine gore nedeni
belirlenebilir. Psikrotrofik bakteriler tarafindan 1siya dayanikli proteinazlar, lipazlar
veya fosfolipazlar vasitasiyla meydana gelebilecek bozunma durumlari, tortu
olusumu, jel olusumu, yaglarin parcalanmasi veya aci tat olarak Ozetlenebilir. Cig
stitteki bakteri tarafindan iiretilen proteolitik enzimler, yiiksek sicaklifa maruz
kaldiklarinda aktivitelerini kaybederler. Bundan dolay1 sit dretiminde UHT
uygulamasi tercih edilemez (Ledenbach vd., 2010; Nornberg vd., 2010).

1.3.6. Diisiik Sicakhikta Enzimli Gida Bozulmasi:

Diisiik sicakliklarda bakteri hiicreleri 6lebilir ya da parcalanabilir. Fakat hicrenin ic
zarindaki direngli enzimler aktivitesini kaybetmeyebilir. Bazi enzimler diisiik
sicaklikta uzun siireli depolama sirasinda tespit edilebilen bir kusura neden olabilir.
Psikrotrofik bakteriler farkli tiirlerine ve suslarina gore diisiik sicaklikta saklanan
gidalarda, Ureme veya enzim Uretme yetenegi gostermistir (NOrnberg vd., 2010;
Raats vd., 2011).

Psikrotrofik bakteriler tarafindan (Pseudomonas gibi) tiretilen dis enzimler, ette kot
tat ve doku bozukluklarina neden olabilir (Gram vd., 2002; Ledenbach vd., 2010).

1.3.7. Besinlerde Bakteriyel Bozulmanin Gostergeleri:

Islenmemis ve kismen islenmis gidalar, belirli muhafaza ydntemleri altinda bile
mikrobiyal bozulmaya kars1 hassastir. Uretimden sonra, iiriiniin standart depolama
sartlarinda bozulmadan kalabilme 6zelligi gbz oniinde bulundurulmali ve depolama
siresince tirlinlin bakteriyel bozulmaya duyarli halde oldugu siire agiklanmalidir.
Boylece, bakteriyel bozulmadan kaynaklanan gida kaybinin en aza indirilmesini

saglanilabilir.

Uriiniin raf omrii ve bozulmaya karsi duyarliligi belirli parametreler dahilinde
kontrol edilir. Bu parametreler duyusal (duyularla alinan bir {iriiniin 6zellikleri tat,
koku, doku, vb.), kimyasal veya mikrobiyal goOstergeler olarak siniflandirilir.
Duyusal kriterlerini, mikrobiyolojik veya kimyasal kriterleri veya her ikisiyle birlikte
kullanildiginda daha iyi sonuglar verir. Uriin tiirii ve bilesimi, isleme ydntemleri,
iirlinlin isleme esnasinda kontaminasyona maruz kalmasi, paketleme tipi, saklama
siiresi ve sicaklik degisiklikleri bakteriyel gida bozulmalarinda rol oynayan

faktorlerdir. Bu faktorler nedeniyle iiriine bagl degisiklikler ortaya ¢ikabilir. Uriiniin
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ana sifatlarina gore uygun bir indikator (kimyasal/bakteriyel) secilerek bozulma

asamasi degerlendirilebilir (Bibek vd.,2016).

1.3.8. Mikrobiyolojik Degerlendirme Kriterleri:

» Koloni Olusturan Birim Sayisi (kob/g veya kob/cm?):

Uriin tipine ve saklama kosullarina bagli olarak bir gidadaki uygun bozulma
gosterge/indikatér grubunun sayisini belirlemek igin kullanilan yontemle birlikte
toplam aerobik bakteri sayisinin veya standart bakteri sayisinin dahil edilmesi faydali
olabilir. Indikator bakterilerin diizeylerinin KOB saymmini bilmek igin birkac giin
bekleme siiresi gerekir (ekim yodnteminde inklbasyon siresi gibi). Bu nedenle,
mikrobiyal sayim yontemi en biiyuk dezavantajlardan biri kabul edilir. Bu sorunu
¢Ozmek icin alternatif yontemler bulunmustur. Ornegin; Lipopolisakarit saptanmasi
(LPS), Adenozin tri fosfat (ATP) 6l¢iimii, Elektriksel 6zdireng veya Iletkenlik, Boya
indirgeme siresi. Bu yontemler, avantajlara ve dezavantajlara sahiptir. Tim gida
sistemleri i¢in gegerli degildir ve bakteri seviyeleri egriler seklinde gosterilir (Bibek
vd.,2016).

» Faz Kontrast Mikroskobu:

Kullanim1 kolay ve kii¢iik bir mikroskobtur. Dogru sonug¢ vermek igin Ornekte
bulunan bakteriyel popiilasyonu yiiksek diizeyde (yaklasik 10°%/ml) olmalidir. Sivi
bir {irlinde bozulma olay1 saptamak i¢in ve sartname diizeyi belirlenirse, elde edilen
sonug diizeyden daha az “’beklenen’’, diizeye yakin “’kullanilmali’’, dlizeyden daha
fazla olsa ise “’yok edilmeli’’ olarak Ozetlenebilir. Ayrica sivi olmayan iriinlerde,
ornekten belli bir miktar alinip destile su ile siispansiyonu hazirlanir. Karigtirarak

lam Uzerine 1-2 damla damlatilip mikroskobta test edilebilir (Bibek vd.,2016).
» Kimyasal Digerlendirme Kriteri:

Gida bozulmalarina neden olan mikroorganizmalarin metabolizmasini 6lgmek igin
kullanilan yontemler, kolorimetrik, titrasyon yontemleriyle NHs Gretimi, CO>
tiretimi, vb. igerir. Fakat bakterilerin tiirlerine ve suslarina bagli ortaya ¢ikan
metabolitlerin farkli sonuglar1 6nceki yontemlere gére uyum saglamayabilir ve her
gida cesitlerinde kullanilamaz. Ornegin; Etlerde pH=5.5 &l¢iimiinde bozulma

bakteriler tarafindan amino asitlerin metabolizmasi, NHs varliginda aminler ve diger
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bazik bilesikleri iiretilir (Bulusi vd., 2009). PH=8 o0l¢limiinde ise bazi bakteriler
tarafindan karbohidratlarin metabolizmasinda asitler iiretilir ve pH’y1 azaltilir. O

yuzden etlerde pH 6l¢lim iyi bir bozulma indikatori olmayabilir (Bibek vd.,2016).
» Bozucu Mikroorganizmalarin Tespiti i¢cin Uygulanan Molekdler Yontemler:

Kullanilan geleneksel yontemlerin zorluklarindan kagmak i¢in gidalarda mikrobiyal
saptanmasinda modern molekdler tekniklerin rastgele saglamlastirilmis ¢ok bigimli
DNA-PZR (PCR), darbeli alan jel elektroforezi (PFGE), vb. artik uygulanmaktadir
(Bibek vd.,2016).

» Isiya Dayanikli Enzimlerin Analizi:

Depolanmig bir {iriiniin raf dmriinii belirlenmek i¢in 1stya dayanikli proteinazlarina
hassas analiz yontemleri kullanilmalidir. Eski yontemlere (jel diflizyonu gibi) ek
olarak Trinitrobenzen siilfonik asit (TNBS), Floresamin reaktifi, Enzim bagh
immiinosorbant testi (ELISA) ve Lusiferaz Inaktivasyon testi gibi glvenilir
yontemler de kullanilmaktadir. Isiya dayanikli mikrobiyal (Pseudomonas spp.)
lipazlarin1 saptamak i¢in hizli ve hassas ELISA yotemi kullanilmistir (Bibek vd.,
2016).

1.4. Gida Kaynakh Mikrobiyal Hastaliklar
1.4.1. Zehirlenmeler/Intoksikasyonlar:

Gida zehirlenmesinde fark edilen genel oOzellikler, toksin, gidadaki patojenin
biiylimesi sirasinda Uretilir, 1s1ya dayanikli veya 1siya dayaniksiz olabilir. Zehirlenme
nedenleri tasiyan besinler tiiketildiginde viicut sicakliginda bir degisiklik olmadan da
kisa bir siire sonra kiside belirtiler ortaya cikar. Semptomlar zehirin tiiriine gore
degisir (sindirim sistemini etkileyen bagirsak toksinleri gibi). Mikroorganizmalarin
neden oldugu gida zehirlenmesine, farkli bakteri tiirleri tarafindan iiretilen toksinleri
iceren gidalarin yenmesi neden olur. Gida kaynakli patojenler, ¢ogalma doneminde
uretilen toksinler nedeniyle insan saghgmi etkiler ve zehirlenmelere neden olur.
Protein yapilara sahip olan toksinler 1siya dayanikli ya da dayanaksiz olabilir.
Hastaligin belirtileri zehri iireten patojene gore degisir. Gida tirlinlerini hazirlarken

veya islerken, toksin iireten patojenlerin aktivitesini sinirlamak veya Onlemek igin
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belirli yontemler izlenmelidir. Uretimden tiiketim asamasima gidadaki degisiklikler,
mikroorganizmalarin 6zellikleri ve tespit teknikleri hakkindaki bilgilerimiz, baz1 yeni
patojenleri ve bunlarin semptomlarini belirlemede faydalidir. Ekonomileri yikmak ve
bilerek insanlara zarar vermek amaciyla gidalarda hastalik g¢esitlerine neden olan
mikroorganizmalarla kontamine olmasina neden olan uluslararasi gida biyoterdrizmi
hakkinda devam eden endiseler var. Patojenler siirekli gelismekte onlari1 kontrol
altina almak ve risklerini azaltmak i¢in yeni yollar gelistirilmeli. Yeni ortaya ¢ikan

patojen tiirleriyle karsilasmaya hazirlikli olmaliy1z (Bibek vd., 2016).
Staphylococcus aureus:

Genel bakis: Stafilokok, Staphylococcus aureus'un iiremesi sirasinda gidalarda
tirettigi yaygin gida zehirlenme ajanlarindan biridir (Schelin vd., 2011). Hastalik
kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC) tarafindan 2011 yilinda ABD’de yayinlanmis
rapora gore yillik S. aureus ile enfekte olan hastalarda her 240 vaka i¢in alt1 6lim
meydana gelmektedir (Scallan vd., 2011). Ozellikleri, gram pozitif, tek veya
kiimelenmis formlu, sporlar1 yok, hareketsiz, kapsiilsiiz, kolonileri altin renge sahip,
gidalardan segici gelisme besiyeri (BP agar) vasitasiyla izole edilir. Mannitolu
fermente eder, koagulaz, hemolisin, vb. enzimleri dretilir. Fakultatif anaerob
olmasina ragmen aerobik ortamda ve zor sartlarda hizlica ¢ogalir. Optimum gelisme
doneminde (37-40°C’de) karbohidratlar1 fermente ederek {irettigi proteazlarla
proteinleri parcalamaya calisir. Gelisme ortami; disiik aw=0.86, diisik pH=4.8,
yiiksek sekerli ve tuzlu konsantre, NO2 varligi ile gerceklesir. S. aureus ve turleri
dogal olarak canlilarin solunum ve yutma yollarinda, derilerinde, yara ve sevilcelerde
bulunur, bunlarin vasitasiyla gidalara bulasir (Schelin vd., 2011; Cretenet vd., 2011).
Toksinleri; S. aureus farkli 21 tip toksin (SEA, SEB, vb.) iretir. Toksinler, 1s1ya
dayanikli degisik protein yapilarindan (Toksisiteler, serolojiler ve molekiiller) olusur.
Suda c¢oziinebildigi icin Proteolitik enzimlere duyarlilik gosterirler. Proteinli
gidalarda ve oda sicakliginda iiretilirler. Istya dayanakliligi (60°C ve 16 saat) vardir.
Gidalarda bulunmasi; Stafilokok, hazirlanmalar1 sirasinda insan ellerinin siklikla
temas ettigi, oda sicakliginda bekletilmis ve proteinli gidalar nedeniyle (6rnegin;
salata ve kremali kek) Gastroenterit olaylar1 ¢okga goriiliir. Stafilokoklarin gida
zehirlenmesinde vaka sayisi nisbeten fazladir. Bunun {i¢ nedeni vardir; diisiik kisisel
hijyen, kontamine ekipmanlar ve uygun olmayan sicakliklara maruz kalma.

