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PROBIYOTIiK MIKROORGANIZMALAR iLE ZENGINLESTIRILEN
SODYUM ALJINAT FILMLERIN KARAKTERIZASYONU VE
ANTIMIKROBIYEL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

OZET

Bu calismada, Bifidobacterium animalis ssp lactis B94, Lactobacillus rhamnosus GG
ve kefir mayast (L. kefir, L. delburueckki ssp. bulgaricus, Str. thermophilus,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides, L. berevis, L. helvetius, L. casei, L. plantarum,
Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp.) ve bu Kkiiltiirlerin kombinasyonlar1 ile
zenginlestirilmis sodyum aljinat (SA) bazli filmlerin iiretimi, karakterizasyonu ve
dilimlenmis igslenmis peynirin kaplanmasi i¢in kullanimlar1 arastirilmistir. Yapilan
analizler sonucunda, filmlerin fizikokimyasal, optik ve mekanik 6zellikleri probiyotik
kiiltiirlerin  ilavesinden Onemli Olclide etkilenmistir. Filmlerdeki probiyotik
mikroorganizma sayist filmlerin kurutulmaasi1 sonrasinda azalma gostermistir.
Filmlerdeki kurutma sonrasi probiyotik mikroorganizmalarinin canlilik degerleri %
81,79 — 90,57 arasnda degisim gostermistir. Probiyotik mikroorganizmalarla
zenginlestirilmis SA filmler en gii¢lii antimikrobiyel ekiyi S. aureus’a kars1 gostermis
iken, en diisiik antimikrobiyel etkiyi E.coli’ye kars1 géstermistir. Elde edilen sonuglar
SA filmlerin probiyotik mikroorganizmalar tarafindan {iretilen ve patojenler lizerinde
antimikrobiyel etkisi olan maddelerin salinimma izin verme yetenegine sahip
oldugunu gostermektedir. Farkli probiyotikler ile zenginlestirilmis SA yenilebilir
filmlerle kaplanmis beyaz peynir 6rneklerinde mikrobiyolojik degisiklikler buzdolab1
kosullarinda gergeklestirilen 45 gilinlilk depolama siiresince degerlendirildiginde,
kontrol grup ile karsilastirildiginda, tiim kaplanmis beyaz peynir 6rnekleri igin
probiyotik suslarin depolama siiresince 6nemli Olciide artis goOsterdigini ortaya
konmustur. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir orneklerinde ise 45. giin sonunda
laktik asit bakteri sayis1 (LAB) 6,53 — 8,64 log KOB/g; Bifidobacterium animalis ssp.
lactis B94 sayis1 1,53 — 7,57 log KOB/g; TMAB sayis1 4,12- 6,58 log kOB/g;
psikrotrof mikroorganizma sayis1 1,80- 2,87 log KOB/g ve toplam maya-kiif sayilari
ise 2,00 — 3,86 log KOB/g degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir. SA film
tiirlerinin peynir orneklerinin 45 giinliik depolama siiresince mikrobiyel raf omrii
iizerindeki etkileri smiflama yontemlerine gore incelendiginde, LAB, B. lactis ve
toplam maya-kiif i¢in 6lgiilen mikrobiyel veriler 3 sinifa ayrilirken, TMAB sayilar1
icin 2 sinifa ayrilmistir. Psikrotrof bakteri sayimlari i¢in sinif olugsmamistir. Dolasiyla,
depolama siiresi boyunca peynir Orneklerinde tespit edilen psikrotrof grubu
mikroorganizmalar i¢in kullanilan film kaplama tiirlerinin kontrol gurubuna gore
kiyasla herhangi bir etkisinin olmadigi, ancak LAB, B. lactis, toplam maya-kiif ve
TMAB i¢in film kaplama tiirlerinin etkisi oldugu sdylenebilmektedir.

Anahtar  Kelimeler: Biyoaktivite, fizikokimyasal 0zellikler, probiyotik
mikroorganizma, sodyum aljinat, yenilebilir film



CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL
PROPERTIES OF SODIUM ALJINATES FILMS ENRICHED WITH
PROBIOTIC MICROORGANISMS

SUMMARY

In this study, Bifidobacterium animalis ssp. lactis B94, Lactobacillus rhamnosus GG
and kefir yeast (L. kefir, L. delburueckki ssp. bulgaricus, Str. thermophilus,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. berevis, L. helvetius, L. casei,
L. plantarum, Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp.) and combinations of these
cultures were investigated for the production, characterization and coating of sliced

processed cheese. As a result of the analysis, the physicochemical, optical and
mechanical properties of the films were significantly affected by the addition of
probiotic cultures. The number of probiotic microorganisms in the films decreased
after drying of the films. The viability values of probiotic microorganisms after drying
in the films varied between 81.79 and 90.57%. SA films enriched with probiotic
microorganisms showed the strongest antimicrobial effect against S. aureus, while the
lowest antimicrobial effect against E. coli. These results show that SA films have the
ability to allow the release of substances produced by probiotic microorganisms that
have antimicrobial effects on pathogens. When the microbiological changes in white
cheese samples coated with SA edible films enriched with different probiotics were
evaluated during 45 days of storage under refrigerator conditions, it was revealed that
the probiotic strains for all coated white cheese samples increased significantly during
storage compared to the control group. In cheese samples coated with active SA films,
it was determined that the number of the lactic acid bacteria count (LAB) was ranged
6.53 — 8.64 log CFU/g; Bifidobacterium animalis ssp. lactis counts was ranged 1.53 —
7.57 log CFU/g; TMAB count was ranged 4.12-6.58 log cfu/g; psychrotrophic
microorganisms counts varied between 1.80-2.87 log CFU/g and the total yeast-mold
counts ranged between 2.00 and 3.86 log CFU/g at the end of the 45th day. When the
effects of SA film types on the microbial shelf life of cheese samples during 45-day
storage were examined according to the classification methods, the microbial data
measured for LAB, B. lactis and total yeast-mold were divided into 3 classes, while
for TMAB numbers they were divided into 2 classes. No class has been established for
psychrotrophic bacteria counts. Therefore, it can be said that the film coating types
used for the psychrotrophic group microorganisms detected in the cheese samples
during the storage period do not have any effect compared to the control group, but the
film coating types have an effect for LAB, B. lactis, total yeast-mold and TMAB.

Keywords: Bioactivity, Physicochemical properties, Probiotic microorganism,
Sodium aljinate, Edible film
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BOLUM 1. GIRIS

Probiyotik gidalar saglikli beslenmenin ve geleneksel gidalarimizin 6nemli bir kismin1
olusturmaktadir. Son yillarda artan oOnleyici tip anlayisi ile birlikte popiilerligi ve

bilinirligi artmstir.

Yunancada “yasam icin” anlamina gelen “probiyotik” terimi, ilk oOnce diger
mikroorganizmalarin  gelismesini engelleyen bir mikroorganizmanin T{rettigi
maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Fuller, probiyotigi ‘“konak¢i hayvanin
bagirsak mikrobiyal dengesini olumlu yonde etkileyen yasayan mikrobiyal yem
takviyesi” olarak tanimlamistir (Stanton ve ark, 2003). Bu tanim daha sonra gelistirmis

ve ¢esitli tanimlamalar yapilmastir.

Probiyotikler, insanlarin dogal mikroflorasia ait 6zellikleri gelistiren, tiiketilmeleri
sonucunda agizda, tiim sindirim sisteminde, iist solunum yollarinda, iirogenital
kanallarda yararlh etkileri ile insanin sagliginda iyilesmeye neden olan tek veya karigik
mikroorganizma kiiltiirleridir. Probiyotikler Diinya Saglk Orgiitii (WHO) tarafindan
“yeterli miktarlarda verildiginde, konaga saghk faydasi saglayan yasayan

mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Ldhteenméki ve Ledeboer, 2007).

Probiyotik gidalar ise; “insan viicudunda sindirildikleri zaman sindirim sisteminde
biiyilk oranda canli kalan ve bagirsak florasin1 olumlu yonde gelistiren canli

mikroorganizmalar1 iceren gidalar” seklinde tanimlanmaktadir (Demirci, 2009).

Probiyotik gidalar ile ilgili mihenk tas1 sayilabilecek ilk ¢caliyma Rus bilimadami Elie
Metchnikoff tarafindan yapilmistir. 1907 yilinda, Rus biliminsani Elie Metchnikoff
yogurt, kefir ve eksi siit gibi laktik asit bakterileri igeren gidalarin tiiketimi ile saglikli
ve uzun yasamanin baglantili oldugunu ileri slirmiistiir. Metchnikoff, ‘Yasamin

Uzatilmasr’ isimli kitabinda, yiliksek miktarda Bulgar tipi eksi siit tiikketen koyliilerin



daha uzun yasadigini bildirmistir. Bu siit daha sonra Lactobacillus bulgaricus olarak
adlandirilacak “Bulgar bacillus” adli mikroorganizmay1 igermektedir. Metchnikoff
bunun sebebini gastrointestinal kanaldaki ¢iiriik¢iil bakterilerin, bu mikroorganizmalar
tarafindan elimine edilmesine baglamistir. Metchnikoff’un ¢aligmasi probiyotiklerin
dogusu olarak tanimlanmistir. Ayrica yirminci yiizyillin baglarinda, Tissier,
Metchnikoff’a paralel sekilde, Bifidobakterlerin, emzirilen bebeklerin bagirsak
mikroflorasmin baskin komponenti olmasi sebebiyle, bebeklerde enfeksiyonlarin

onlenmesinde etkili olabilecegini 6ne siirmiistiir (Stanton ve ark, 2003).