Stafilokok toksinleri igeren ihra¢ gidalar nedeniyle, ithalatci iilkelerde gida
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zehirlenmelerine yol acabilir. Hastalik semptomlari; Stafilokok bir enterotoksindir.
Gidayla alindiktan sonra midenin vagus sinirlerini uyarma sonucunda sert kusmay1
tetikler. Toksin semptomlar1 kisa siirede (30dk-8saat) ve vicudun direng seviyesine
gore goriiliir. Toksin, otonom sinir sistemini uyararak (agiz akintisi, kusma, ishal,
vb.) ilk semptomlara ve ikincil semptomlara (iirperme, terleme, bas agrisi, vb.) neden
olur. Azaltma yollari; S.aureus’un hiicre sayist azaltmasi, kaliteli ve 6zenlice yapilan
gidalar tiiketmesi, gidanin hazirlandig1 yerin ve hazirlayanin temizligine dikkat
edilmesi, Gidalara ¢iplak el ile dokunulmamali, gidanin 1s1l isleme tutulmasi ve
cogalma sartlarinda bekletilmemesi gerekir. Teshis yontemleri; Segici agar ortaminda
ekim yapilarak kolonilerin enterotoksin Uretebilme kabiliyeti kontrol edilir.
Enterotoksinlerin etkisini veya zehirlenmeye neden olan toksinin tespit etmek i¢in ya
biyolojik deneylerle (hayvan Uzerinde, kediler vb.) ya da serolojik deneyler ile

(enterotoksinler saflastirilip hassas yontemlerle test edilir) anlagilir.
Clostridium botulinum:

Genel bakis: Gida zehirlenmesi, gidada kontamine olan Clostridium'un 6limcul
toksini nedeniyle olusan noérotoksinlerinden biridir. Bazi noérolojik ve gastrik
semptomlara sebep olur. Sporlarini igeren besinlerle beslenen bebeklerde, mide-
bagirsak yolunda gida zehirlenmesi meydana gelir. (Peck vd., 2011; Shukla vd.,
2005). Ozellikleri: Gram pozitif, kisa zincir veya tekli cubuk, hareketli, sporlar1 var,
anaerob, sporlar1 115°C’de direngli, hiicreleri 90°C’de etkisiz olur. Toksinleri 7 tipe
sahip, proteolotik olan ve olmayan suslar1 var, proteolotik olan optimum ¢ogalma
sicakligi (35°C), proteolotik olmayan optimum ¢ogalma sicakligi (30°C), cogalmay1
anaerobik ortamda gerceklestirir, hiicre ¢cogalmasini Onler ortam; diisiik pH=4.6,
yiiksek NaCl miktari= %5.5, diisik aw=0.93. Sporlar1 toprak, sular, batakliklar,
hayvan, vb. ¢ok alanlarda yayilir ve bu kaynaklardan gidaya bulasir. Toksin {iretimi,
Mideye ulasan proteolitik / proteolitik olmayan suslarin iirettigi toksin inaktif ve
biiyiik bir yapiya sahip olur. Fakat mikrobiyal proteazlar veya sindirim sistemindeki
proteaz enzimleri tarafindan toksini hidrolize ederek toksini aktif ederler. Toksin
molekiilleri viicuda girdikten sonra bagirsak hiicreleri tarafindan emilerek dolasim
sistemi yoluyla sinir sistemine aktarilir. Asetilkolin saliniminin engellenmesine
calisir. Noromiiskiiler kavsaklarda sinir sinyallerini bloke edip kas paralize olusur.
Gidalarda bulunmasi: Sporlar, 1s1l islemi uyguladiginda ¢imlenip vejetatif hiicrelere

cevirilir. Cogalma doneminde toksin iiretirken olusturulur ve gidadaki bulagma
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onlarla baglar. Vakalar en fazla sebzeler, meyveler, fermente edilen yiyecekler, vb.
gbzlenir. Vaka olusmasina dnemli sebepleri; degisik sicakliga ve uzun siire havaya
maruz kalmasi, 1s1l islemi yeterli olmamasidir. Proteince zengin ve asit orani diisiik
besinlerde ¢ogalirken gaz ve hos olmayan koku dretilir. (Peck, 2006; Silva vd.,
2010). Hastalik semptomlari: Clostridium hastaliklar1 5 tipe ayrilir: gida kaynakli
botulizm, bebek botulizmi, yara botulizmi vb.. Hastaligin baslangicindan itibaren 2-
36 saat icinde semptomlar once bagirsakta, ardindan diger organlarda anormallikler
kusma, ishal, cift gorme, nefes almada zorluk, diyafram ve kalp kaslarinda felg, 6liim
ortaya ¢ikar. Azaltma yollari: En etkili yontem sicaklik ve siire ayarlamasidir.
Gidalarda uyulmasi gereken bazi Onlemler; bakteri sporlarini inaktive etmek igin
diisiik sicaklikta (buzdolabinda 3°C) saklanmalidir. Soguk sistemde (NO: varligi,
diisiik asitlik, pH=5.0, NaCl=3.5%, aw=0.97) Onleme kosullar1 uygulanmalidir.
Cogalma ve toksin iiretim siireclerini 6nlemek i¢in 1s1l islemler ve koruyucu faktorler
birlikte kullanilmalidir (Peck vd., 2011). Teshis yontemleri: Clostridium botulinum
etkili olup olmadigini selektif agar kullanilarak anaerobik ortamda ekim yapilir ve
aktivitesi biyokimyasal ve toksikolojik testler ile kontrol edilir. Norolojik
semptomlar fareler iizerinde test edilir. Toksinlere bagli o6lim 92 saat icinde

gerceklesmelidir. Bu bakteri iizerinde ¢alisan kisilere as1 yapilir.

Clostridium difficile:

Genel bakis: C.difficile bakterileri hastanede yatan hastalarda bulasici ishalin en
yaygin sebebidir. Toksinin nedeni ise ishale neden olabilecek bazi antibiyotik
cesitlerinin verilmesidir. 1935 yilinda yenidoganlarin digk: florasinda kesfedilmistir.
Ozellikleri: Gram pozitif, sporlar1 var, anaerob. Toksin Uretimi: C.difficile
bakterilerinin patojenik suslari, Irritabl Bagirsak Sendromu’yu (IBS) enfekte eden iki
tip protein toksini (A ve B) diretir. Hastalik semptomlari: Hastalik belirtilerini
gostermeyebilir, siddetli psddomembrandz iltihaplanma, hafif ishal. Tedaviyi
aldiktan sonra ii¢ giin iginde hastaligin belirtileri yok olur. Azaltma yollart: ishale
neden olan antibiyotiklerin durdurulmasi. Toksin siddetli ise Oral Metronidazol
alinmalidir. Teshis yontemleri: C.difficile toksinlerini tespit etmek i¢in disk1 analizi
yapilir (Kelly vd., 1998).
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1.4.2. Bakteriyel Enfeksiyonlar:

Gidalarda mikrobiyal enfeksiyonu, ¢ogunlukla enterik patojen bakteriler nedeniyle
goriliir. Viicuda giren bakteriler sindirim sistemine saldirarak enterik semptomlara
ve bazen 6liime neden olur. Bu patojenler farkli sicakliklara (bakteri tiiriine bagh
olarak) degisen hassasiyet gosterirler ve pastdrizasyon sonucunda hepsi etkilerini
kaybederler. Spesifik ve etkili yontemler izlenerek bu mikroorganizmalarin

tehlikelerini azaltmak i¢in ¢ok sayida ve ¢esitli onlemler alinmaktadir.

Escherichia coli:

Genel bakis: Insanlarin ve sicak kanl hayvanlarin bagirsaklarinda dogal bir sekilde
bulunur. Ozellikleri: Gram negatif, sporlar1 yok, zararsiz, hareketli, secmeli anaerob,
cubuk seklinde, indeks organizma olarak kullanilir, suslarin tipleri var. EHEC ve
STEC suslar1 30-40°C hizli gelisme, 44-45°C zayif gelisme, 10°C’nin altinda
gelisme gostermez. Diisiik pH’li ortaminda (pH= 4.5 veya daha diisiik) direngli olur.
Virtlans faktorleri: Suslarin tipleri toksinler tiretir ve epital hiicrelere yapigarak istila
eder. Bu yetenege gore alt1 alt grubda siniflandirilir; enterotoksijen E. coli (ETEC),
enteropatojenik E. coli (EPEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC), enterohemorajenik E.
coli (EHEC), enteroagregatif E. coli (EAEC) ve difliz-yapiskan E. coli (DAEC).
Gidalarda bulunmasi: Tasiyict bireylerle veya hayvanlarla (siitleri ve etleri)
yayilabilir. Kirli yikama/sulama sulardan insana ulasabilir. Hastalik semptomlart:
Ortaya ¢ikan enfeksiyonlart ve semptomlar1 gruplarina gore degisir. Dogal olarak
kalin bagirsaklarda milyonlarca adet/gr yiiksek bir oranda bulunur ve diski yoluyla
bulasmas1 gergeklesir. Genel belirtileri; bas agrisi, ates, iisime, mide
bulantisi/kramplari, kusma, ishal (sulu/kanli olabilir), 6liim. ETEC (Mide ve bagirsak
iltihab1 hafif kolera gibi, fazla siv1 kayb1); EIEC (Sigelloz benzeri dizanteri); EHEC
ve STEC (hemorajik tiremik sendrom (HUS), Shiga toksini (STX), Verotoksin (VT),
Trombotik Trombositopenik Purpura (TTP), bagirsak / bobrek / beyindeki kilcal kan
damarlara zarar verir). Azaltma yollar: Gida isleme siirecinde 6nemli sanitasyon
Onlemlerinin alimmasi, tasiyicit bireylerle temas edilmemesi, sogutma ve 1sitma
islemlerine 6nem verilmelidir. Siipheli gidalar yeterli sicaklikta pisirilmelidir. ABD
Gida Giivenligi ve Denetim Servisi’nin talimatlarina gore (FSIS); yalnizca pastorize
stit kullanmak, hizli bozulan gidalar iyice saklanip buzdolabina yerlestirmek, donmus
gidalar oda sicakliginda ¢ozdiirmemek veya uzun siire tutmamak, ellerimizi/calisma

yuzeylerini/mutfak aletlerini iyice temizlemek. Teshis yontemleri: Sivi besiyer ile
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zenginlestirerek secici agar (hemolitiktir, at kanli agar, vb.) ortaminda ekim yapma
yontemiyle incelenir. Olusan kolonileri biyokimyasal ya da serolojik yontemlerle test

edilir.
Salmonella enterica:

Genel bakis: Patojenik bakteri ve virlislerin neden oldugu tiim gida kaynakh
hastaliklarin en énemlisinin Salmonella enterica oldugu anlasilmistir. Oliimciil bir
patojendir. Typhi ve Paratyphi insanda en yaygin serotiplerdir. Salmonella insanda
tic sekilde bulunur; Antijene gore somatik, kapsiil, flagella. Viicuda agiz yoluyla
girer ve diski yoluyla atilir. Ozellikleri: Gram negatif, sporlar1 yoktur, se¢meli
anaerob, ¢ubuk sekle sahip, hareketli, Glukoz varliginda gaz iiretir, hidrojen stilfiir
uretir, gelisme sicakligt 35-37°C, disiik sicakliklarla etkilenmez, pH=4.5’te
duyarlilik ve aw=0.94’te gelisme gostermez (Podolak vd., 2010). Baz1 hayvanlarin
(vahsi ve evcil hayvanlarinda kaplumbaga gibi) gastrointestinalda bulunur. Evcil
hayvanlarda salmonelloza insana ulasarak diski yoluyla atilma sonucunda bulagmay1
topraklara ve sulara da ulasabilir. Viriilens faktorleri: Salmonella serotipleri, DNA'ya
yiilksek oranda baglanma yetenegine sahiptir. Salmonelloz ile kontamine olmus
gidalar ¢ok sayida serotip icerir. Gliniimiizde yaygin olan Salmonella serotipinleri
(S.enterica ser. Typhimurium ve S.enterica ser. Enteritidis) (CDC, 2011). Bunlarin
ikisi 1. Altture aittir. Salmonella’nin alttiirleri alt1 tane olarak belirtilmistir.
Salmonella 6zel faj tiplerine duyarlilik gosteriyor. En ¢ok kiimes hayvanlarinda
bizzat tavuklarin yumurtaliklarinda yumurtlara ulasir ve karkas yikama sularinda
bulunur (Foley vd., 2011). Gidalarda bulunmasi: Hayvansal gidalarda; cesitli et
tiirleri, siit ve siit iirlinleri, yumurtalarda bile bulunur. Patojeni tasiyicilarin digkisi
yoluyla, o6zenli hazirlanmamis/¢ig gidalarla veya yeterli 1sil isleme tutulmamis
gidalarla bulasabilir. Bitkisel gidalarda; kirli suyla (kanalizasyon sular1) yikanan
sebzeler/meyveler ve sulanan topraklarda Salmonella suslart bulunur (Park vd.,
2012). Hastalik semptomlari: Salmonelloz ile bulasmis gida tiiketildiginde
gastrointestinal (mide-bagirsak) hastaliklari meydana gelir. Enfeksiyonun dozu
arttikca Salmonella suslari mide-bagirsak ortamindaki asitlere karsi direng gosterir.
Bagirsakta kolonize olur, mukoza hiicrelerine yapisarak saldirir. Enfeksiyon
noktasinda iltithap ve agir 6dem olusur. 8-36 saat iginde hastaligin semptomlari
ortaya ¢ikar. Kisinin saglik durumuna gore cesitli belirtiler goriiniir. Ornegin; mide

kramplari/bulantisi, istifra/kusma, ishal, listime, ates, 6liim... (Ruby vd., 2012; Velge
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vd., 2012). Azaltma yollari: Uriinlerde Salmonella varligimi tespit etmek igin
inceleme/denetim programlari uygulanmaktadir. Salmonella salginlart konusunda
tiikketiciler ve ireticiler i¢in bilinglendirme programlar yiiriitiilmektedir. Teshis
yontemleri: Secici olmayan sivi besiyer iginde, seg¢ici agar ortaminda
(zenginlestirme,diferansiyel), biyokimyasal ve serolojik yontemleri uygulama, belirli

immiinolojik 6zelliklere ve niikleotid baz dizisine gore farkli yontemler kullanilir.
Listeria monocytogenes:

Genel bakis: Listerioz ile bulasma hayvansal veya bitkisel iirlinlerle insana ulasir.
Ozellikleri: Gram pozitif, Psikrotrof, Saprofit (Freitag vd., 2009), istege baglh
anaerob, sporlar1 yok, peritrik flagella sayesinde hareket eder, hiicreleri ¢ubuk veya
kisa zincir seklinde, optimum sicakligi (30-37 °C). Diisiik sicaklikta (>45 °C), NaCl
miktar1 = (> %10), pH = (5.0) ve aside dayaniklilik gosterir. Kanalizasyonlarda,
toprakta, ¢iiriimiis bitkilerde, kiimesli ve evcil hayvanlarin bagirsak ortaminda da
bulunur. Insanlarda ise safra kesesinde bulunur. Tiiketime hazir etler ve siit iiriinleri,
yumrulu sebzeler, yumurtalar ve deniz Urinlerinde L. monocytogenes goriilmiistiir.
Gida isleme ve depolama yerlerinde bulasabilir (Milillo vd., 2012; Carpentier vd.,
2011). Virdlans faktorleri: Listeria, biiylik 6nem tasiyan bir¢ok viriilans faktori igerir
(Fratamico vd., 2005; Camejo vd., 2011). Protein diizenleyici faktor (PrfA), Sigma
B. karbon kaynaklari, sicaklik, tuz, asidik ve anaerobik ortamlar; viriilans genlerinin
ekspresyonunu farkli sekilde diizenlediklerinden dolayr konak igin enfeksiyonun
seviyesini etkiler. Gidalarda bulunmasi: Listerioz ile kontamine olmus gidalarin
tilketiminden kaynaklanan salginlarin vasitasiyla, hangi gida tiirii patojenlerden (¢ig
besinler, iyice pisirilmemis tavuk, siit Uriinleri, dumanlanmis deniz fiiriinleri, et
ezmesi, vb.) etkilenebilecegini bulmak miimkiin olmaktadir. Hastalik semptomlari:
Listeria’nin iki {inlii hastaligi; Atesli gastroenterit ve Invaziv sistemik hastaligi
(Camejo vd., 2011; Sleator vd., 2009). Insanin saglik durumuna gére belirtileri
viucutta gorilmektedir. Kemoterapi alan kisilerde (hamileler, fetiis, vb.) kanser
olusturur. Organ nakli olanlar ve bagisiklik sistemini baskilayan ilaglarla tedavi
edilen kisilerde Listerioza karsi duyarlilik gosterirler. Listerioz, ciddi hastaliklara
sahip (bagisiklik yetmezligi, kalp hastalig1 vb.) olan kisilerde nispeten 6limculdir.
Azaltma yollart: Listeria monocytogenes'i saptamak igin ticari tesislerde kontrol
programlar1 uygulanmaktadir. Ureticiye ve tiiketiciye kontrol &nerileri sunulmustur;

hayvansal triinler iyice pisirilmeli, bitkisel {irlinler iyice yikanmali, ¢ig etler diger
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gidalardan ayr1 bir sekilde saklanmali, gida hazirlamasinda kullanilan mutfak
gerecleri (bigak, kesme tahtasi, vb.) yeterince yikanmali. Ciddi hastaliklara sahip
kisilere 0Ozel Oneriler verilmistir; siit irilinlerinde uzaklastirilmasi, buzdolabta
bekletilmis gidalar iyice 1sitilmasi, yaslilar/hamileler veya diisiik bagisikliga sahip
olanlar lezzetli hazir yemeklerden kaginilmasi gerekmektedir. Teshis yontemleri:
Sivi besiyer ile zenginlestirerek secici agar (hemolitiktir, at kanli agar, vb.)
ortaminda ekim yapma yontemiyle incelenir. Olusan kolonileri biyokimyasal ya da
serolojik yontemlerle test edilir. Immiinolojik 6zelliklere ve niikleotid asit baz

dizisine gore farkli yontemler kullanilir.
Enterococcus faecalis:

Genel bakis: Enterococcus faecalis, hastane enfeksiyonlarinda 6nemli bir faktordiir.
E. faecalis ATCC 29212 klinik testler ve gida giivenligi testlerinde standart kontrol
olarak kullamlir (Kim vd., 2012). Ozellikleri: Fakultatif anaerobik, gram pozitif,
laktik asit bakterileri olarak bilinir, sicakliga dayanikli ve antibiyotiklere
direnglidirler, genetik sifatlar1 ¢esitli ve benzerdir (Kim vd., 2012). Virilans
faktorleri: E. faecalis tiirlerinin yaklasik %31'inde bulunan hemolizin-sitolisin geni,
enterokokal ylizey proteini, sitolizin, hiyaltronidaz ve hepsini hemolitik aktiviteye
sahiptir. Mikroorganizmalarin kolonizasyonunda, bagisiklik sisteminin direncinde ve
diger mikroorganizmalarla rekabette yer alir. Salgi faktorlerinin {iretiminden
kaynaklanan hasara neden olur. Cogunlukla endodontik tedavi goren hastalarda
bulunur. Hastane galisanlarina ve saglikli bireylere hizlica bulasir (Bonyadi ve
Amini, 2022). Hastalik semptomlari: immiinosupresyon, bakteriyemi, sepsis, idrar
yolu enfeksiyonlari, menenjit, yara enfeksiyonlari, yavas iyilesme <asirt antibiyotik
kullanimina neden olur (Bonyadi ve Amini, 2022). Enfeksiyon, mekanik debridman

ve kimyasal ajanlarin kullanimu ile teshis edilir (Voit vd., 2022).
Pseudomonas aeruginosa:

Genel bakis: Hastane enfeksiyonlarina neden olan temel patojenlerden biridir.
Ozellikleri: Firsatgi, Gram negatif, hareketli, antibiyotige direngli, akut ve kronik
enfeksiyonlara yol acan. Virulans faktorleri: P. aeruginosa'nin dort etkilesimli QS
sinyalizasyon sistemi vardir. Ayrica ince bir biyofilm olusturma ve piyosiyanin
pigmenti ve proteaz liretme yetenegine de sahiptir. Hastalik semptomlari: Bagisikligi

baskilanmis hastalarda, solunum yolu enfeksiyonlarinda, idrar yolu enfeksiyonunda,
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yanik enfeksiyonunda, sepsis, kistik fibrozis, osteomiyelit ve endokarditte ciddi
komplikasyonlara yol acar. Geleneksel yontemleri; gelismis kiiltiir, antimikrobiyal
duyarlilik ve Klinik testleri ile kesfedilir. Teshis yontemleri: P. aeruginosa'nin
belirlenmesi icin daha yiiksek hassasiyet ve daha kisa tespit siliresi saglayan
prosedirlere sahip otomatik sistemler gelistirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ve ELISA testlerinin kullanim1 (Lim vd., 2022; Gomaa vd., 2022).

1.5. Gida Ambalaji

Bakteriyel bozulma nedeniyle ortaya ¢ikan gida kaybi, ham madde ve {rln Ureticileri
ve tiketiciler icin ekonomik sonuglar dogurmaktadir. Yillar gegtik¢e ve insan niifusu
arttik¢a, mikrobiyal bozulmadan kaynaklanan gida kaybi nedeniyle daha az gida
tiiketimi olacaktir. Oniimiizdeki ii¢ y1l icinde diinya niifusunun 1 milyara ulasmasi
beklenmektedir. Buna dayali, aglik felaketinden kaginmak igin, gida bozulmalarini
azaltilarak tiiketim igin yeterli gida tiretimini artirmaya yonelik ¢aba gosterilmelidir
(Davies, 2012).

1.5.1. Antimikrobiyal Paketleme Sistemleri:

Gida iirlinlerine aktarilan mikroplarin faaliyetlerini (uyum saglama, gelistirme vb.)
Onleyerek tiiketim glivenligini ve {irliniin raf dmriinii arttirmak amaciyla kaplama
sistemi olusturulmustur. Ambalaj malzemelerinin {iretimi sirasinda polimerlere
antimikrobiyal ajanlar eklenilir (Han, 2003; Lopez-Rubio vd., 2004; Véronique,
2008). Bu yontem ticari agisindan ¢esitli alanlarda (ilag ve pestisit endiistrisi, tekstil
malzemeleri vb.) yaygmm olarak kullamilmaktadir (Appendini vd., 2002).
Mikroorganizmalarin aktivitelerini engellemek igin biyolojik polimerlere eklenen
yaygin kullanilan 1s1ya direngli bilesikler vardir (Tablo 1.2). Ancak bazi bilesikler
1stya duyarli oldugundan dolay1 diger yontemler (¢6ziicii buharlastirma yontemi gibi)
tercih edilir. Bir maddenin antimikrobiyal aktivitesi ile ¢6ziiclisi buharlastirma
yontemiyle hazirlanan filmlerde, suda ve diger ¢oziiciilerde ¢6ziinen dogal polimerler
ideal olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyal ajanin tipine (ugucu olan, ugucu
olmayan, vb.) bagh olarak ambalaj ile gida arasindaki temas durumu (tabaka sayisi)
degisir (Appendini vd., 2002). Kaplama malzemesinde dagilan antibakteriyel
maddelerin salinim miktarinin ve dis etkenlere karsi etkinliginin incelenmesi 6nemli

bir faktordir (Han, 2003) (sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Gida ambalajlama teknigi
Tablo 1.2. Biyolojik Polimerlerin siniflandirmasi (Srinivasa vd., 2007)
Monomerlerden
Mikroorganizmalarin Biyolojik kaynakh

iirettigi polimerler

sentezlenen biyo-

tiiretilmis polimerler

polimerler

Bakteriyel seluloz

Curdlan
Polihidroksialkanoat
(PHA)

Laktik asit> Polilaktat

> Lipidler: Capraz bagl

trigliseritler
> Hidrokolloidler:

Hayvansal proteinler
(kollajen)

Bitkisel proteinler (gluten)
Hayvansal polisakkaritler
(kitin>kitosan)

Bitkisel polisakkaritler

(seltloz, pektin, vb.)
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1.5.2. Gida Ambalajlamada Yenilebilir Filmler:

Yenilebilir film; Antioksidanlar veya antimikrobiyal iceren ince yenilebilir bir
polimer tabakasidir. Bagka bir tanimlama ile gida iiriiniiniin gida bozulmasina neden
olan faktorlerden (nem, gaz, vb.) korunmasini saglayan koruyucu bir bariyerdir
(Bourtoom, 2008). Yenilebilir filmin yapisi, kullanilan polimerin, ¢oziiciiniin,
sicakligin ve diger molekiillerin (plastiklestirici gibi) dogasina baglidir (Tharanathan
vd., 2003). Yenilebilir film avantajlari; bakteri kontaminasyonunu engellemek,
mekaniksel bozulmalara ve 1s18a kars1 korumak, paketlenmis gidanin 6zelliklerini
tyilestirmek (beslenme degerini ylikseltmek), biyolojik olarak parcalanabilmek ve
uriniin raf omriinii uzatmak seklinde belirtilmistir. Biyopolimerlerden elde edilen
yenilebilir filmler hizli yirtilma 6zelligine sahiptir (McHugh vd., 1994; Hong vd.,
2005). Bu dezavantajin {stesinden gelmek i¢in filme hazirlama sirasinda

plastiklestiriciler (gliserol vb.) eklenebilir (Dutta vd., 2009).