Japonya’da Bifidobakteriler ile ilgili arastirmalar 1950lerde baglamistir. 1971 yilinda,
Morinaga Siit Endiistri  Sirketi, Bifidobacterium longum ve Streptococcus
thermophilus igeren fermente bir siit olan ilk Bifidus tUriiniini gelistirmistir. 1970ler
olmasina karsin, canli bifidobakter i¢ereren iirlinlerin ticari anlamda elde edilmesini
saglayabilecek teknolojiler gelistirilmis ve probiyotik tiiketimi safi terapatik faydadan
ziyade genel saglik iyilestirmesiyle ilgili sebeplerle degismistir. Morinaga Siit Endiistri
Sirketi 1977 yilinda bifidus siitiinii ve 1979 yilinda bifidus yogurdunu Japonya’da
lanse etmistir, Yakult firmasi ise bu swrada, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
bifidum ve Lactobacillus acidophilus iceren MilMil adindaki sivi yogurdu 1978
yilinda Japonya’da lanse etmistir (Stanton ve ark, 2003).

Steptoccocus thermophillus ve Saccharomyces boulardii bazi siit Uriinlerinde
kullanilsa da gilinlimiizde siklikla kullanilan ticari bakteriler, Lactobacillus ve

Bifidobacterium cinslerine aittir (Espitia ve ark., 2016).

O giinden bugiine probiyotikler ve probiyotik gidalar ile ilgili ¢aligmalar artan bir
ilgiyle devam etmektedir. Bu c¢aligmalarin devam ettigi alanlardan biri de gidanin
omriinli  uzatmak tlizere yenilebilir film kaplamalarm probiyotikler ile

zenginlestirilmesidir.

Degisen sosyo-ekonomik dengeler ile gida endiistrisi ivmeli bir sekilde artmaktadir.
Bu gelisme yaninda artan cevresel atiklar gibi sorunlar1 da getirmistir. Gida

ambalajlamada kullanilan sentetik plastik ve diger materyaller gibi dogal olmayan



iriinler ile baglantili cevresel problemler ve daha yiiksek gida kalitesi arayis1 yenilik¢i
gida paketleme sistemlerinin gelistirilmesine sebep olmustur (Pereira ve ark., 2019).

Bu sistemlerden biri de aktif ambalajlamadir.

05.04.2018 tarih ve 30382 sayili Resmi Gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren Tiirk
Gida Kodeksi Gida ile Temas Eden Madde ve Malzemelere Dair Yonetmelik’in
(Anonim, 2022) dordiincii maddesi ikinci fikrasi (&) bendine gore “Gida ile temas eden
aktif madde ve malzeme: Bilesenlerini gidaya ya da gidanin bulundugu ortama salacak
ya da ambalajli gidadan veya gidanin bulundugu ortamdan maddeleri absorbe edecek
sekilde tasarlanan, ambalajli gidanin raf dmriinii uzatmasi veya mevcut durumunu

korumasi ya da iyilestirmesi beklenen madde ve malzemeyi” tanimlamaktadir.

“Yenilebilir film” terimi; gidalar1 kaplamak ya da gidalar ve cevreleyen ortamla
arasinda bariyer olusturmak i¢in, sentetik polimerlerin yerine kismen veya tamamen
ikame edilebilen, materyallerin yiizeyinin iistiine dogrudan uygulanan ince dogal

polimer tabakasi olarak tanimlanabilir (Emmambux ve Stading, 2007).

Filmler ve kaplamalar bazen ayni anlamda kullanilsa da aslinda farkli konseptleri
temsil etmektedir. Filmler genellikle bir ortii ya da sargi amaciyla kullanilan ince
materyal tabakasi olarak tanimlanirken, kaplamalar korunmasi amaglanan iiriiniin

yiizeyinde dogrudan olusur (Gennadios, 2002).

Yenilebilir film ve kaplamalarin {retiminde kullanilan birincil materyaller,
polisakkaritler, proteinler ve lipidler veya bunlarin kombinasyonlaridir. Her materyal
kendi basina belli 6zellikte film yada kaplama olustururken, nihai 6zelliklerini (bunlar,
esneklik, bariyer ve optik Ozellikleridir) iyilestirmek {izere bu materyallerin
kombinasyonlarmin kullanimi ile plastiklestiriciler ve siirfektanlarin ilavesi yaklagimi
benimsenmektedir (Campos ve ark., 2011). Film yada kaplamanin bilesiminin
optimizasyonu basarili uygulamalar i¢in kritiktir ¢iinkii bunlar kullanim amacina ve
uygulanacaklar1 gida tirlinliniin 6zelliklerine gore formiile edilmelidir (Guimarées ve

ark., 2018).



Yenilebilir film iiretiminde kullanilan biyopolimerler arasinda proteinler, belirgin ve
nitelikli film olusturmasi agisindan biiyiik ilgi ¢ekmektedir (Pereira ve ark., 2019).
Protein filmlere ilave olarak aljinat (ALG) filmler de genis ¢apta kullanilmaktadir. Bir
aljinat filmi nem, gazlar ve aromalar i¢in yar1 gecirgen bir bariyer olustururken, yapisal
biitiinligii ve tasima ozelliklerini korur ve gida tirtiniinden aromatik ugucu bilesenleri
tutma kapasitesi vardir. Dahasi esmerlesme Onleyici ajanlar, renklendiriciler,
tatlandiricilar, besin 6geleri, baharatlar ve gidanin ylizeyinde patojen gelisimi riskini
azaltan antimikrobiyaller ve probiyotikler i¢in tasiyici olarak degerlendirilebilir

(Rhim, 2004).

Bu calismada, probiyotik bakteri susu olarak, Bifidobacterium animalis ssp lactis B94,
Lactobacillus rhamnosus GG ve kefir mayasi (L. kefir, L. delburueckki ssp. bulgaricus,
Str. thermophilus, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides, L. berevis, L. helvetius, L. casei, L.
plantarum, Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp.) kullanilarak aktif sodyum aljinat
filmlerin hazirlanmasi, hazirlanan aktif filmlerin karakterizasyonu ve biyoaktif
ozellikleri belirlenmesi ile beyaz peynirlerde kullanimlarmin iirtiniin mikrobiyolojik
raf odmri {izerindeki etkilerinin veri analiz yontemleri kullanilarak tespit edilmesi

amaclanmustir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yenilebilir Ozellikte Gida Ambalajlar

Yenilebilir kaplamalar, dogrudan gida yiizeylerine, dis ylizeye veya katmanlar arasina
uygulanan ve genellikle dogrudan koruduklar1 gidanin bir parcasi olarak tiiketilen
malzemeleri icerir. Ote yandan, yenilebilir filmler genellikle ayr1 olarak iiretilir ve
paketleme i¢in gida yiizeyine uygulanir ve tiiketilmeden 6nce gidadan ¢ikarilabilir
veya soyulabilir. Yenilebilir ambalaj, adindan da anlasilacagi gibi, yenilebilir ve
sindirimi kolay olmalidir. Biyolojik olarak parcalanabilir olmalarinin yani sira insanlar
icin  toksik  olmamalidirlar. Son  iirliniin  islevine  baghh  olarak,
hidrokolloidler/polisakkaritler, lipidler ve proteinler gibi ¢cok ¢esitli biyolojik olarak
parcalanabilen bilesenler, ¢esitli yenilebilir kaplamalar ve filmlerin {iretim siireci igin
bitki kaynaklarindan, hayvansal kaynaklardan ve mikroorganizmalardan ekstrakte
edilir (Bomzon, 2022). Uygun yenilebilir ambalajlama bilesenlerinin seg¢imi,
ambalajlanacak gidanin 6zellikleri ile tiretim yontemi dahil olmak iizere kaplamanin

iretildigi materyalin kompozisyonuna baghdir (Petkoska ve ark., 2021).

Tipik bir ambalajlama sistemi gibi yenilebilir kaplama sistemleri gazlar, nem ve aroma
ile yaglar gibi diger bilesenler icin fiziksel bir bariyer olusturmaktadir (Singh ve ark.,
2019). Yenilebilir ambalajlama sistemleri baslica, paketlenmis {iriiniin kalite ve
giivenliginin devami saglamak veya yiikseltmek ve raf Omriinii uzatmakla
ilgilenmektedir. Diger taraftan biyoaktif paketleme sistemleri (kaplama/film),
biyoaktif 6zellikler kaplama ya da kaplama materyalinin igerisinde tasinacak sekilde
tasarlanmig, fonksiyonel gidalarin {iretimine destek amacli yeni bir teknolojik

konsepttir (Korhonen, 2022).

Biyolojik temelli ve biyo¢oziiniir malzemeler kaynagina gore ii¢ gruba ayrilabilir.



Bunlar:
e Dogrudan biyokiitle/dogal kaynaklardan {iretilen malzemeler (proteinler,
polisakkaritler ve lipidler) (Pooja ve ark., 2019)
e Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen malzemeler, genellikle polisakkaritlerin
spesifik cesitlerine aittir (Ramos ve ark., 2012a; Regubalan ve ark., 2018)
¢ Biyolojik temelli monomerlerden iiretilen malzemeler (Ramos ve ark., 2012a,

Regubalan ve ark., 2018)

Yenilebilir film kaplamalar biyolojik temelli ve biyo¢dziiniir malzemelerin bir alt
grubudur ve film olusturma 6zellikleri ile geleneksel gida ambalajlama sistemlerine

alternatif olarak kapsamli bi¢imde incelenmektedir (Petkoska ve ark., 2021).

Yenilebilir filmler ve kaplamalar genellikle, gida sinifi bir ortam veya ¢oziiciide (su,
etanol, oraganik asit vb) film olusturan bir polimerin ¢dziinmesi, dispersiyonu ya da
emiilsifikasyonu ve film olusturan soliisyonun gidanin {izerine dogrudan uygulanmasi
veya bir araci vasitasiyla uygulanip solventin ugurulmasi ile olusur. Diger taraftan,
vakslar, lipidler ve bunlarin tiirevleri gibi amorf yada kristal termoplastik malzemeler
ile termoplastik hidrokolloidler (plastiklestirilmis nisasta, proteinler vb) hala plastik
Ozellikleri taswken yiiksek sicaklikta ekstriizyon yada dogrudan uygulama ile
olugabilir (Guilbert ve ark., 1995). Plastiklestiriciler, ¢cogu zaman yenilebilir filmler
ve kaplamalar i¢in gerekli bilesenlerdir, 6zellikle de polisakkaritler ve proteinler i¢in,
clinkii bu filmlerdeki polimerik zincirler arasindaki yaygin etkilesim sebebiyle bu
filmler kati1 ve rijittir. Polimer termoplastikligi artirmak i¢in plastiklestiriciler (diisiik
molekiil agirlikli ajanlar) polimerik film olusturan malzemelere ilave edilir. Bunlar
kendilerini polimerler arasina yerlestirebilir ve polimer-polimer baglarini engelleyerek
daha esnek ve islenebilir olmalarini saglarlar. Yaygin kullanilan plastiklestiriciler
gliserin, propilen glikol, sorbitol, siikroz, polietilen glikol ve misir surubudur (Suhag

ve ark., 2020).

Film olusturan bir polimerin uygulandig1 herhangi bir gida kaplama isleminde iki ¢esit
kuvvet vardir. Bunlar, polimer molekiilleri arasindaki kuvvet (kohezyon) ve film ile

gida yiizeyi arasindaki kuvvettir (adhezyon). Kohezyonun derecesi filmin direng,



esneklik ve gecirgenlik gibi 6zelliklerini etkiler. Kuvvetli kohezyon esnekligi, gaz ve
su buhar1 bariyer 6zelliklerini diisiirtir, gézenekliligi arttirir. Film kohezyonu uzun
zincirli polimerler tarafindan tercih edilmektedir. Endiistriyel sebeplerle genellikle
gerekli olan asir1 solvent buharlagsmasi ya da soguma orani, polimer molekiillerinin
yetersiz immobilizasyonu sebebiyle koheziv olmayan filmlerin iiretimine neden
olabilir. Hidrofilik dolgulari korumak i¢in hidrofobik malzemeler (yada tersi)
kullanildiginda elde etmesi bazen zor olan uygun kaplama, sicak uygulama yada bir
bagdastirict ajani ile liriiniin kaplanmasi veya film olusturan ¢ozeltiye ilavesi ile elde
edilebilir (Guilbert ve ark., 1995). Ayrica plastiklestiricilerin eklenmesi de film

olusturan malzemenin kohezyonunu diisiiriir (Suhag ve ark., 2020).

Yenilebilir film kaplamalarin dayanikli yapilarmi olusturmak i¢in cesitli biyolojik
temelli polimerler arastirilmistir. Hidrokolloidler, hem polisakkaritler hem de
proteinler, yenilebilir malzemelerin iiretiminde kullanilan en yaygin biyopolimer
gruplaridir. Bunlar bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalar gibi kaynaklardan elde
edilir. Selliilloz tiirevleri, nisastalar, aljinatlar, pektinler, kitosan, pullulan,
karregenanlar yenilebilir film ve kaplamalarin iiretiminde kullanilan en popiiler
polisakkaritler iken, proteinler olarak en popiilerleri soya proteini, bugday gluteni,
misir zeini, aygicegi proteinleri, jelatin, peynir alt1 suyu proteini, kazein ve keratindir.
Bu malzemeler yapisal olarak hidrofiliktir. Bu sebeple, hidrokolloid matriksin igerisine
farkli yaglar katilarak su buhar1 bariyeri 6zellikleri gelistirilir. Bunlardan en yayginlar1
vakslar, trigliseridler, asetillenmis monogliseridler, serbest yag asitleri ve bitkisel

yaglardir (Galus ve ark., 2020).

Geleneksel olarak yenilebilir film kaplama tiretimi 1slak ve kuru prosesler olarak iki
ana gruba ayrilir. Islak prosesler ¢ozelti i¢in solvente ihtiya¢ duyar ve polimerin diiz
bir ylizey iizerine yayilimini igerir, bunu kontrollii sartlarda solventin uzaklastiriimasi
ve filmin olusumu takip eder. Bu yiiksek enerji gerektiren bir prosestir, laboratuvar
uygulamalar1 i¢in uygun olup, endiistriyel capta elverisli degildir. Yenilebilir film
tiretimi i¢cin kuru yontemlerden; ekstriizyon, enjeksiyon, sisirme, sicak presleme
islemleri en yaygin kullanilanlardir (Mellinas ve ark., 2015). Tez ¢alismasi

kapsaminda, laboratuvar ¢apinda uygun olan 1slak proses kullanimi tercih edilmistir.



2.2. Tasiyic Sistemler Olarak Yenilebilir Filmler ve Kaplamalar

Daha oncede deginildigi gibi tiim ambalajlama sistemlerinin ilk amaci giday: dis
etkenlere karsi koruyarak raf omriinii uzatmaktir. Yenilebilir filmler ve kaplamalar
uygulandigr giday1r korumak veya ona istenilen ozellikleri katmak iizere tastyici
sistemler olarak kullanilmaktadir. Yenilebilir filmler ve kaplamalar; emiilgatorler,
aromalar ve renklendiriciler gibi c¢esitli katki maddeleri ile antioksidanlar,
antimikrobiyaller, nutrasotikler, probiyotikler, prebiyotikler, besin maddeleri gibi
cesitli fonksiyonel bilesenlerin tastyicilar: olarak gorev yaparlar (Ozdestan Ocak ve

Demircan, 2020; Khodaei ve ark., 2020).

Besleyici degerlerine ek olarak, hastaliklarin tedavisi ve kontroliinde de etkili olan gida
veya gida bilesenleri fonksiyonel gidalar olarak tanimlanmaktadir (Vural, 2004).
Saglikli beslenmeye yonelik ilgi her gecen giin artmakta ve bu baglamada fonksiyonel
gidalarin iiretimi ilgi odag1 olmaktadir. Kaplamaya ilave edilen fonksiyonel 6zellikteki

bilesenlerle bu 6zellik saglanmaktadir.

Oksidatif prosesler gidalarin kalite kayiplarma yol acan mekanizmalarin basinda
gelmektedir. Gida formiilasyonlarma antioksidanlarin ilavesi renk, koku, tat ve
tiiketici tarafindan tercih edilme gibi 6zellikleri etkileyebilir. Antioksidanlarin polimer
bir matrikse ilave edilerek oksidasyon proseslerinin engellenmesi yolu olan aktif

ambalajlama yenilik¢i bir yaklasimdir (Aguirre-Joya ve ark., 2018).

Bitkisel ektsraktlar (yesil ¢ay, ginkgo yapraklari, zencefil, liziim ¢ekirdegi, kimyon,
kekik gibi bitki ekstraktlari), oleoresinler (karotenoidler, alkaloidller, steroidler,
antosiyaninler gibi), esansiyel yaglar, C ve E vitamini gibi dogal kaynakli bilesenler
ile tereddiitler devam etse de ter-biitil hidrokinon (TBHQ), Biitilhidroksianisol (BHA),
Biitil Hidroksi Toluen (BHT) ve propil gallat gibi sentetik antioksidanlarin yenilebilir

film ve kaplamalara ilavesi ile ilgili caligmalar yapilmistir (Sahraee ve ark., 2019).

Nutrasotikler, gidalarin ve diger sindirilebilir formlarin dogal bilesenleri olarak

bulunan, fizyolojik durumu gelistirerek hastaliklar1 dnleme veya iyilestirmede insan



viicuduna katki saglayan kimyasallardir. Kalsiyum ve E vitamini, belli hastaliklarin
onlenmesinde rol oynayan Onemli nutrasdtiklerdir. Gidalarin sarilmast veya
kaplanmasi i¢in yliksek oranda kalsiyum ve/veya E vitamini i¢eren yenilebilir film ve
kaplamalarin tasarlanmasi bu nutrasoétiklerin glinlik alim miktarinmn atmasma ve
boylece diyettin bu besin 6gelerince zenginlesmesine yardim edecektir (Mei ve Zhao,
2003). Yeni soyulmus bebek havuclar kalsiyum ve E vitamini i¢eren ksantan gum
kaplama ile kaplandiginda, Kalsiyum i¢in Beslenme Referans Degeri 1000 mg/giin, E
vitamini Belenme Referans Degerinin 1 mg/giin olarak baz alindiginda, bir porsiyon
(85 gr) havucun kalsiyum Referans Alim (RA) degerinin % 6,6 , E vitamini RA
degerinin % 70 oldugu yapilan ¢aligmada bulunmustur (Mei ve ark., 2002).

Tasiyic1 sistem olarak yenilebilir filmler ve kaplamalarin bir diger uygulama alani
aroma artirmak iizere aroma vericilerin taginmasidir. Laohakunjit ve Kerdchoechuen
(2007) yaptiklar1 calismada dogal pandan (Pandanus amaryllifolius Roxb.) ektrakti
iceren piring nigastasi ile kaplanmis aromatik olmayan piringten aromatik ozellikte
pirincin aromatik bilesenlerine benzer bir piring iirettildigini géstermistir. Aromatik
piringler i¢in indikator tat bileseni olan 2-acetyl-1-pyrroline (ACPY) ilavesinin etkili
oldugu ayrica n-hegzanal seviyelerini diisiirerek depolama sirasinda gelisebilecek

potansiyel acilagsmayi azalttig1 tespit edilmistir.