1.6. Kitosan

Kitosan; kitinin deasetilasyon yontemiyle retilen, asidik ¢ozeltilerde ¢dzlinebilen ve
dogada bol miktarda bulunabilen bir polimerik maddedir (Rinaudo 2006). Kitosan,
cogunlukla deniz canlilarinin (yengeg, karides vb.) dis iskeletlerinden elde edilen bir
bilesendir. Deniz iriinlerinin islenmesinden kaynaklanan atik kabuklardan kitosan
iiretimi hem ekonomiye hem de g¢evreye katki saglamaktadir (Shadidi vd., 1999).
Kitosan yiiksek molekiil agirliga, jel olusturma yetenegine, reaktif fonksiyonel
gruplar1 i¢ermesine, invitro modifiye edilebilen olmasina (kimyasal ve enzimatik
olarak), polielektrolit ve absorpsiyon olabilme 6zelliklerine sahip oldugundan dolay:
birgok endiistriyel uygulama alanlarda kullanilmaktadir. Dogal kaynakli, insan
sagligina dost, biyouyumluluk gosteren, farmasotik ve medikal endiistrilerinde

kullanilan bir biyomolekiildiir (Synowiecki vd., 2003; Tharanathan vd., 2003).

1.6.1. Kitosan'in Gidalarla Kullanimi:

ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan, kitosanin gidalara giivenli bir katki maddesi
(GRAS) oldugu beyan edilmistir. Diger iilkelerde de kitosan, gida tiriinlerinde kalite
gelistirici olarak kullanilmaktadir (Shahidi vd., 1999; Tharanathan vd., 2003; No vd.,
2007). Kitosan antimikrobiyal aktivitesi sayesinde sentetik koruyucular yerine dogal
gida koruyucusu olarak kullanilmaktadir (Sagoo vd., 2002; No vd., 2007). Kitosan,

gidalardaki yaglarin (et ve et iirlinleri) oksidasyonunu engelleme yetenegine sahip
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oldugu i¢in bir antioksidan olarak kullanilabilir ve antioksidan etkisi ise molekiiler

agirligina gore degisir (Tharanathan vd., 2003; No vd., 2007).

1.6.2. Kitosan Antimikrobiyal Mekanizmasi:

Ilk olarak Kitosanin pozitif yiiklii molekiilleri, mikrobiyal hiicre zar1 {izerindeki
negatif yiiklii molekiiller ile etkileserek hiicreye girer ve zarin gecirgenlik
aktivitesinin bozulmasina neden olur. Kitosan se¢ici oldugu i¢in ipucu elementlerle
baglanir ve hiicre iginde bir antitoksin etkisi gosteren bir selat olusturur. Zarda
bulunan koruma mekanizmalarini etkinlestirir, mikrobiyal hiicrenin i¢indeki DNA'ya
baglanir onu inaktive eder (Torlak, 2009). Kitosanin antibakteriyel aktivitesi ile
antifungal aktivitesi karsilastirildiginda, antibakteriyel aktivitesi daha etkilidir (Tsai
vd., 2002). Kitosanin etkinligi iizerine yapilan arastirmalara gore, kitosanin
hazirlanmasina farkli organik asitlerin eklenmesi, antimikrobiyal aktivitesinin
artmasina yardimci olmus ve farkli bakteri tiirlerine kars1 daha direngli olmustur (No
vd., 2002). Kitosan gida bilesikleri (protein, yag, vb.) ile etkilesime girme kabiliyeti
nedeniyle, gili¢lii antimikrobiyal aktivite sergileyebilir. Kitosanin in-vitro olarak
degerlendirilen antibakteriyel sonuclari, gida endiistrisinde kullanimini son derece

onemli hale getirmektedir (Torlak, 2009).

1.6.3. Kitosan Filmlerin Ozellikleri:

Wiles vd., (2000)’nin aragtirmasina gore, ilk kitosan filmi 1936'da ABD'de
tiretilmistir. Kitosan filminin genel 6zellikleri; Renksiz, seffaf, esnek, dayanikli ve
cekme direncine sahiptir (Sekil 1.4.). Kitosan filminin hazirlanmasi, ¢6ziiciiniin
buharlastirilmas1 yontemine dayanmaktadir. Belirli kosullar altinda, sulu bir ¢ozelti
icinde ve g¢esitli organik asitlerle cozllen kitosan, petri kaplarina dokiilerek
kurumaya birakilir (Torlak, 2009). Kitosan filmlerinin mekanik Ozellikleri, eklenen
plastiklestirici, asitlerin farkl tiirleri ve miktarlarina gore degisir (Bégin vd., 1999).
Kitosan filmlere istenilen esnekligi kazandirmak igin en uygun plastiklestiriciler olan
gliserol ve etilen glikol kullanilmas:1 tercih edilir (Suyatma vd., 2005).
Nunthanid vd., (2001); kitosan filmlerinin mekanik 6zelliklerine etki eden faktorler
olarak deasetilasyon derecesi ve molekiler agirligi olarak bildirilmistir. Ayrica,
kitosanin molekiiler agirligi arttikga filmlerin ¢cekme mukavemeti, elastikiyet orani

ve nem absorpsiyonunun arttig1 belirtilmistir.
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Sekil 1.4. Yenilebilir Kitosan Filmi
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BOLUM II
LITERATUR OZETi

2.1. Antep Fistig1 Kabugunun Biyoaktiviteleri

Antep fistig1 kabugu iizerine yapilan 6nceki aragtirmalarda, Antep fistig1 kabugunun
yalnizca biyolojik aktivitelerine degil, ayn1 zamanda aktif bilesiklerine de
odaklanmistir. Barreca vd., 2016 ¢alismalarinda iki farkli tir Antep fistigi
kabugundan 20 farkli fenolik bilesik tespit etmislerdir. Antep fistig1 kabugu 6zutlnu
¢ikarmak i¢in bir ¢oziicli (metanol ve etanol) kullanmislardir. Metanollii 6ziit en
yiiksek fenolik igerige sahiptir. Ayrica, yaglarin ve proteinlerin bozulmasina karsi
Antep fistig1 kabugun ekstraktinin lenfositler {izerindeki etkinligini vurgulamislardir.
Bu nedenle Antep fistigi kabugunu kozmetik, gida ve ila¢ endiistrilerinde anti-

oksidatif stres olarak kullanimina yer verilmesi onerilmislerdir.

Grace vd., 2016 yilinda P. vera meyvesindeki kimyasal bilesikler hakkinda niteliksel
ve niceliksel bir galisma yapmislardir. Antep fistig1 kabugunun ve ¢ekirdegin her bir
ekstraktinda iki ana bilesigin (Heksozit epikatesin ve Kuersetin glikozitin) var
oldugunu belirtmislerdir. Polar ve polar-olmayan ekstraktlarinin fenolik bilesiklerin
sayisinda ve antioksidan aktivitesinde belirgin farkliliklar bulmuslardir. Grace'nin
calisma sonuglarinda, Antep fistig1 kabugun ve ¢ekirdegin 6zlerinindeki lipolitik ve
anti inflamatuar aktiviteleri Tomaino vd., 2010 ve Gezici, 2019 tarafindan yapilan
calismalarda bildirilen sonuglarla uyumludur. Antep fistig1 kabugundaki Kuersetin,
E. Coli’deki niikleik asidin super sarma aktivitesini 6nlemek igin Gyrase enzimiyle

etkilesime girebilmektedir (Plaper vd., 2003).

Antep fistigi meyvesinin yiiksek besin degeri vardir. Antep fistigi benzersiz
bilesenleriyle insan saglifina pek cok faydasi oldugu bilinmektedir. Son yillarda
Antep fistig1 ¢ekirdegi, antioksidan ve fenolik bilesikleri en yiiksek miktarda igeren

50 besin kaynagindan biri olarak siniflandirilmistir. Buna gore Antep fistig1 agacinin
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en Onemli unsuru c¢ekirdektir. Cekirdegi de farkli sekillerde (¢ig/kavrulmus)
tiketilebilir. P. vera’nin ¢ekirdegi, doymamis yag asitleri, yag iriinler, proteinler,
karbonhidratlar ve ¢esitli bilesikler (magnezyum, demir vb.) icermektedir. Antep
fistig1 ¢ekirdeginin lezzetli tadin1 ve degerli besin igerigi nedeniyle farkh
endiistrilerde kullanilmaktadir (El Bairi vd., 2016). Alma vd., (2004) Antep fistigi
recinesindeki ugucu yaglarini analiz edilirken sentetik maddeden (Nistatin) daha
guclu antifungal aktiviteye sahip oldugu kesfedilmistir. Antep fistigi meyveleri
diyete diizenli bir sekilde dahil edilmesinde, kardiyovaskiiler saglhigi ve glisemik
parametreleri iyilestirmek, iskelet ve kas yorgunlugunu azaltmak gibi bir¢ok saglik
icin faydast vardir (Kasliwal vd, 2015; Khatami vd., 2018). Antep fistig1
meyvelerinde bulunan karotenoidler ve fenolik bilesikler, kardiyovaskiiler sagliga
fayda saglayan yagda ve suda ¢Oziinebilen antioksidanlar igerirmektedir. Antep
fistigt meyvesi tuketiminde, kalp krizi riskini azaltma, kardiyovaskiiler sagligi
koruma, total kolesterolu, antidiyabetik ve diisiik yogunluklu lipoprotein hastaligini
destekleme 6zelliklerine sahiptir. Eskiden Antep fistig1 meyvesi; mide agrisini, ishali
ve hemoroidi iyilestirmek ic¢in alternatif bir tedavi olarak kullanilmistir (Derher,
2012; Seifaddinipour vd., 2018). Giiniimiizde ise gida, ilag, kozmetik ve kimya
endiistrileri dahil bir¢ok alanda kullanilmaktadir (Ersan vd., 2018).

Ozgelik vd., (2005) tarafindan Antep fistig1 kabugu Soxhlet cihazi kullamlarak n-
hekzan soliisyonu ile ekstrakte edilmistir. Kabugun antibakteriyel aktivitesi, farkl
bakteri suslarina (S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 vb.)
karst mikroseyreltme yontemi ile denenmistir. 128-256 pg/ml konsantrasyonunda

hazirlanan ekstraktin aktivitesinin diisiik oldugu bulunmustur.

Rajaei vd., (2010) ham ve saflagtirllmigs Antep fistig1 ekstraktlarinin Gram pozitif,
Gram negatif ve Mantarlara kars1 (S. aureus, P. aeruginosa, E._oli, C. albicans, vb.)
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmistir. Gram pozitif bakterileri diger
mikroorganizmalardan daha fazla Antep fistig1 ekstraktina duyarhilik gostermistir.

Ornegin, S. aureus bakterinin tiremesinde inhibisyon zonu gézlenmistir.

Elhadef vd., (2021) tarafindan hekzan ve su ile ekstrakte edilen Antep fistig1 kabugu
numunelerinin antibakteriyel aktivite g¢alismasi Gram pozitif ve Gram negatif
bakterilere karsi yapilmistir. P. vera’nin dis kabugunun S. aureus’a karsit heksan
(12.25 £ 0.66 mm inhibisyon zonu) ve su (14.25 £ 0.65 mm inhibisyon zonu)
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ekstraktlari, L. monocytogenes’e karst heksan (10.25 = 0.51 mm inhibisyon zonu) ve
su (14.23 £ 0.72 mm inhibisyon zonu) ekstraktlar1 ile antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Gram negatif bakteriler ile yapilan ¢alismada, E. coli’ye karsi heksan
(10.00 £ 0.32 mm inhibis yon zonu) ve su (13.00 £ 0.51 mm inhibisyon zonu)
ekstraktlari, P. aeruginosa’ya karsi heksan (10.50 + 0.24 mm inhibisyon zonu) ve su
(14.00 £ 0.41 mm inhibisyon zonu) ekstraktlari ile antimikrobiyal aktivite

gostermistir.

Antep fistigt kabugu, endiistriyel koruyucular (EDTA, BHA, BHT) yerine gida
endistrisinde koruyucu olarak giivenilen biyoaktif bilesikler igermektedir. Bu
bilesikler, lirlindeki hassas malzemelerin bozulmasin1 geciktirmektedir (Rafiee vd.,
2017). Antep fistig1 kabugunun fenolik bilesiklerine nanolipozomlarin eklenmesi,
uzun siireli depolamada antioksidan performansin en iist diizeye c¢ikarilmasina

yardimc1 olmustur (Rafiee vd., 2018; Roostaee vd., 2017).

Biyoaktif bilesiklerin iiriin koruyucu olarak kullanilmasin1 engelleyen bazi faktorler
vardir. En sik goriilen engelleyici faktdlerden; diisiik ¢oziiniirliik, stabilite eksikligi,
bilesigin bulunmamasi, bilesigin diger bilesenlerle reaksiyona girme ve hos olmayan
bir tat verme olasilig1. Biyoaktif bilesiklerin paketleme yontemini kullanarak, gida
endiistrisinde ortaya ¢ikan kusurlarin {stesinden gelme potansiyeline ¢oziimler

sunabilmektedir (Fang vd., 2010; Rafiee vd., 2018).