Ticari olarak, Ozellikle Japon pullulan bazli filmler, ¢esitli renklerde, baharat ve
cesnilerle ¢esitlendirilmis olarak bulunmaktadir. Mitkemmel oksijen bariyer 6zelligi
ile pullulan filmler, aroma ve renkleri tutmak ve film icerisinde diger aktif bilesenleri

stabilize etmek icin kullanilabilir (Martin-Belloso ve ark., 2009).

Antimikrobiyaller de yenilebilir film ve kaplamalarm tasiyict ozelligi ile
kullanilabilecek bir diger aktif bilesen grubudur. Bu antimikrobiyal yenilebilir filmler
ve kaplamalar, gidanin yiizeyinde aktif bilesenlerin etkili konsatrasyonlarini koruyarak
bozulmay1 ve patojenik bakterileri inhibe edebilir (Gennadios ve ark., 1997).
Yenilebilir film ve kaplamalara potansiyel olarak uygulanabilecek birkag
antimikrobiyal sinifi vardir. Bunlar, organik asitler (asetik, benzoik, laktik, propiyonik,

sorbik); yag asidi esterleri (gliseril monolaurat); polipeptidler (lisozom, peroksidaz,



laktoferrin, nisin); bitkisel esansiyel yaglar (tar¢in, kekik, limonotu); ve nitritler ile
stilfitlerdir (Franssen ve Krochta, 2003). Bu kategoriler arasinda bitkisel esansiyel
yaglar kimyasal koruyuculara miikemmel bir alternatiftir ve gidalarda kullanimi

tiiketicilerin az islenmis dogal gida taleplerini de karsilamaktadir (Burt, 2004).

2013 yilinda Sanchez-Gonzalez ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada, sodyum
kazeinat, bezelye proteini, metilseliiloz ve hidroksimetil seliilozdan elde edilmis film
soliisyonuna Lactobacillus plantarum dogrudan ilave edilmis, dokme yontemi ile
filmler elde edilmis ve filmlerin 6zellikleri incelenmistir. Sonug olarak polisakkarit
matrislerde protein filmlerde gézlemlenmeyen Listeria innocua’ya karsi belirgin bir

antimikrobiyal aktivite gozlemlenmistir.

Prebiyotikler bazi gidalarda dogal olarak bulunan ya da mikroorganizmalar ve
enzimler tarafindan sentezlenebilen bilesenlerdir. Prebiyotik konsepti ilk olarak 1995
yilinda ortaya atilmistir ve “halihazirda bagirsakta bulunan bakterilerden bir ya da
birkag¢inin gelisimini/aktivitesini se¢ici olarak tesvik ederek konagi faydali bicimde
etkileyen, sindirilemeyen gida bileseni” olarak tanimlanmistir (Gibson ve Roberfroid,
1995). 2016 yilinda Probiyotikler ve Prebiyotikler Uluslararast Bilimsel Dernegi
(ISAPP) tarafindan prebiyotik tanim “konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan segici
olarak kullanilan, saglik yarar1 saglayan substrat™ olarak giincellenmistir (Gibson ve

ark., 2017).

Geleneksel olarak prebiyotikler gidalarin saglik iizerine etkilerini arttrmak ya da
teknolojik ve duyusal 6zelliklerini arttrmak icin kullanilmaktadir. Ancak gidalarin
baz1 bilesenleri ile etkilesime girerek ya da iiretim proseslerinde uygulanan yiiksek
sicaklik, diisiik pH gibi iglemlerde fonksiyonlarmni yitirmektedir. Bu sebeple prebiyotik
gidalarm {iretimi i¢in yenilebilir filmler ve kaplamalar potansiyel bir yontemdir.
Polidektroz, inulin, oligofruktoz, galakto-oligosakkaritler, baz1 polioller ticari olarak
filmler ve kaplamalar dahil bir ¢ok matriste yillardir kullanilmaktadir (Paulo ve ark.

2021).

Bakteriyosinler belli mikroorganizmalarin  metabolizmalar1 sonucu {iretilen
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antimikrobiyal 6zellikte peptidler veya iirtinleridir. Laktik asit bakterileri tarafindan
iretilmis bakteriyosinlerin gida endiistrisinde kullanimi ile gidanin raf Omrii
uzatilirken gida giivenligi saglanip tiiketicinin sagligi korunmaktadir. Ambalajlama
filmleri ve kaplamalara laktik asit bakterilerinden bakteriyosinlerin dahil edilmesi
iizerine ¢aligmalar yapilmig ancak yalnizca depolamanm basinda iyi antimikrobiyal
etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Bunun sebebi matristen bakteriyosinlerin zamanla
tiiketilmesidir. Buna ¢6zlim olarak bazi ¢aligmalar laktik asit bakterilerinin filmlere
dogrudan ilavesi yontemi ile raf Omrii boyunca bakteriyosinlerin dogal olarak
iretiminin saglanmasi ve boylece antimikrobiyal aktivitenin arttirilmasi yontemini

onermistir (Pech-Canul ve ark. 2020).

2.3. Probiyotik Gida Ambalaji Gelistirmek i¢in Kullanilan Malzemeler

Probiyotikler Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) tarafindan “belli miktarlarda tiiketildiginde konaga saglik faydasi
saglayan mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2006). Probiyotik
tiiketimi konagin gastrointestinal sistemindeki hedef mikroorganizmalarm biiylimesini
olumlu yonde etkiler, zararl bakteri ve mantarlar1 engeller, konagin bagisiklik sistemi
savunma tepkilerini destekler. Buna ek olarak huzursuz bagirsak sendromu,
gastrointestina disbiyoz ve diger bagirsak kaynakli hastaliklar1 6nler (Gu ve ark. 2019).
Bilinen probiyotiklerin cogu Genellikle Giivenli Kabul Edilen (Generally Recognized
As Safe, GRAS) Ilistesindedir, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsleri ve
Saccharomyces boulardii. S. cerevisiae CNCM 1-3856 ve Lipomyces starkeyi VIT-
MNO3 gibi belli maya tiirleridir (Pech-Canul ve ark., 2020). Mikroorganizmalarin
konagin sagligina nasil faydali olduguna dair birka¢ mekanizma 6ne siiriilmektedir.
Bunlardan bazilari: antimikrobiyal yada antifungal peptidlerin iiretimi ile, patojenler
dahil diger mikrooranizmalar i¢in bagirsak ortammi tercih edilmeyecek sekilde
degistirerek, besinler ve bagirsak epitel hiicrelerine baglanma i¢in yarisarak oldugudur

(Sanders ve ark., 2018).

Probiyotikler ile zenginlestirilmis yenilebilir film ve kaplamalarin {iretimi ile gida

irtinii iizerinde patojen gelisimi engellenerek raf omrii uzatilabilecegi gibi ayni

11



zamanda saglik lizerine olumlu etkileri olan fonksiyonel gida iiretimi de miimkiindiir.

Bu amagla farkli film ve kaplama malzemesi kullanarak pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.

[k calismalarda dogal olarak gelisen patojenlerin iiremesini engellemek iizere seliiloz
ya da gomalak (hayvansal bir recine) icerisinde Candida spp. kullanilmistir. Maya
hiicreleri kaplama igerisinde canli kalabilmis ve ¢liriimeyi yavaslatmistir (McGuire ve

Baldwin, 1994; McGuire ve Hagenmaier, 1996; McGuire ve Dimitroglou, 1999).

Gelistirilen sistemler arasinda, kitosan, gumlar, seliiloz, pektinler ve denizyosunu

ekstraktlar1 gibi film malzemeleri en ¢ok ilgiyi ¢cekmistir (Singh ve ark., 2019).

Yenilebilir kaplamalara probiyotik kiiltiirlerin ilavesi ilk olarak Tapia ve ark. (2007)

tarafindan ortaya atilmistir. Caligmada aljinat filmler ve bifidobakteriler kullanilmustir.

Nisasta, kitosan, seliiloz ve galaktomannanlar gibi polisakkaritler yenilebilir film ve
kaplamalar i¢in potansiyel malzemeler olarak arastirilmistir. Fakat polisakkarit bazli
film ve kaplamalarin neme duyarli oldugu ve diisiik su buhari bariyer 6zelligi ve diisiik
mekanik Ozellikleri oldugu raporlanmistir. Bu engeller endiistriyel uygulamalarini
engellemektedir. Bu kisitlamalar bu malzemelerin tek baslarma kullanimi yerine
birbirleri veya pektin, yag asitleri gibi diger malzemeler ile kombinasyonlarinin ya da
metilseliiloz veya karboksimetilseliiloz gibi kimyasal modifikasyonlarmin

denenmesine yol agmistir (Zhang ve ark., 2014).

Simdiye kadar, seliiloz tlirevleri 6nemli film olusturan bilesikler olarak goriinmektedir.
Bunlar sadece biyobozunur, kokusuz ve tatsiz olma 6zellikleri degil ayrica diisiik ve
orta bagil nemde yaglar, oksijen ve karbondioksit i¢in iyi bariyer ozellikleri
gostermektedirler. Bu tiirevler igerisinde hidroksimetilseliiloz ve metil seliilozun giiclii
film olusturma ve mekanik dayaniklilik 6zellikleri vardir (Sanchez-Gonzalez ve ark.,
2013). Singh ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada sitrik asit ile ¢apraz baglanmis
sodyum karboksimetilselilloz ve hidroksimetilseliiloza probiyotik (Lactobacillus
rhamnosus GG) ilavesi yontemi film olusumu icin kullanmis ve bu sistemin yeni

yontemler gelistirmede gelecek vaad ettigini raporlamigtir.
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Metilseliiloz filmlerin formiilasyonu 1sitma ve kurutma gibi islemleri icermektedir ve
istya duyarli laktik asit bakterilerinin zarar gormesine ya da Olmesine sebep
olmaktadir. Bunun Oniine ge¢cmek adina fruktooligosakkaritler gibi probiyotikleri
koruyucu bir malzemenin ilavesi denenmis ve hem koruyucu hem de prebiyotik 6zellik
kazandirmalar1 incelemistir. Filmin fizikokimyasal 6zelliklerinin ve yiiklenmis olan
mikroorganizmalarin stabilitesini olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir (Romano

ve ark., 2014).

Soukoulis ve ark. (2014a) ilk kez, prebiyotik 6zellikleri ile bilinen dort oligomer
karbonhidrat1 (inulin, polidektroz, glukoz oligosakkariteri ve bugday dekstrini)
probiyotik yenilebilir filmlerde incelemistir. Lactobacillus rhamnosus GG ilave edilen
filmlerden polidektroz ve glukoz oligosakkaritin film olusumu sirasinda uygulanan

kurutma sirasinda probiyotik canliligi destekledigi tespit edilmistir.

Kefiran, kefir taneleri arasina yerlestirilen laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan
dogal bir polisakkarittir. Kefiran, yeterli mekanik 6zellikleri ile seffaf, esnek, homojen

ve oldukea ince film olusturma kapasitesine sahiptir (Piermaria ve ark., 2015).

Aljinat toksik olmamasi, biyobozunurlugu, biyolojik olarak siirdiiriilebilirligi ve diisiik
maliyeti ile ilgi ¢ekici bir film olusturan malzeme olmustur. Aljinatin fonksiyonel
ozellikleri olan kivam arttirma, stabilize etme, askiya alma, film olusturma, jel
olusturma, emiilsiyon stabilize etme iyi bir sekilde arastirilmistir. Aljinatin lineer
yapist geregi aljinat giliclii filmler ve kat1 formda yeteri kadar Ilifli yap1
olusturabilmektedir. Gida sanayinde aljinat; et, sebzeler ve meyvelerin
dehidrasyonunu kisitlayici, igecek sanayinde kivam arttiricy, jel olusturucu ve kolloidal
stabilize edici ajan olarak gorev yapmaktadir (Tavassoli-Kafrani ve ark., 2016).
Aljinatlar ayrica ilaglarin, proteinlerin, hiicrelerin ve DNA ’nin enskapsiilasyonu i¢in

kullanilmaktadir (Ashikin ve ark., 2010).

Daha 6nceden deginildigi gibi film ve kaplama olusturmada kullanilan bir diger grup

protein bazli malzemelerdir. Proteinlerin hidrofilik yiizeylere baglama kapasitesi
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yiikseltir ve 6zellikle diisiik bagil nemli ortamlarda O, CO, ve yaglar i¢in iyi bir
bariyer vazifesi goriir. Ancak hidrofilik 6zelligi zay1f su bariyeri 6zelligi gdstermesine
sebep olur. Proteinlerin polipeptid zincirleri arasindaki kohezyonun attirilmasimin
bariyer ozelliklerinin gelistirilmesinde faydali olacagi diisiiniilmiistiir. Bu amacla
yapilan calismalarda, proteinler arasi baglar1 artirmak iizere kimyasal muamele
(glutaraldehit, formaldehit, gliseraldehit), enzimlerle muamele (transglutaminaz) ya da
fiziksel muamelenin (1sitma, 1smlama) su buhar bariyeri o6zelligi ile mekanik
ozellikleri ve filmlerin proteolize direncini arttirdig1 tespit edilmistir (Lacroix ve Vu,

2014).

Le Tien ve ark. (2000) yaptig1 ¢alismada seliiloz igerisinde ¢apraz baglanmis peynir
alt1 suyu proteininin, suda ¢oziinmeyen, 1yi mekanik 6zelliklere sahip, proteolitik
enzimlere direngli, su buhar1 gegirgenligi daha diisiik bir film olusturdugunu
raporlamiglardir. Buna ek olarak film formiilasyonlarina lipidlerin ilavesi nem bariyeri
ozelligini gelistirebilir (McHugh, 1987). Fakat bunun i¢in islemlerin solvent ile
muamelesi yada yiiksek 1s1 istemesi, islemlerin kompleks olmasi, olusan {iriiniin daha
sonra katmanlarina ayrilma ihtimali gibi sebeplerle uygulanabilirligi yiiksek degildir.
Ancak emiilsifiye edici ajanlarin ya da siirfektanlarin ilavesi emiilsiyon stabilitesini

arttirabilir (Lacroix ve Vu, 2014).

Protein filmlere polisakkaritlerin ilavesi nem bariyeri, direng ve mekanik 6zellikleri
gelistirir. Bu baglamda protein filmlere karboksimetilseliiloz, aljinat ve pektin ilave
edilerek calismalar yapilmistir. Soukoulis ve ark. (2017) yaptiklar1 calismada peynir
alt1 suyu proteini isolatina aljinat, pektin, karregenan/ke¢iboynuzu gami ve jelatini
ilave ederek olusturdugu probiyotik filmin Gzelliklerini  karsilastirmistir.
Karregenan/ke¢iboyunuzu gami igeren peynir alt1 suyu proteini filmlerin daha uzun

stabilite sagladig1 raporlanmigtr.

Yenilebilir film ve kaplama iiretimi i¢in kullanilan baslica proteinler sunlardir (Lacroix
ve Vu, 2014):
e Siit proteinleri,

o Kazein
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o Peynir alt1 suyu proteini
e Kollajen ve jelatin
e Plasma proteinleri
e Miyofibriler proteinler
e Yumurta aki
e Soya proteini
e Bugday gluteni
e Zein

e Protein bazli nanobilesikler

Paketli olsun ya da olmasin gidalardan nem kaybin1 6nleme ihtiyaci lipdileri yenilebilir
film kaplama malzemesi olarak 1yi bir aday haline getirmektedir. Filmin
fonksiyonerligini arttrmak tizere lipidler genellikle polisakkaritler ya da proteinler ile
birlikte kullanilarak kompozit filmler olusturulmaktadir. Kompozit filmlerde lipid
malzemelerin etkinligi kullanilan lipidin 6zelliklerine, basta kimyasal yapisi,
hidrofobikligi, fiziksel yapisi (kat1 ya da sivi olusu) ve diger bilesenlerle lipid arasidaki
etkilesimlere baghdir (Perez-Gago ve Rhim, 2014).

Hidrofobik bu malzemeler arasinda vakslar taze emtialar1 korumak igin genis capta
kullanilmaktadir. Vakslarin suda ¢6ziinmeyip bazi organik ¢oziiclilerde ¢oziinebilir
olmasina sebep olan yliksek higroskopikligi bunlarin neden su buhari transferi i¢in en
iyl bariyer oldugunu agiklamaktadir. Ticari olarak kullanilan baslica vakslar; dogal
kaynakli balmumu, karnauba mumu, kandelila mumu ve sentetik {iretilmis parafin,

oksitlenmis polietilen ve mikrokristalindir (Perez-Gago ve Rhim, 2014).
Trigliseritler ya da yiiksiiz lipidler, yag asitlerinin gliserolle esterleridir. Suda
¢oziinmez ancak belli konsantrasyonlarmn iizerinde misellere benzer kiimeler

olustururlar (Perez-Gago ve Rhim, 2014).

2.4. Probiyotik ve Simbiyotik Yenilebilir Paketleme (Teknolojiler, Uretim

Yontemleri ve Film Olusturma Mekanizmalar)
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“Simbiyotik” terimi bir iirin hem probiyotik hem de prebiyotik icerdiginde
kullanilmaktadir. Schrezenmeir ve Vrese, (2001) kelime kokii sinerjizme dayandigi
icin bu terimin igerigindeki probiyotiklerce tercih edilen prebiyotikleri iceren gidalar

icin kullanilmas1 gerektigini 6ne stirmiislerdir.

Gidalara probiyotiklerin ve prebiyotiklerin katilmasi duyusal 6zelliklerini negatif
yonde etkileyerek, tiiketici kabul edilebilirligini azaltabilir. Filmlere yada kaplamalara
probiyotiklerin ve prebiyotiklerin katilmasi ise genellikle notr yada fark edilemez bir

etkiye sebep olur (Corona-Hernandez ve ark, 2013).

Yenilebilir film kaplamalarin probiyotiklerin ve prebiyotiklerin tasiyicist olarak
kullanilmalarinin bir diger teknolojik faydasi canli hiicrelerin stabilitesi ve yeterli
miktarda prebiyotik igermesi ile bagdastirilmaktadir. Gidanin igerisine dogrudan
probiyotiklerin ve prebiyotikler ilave edildiginde isleme sirasinda olusan cevresel
sartlar sebebiyle son {iriinde probiyotiklerin canliligi ya da prebiyotiklerin miktar1
azalabilmektedir (Corona-Hernandez ve ark, 2013). Filmlere probiyotiklerin ve
filmlerin kombinasyonu ile ilave islemi simbiyotik bir birliktelik olusturarak

probiyotiklerin canliligini artirmaktadir (Fernandes ve ark., 2020a).

2016 yilinda Probiyotikler ve Prebiyotikler Uluslararasit Bilimsel Dernegi (ISAPP)
tarafindan prebiyotik tanimmin “konak¢1 mikroorganizmalar tarafindan segici olarak
kullanilan, saglik yarar1 saglayan substrat” olarak giincellenmesiyle prebiyotik olarak
smiflandirilabilecek maddeler artmistir. ISAPP’1in 2016 yilinda yayimnladig: bildiriye
gore sindirilemeyen oligosakkaritler fruktanlar ve galaktanlar, konjuge linolek asit,
coklu doymamais yag asitleri, inulin, fenolik bilesikler, laktuloz, polidektroz prebiyotik
olarak tanimlanabilecek bilesiklerdir (Gibson ve ark., 2017). Bu konsept yenilemesi

prebiyotik ticari potansiyeline sebep olabilecektir (Fernandes ve ark, 2020b).