Taghizadeh vd., (2018b) Antep fistig1 yagmin en diisiikk konsantrasyonu ile bazi
mikrobiyal suslarin (6rnegin; S. aureus, E. coli, P.aeruginosa, vb.) tizerinde inhibitor

etkisiyle ilgili bir arastirma yapmislardir. S. aureus ise yliksek duyarlilik gostermistir.

Shakeri vd., (2018) Antep fistig1 kabuklarinin hayvan yemlerinde gida katki maddesi
olarak kullanilmasi rumen mayalarinin aktivitesini iyilestirdigi ve g¢evre kirliligini

azaltmada olumlu etkisi oldugunu bildirmistir.
2.2. Kitosan I¢eren Filmler

Kitosan, medikal ve ila¢ endistrilerinde, onu 6énemli kilan birgok ozellige sahiptir:
Biyolojik olarak bozunabilirligi, toksik olmamasi, antimikrobiyal aktivitesi,
biyouyumlulugu ve dogal bir sekilde bulunmasi (Akincibay vd., 2007). Kitosan, yara
ortileri, kolesterol disiiriicii ve hemostatik faktorler gibi birgok tibbi uygulamada
kullanilmaktadir (Singla vd., 2001; Rabea vd., 2003) Kitosan, kanamay1 durdurma
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kabiliyeti ve biyouyumlulugu nedeniyle ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan

yara pansuman malzemesi olarak onaylanmistir (Wedmore vd., 2006).

Tokath vd., (2015)’nin tarafindan yapilan ¢alisma sonucunda kitosanin yenilebilir
film olarak kullaniminin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri sayesinde gidanin
kalitesinin artirilmasinda ve iiriiniin raf 6mriiniin uzatilmasinda iistiinliik saglayacagi

belirtilmistir.

Onceki caligmalarda da bitkilerin ugucu yaglar1 veya fenolik bilesikler gibi cesitli
dogal bilesenlerinin, kitosan bazli filmlerine eklenmesi sonucu elde edilen kitosan
filmlerin fizikokimyasal, antioksidan ve antimikrobiyal oOzelliklerini gelistirdigi
aciklanmistir (Yadav vd., 2020). Kitosan filmlere eklenen Etil piriivatin antifungal
etkisinden yararlanarak kiif ve maya bozulmalarina kars1 hassas gida {iriinleri igin
aktif ambalaj veya petrol tiirevlerin yerine alternatif ambalaj malzemesi tretmek igin

kullanilabilecegi saptanmistir (Kaya vd., 2021).

Cazbn vd., (2021)’nin tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢ay agacin ugucu yaglari
kitosan filmin hazirlamasinda kullanmiglardi. Bu uygulama Kkitosan filminin
deformasyon oOzelliklerini iyilestirmistir ve giiclii antioksidan kapasiteye sahip
filmler olusturmustur. Termal 6zelliklerine gore ¢ay agact ugucu yagi igeren kitosan

filmlerinin 1s1l gida tedavileri uygunlugunu gostermistir.

Kitosan, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere karg1 antimikrobiyal aktiviteye
sahiptir.Candida albicans, Streptococcus mutans ve E. faecalis gibi ¢esitli oral

mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu gosterilmistir (Supotngarmkul vd., 2020).

Oregano yagi igeren kitosan filmler, islenmis etlerdeki patojenleri kontrol etmek igin
aktif bilesenler olarak kullanildi. Oregano yagi antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
belirlendi ve kitosana %1 ve %2 konsantrasyonlarinda eklendi. Saf kitosan filminin
uygulanmasi, L.monocytogenes ve E.coliO157:H7 bakterileri et Grlintine (Paulownia)
1 ila 3 log arasinda azaltt1. Oziitii igeren filmler ise 4 log’e kadar azaltt1 (Zivanovic
vd., 2005).

Barrera-Ruiz vd., (2020); Schinus molle yagi, kekik yagi, tar¢in yagi, saf kitosan ve
yaglarin iceren kitosan nanopargaciklari ile bir arastirma yapmuglardir. Deney
Enterococcus sp., Staohylococcus aureus, E. coli ve P.aeruginosa bakteriler izerine

antibakteriyel aktiviteleri test edildiginde Oziitlii kitosan nanoparcaciklari saf
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kitosandan ve yaglardan daha yiiksek aktivite gostermistir. Saf kitosan, Gram pozitif
bakterilere karsi antibakteriyel aktivite goOsterirken yaglar1 iceren kitosan
nanoparcaciklar tiim bakterilere karsi etki gostermistir. Bu sonuglar, yag iceren
kitosan nanopargaciklarinin gida endiistrisinde antimikrobiyal ajan olarak

kullanilabilmektedir.

Nadira vd., (2022) tarafindan yapilan bir arastirmada, Kaju yapragi ekstraktinin
karboksimetil kitosan (KMK) filmlerinin fiziksel, kimyasal, antioksidan ve
antimikrobiyal 6zelliklerine etkisinin arastirilmasi hedeflenmistir. KMK aktif
filmleri, farkli konsantrasyonlarda (%5, 10, 15 ve 20) Kaju yaprag: 6ziitii eklenerek
hazirlanmistir. Filmlerin nem icerikleri ve suda c¢ozlnarlikleri belirlenmis ve artan

yaprak ekstrakti miktari ile degerlerin diistiigii tespit edilmistir.

Incir bitkisinin (Ficus carica Linn) yapraklarmin diisiik maliyet, kolay erisim ve
siiper anyon radikal siipiiriicii aktivite gibi avantajlar1 vardir. Incir yaprak 6zii kitosan
filmine eklenerek farkli konsantrasyonlarda (%2, %4, %6 w/v) hazirlandi. Elde
edilen sonuglara gore; Filmlerin suda ¢Ozliniirligl, incir yapraglr ekstresi
konsantrasyonlarindaki artigla orantili olarak onemli dl¢lide azaldi (p <0.05). Bu
sonug, kitosan zincirleri ve incir yapragi ekstresi arasindaki artan etkilesime
baglanmaktadir. Bu durum, kitosan zincirlerinin suya baglanmasinda bir azalmaya
yol agmustir. Incir yaprag: ekstraktinin dahil edilmesinin, kitosan filmlerin suya kars

direncini arttirdigi ifade edilmistir (Yilmaz vd., 2022).
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BOLUM 111
MATERYALLER VE METOTLAR

3.1. Materyaller

Antep fistigi meyveleri 2021 yilimin Eylil ayinda Tiirkiye/Gaziantep Oguzeli
bolgesinden toplanildi. Olgun kirmizi kabuklari ayrilarak golgede agik havada
tamamen kurumaya birakildi. Bundan sonra kurutulmus kabuklar ¢ekilip toz haline

getirildi. Uygun depolama sartlari altinda dolapta saklanildr (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Antep fistig1 (Pistacia vera L.) kabugun halleri

Gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus ATCC25923,
Clostridium difficile, Listeria monocytogenes, Enterococcus sp. ve Enterococcus
faecalis ATCC29212) ve Gram negatif bakteriler (E. coli type 1, E. coli ATCC25922,
Salmonella sp. ve Pseudomonas aeruginosa ATCC27853) antibakteriyel aktivite
testlerinde kullanilmistir. Bu bakterilerin stok soliisyonlart %20 gliserol iceren

besiyerinde -20° C’de muhafaza edilmistir.
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3.2. Kimyasallar

Antep fistiginin antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri incelemek icin
Biyoteknoloji laboratuvarindan saglanilan kimyasallardan faydalanildi. Kullanilan
kimyasallar Gallik asit, Asetik asit, Sodyum karbonat, Folin Ciocalteu reaktifi, BHT
(Butylated Hydroxi Toluen), DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), coziculer ise;
Distile su, Metanol, DMSO (Dimetil stlfoksit) icermektedir. Kitosan, Gliserol, NA
(Nutrient agar), MHA (Mueller—Hinton agar), NB (Nutrient broth agar).

3.3. Metotlar
3.3.1. Ekstrakt Hazirlamasi:

COzucu ekstraksiyon yontemiyle kurutulmus toz kabuklar, Soxhlet cihazi
kullanilarak metanol ile ekstrakte edildi (Sekil 3.2.). Daha sonra elde edilen
ekstraktin kiiclik partikiillerinden uzaklastirmak i¢in filtre kagidindan siiziildii. Geri
kalan ¢oziicii doner buharlastirict (Rotary evaporator) yardimiyla indirgenmis basing
altinda buharlagtirildi ve konsantre formuna getirildi. Son olarak, konsantre

ekstraktlar, deneyin baslangicina kadar 4°C sicaklikta buzdolabinda saklanildi.

Sekil 3.2. Soxhlet ile metanolde hazirlanan Antep fistig1 kabugunun konsantre 6zutu

3.3.2. Antioksidan Aktivite Deneyi:

Tim Antep fistig1 kabugu ekstrelerinin antioksidan ozellikleri, DPPH testi
kullanilarak radikal siipiirme Kabiliyeti dlgtilerek arastirildi (Wang vd., 2009). DPPH
stok ve BHT (Butylated Hydroxi Toluen) stok soliisyonlart metanol iginde
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hazirlandi. BHT seri diliisyonu yapmak icin ii¢ tekrarli bes farkli konsantrasyon
hazirlandi. Bundan sonra her BHT konsantrasyonundan (100 pl) alindi ve BHT nin
nihai konsantrasyonlarini elde etmek i¢in seyreltilmis DPPH’den (3.9 ml) ilave
edildi. Blank hazirlanirken (100 pl) metanol’den ve (3.9 ml) DPPH’den eklendi.
Deneyin ilk adim1 metanol ile diliie edilen stok DPPH (1:10) ve stok ekstrakti (1:10)
kullanildi. Seri diliisyon yontemi ile 5 farkli konsantrasyonda 3 tekrarli numune
hazirlandi. Pipetaj yapildiktan sonra test tiipleri oda sicakliginda ve karanlikta 40 dk
bekletildi. Sonra abosrbans degerleri 516 nm dalga boyuya sahip olan
spektrofotometrede okutuldu (Sekil 4.1.). IC50; yar1 maksimal inhibitor

konsantrasyonun degeri bulundu.

Kalan DPPH serbest radikalinin (DPPHr %) asagidaki denkleme gore (3.1.) ylzdesi
hesaplandi.

[(DPPH)r% = (DPPH)1/ (DPPH)7*100] (3.1

TO: (zaman = 0) aninda 6l¢iilen blanklarin absorbansi, T: iki saatlik inkuibasyondan

sonra numunenin absorbansi
Daha sonra inhibisyon yiizdesi denkleme gore (3.2.) hesaplandi.

[inhibisyon % = 100- (DPPH)r %] (3.2

3.3.3. Total Fenolik Bilesikleri:

Antep fistigi (Pistacia vera L.) kabugunun metanol ekstraktlarindaki fenolik
bilesiklerin konsantrasyonu Folin—Ciocalteu (F.C.) yontemine gore belirlendi (Singh
vd., 2002). Ilk olarak, destile su ile seyreltilen F.C. reaktifi (1:10) hazirlandi. Sonra
10% oraninda doymus olan Na.COs hazirlandi. Stok Antep fistig1 kabugu metanol
0zUtl (1 mg/ml) metanol i¢inde hazirlandi. Deney seri diliisyon yontemi kullanilarak

alt1 farkli konsantrasyonla Ug¢ tekrarli yapildi (Sekil 4.2.).

Gallik Asit Denevin Uygulamast:

» Blank i¢in 200 pl ¢ozicl (metanol) konuldu.
» 15’lik tiip i¢inde en yiiksek konsantreye sahip 1. tiip iginde (200ul Gallik asit,
1000pI F.C. ve 800ul Na.COs) bulunur.
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» 1. tiip harig diger 4 tiipe 200’er pl metanol eklendi.

» 1. tlpten 200’er pl gekilip 2. tiipe eklendi. Pipetaj yapilarak seri diliisyonu
yapildi.

» Tipler tizerine 1000 ul F.C. eklenerek 8 dakika karanlikta bekletildi. Bundan
sonra 800ul doymus Na.COs ilave edilip vortexlenme yapildi.

» Tipler oda sicakliginda dolap i¢inde saklandi, iki saat sonra sonuglari

okundu.

P. vera Kabugun Metanol Oziitii ile Deneyin Uygulamasi:

> 1 mg/ml konsantrasyon kullanildi. Ug tekrarli yapildi.

> 200 pl 6ziit konuldu. Uzerine 1 ml F.C. eklendi. 8 dk karanlikta bekletildi.
» 800ul doymus Na.CO:s ilave edilip vortexlendi.

» Tipler oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildi. Sonuglar1 okutuldu.

3.3.4. Antibakteriyal Aktivite Deneyi:

Disk Diflizyon Yo6ntemi:

Deneyde kullanilan Antep fistigi ekstrakti hazirlamak igin; 0.5 gr kurutulmus
metanollu 6zit 1.000 puL Dimetil-Silfoksit (DMSQO) ¢o6ziict iginde iyice ¢ozuldi.
Bakteri kultir(i Nutrient Broth (NB) besiyerinde seyreltildi. Iki Spektrofotometre
klveti kullanilarak birine bakteri inokulumu digerine saf NB alindi. 0,5 Mcfarland
bulanikligina esdegerde diliie edildi. Bulanikli§i ve sayist standartlastirilarak
ayarlandi. Steril kabinde/Ates basinda bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak
Muller Hinton Agar (MHA) besiyerinin izerine damlatilip 6zeyle dagitildi. Bakteri
inokulumu yayilmis olan petrinin i¢ine 5 mm ¢apindaki steril diskler aralarinda esit
mesafe birakilarak yerlestirildi. DMSO iginde ¢ozllen Antep fistigi 6zitiinden 20 pl
cekilip steril disk Ustline damlatildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutulart Etiiv
cihazina yerlestirilerek bakteriyel gelisme kosullar1 (37°C, 24 saat) saglandi.
Inkiibasyon stiresi biter bitmez olusan inhibisyon zonun dl¢iimleri alindi. Son olarak,
bakterinin direncli ya da duyarli olup olmadigini sonucuna varilabildi. Her 6rnekten
tic tekrar halinde yapildi ve sonuclarin ortalamasi ve standart sapmast hesaplandi

(Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Disk diflizyon yontemin asamalar1. a: steril diskler yerlestirme ve
0zUtl damlatma islemi, b: agar iizerine bakteri yayma islemi.

3.3.5. Kitosan Filmi Hazirlama Protokolii ve Antibakteriyel Aktivitesi:

Manyetik karistiric1 yardimiyla kontrol kitosan film olusturmak i¢in; kitosan (1:100
w/v) %1 oraninda asitik asit iceren distile suda ¢ozuldu. Santrifujlendikten sonra 1ml
gliserol eklenip 20 dk karistiriciya birakildi. 20’ser ml olarak petri kaplarina dokildu
(Sekil 3.4.). Kurumaya birakildi. Kitosan filmler sirasiyla %8 wiv, %4 wiv, %2 w/v
Antep fistig1 kabugu metanol 6ziitii igerecek sekilde hazirlandi. Deneyin kontroli
icin ise Antep fistigt kabugu metanol 0ziitli icermeyen saf kitosan hazirlandi.
Kuruyan her kitosan film 6rneginden kesilen 6 mm capindaki diskler Ultraviyole 151k
altinda steril edildi. 0,5 Mcfarland bulaniklifinda hazirlanan  bakteri
siispansiyonundan 100 pl alinarak Muller Hinton Agar (MHA) besiyerinin {izerinde
damlatilip drigalski 6zesi ile dagitildi. Bakteri inokulumu yayilmis olan her bir
petrinin igine aralarinda esit mesafe birakilarak disk seklinde hazirlanan kitosan film
ornekleri yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petriler etiiv cihazina yerlestirilerek
bakteriyel gelisme kosullar1 (37°C, 24 saat) saglandi. inkiibasyon siiresi sonunda
inhibisyon zon olusumu incelendi. Her 6rnek (¢ tekrar halinde yapildi ve sonuglarin

ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi.
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Sekil 3.4. Kitosan filmi hazirlama asamalari. a) saf kitosan hazirlamasi, b)
P.vera’nin metanol 6ziitii ile kitosan hazirlanmasi, ¢) Kitosanin
santrifujlemesi, d) Kitosan kurutma stireci, e) elde edilen kitosan
filmi

3.3.6. Kitosan Filmlerin Antioksidan Aktivitesi:

2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal temizleme yontemi uygulanarak kitosan
filmlerin antioksidan aktivitesi belirlenmistir. DPPH’1n stok ¢oOzeltisi metanol ile
hazirlanip karanlikta birakildi. Kitosan filmlerin her 6rneginden 0.5 gr alinip 20 ml
metanol iceren falkon tuplere konuldu. 24 saat galkalayici yardimiyla ¢oziilmeye
birakildi. 15°lik falkonlar1 kullanarak kitosan filmlerin soliisyonundan 100 pl eklenip
uzerine 3.9 ml DPPH solisyonuyla tamamlandi (Sekil 3.5.). Karanlikta 1 saat
birakildi. Her 6rnek icin absorbans degeri 516 nm dalga boyunda spektrofotometre

tarafindan okutuldu. Deney ii¢ tekrarli yapildu.

3.3.7. Kitosan Filmlerin Nem i¢erigi ve Suda Coziinurliik Testi:

6 mm ¢apindaki kesilen kitosan filmleri etiive birakilmadan once tartilar1 alindi. Her
konsantre i¢in 6 tekrar yapildi. 24 saat, 105°C birakildi. Cikarildiktan sonra tartilar
yine alindi. %nem igerigi denkleme gore (3.3.) hesaplandi (Sekil 3.6.)

[Yonem igerigi = MO0 — M / MO * 100] (3.3.)

MO: Disklerin ilk agirligi, M: Kurutmadan sonra ilk agirligi
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Film diskleri alinip 15’lik falkonlara dagitarak 5ml destile su ile karistirildi. 1 saat
25°C de shakerde calkalandi. Bundan sonra film diskleri tekrar etlivde 24 saat, 105°C
kurumaya birakildi. Cikarildiktan sonra agirligi alindi. Suda ¢6ziinmeyen kuru film

diskleri %c¢ozunirliigii denkleme gore (3.4.) hesaplandi (Kaya vd., 2021).
[% suda ¢Ozinurlik = SO—S /S0 * 100] (3.4)

SO0: Kurutmadan sonra ilk agirligi, S: Suda ¢oziinmeyen film disklerin agirlig:

Sekil 3.6. Filmin nem ve suda ¢6zunirlik deneyin asamalari. a) kitosan film
diskleri kurutma asamasi, b) distile suda birakilan film diskleri
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BOLUM IV
BULGULAR

4.1. P.vera Ozutiniin Antioksidan Aktivitesi

Antep fistigi kabugu metanol 6zituniin antioksidan potansiyeli DPPH testi ile
degerlendirildi. Antep fistigi kabugu Ozutuniin antioksidan aktivitesinin sonucu
DPPH testine dayali olarak, farkli konsantrasyonlardaki 6ziit i¢in olan % DPPH
inhibisyonu  degerleri  kullanilarak  “%sSerbest radikal inhibisyonu-  6ziit
konsantrasyonu” egrisi olusturup 0zt icn 1Cso degeri hesaplanmistir. Elde edilen
dogrunun denkleminden (R? = 0,9643). DPPH’m %50’sinin inhibe eden degeri olan
ICso degeri 2.80 pg/ml olarak bulundu (Sekil 4.1.).

n

En yiiksek antioksidan aktivite En diisiik antioksidan aktivite

Sekil 4.1. P. vera kabugu 6zutuniin antioksidan aktivitesi
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4.2. P.vera Ozitiiniin Total Fenolik Bilesikleri

Antep fistig1 6zltundeki fenolik bilesikleri incelemek icin F.C. yontemi kullanildu.
Metanol ekstraktti 1 mg/ml konsantrasyonunda hazirlandi. Deneyde kullanilan
standart Gallik Asit numunelerin absorbansi 765 nm’de 6lgiildi. Calistigimiz
protokole gore, Gallik asit kalibrasyon egrisi olusturularak dogrunun denklemi
(R?=0,9985, n=3) kullanildi. Bu kalibrasyon egrisinden yararlanarak ozutteki Gallik
asit es degeri (mg GAE/ g kuru agirlik) olarak total fenolik madde miktari
bulunmustur. Buna gore Antep fistigi kabugunun ekstraktinda total fenolik
bilesiklerin degeri 24,3 = 0,15 mg GAE/ g kuru 6zit agirligi olarak tespit edildi
(Sekil 4.2.).

En yiiksek konsantrasyon En diisiik konsantrasyon

Sekil 4.2. Antep fist1g1 kabugundaki total fenolik bilesiklerin testi

4.3. P. vera Ozutiiniin Antibakteriyel Aktivitesi

Antep fistigt dis kabugunun metanolde hazirlanan konsantre ekstraktinin
antibakteriyel aktiviteleri Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler Gzerinde test
edildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.1.’de verildi. P. vera kabugu metanol ekstrakti
tim bakterilerin gelisimini farkli oranlarda engellemistir. En yiiksek inhibisyon
zonunu 19 = 1 mm ile L. monocytogenes iizerinde, en diisiik aktiviteyi ise
Enterococcus faecalis ATCC29212’ye karst 9 £ 1 mm olan inhibisyon zonu ile

gostermistir. Staphylococcus aureus ATCC25923 (10 + 0) ve P. aeruginosa
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ATCC27853 (11.67 = 1.15) lzerinde 0zut inhibisyon zonu gostermisdir (Tablo 4.1.,
Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.).

Dimetil Sulfoksit (DMSO) kontroluniin butiin mikroorganizmalarda antimikrobiyal
aktivite gostermedigi belirlenmistir (Tablo 4.1., Sekil 4.3., Sekil 4.4.).

Antibiyotik kontroli, Tigecycline (TGC-15) antibiyotigi Gram pozitif bakterilerin
uzerinde (C.difficile ve Enterococcus sp.) ayni inhibisyon zonu (30 mm) olustururken
degisen zon ¢aplar ile (20-28 mm) ile Gram negatif bakterileri (E. Coli ATCC25922,
Salmonella sp. ve P. aeruginosa ATCC27853) inhibe etmistir. S. aureus ve L.
monocytogenes’e karsi Sulfametoksazol (SXT-25) antibiyotigi farkli inhibisyon
zonlart (13 mm ve 29 mm) olusturmustur. Amoxicillin (AMC-30) antibiyotigi ise
inhibisyon zonlar1 ile E. Coli typel’e, S.aureus ATCC25923’¢ ve E. faecalis
ATCC29212 e kars1 farkli inhibisyon zonlar1 (16.5mm — 35mm — 25mm) géstermistir
(Tablo 4.1., Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5.).

Sekil 4.3. P.vera’nin antibakteriyel aktivitesi ve kontrolleri; a: C.difficile’in
Uzerinde b: S.aureus’un tizerinde.
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Sekil 4.4. P. vera’nin antibakteriyel aktivitesi ve kontrolleri; a: Listeria
monocytogenes’in tizerinde, b: P.aeruginosa ATCC27853’nin
Uzerinde, c: E.Coli typel’in ve d: Salmonella sp.’in {izerinde.
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Sekil 4.5. P.vera’nin antibakteriyel aktivitesi ve kontrolleri; a: Enterococcus
faecalis ATCC29212’nin Uizerinde, b: S. aureus ATCC25923’in
Uzerinde, c: E.Coli ATCC25922 'nin iizerinde.
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Tablo 4.1. P. vera kabugunun antibakteriyel etkisi (inhibisyon zon ¢aplari mm)

_ _ P.vera DMSO Antibiyotik
Mikroorganizmalar
metanol kontrolu kontrolu
S. aureus 15.3+0.58 - SXT-25 (29 mm)
S.aureus ATCC25923 100 - AMC-30 (35 mm)
Enterococcus sp. 16.3 +3.79 - TGC-15 (30 mm)
E.faecalis ATCC29212 9=+1 - AMC-30 (25 mm)
C. difficile 16.67 £ 25 - TGC-15 (30 mm)
E. coli ATCC25922 11.3+0.58 - TGC-15 (28 mm)
E. coli typel 12.3+0.58 - AMC-30 (16,5mm)
P.aeruginosa
11.67 +1.15 - TGC-15 (25 mm)
ATCC27853
L.monocytogenes 19+1 - SXT-25 (13 mm)
Salmonella Sp. 12 +2.83 - TGC-15 (20 mm)

4.4. Kitosan Filmlerin Antioksidan aktivitesi

2, 2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi uygulanarak kitosan filmlerin
antioksidan aktivitesi belirlendi. Spektrofotometre ile elde edilen absorbans
degerlerine dayanilarak radikal inhibisyon ylzdesinin degerleri hesaplandi. %DPPH
Inhibisyon degerleri en yiiksek konsantre &ziitlii kitosandan itibaren saf kitosana

sirastyla %90, %89, %88, %22 olarak bulundu. (Sekil 4.6., Sekil 4.7.)
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Sekil 4.6. Kitosan filmlerin antioksidan aktivitesi. %8 w/v kitosan filmi en
yuksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Saf kitosan ise en diisiik
antioksidan aktiviteye sahip
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Sekil 4.7. Kitosan filmlerin % inhibisyon degerleri



4.5. Kitosan Filmin Antibakteriyel Aktivitesi

Farkli konsantrasyonlarda (%2, %4, %8 w/v) P.vera kabugunun metanol ekstrakti
eklenen kitosan film &rneklerinin antibakteriyel aktivitesi Gram pozitif ve Gram
negatif bakteriler tzerinde disk diflizyon yontemi ile test edildi (Sekil 4.8., Sekil
4.9)). Oziit icermeyen saf kitosan ise kontrol olarak kullanildi. Elde edilen kitosan

filmlerin antibakteriyel aktivite sonuglar1 Tablo 4.2.’de verildi.