Bu baglamda probiyotik ve simbiyotik yenilebilir paketleme sistemleri arasinda

mikroenkapsiilasyon, kaplama ve filmler sayilabilir.

Mikroenkapsiilasyon, sivi yada kati bir malzemenin (¢ekirdek) her bir damla yada
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tanesinin, polimerik bir malzeme (kabuk) tarafindan olusturulmus devamli fazli filmi
ile sarilarak veya cevrilerek mikrokapsiil olarak bilinen mikrometreden milimetreye

kadar olgtilerde kapsiiller olusturmasi islemidir (Vidhyalakshmi ve ark., 2009).

Probiyotik mikroorganizmalarm enkapsiilasyonu da yeni ve yiiksek verimlilikli

yontemlerden biri olup halen gelistirilmeye devam etmektedir.

Mikrokapsiillerin bir¢ok 1lgi ¢ekici avantaji vardir. Mikrokapsiiller islemlerden 6nce
kararsiz hassas materyalleri cevresinden korur, mikrokapsiilasyon islenebilirligi
arttirir, ¢oziiniirliigli, disperse olabilmeyi, akiskanligi gelistirir ve bunlarin sonucu
olarak da oksidasyon ve dehidrasyon &nlenerek raf omriinii uzar. Islem toksik
maddelere karsi giivenli ve yeterlidir, mikroorganizmalar1 ve enzimleri immobilize

eder (Benita, 2005).

Gida islemede kullanmak iizere probiyotiklerin enkapsiilasyonu i¢in ¢esitli yontemler

vardir. Bu yontemler, spray kurutma, ekstriizyon ve emiilsiyondur.

Spray kurutma, aktif materyali bir polimer ya da eriyik tarafindan olusturulmus
koruyucu bir matris igerisinde enkapsiilasyonu i¢in kullanilir. Enkapsiilasyon i¢in pek
cok yontem gelistirilmis olsa da gida endiistrisinde diisiik maliyet ve ulasilabilir

ekipmanlar sebebiyle en yaygin kullanilanidir (Das ve ark., 2014).

Ekstriizyon, hidrokolloidler ile probiyotik kapsiiller olusturmak i¢in kullanilan en basit
ve en yaygin yontemdir. Bu teknik, hidrokolloid bir ¢ozelti olusturup icerisine
probiyotik bilesenlerin ilave edilmesi ve hiicresel ¢dzeltinin meme baslikli bir
spreyden damlatilip katilastiric1 bir ¢ozelti icerisinde serbest diismeye birakilmasimni

kapsar (King, 1995).
Ekstriizyon ile prebiyotik potansiyelli gida bilesenlerinin  iiretimi  ve

modifikasyonunun gidalardaki ¢oziinebilir lif icerigini artirma gibi teknolojik

avantajlar1 bulunmaktadir (Hurtado-Romero ve ark., 2020).

17



Emiilsiyon teknigi devamli devamsiz faz arasindaki etkilesim ilkesine dayanir. Aljinat,
kitosan ve jelatin gibi bircok ¢esit destek materyali probiyotiklerin enkapsiilasyonu
icin kullanilmistir. Bu tarz probiyotikler yogurt, chedar ve dondurmaya basarili
bi¢cimde uygulanmistir (Adhikari ve ark., 2002). Ancak ticari emiilsiyon bazli islemler
bazi kritik konularla ugragsmak zorundadir, bunlar organik ¢dzeltinin uzaklastirilmas,
iiretim tesisinden kaynakli siirlamalar, katilastirma sirasinda emiilsiyon tanelerinin
birlesmesi ve dengesizligi gibi konulardir. Bu zorluklar emiilsiyon damlalarmin
verimli bir sekilde katilagsmis mikrokiirelere doniismesine yol agmistir. Bu teknigin
uygulamalarinda  halojenlenmis ester organik ¢oziicliler (metilkloroasetat ve

etilkloroasetat gibi) dispersiyon ¢ozeltileri olarak kullanilmistir (Das ve ark., 2014).

Yenilebilir filmler probiyotiklerin ensapsiilasyonu i¢in kullanilabilecek bir diger
yontemdir. Yenilebilir film olusturmak icin daha 6nce de bahsedildigi gibi kuru ve

1slak olmak tizere iki yontem uygulanmaktadir.

[k yontem olan 1slak yada solvent dokiim yonteminde, yenilebilir malzeme
disperisyonu uygun bir baz {izerine yayilir ve kurumaya birakilir. Cozeltinin kurumasi
sirasinda solventin buharlagsmasi sonucu polimer zincirleri film olusturmak iizere
kendilerini yeniden hizalayana kadar polimerin ¢oziinilirliigii azalir. Bu asamanin
filmin kalinlig1 ve yapisal 6zellikleri tizerine yiiksek etkisinden dolay1 kurutma hizini
ve cevresel faktdriinii kontrol etmek cok dnemlidir. Infrared kurutma, kurutma hizini

arttirdig1 i¢in avantajlidir (Tavassoli-Kafrani ve ark., 2016).

Filmin yirtilmadan ve burusmadan kaldirilmasi ¢cok dnemlidir bu da baz malzemenin
cinsine baghdir. Filmin bir ugtan kolay styrilabilmesi i¢in %5 ila %8 arasinda optimum
nem igerigi saglanmalidir (Tharanathan, 2003).

Ikinci yontem kuru yontemdir ve diisiik nemde bazi polisakkaritlerin ve proteinlerin
termoplastik zelliklerine dayanarak kompresyonla kaliplama ve ekstriizyon islemleri

uygulanir.

Solvent dokiim yontemi bir¢ok arastirmaci tarafindan aljinat filmlerin
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olusturulmasinda kullanilmistir. Aljinatlarin giiglii jel veya diisiik c¢oziiniirliikli
polimer olusturmasina sebep olan en yararli ve benzersiz 6zelligi, ¢ok degerlikli metal
katyonlar ile, 6zellikle kalsiyum iyonlar1 ile, reaksiyona girebilme yetenegidir (Zactiti
ve Kieckbusch, 2006). Aljinat, ¢ok sayida 1-4- baglanmis a-D-mannuronat (M) ve [3-
L-guluronat (G) monomerik birimlerinden olusan, dogrusal yapida, anyonik, suda
coziinebilen bir polisakkarittir (Tavassoli-Kafrani ve ark., 2016). Aljinatin polimer
zinciri, zincirde degisik oran ve dagilimda bulunan 3 tip bolge ya da bloktan olusur. G
bloklar1 sadece L-guluronik asitten olusan birimleri icerir ve daha kuvvetli jel giicline
sebep olur, M bloklar1 tamamen D-mannuronik asitten olusur ve MG bloklar1 degisen
sayisa L-guluronik asit ve D-mannuronik asitten olusur ve aljinatlarin asitte
¢Ozilinlirliiglinii bu belirler (McHugh, 1987). Zincirdeki M/G oran1 ve M ve G
bloklarmin dagilimi aljinatin fiziksel ozelliklerini etkilemektedir. M/G oram <1
oldugunda yiiksek oranda guluronik asiti temsil eder ve daha giiglii baglar olusturma
kapasitesi vardir. M/G orani1 >1 ise daha diislik guluronik asitin varligmi gosterir ve
daha yumusak elastik yapilara sebep olabilir (Blanco-Pascual ve ark., 2014). Aljinat
cozeltileri, pH degerinin guluronik asidin pKa. degerinin altina diisiirerek yada basta
kalsiyum olmak iizere, magnezyum, manganez, aliiminyum, demir gibi iki degerli

iyonlar1 varliginda jel olusturur (Tavassoli-Kafrani ve ark., 2016).

Moayednia ve ark. (2010), %2 (w/v) sodyum aljinat ¢cozeltisi kullanarak Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium lactis’i kalsiyum aljinat filmlerinde immobilize
edilerek  cilekleri  kaplamisti.  Lactobacillus  acidophilus’un  canliligiin

Bifidobacterium lactis’e gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Akman ve ark. (2021) yaptiklar1 calismada sodyum ajinat filmlere Lactobacillus
plantarum ilave ederek film Ozelliklerini ve {iretimini incelemis ve sonug¢ olarak
sodyum aljinat filmlerin taze kesilmis meyveler, sebzeler ve et iriinlerinin raf
Omiirlerinin uzatmak i¢in biyoaktif gida ambalajlama uygulamalarinda miikemmel

ozellikler gosterdigini tespit etmislerdir.

Dokiim yontemi ile film iiretimi ayn1 zamanda probiyotik ve prebiyotik iceren

simbiyotik filmlerin iiretimde de kullanilmistir.
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Pereira ve ark. (2019) prebiyotik olarak inulin ve fruktooligosakkaritleri secerek
Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 ilavesi ile peynir alt1 suyu proteini ve
aljinat filmler elde etmistir. Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12’nin 23°C’de
60 giinliik depolamada probiyotik olarak gorev yapabilecegi 10° KOB/g esik degerde

kaldigin1 gostermislerdir.

Solvent dokiim yoOntemin alternatif versiyonlar1 Arzate-Vazquez ve ark. (2012)
tarafindan aljinat/kitosan, Galus ve Lenart (2013) tarafindan aljinat/pektin, Sirvié ve

ark. (2014) tarafindan aljinat/seliiloz filmlerin yapiminda kullanilmistur.

Yenilebilir kaplamalar ise piiskiirtme, daldirma ve yayma yoOntemleri ile elde

edilebilmektedir.