Sekil 4.8. Farkli konsantrelerde hazirlanan kitosan filmleri

Saf kitosan filmin antibakteriyel aktivitesi herhangi bir mikroorganizma tlrl
Uzerinde gozlemlenmemistir. P.vera 0zitu iceren kitosan filmler C.difficile Gzerinde
en yiiksek inhibisyon alanlarina sahipken, S. aureus ATCC25923, E. coli
ATCC25922 ve E. faecalis ATCC29212 bakterileri Uzerinde herhangi bir
antibakteriyel etki vermemistir.

C. difficile bakterisinin lizerinde %2, %4 ve %8 0ziitli kitosan filmler (sirasiyla
1540, 18«1, 20+0 mm c¢apindaki inhibisyon zonlari ile) en ylksek antibakteriyel
aktivite gostermistir. S. aureus’a karsi %4 ve %8 kitosan filmler sirasiyla 8+0, 11+0

mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturmustur.

Antep fistig1 kabugunun metanol 6ziitiinii %8 oraninda igeren kitosan filmi S. aureus,
P.aeruginosa ATCC27853, Salmonella sp., L.monocytogenes ve Enterococcus sp’e

kars1 11+0 mm inhibisyon zonu olusturmustur.
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Sekil 4.9. Kitosan filmlerinin mikroorganizmalarin iizerinde antibakteriyel
aktivitesi. a) E.faecalis ATCC29212, b) S.aureus ATCC25923, c)
E.coli ATCC25922 bakterilere kars1 etki gostermeyen kitosan filmleri,
d) Enterococcus sp., €) Staphylococcus aureus, f) L.monocytogenes, g)
C.difficile, h) Salmonella sp., i) E. coli type 1, j) P.aerugynosa
ATCC27852 bakterilere kars1 etki gosteren filmler
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Tablo 4.2. P.vera 06zutu iceren kitosan filmlerin antibakteriyel etkisi

(inhibisyon zon ¢aplart mm)

Mikroorganiz _ %2 Ozutlu %4 Ozutli %8 Ozutlu
Saf kitosan ) ) )
malar kitosan kitosan kitosan
S.aureus - - 80 11+0
S.aureus
ATCC25923
Enterococcus
- - - 11+0
sp.
E.faecalis
ATCC29212
P.aeruginosa
- - - 11+0
ATCC27853
E. coli
ATCC25922
L.monocytoge
Y09 - - - 11+0
nes
Salmonella sp. - - - 11+0
C.difficile - 15+0 18+1 20 £0
E. coli typel - - - 100
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4.6. Kitosan Filmin Fiziksel Ozellikleri

Kitosan filmlerinin nem igerigi ve suda ¢6ziiniirliikk sonuglart incelendiginde ortalama

ve standart sapma degerleri Tablo 4.3.’te verildi.

Tablo 4.3. Kitosan filmin nem igerigi ve suda ¢oziiniirliik sonuglar

Kitosan filmleri

% Nem icerigi

% Suda ¢ozunurluk

Saf kitosan 59,17 + 4,26 22,43+ 8,6
%2 0z0tli Kitosan 48,5 + 3,78 54,17 £5,74
%4 0z(tlu kitosan 25,83+ 2,64 69,3+ 1,96
%8 0ztlu kitosan 23,5+0,84 77+0,63
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BOLUM V
TARTISMA

Fitokimyasallar antioksidan potansiyele sahip olduklarindan, gida endustrisinde
koruyucu olarak ve tibbi iirlinlerde hiicresel oksidatif stresi azaltmak i¢in antioksidan
bilesikleri olarak kullanilmaktadir. Antep fistigi meyvesi, antioksidan etkiye sahip
fitokimyasallar acgisindan zengin bir bitkidir. 2010 yilindan itibaren arastirmacilar
Antep fistig1 kirmiz1 kabuguna ilgi géstermistir. Tomaino vd., (2010), Antep fistig1
kabugu fenolik bilesiklerini ayirt edip bununla beraber antioksidan aktivitelerini de
incelemislerdir. Ersan vd., (2017), Antep fistig1 kabugunun fenolik bilesiklerini,
UHPLC-DAD-ELSD ve HPLC olmak iizere iki farkli yontemle incelemislerdir.
Deneyde kullanilan ilk yontem HPLC yonteminden daha hizli sonu¢ vermistir.
Toplam fenoller arasinda anakardik asitlerin %64.6-80.4 oraniyla baskin oldugunu
bildirmislerdir. Ersan vd. (2018), Antep fistig1 kabugunun bazi fenolik bilesiklerin
tizerine kritik alt1 sulu ekstraksiyon yontemini kullanarak bir arastirma yapilmistir.
Calismalarinda yiiksek sicakligin (maksimum sicaklik 170 °C) ve ekstraksiyon
yOnteminin etkisini incelemislerdir. Kritik alt1 sulu ekstraksiyon yonteminin, ¢cevreye
dost ve organik solvent bazli ekstraksiyon yontemlerine alternatif bir yontem olarak
kabul edilebilecegini belirtmislerdir. Bu ¢alismada, P. vera kabugunun ekstraktinin
antioksidan aktivitesi ve fenolik bilesikleri inceledigimizde metanollli 6zt iyi sonug
gostermistir. Bizim calismamizda Antep fistigi kabugun metanol ekstraktinda
bulunan total fenolik bilesiklerin degeri 24,3 £ 0,15 mg GAE/g kuru 6zut olarak
bulunmustur. Antioksidan aktivite agisindan ise metanol ekstraktt gucli aktivite
gosterirken 1Cso degeri 2,80 pg/ml olarak bulunmustur. Antep fistigi kabugun
metanol ekstraktinin bu sonuglar1 Goli vd. (2005) ile uyumludur. Barreca vd. (2016)

calismasinda da en yuksek sonu¢ gosteren ekstrakt metanol ekstraktidir.

Antep fistign (P. vera L.) dis kirmizi kabugunun ekstraktlarin ve kullanilan
kontrollerin (DMSO ve Antibiyotikler) antibakteriyel sonuglari Tablo 4.1.’de

verilmistir. Bu sonuclardan da goriilecegi lizere Antep fistig1 kabugu metanol 6ziiti,
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deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin liremesini yiiksek oranlarda (9 -19 mm
inhibisyon zonu c¢ap1) inhibe etmistir. Ozitin antibakteriyel aktivitesi
L.monocytogenes (19+1 mm) ve C.difficile‘e (16.67+2.5 mm) kars1 en yiiksek oranda
oldugu gosterildi (Tablo 4.1.). Calismamizda oldugu gibi aym1 yontemle yiiriitiilen
Sule vd.’nin (2019) deney sonuglari da mikroorganizmalar Uzerinde en yuksek
antibakteriyel aktiviteye metanol 6zitiinin (8-13 mm arasindaki inhibisyon zon

caplari ile) sahip oldugunu gostermistir.

Ercevit vd., (2017) P. terebinthus subsp. palestina‘nin DMSO iginde ¢6ziilmiis
0zltunin antibakteriyel aktivitesinin yiksek miktarda E. coli (16 mm inhibisyon zon

cap1) ve S. aureus‘a (17mm inhibisyon zon ¢ap1) karsi gosterdigini belirmistir.

Rajaei vd., (2010) su ile c¢ozilen P. vera’nn yesil kabugu ekstrelerinin
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal Ozelliklerini incelediginde Gram pozitif
bakterilerin en duyarli oldugunu géstermistir. OzUtiin S. aureus (zerinde inhibisyon
zonunun (11.7 mm) oldugunu bildirmisti. Gram negatif E. coli bakterisine kars: ise
inhibisyon zonlar1 olmadigi belirtilmistir. Hasheminya vd., (2020) tarafindan
Pistacia atlantica subsp. kurdica'nin ugucu yag ekstraktinin mikrobiyal suslarin
tizerinde yapilan ¢alisma sonuglara gore elde edilen Oziitiin en diisiik inhibisyon
alanina E. coli bakterisi lizerinde sahip oldugu gosterilmistir. Ayn1 materyal {izerine
calisan Rezaie vd. (2015) sonuglari, E. coli’e ve S. aureus’a karsi inhibisyon zonlari

gosterdigini kanitlamistir.

Alma vd. (2004) P. vera’nin ugucu yaglariin iki farkli konsantrasyonunda (2 ve 4

ul) E. coli’ye kars1 (8- 13 mm) zon ¢api ile inhibisyon alani gostermistir.

Assar vd., (2019) tarafindan klinik ve referans bakteri suslara karsi bir ¢alisma
yiriitilmistir. S6z konusu ¢alismada, Antep fistigi pembe kabugundan ii¢ ekstrakt
(Su, Metanol ve Metanol/Su) kullanilmistir. Farkli ekstraktlara en duyarli suslardan
olan Staphylococcus aureus PTCC 1189 idi. S.aureus PTCC 1189, ii¢ farkh
konsantrasyonda  (10,50,200 mg/ml)  inhibisyon alanlar1  gostermistir.
L. monocytogenes PTCC 1297 ve E.coli PTCC 1395, ii¢ ekstraktin 200 mg/ml

konsantrasyonlarina kars1 duyarlilik géstermistir.

Hem caligmamizda hem de Elhadef vd., (2021) tarafindan yapilan disk difiizyon
testinin sonucglari, Gram pozitif bakterilerin Gram negatif bakterilere goére daha

duyarl oldugunu gostermistir. Ayrica, Rajaei vd., (2010) Gram pozitif bakterilerin
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hiicre duvarlarinin yapisi nedeniyle en duyarli mikroorganizmalar oldugunu ve c¢esitli
cozlcdllerle ekstrakte edilen ham ve saf Antep fistigt kabugu ozitleri ile

geligsmelerinin engellendigini bildirmistir.

Kitosan, kabuklu deniz hayvanlarin kabuklarinda bulunan kitin deasetilasyonundan
elde edilen glukozamin ve N-asetil glukozaminden olusan bir polisakkarittir. Ayrica
biyolojik olarak pargalanabilirlige ve antimikrobiyal aktivitesine Sahip oldugu birgok
calisma ile tespit edilmistir (Akincibay vd., 2007).

Farkli miktarda Antep fistigi kabugu metanol oziitii iceren kitosan filmlerinin
antioksidan aktiviteleri DPPH testi ile belirlendi. Elde edilen veriler, U¢ tekrarl
yapilan deneylerin ortalama degerleridir. Farkli konsantrasyonlarda (%8, %4 ve %2
w/v) Antep fistigi kabugu 06zUtl iceren Kitosan filmlerin antioksidan aktivitesinin
yuksek oldugu (sirasiyla %90, %89, %88 DPPH inhbisyonu) gozlemlendi. Saf
kitosana bakildiginda % inhibisyon degeri, %22 olarak bulundu. Saf kitosan filmi,
DPPH'yi temizleme konusuna (%22) zayif bir yetenege sahiptir. Buna karsilik,
0ztlh kitosan filmleri, saf kitosan filmlerinden énemli 6l¢tide daha yuksek (%90, 89,
88) DPPH radikal sipiirme aktivitesi gosterdi. Oziitli kitosan filmlerinin DPPH

radikal inhibe etme aktivitesi, artan konsantrasyon oranlari ile artti.

Ghasemnezhad vd., (2013) tarafindan 4°C'de 12 giin boyunca depolanan Nar
tanelerin tizerine farkli konsantrasyonlarda (kontrol, %0.25, %0.50, %]1) kitosan
filmi ile enkapsiile edilerek antioksidan aktivite deneyi gerceklestirilmistir. En

yiiksek antioksidan aktivite %1 kitosanda kaydedilmistir.

Lépez-Mata, (2015); emilsiyon yontemiyle %0 (kontrol), %0.25, %0.5 ve %1 viv
Targin kabugunun yagi ile kitosan filmleri hazirladi. Filmler antioksidan 6zelliklerine
gore tarandi. %0 numuneye kiyasla %0.5 (6.01 kat) ve %1 (14.5 kat) oraninda Tar¢in
kabugunun yagi igeren kitosan filminin antioksidan kapasitesinde 6nemli bir artig

g6zlemlendi.

Kitosan filmerde 6ziit miktarina bagli olarak incelenen film 6rneklerinin nem
icerikleri ve suda ¢oziintirlikleri farklilik gostermistir (Tablo 4.3). Nem igerigi
deneyin verilerini incelendiginde saf kitosan filmi Antep fistig1 0z0tu igeren Kitosan
filmlere gore daha yiiksek deger (74,67 + 3,98) gosterdi. Saf kitosan filminin yiksek

nem igerigi, su molekiilleri ile kitosanin fonksiyonel gruplart (-OH ve —NH>)
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arasindaki giiclii hidrojen bag: etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir (Aljawish vd.,
2016). Ug farkli konsantrasyonda (%2, %4, %8) hazirlanan ekstraktli kitosan filmleri
nem igerigi degerlerinde farklilik gézlendi. En diisiik sonug (23.5 + 0.84) en yiiksek
0zt konsantrasyonuna sahip kitosan film icin gozlendi. Bunun sebebi, kitosan filmin
su molekulleri ile etkilesime giren fonksiyonel gruplari ile o&ziitiin igerdigi
fonksiyonel gruplarin etkilesimi ve sonucunda hidrojen bag etkilesimlerinin biiyiik

Olcude tahrip edilmesi ile agiklanabilir (Liu vd., 2016).

Liu vd., (2017) tarafindan yapilan bir c¢alismada kitosan filmlere eklenen
Protokateseik asit (dogal bir fenolik antioksidan) vasitasiyla kitosanin baz1 mekanik
ozellikleri test edildi. Bir saf kitosan numune ve ii¢ farkli konsantrasyonda
Protokateseik asit iceren kitosan (KPal, KPa2 ve KPa3) numuneleri hazirlandi.
Sonuglar; Protokateseik asit igeren kitosan numunelerine kiyasla en yiiksek nem
iceriginin saf kitosan numunesinde (15.3 + 0.4) oldugunu gostermistir. En yiiksek
konsantrasyonunda Protokateseik asit iceren (KPa3) kitosan, en diisiikk nem igerigine
(13.1 £ 0.3) sahipti. Halbuki, KPa2 ve KPal'nin sirastyla nem igerik sonuglari
yakindi (14.4 + 0.2, 14,8 = 0.2). Liu'nun sonuglari, kitosan filmine fenolik
bilesiklerin eklenmesinin nem igerigini azalttigin1 belirten Aljawish vd., (2016) 'in
calismasiyla tutarlidir. Ayni ¢aligmaya ait kitosanin suda ¢oziiniirliikk sonuglar1 da
bizim ¢aligmamizda elde etigimiz sonuglar1 destekler niteliktedir; Protokateseik asit
iceren kitosan film orneklerinin (kPa3) suda ¢ozlndrlik kabiliyeti en ylksek degere
(20,3 £ 1,3) ulastiginda kPa2, kPal ve saf kitosan numunelerin verileri sirasiyla
%17.9 £1.5, 11.2 £ 0.7, 10.1 £ 0.9 bulundu (Liu vd., 2017). P.vera 6zutl (%8, %4
ve %2 wi/v) iceren kitosan filmlerin suda ¢Oziiniirliik degerleri sirasiyla %77 + 0.63,
%69.3 + 1.96, %54.17 £ 5.74 bulundu ve saf kitosanin degeri ise % 22,43 *+ 8,6
olarak tespit edildi. Kitosan filminin suda ¢oziiniirliigii, plastiklestiricinin (gliserol)
su baglama kabiliyetine ve kitosanin fonksiyonel gruplarina baglanmaktadir (Ojagh

vd., 2010).

Suda ¢6ziintrliik agisindan, ekstraktli kitosan filmlerinde % 54,17'den % 77'e kadar
bir artig gdzlemlendi. Bu durum 6ziitlii kitosan filmlerinde azalan hidrojen baglarinin
sudaki ¢oziintirligii arttirmasiyla agiklanabilir (Liu et al., 2013). Tablo 4.3.'de
gosterildigi gibi, saf kitosan filminin suda ¢oziiniirliigii, 25°C'de 1 saat daldirma
sonrasinda % 22,43 + 8,6 idi. Kitosandaki molekiiler arasi Hidrojen baglarindaki

azalma su ¢oziiniirliigiindeki artigla sonuglanir (Liu vd., 2017). Kitosan film yapisina
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eklenen fistik kabugu 6ziitii bu baglarda azalmaya neden olarak elde edilen kitosan

filmlerin sudaki ¢6ziiniirliiklerini arttirmis olabilir.

P.vera 6ztl iceren kitosan filmlerin antibakteriyel aktiviteleri incelediginde saf
kitosan filmi herhangi bir mikroorganizmaya karsi bir antimikrobiyal etki
gostermedi. %8 6zutlu kitosan C. difficile.’e kars1 (2020 mm inhibisyon zonu) en
yuksek inhibisyon degeri gosterirken Enterococcus sp., L.monocytogenes,
Salmonella sp., S. aureus ve P.aeruginosa ATCC27853’¢ karsi esit miktarda
antibakteriyel aktivite (11 £0 mm inhibisyon zonu) gostermistir (Tablo 4.2.). S6giit
ve Seydim (2020); gida kaplamada kullanilan kitosan filmlerin avantajlarini ve
Ozelliklerini gelistiren malzemeler ekleyerek antibakteriyel etkinligi izerine bir
aragtirma yapmislardir. Nanoseliiloz partikilleri ve D-limonen maddesi igeren
kitosan filmleri S.aureus ATCC25923 ve P.aeruginosa ATCC27853'e kars1 17+1mm
ve 19+1mm sirasiyla inhibitor etki gosterirken; saf kitosan filmlerinin herhangi bir
antibakteriyel aktivite gostermedigi bulundu. Sogiit ve Seydim (2018) tarafindan
yapilan farkli bir calismada kekik yagi iceren kitosan filmlerin antibakteriyel
aktivitesi E. coli ATCC26922 ve L.monocytogenes ATCC19115’nin {izerinde

gosterdigi inhibisyon zonlari sirastyla 15 mm ve 20 mm oldugu bildirilmistir.

Saf kitosan filmin antibakteriyel aktivitesi herhangi bir mikroorganizma turi
tizerinde gozlemlenmemistir. P.vera 6zutl igeren kitosan filmler C.difficile Uzerinde
en yiiksek inhibisyon alanlarina sahipken, S. aureus ATCC25923, E. coli
ATCC25922 ve E. faecalis ATCC29212 bakterileri Uzerinde herhangi bir
antibakteriyel etki vermemistir (Tablo 4.2.). Antep fistig1 kabugu metanol 6ziitiiniin
bu  mikroorganizmalar  Ulzerinde  gosterdigi  antibakteriyel  aktivitenin,
C. difficile tizerinde gosterdigi antibakteriyel etkiden ¢ok daha az olmasi Antep
fisitig1 kabugu metanol 6ziitli iceren filmlerin bu mikroorganizmlarda antibakteriyel

etki gostermemesi ile aciklanabilir.

Kitosan filmin o&zellikleri gelistirmek icin kullanilan Etil piriivat varliginda da
kitosan film antibakteriyel aktivitesi test edildi. Kontrol %0, %1 ve %3 etil pirlvat
iceren filmler Salmonella typhimurium ATCC14028 Uzerine (sirasiyla 7.51+0.06,
7.31£0.56, 7.75+0.15 mm inhibisyon zon ¢api ile) inhibitor etki gostermistir (Kaya
vd., 2021).
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Bu aragtirmada, Antep fistigi kabugunun metanol 0z igeren kitosan filmlerinin
antibakteriyel aktivitesi C. difficile bakterileri tizerinde ¢ok yiiksek oldugunu fark
edildi, burada her bir konsantrasyonun %2, %4 ve %8 w/v sirasiyla 15+0, 18+1 ve
20£0 mm inhibisyon alami gosterdi. Saf kitosan ornekleri ise bu bakteri Gzerinde

herhangi bir antibakteriyel aktivite gdstermedi.

Bu calisma ile kitosan filmlere Antep fistigi kabugu metanol 6ziitiinlin katilmasi
yoluyla kitosan filmlerin antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi arttirilarak daha

biyoaktif, biyobozunur, ¢evreyle dost bir malzeme iiretimi yapilmistir.
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BOLUM VI
SONUC

Calismamizin sonucunda Antep fistigi kabugunun metanol 6zitu hidrodistilasyon

yontemi ile elde edilmistir.

Antep fistig1 kabugunun metanol 6ziitlinlin antibakteriyel aktivitesi Gram pozitif ve
Gram negatif mikroorganizmalarda disk difiizyon yontemi ile test edilmistir.
Kullandigimiz Gram pozitif bakteriler; S. aureus. S. aureus ATCC25923, C. difficile,
L. monocytogenes, Enterococcus sp. ve E. faecalis ATCC29212 ve Gram negatif
bakteriler ise E. coli type 1, E. coli ATCC25922, Salmonella sp. ve P. aeruginosa
ATCC27853 idi. Yaptigimiz antibakteriyel aktivite testlerinde en yuksek aktivite
Gram pozitif bakterilerde bulunmustur (L. monocytogenes: 19 + 1 mm inhibisyon
zonu, C. difficile: 16,67 = 2,5 mm inhibisyon zonu, Enterococcus sp.: 16,3 + 3,79
mm inhibisyon zonu, E.faecalis ATCC29212: 9 + 1 mm inhibisyon zonu, S. aureus:
15,3 = 0,58 mm inhibisyon zonu ve S.aureus ATCC25923: 10 + 0 mm inhibisyon
zonu). Gram negatif bakterilerinde diisiik aktivite (P.aeruginosa ATCC: 11.67 + 1.15
mm inhibisyon zonu, E. coli typel: 12.3 + 0.58, E. coli ATCC25922 : 11,3 + 0,58

mm inhibisyon zonu ve Salmonella sp.: 12 + 2,83 mm inhibisyon zonu) gézlenmistir.

P.vera metanol 6ziitiiniin total fenolik bilesiklerin miktar1 24,302 + 0,1467 mg GAE/
g kuru agirlik olarak bulunmustur. Antioksidan aktivitesi test edildiginde ICso degeri
2,80 olarak pg/ml bulunmustur.

Farkli miktarlarda (%2, %4, %8 w/v) Antep fistigi kabugu metanol Oziitii
katilmasiyla elde edilen kitosan filmlerin antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri
arastirilmistir. Elde edilen kitosan filmlerin antioksidan aktivitesi saf kitosan film ile
karsilastirildiginda Antep fistig1 kabugu metanol o6ziitiiniin eklenmesinin kitosan
filmlerin antioksidan aktivitesini ciddi oranda arttirdig1 belirlenmistir. Ozt

icermeyen saf kitosan film 6rneginde % 22 olan inhibisyon degerleri, 6ziit igeren
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kitosan filmlerinde dikkat ¢ekici oranda artarak en yiksek oranda 0zut icerenden

itibaren sirasiyla %90, %89, %88 olarak bulunmustur.

Kitosan filmlerin antibakteriyel aktivitesi test edildiginde %8 w/v 0ziitlii kitosan
filmi bazi Gram pozitif (S.aureus, L.monocytogenes, Enterococcus sp.) ve Gram
negatif (P.aeruginosa ATCC27853 , Salmonella sp.) bakterilerinde esit inhibisyon
zonu (11 £ 0 mm) gostermistir. Kitosan filmlerin farkli oranda 6ziit igeren 6rnekleri
(%2 wiv, %4 wiv, %8 wiv) C. difficile zerinde (sirasiyla 15£0, 18+1 ve 20+0 mm
inhibisyon ¢ap1 ile) en ylksek antibakteriyel etki géstermistir. S. aureus’a karst %4
wi/v 6z0tlu kitosan filmi 8£0 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Elde edilen kitosan
filmerin Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus ATCC25923 ve Enterococcus
ATCC29212 uzerinde inhibitor etkisi gozlenmemistir.

Kitosan filmlere eklenen Antep fistigi kabugu metanol 6zutd, filmlerin % nem

iceriklerinin azalmasina % suda ¢oziiniirliiklerinin ise artmasina neden olmustur.

Dogal kaynaklardan elde edilen kitosan ekolojik olarak ¢ok avantajli bir kaynaktir.
Antep fistig1 kabugunun metanol ekstraktini iceren biyobozunur yapidaki kitosan
filmler ¢cevreye dost bir ambalaj malzemesi olarak kullanilabilir. Yenilebilen kitosan
filmlerin antibakteriyel ve antioksidan 6zellik kazanmasina katki saglayan P.vera
kabugunun metanol 6ziitli, gida ambalajlama isleminde 6nemli ve destekleyici bir

materyal olarak kullanilabilir.
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