Piiskiirtme yontemi, yiiksek basingta (60-80 psi) kolayca piiskiirtiilebilecek diisiik
viskoziteli kaplama ¢6zeltileri i¢cin kullanilabilir (Tharanathan, 2003). Bir piiskiirtme
sistemi bir dizi meme sayesinde damlaciklar olusturarak ylizey alanmi artirir ve
bunlarin gidanin ylizeyine dagilmasini saglar. Bu teknigin en biliyiik avantaji esit
dagilimli kaplama olusturmasi, kalmlhigin kontrol edilebilmesi ve coklu katman
uygulamalarma izin vermesidir (Andrade ve ark., 2013). Ayrica spreyleme yontemi
kaplama materyaline kontaminasyonu engelleyebilir, kaplama malzemesinin sicaklik
kontroliinli saglayabilir ve kesintisiz iiretim i¢in otomasyonu saglayabilir (Paulo ve

ark., 2013).

Kaplama {iretim yoOntemlerinden sadece daldirma yontemi kullanilarak kalin
kaplamalar elde edilebilir. Bu metotta kaplama formiilasyonun sivi ortamina {iriiniin
dogrudan daldirilmasi ve ¢ikarilip kurumaya birakilmasiyla {iriin iizerinde ince bir

tabaka olusturulur (Paulo ve ark., 2013).
Daldirma yontemi ile x-karregenan kullanarak papaya meyvesinin (Hamzah ve ark.,

2013) ve sodyum aljinat kullanarak havuglarin (Mastromatteo ve ark., 2012)

kaplandig1 ¢caligmalar vardir.
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Yayma yada fircalama metodunda, firca yada spatula gibi malzemeler kullanilarak
kaplama gidanin tizerine dogrudan yada paketleme malzemesinin {izerine uygulanir
(Tahir ve ark., 2019). Kaplamay1 yaymak tlizere kullanilan ekipmanin gidalar ile siirekli

temasini gerektirdigi i¢in kontaminasyon riski vardir.

2.5. Yenilebilir Filmlerin ve Kaplamalarin Bilesimsel Ozelliklerinin Probiyotik

Mikroorganizmalarin Biyolojik Aktivitesi Uzerine Etkileri

Probiyotik mikroorganizmalar yasayan canlilar olmalar1 sebebiyle cevresel
faktorlerden etkilenmektedirler. Bu sebeple yenilebilir film ve kaplamalarin

bilesimleri uygulamada biiylik 6nem kazanmaktadir.

Probiyotik tanimma daha onceki kisimlarda yer verilmistir. Bir mikroorganizmanin
probiyotik olarak tanimlanabilmesi icin FAO ve WHO tarafindan olusturulan
Konstiltasyon su kriterleri saglamasi gerektigini deklare etmistir. Gidalarda kullanim
i¢cin probiyotik mikroorganizmalar sindirim sistemini sadece canli gegmekle kalmayip
ayni zamanda bagirsakta ¢ogalmalidir. Bu mide 6zsuyuna direngli olmalar1 ve
bagirsaktaki sartlarda safra igerisinde c¢ogalabilmelerini gerektirir ya da mideyi
gecerken safra ile temasinda canli kalmasma yardimci olacak bir gida vasitasiyla
tilketilmelidirler. Bunlar Gram pozitif bakteriler olup baslica iki sinifa aittir

Laktobasilluslar ve Bifidobakteriler (Holzapfel ve ark., 1998).

Probiyotik mikroorganizmalarin biyokatifligi {izerine film ya da kaplama
malzemelerinin etkisi lizerine c¢alismalardan biri olan Kanmani ve Lim (2013)
calismasinda saf pullulan, saf nisasta (patates, tapyoka ve misir) ve mutelif oranlarda
pullulan+nisasta bazli filmlere Lactobacillus plantarum GG ATCC 53103,
Lactobacillus reuteri ATCC 55730 ve Lactobacillus acidophilus DSM 20079 ilavesi
yapilmis ve filmlerin 6zellikleri ile 25°C ve 4°C’deki depolamalarda probiyotiklerin
canliliklar1 izlenmistir. Caligmanin sonucunda oda sicakliginda en yiiksek canliligin
saf pullulan filmlerde oldugu, saf nisasta filmler hari¢ diger tiim filmlerde hiicre
canliliginin 20 giine kadar korundugu, 10 giin sonunda en yiiksek canliligin saf

pullulan filmlerde oldugu, bunda sonra hizla diistiigli, nisasta ilavesinin hiicre
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canliligin diistirdigli rapor edilmistir. Buna karsilik 4°C’de 20 giine kadar probiyotik
hiicrelerin daha stabil oldugu; saf pullulan ve esit miktarda pullulan ve patates nisastas1
iceren filmlerin %80 nin tizerinde bagil hiicre canlilig1 gostedigi; patates nisastasinin
nisastalar arasinda en yiiksek canliligr gosterdigi; 30 gilinliik sogukta muhafazadan
sonra bile saf pullulan ve esit pullulan/nisasta karistminin %80 nin {izerinde hiicre

canlilig1 gosterdigi raporlanmaistir.

Bir diger ¢alismada Romano ve ark. (2014), metilseliiloz filmlere Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 ve Lactobacillus plantarum CIDCA 83114
yiiklemis ve fizikokimyasal 6zellikleri ile, fruktooligosakkaritlerin (FOS) ilavesinin
probiyotik canlilig1 iistline etkileri incelenmistir. Probiyotikleri yiikleme sirasinda
osmatik basmcin etkisi agisindan FOS’lar olmasa da her iki tiirde de herhangi bir
canlilik kayb1 yasanmadigi, ancak kurutma firminda FOS’lar ilave edilmediginde L.
delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 canliliginda belirgin bir diisiis yasandigi,
%?3’e kadar FOS ilavesinin canlilig1 olumlu etkiledigi %5’e kadar olan daha yiiksek
konsatrasyonlarda daha ytliksek bir etkinin olmadigi, L. plantarum CIDCA 83114’iin
kurutmaya karst direng gosterdigi ve %5’e kadar FOS ilavesinin canliligi

degistirmedigini raporlamislardir.

Pullulan ve fruktooligosakkaritlerin prebiyotikler olarak kabul gordigi
diisiiniildiigiinde probiyotiklerin seg¢ici olarak kullandig1 prebiyotik varliginin canliliga

destek olmasi sonucu sasirtict degildir.

Biopolimerlerin tiirlerinin probiyotiklerin canliligima etkileri iizerine yapilan
arastrmada; Sanchez-Gonzédlez ve ark. (2013) sodyum kazeinat, bezelye proteini,
metilseliiloz ve hidroksipropilmetilseliiloz (HPMC) biyopolimerlerini test etmistir.
Filmlere Lactobacillus plantarum inokiile edilmis, 25°C ve 37°C’de kurutma
islemlerinden sonra filmler ile kaplanmis soguk zincir iriinlerinin (peynir ve et
iriinleri gibi) saklama kosullar1 olan 5°C 1s1 ve %75 bagil nemde 30 giin siire ile
bekletilmisti. Hem kurutma islem sicakliklarinin hem de depolama sirasinda
probiyotik canlilig1 6 l¢lilmiistiir. Sonug olarak kurutma islem sicakliginin dogrudan bir

etkisi gdzlemlenmemis, ancak her iki sicaklikta da HPCM filmlerinde yasam oranini
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daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Depolama boyunca ve sonunda yapilan testlerde
sodyum kazeinat filminin %90 canlilik ile en yiiksek canlilig1 sagladigi, arkasindan
bezelye proteinin, daha sonra metilseliiloz ve en son hidroksipropilmetilseliiloz geldigi

ve 30 giin sonunda HPCM’de hi¢ canli probiyotik kalmadigi tespit edilmistir.

Soukoulis ve ark. (2014b) yaptiklar1 bir ¢alismada Lactobacillus rhamnosus GG’nin
canlilig1 iizerine sodyum aljinat ve peynir alt1 suyu proteininin etkilerinin incelemek
iizere On pisirme uygulanmis ekmekleri probiyotik filmlerle kaplamislardir. Pisirme
isleminden 2 saat sonra baslamak iizere 7 giinliik depolama siireci gézlemlenmistir.
Calisma sonucunda kurutma isleminde bakteriler iizerine sadece film
kompozisyonunun etkili oldugu tespit edilmis, sodyum aljnath filmlerde daha diisiik

canlilik oldugunu tespit etmislerdir.

Soukoulis ve ark. (2016) yaptiklar1 ikinci bir ¢alismada yine Lactobacillus rhamnosus
GG susunu kullanmiglardir. Fakat bu sefer film hammaddesi olarak piring ve misir
nisastasini baz alarak igerisine jelatin, sodyum kazeinat yada soya proteini izolat1 ilave
ederek olusturulan filmlerde, canliligin tiim filmlerde kurutma sirasinda protein igeren
filmlerde canlilik diisiisiinlin daha az oldugunu raporlamislardir. 4 °C depolama
sirasinda da nisasta igeren filmler stabiliteyi desteklemistir. Oda sicakliginda
depolamada belirgin farklar gézlemlenmemistir. Protein filmler karsilastirildiginda
sodyum kazeinatin daha yiiksek canlilig1 destekledigi bunu jelatin ve soya proteini

izolatinin takip ettigi raporlanmistir.

Soukoulis ve ark. (2017) yaptig1 tiglincii calismada Lactobacillus rhamnosus GG
canliligma biyopolimerlerin etkisini 6lgcmek iizere bu kez, probiyotik ilave edilmis
diistik ve yiiksek viskoziteli sodyum aljinat, diisiik esterlesmis amidli pektin, kappa-
karegenan/ke¢iboynuzu gami, ve jelatin filmleri peynir alt1 suyu proteini varliginda ve
yoklugunda test etmislerdir. Kurutma sirasinda polisakkarit filmlerde protein iceren
filmlere oranla daha yiiksek hiicre 6liimii oldugu bildirilmistir. Peynir alt1 suyu
proteinin ilavesi ise canlilig1 arttrmistir. Depolama sirasindaki gézlemlerde protein
ilavesinin canlilik {istline belirgin etkisi oldugu gozlemlenmistir. 25°C ve 4°C’de

depolamada bakterinin stabilitesinin su swrayla oldugu raporlanmistir; kappa-
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karregenan/kegiboynuzu gami > yiiksel viskoziteli sodyum aljinat > jelatin >diisiik

viskoziteli sodyum aljinat = diisiik esterlesmis amidli pektin.

Ebrahimi ve ark. (2017) calismasinda Lactobacillus acidophilus, L. casei, L.
rhamnosus ve Bifidobacterium bifidum tiirlerini karboksimetilseliiloz filmler
immbolize etmis ve 42 giinliik 25°C ve 4°C’de canliliklar1 lgiilmiistiir. Kurutma
isleminde hig bir tiirde belirgin bir fark gézlemlenmemis, oda sicakliginda 14 giinliik
depolama sonrasinda 10° KOB/g olan baslangi¢ probiyotik sayisinm diistiigii, en
belirgin diisiisiin L. rhamnosus sayisinda oldugu belirlenmistir. 4°C depolamada L.
acidophilus ve L. rhamnosus’un en yiiksek canlilig1 gdsterdigi ve probiyotik etki i¢in
bulunmasi gereken 10° KOB/g degerinin iizerinde oldugu raporlanmistir. En yiiksek
canliligim da L. acidophilus’da oldugu rapor edilmistir. En diisiik canlilik ise

Bifidobacterium bifidum’da tespit edilmistir.

Settier-Ramirez ve ark. (2019) bu kez Lactococcus lactis subsp. lactis’in sade
polivinilalkol (PVOH), ya da PVOH’a jelatin, kazein hidrolizat1 ve maya ekstrakti
ilavesiyle olusturulan filmlerde bakteri canliligini 6l¢gmiislerdir. Protein veya protein

hidrolizat1 varliginda daha yiiksek canlilik oldugu raporlanmstir.

Uriin uygulamali denemelerde ise Lactobacillus rhamnosus CECT 8361 inulin ve
oligosakkarit ile zenginlestirilmis sodyum aljinat filmleri ile taze yabanmersinleri
kaplanmistir. Prebiyotik ilaveli filmlerde baslangic islemlerinde canlilik agisindan
belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Depolamanin sonuna dogru prebiyotik ilaveli

filmlerde daha yiiksek probiyotik canlilig1 gézlemlenmistir (Bambace ve ark., 2019).

Bir baska calismada Khodaei ve Hamidi-Efsani (2019), taze cilekleri degisik oranlarda
Lactobacillus plantarum ilave edilmis karboksimetilseliiloz ile kaplamiglardir. Raf
omrii boyunca probiyotiklerin canliliklarini devam ettirdigi, inokiile edilen probiyotik
sayist attikca canliligin daha yiiksek oldugu rapor edilmistir. Karboksimetilseliilozun
cileklere Lactobacillus plantarum ilavesi i¢in uygun bir kaplama malzemesi oldugu

degerlendirilmistir.
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Yukarida agiklanan ¢aligmalar 1g1¢inda film bilesimlerine prebiyotik ilavesinin tiim
probiyotik ¢esitlerinde canlilik agisindan olumlu etkileri oldugu, ayni sekilde ayni grup
filmler disiiniildiiglinde protein ilavesinin de olumlu etikiler gosterdigi, tiriin grup ve
saklama kosullarina gore film biyopolimer bilesenlerinin degerlendirmeye agik etkileri

oldugu sonucuna varilabilir.

2.6. Probiyotik Mikroorganizma ilavesinin Yenilebilir Filmlerin ve Kaplamalarin

Kalite, Mekaniksel ve Bariyer Ozellikleri Uzerine Etkileri

Probiyotik filmlerin kompozit yapilar oldugu diisiiniildiiglinde hem canli matrisin hem
de tasiyict matrisin birbirleri iizerine etkileri ka¢inilmazdir. Yukarida bahsi gecen
calismalarda probiyotik canliliklar1 arastirilmisken asagida irdelen calismalarda ise

tastyict filmin 6zellikleri lizerine probiyotiklerin etkileri degerlendirilmistir.

Bir onceki boliimde deginilen Kanmani ve Lim (2013) calismasinda saf pullulan, saf
nisasta (patates, tapyoka ve misir) ve mutelif oranlarda pullulan+nisasta bazli filmlere
Lactobacillus plantarum GG ATCC 53103, Lactobacillus reuteri ATCC 55730 ve
Lactobacillus acidophilus DSM 20079 ilavesi yapilmis ve filmlerin 6zellikleri ile
25°C ve 4°C’deki depolamalarda probiyotik canliligmin inceledigi belirtilmistir.
Calismanin probiyotiklerin filmler iizerine etkileri degerlendirildiginde 25°C’de
probiyotiklerin tiim filmlerde viskoziteyi ve pH’y1 diisiirdiigii tespit edilmistir. Burada
pH disilislinlin  viskozite diislisiinii  dogrudan etkilediginin  diisiiniildigi
degerlendirilmistir. Probiyotik ilavesi filmin opakligmn arttrmis, kalinliklar ise
farkliliklar gdstermistir. Suda ¢oziiniirliik tizerine bakterilerin herhangi bir etkisi tespit
edilmemistir. Pullulan filmlere probiyotik ilavesinin su buhari geg¢irgenligini belirgin
bicimde diisiirdiigii, nisasta iceren filmlerde ise bu azalism disiik oldugu
belirlenmistir. Polimer filmlerin mekanik o6zellikleri ¢ekme mukavemeti (Tensile
Strength, TS) ve Kopma Uzamasi1 (Elongation at Break, EAB) ile 6l¢iilmiistiir. TS filmi
uzatirken uygulanan en yiiksek kuvveti, EAB ise kopma noktasina kadar gecen siirede
filmin uzunlugundaki artmay1 temsil eder. Saf pullulan flmlerin en yiiksek ¢ekme
mukavemeti oldugu, bunlara probiyotik ilavesinin ¢ekme mukavemetinde belirgin bir

azalmaya sebep oldugu ve bunun da Giamalas ve ark. (2010) sodyum kazeiat filmler
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bakteri ilavesinin mekanik Ozellikleri etkilemedigine dair sonuglariyla tezat
olusturdugu raporlanmistir. Nisasta igeren pullulan filmler probiyotik hiicre
varligindan gorece daha az etkilenmis olugu belirtilmistir. Bunun nisasta varliginda
hiicrelerle daha interaktif olmasi sebebiyle olabilecegi ve bakteri hiicrelerinin
stabilitesini destekleyebilecegi One siiriilmiistiir. Pullulan/tapyoka (25:75) ve
pullulan/misir (25:75) karisim filmlerin daha yiiksek gerilim direnci gosterdigi
raporlanmistir. Nisasta i¢eren filmlere oranla saf pullulan filmlerinin probiyotik ilavesi
olsun ya da olmasin daha yiliksek kopma uzamasi degeri gosterdigi, bunun da

nisastanin filmlerin esnekligini azalttigmi gosterdigi belirtilmistir.

Shahrampour ve ark. (2020) yaptigi ¢alismada film ¢ozeltisine bakteri (Lactobacillus
plantarum KMC 45) ilavesinin film kalimligin arttirdigi, filmlerin su aktivitesininin
probiyotikler ile degismedigi, probiyotik hiicre sayis1 arttikca bakteriler ve
polimerlerin interreaksiyonu sonucu filmlerdeki hidrofilik maddelerin ve dolayisiyla
nem igeriginin azaldigi, kimyasal bilesimler degismedigi i¢in filmlerin
¢Oziintirliiklerinin probiyotikler ile degismedigini, bakteri hiicreleri ile film olusturma
ajan1 arasindaki hidrojen baglar1 sebebi ile hiicreler aras1 bosuklarm azalarak bariyer

Ozelliklerinin iyilestigini, mekanik 6zelliklerinde yine iyilestigini raporlamistir.

2.7. Gida Endiistrisinde Probiyotik ve Simbiyotik Yenilebilir Film Kaplama

Uygulamalan

2.7.1. Taze ve Minimum Diizeyde islenmis Meyve ve Sebzeler

Yenilebilir film ve kaplamalarin en yaygin kullanildig1 alanlarin basinda taze ve
minimum islenmis meyveler gelmektedir. Bunun bir sebebi uygulamanin kolaylig1 ve
uzun siire depolamada bu tarz kaplamlarla taze meyve ve sebzede vitamin mineral gibi
besin degerlerinin korunmasidir. Pektin ve pektin tiirevleri endiistride elma, kayisi,
avokado, iizlimsli meyveler, guava, kestane, kavun, seftali, ceviz, papaya, domates ve

havuglarin paketlenmesinde kullanilmaya baglamistir (Valdés ve ark., 2015).

Yenilebilir kaplamalara probiyotik kiiltiirlerin ilavesi ilk olarak Tapia ve ark. (2007)

26



tarafindan ortaya atilmistir. Calismada bifidobakteriler ilave edilmis, %0,6’dan %2’ye
kadar gliserol, %1 N-asetilsistein ve/veya %1 askorbik asit igeren aljinat (%2) ya da
gellan (%5) yenilebilir filmleri formiile edilmis ve taze kesilmis elma ve papaya
silindirlerinin kaplanmasi i¢in kullanilmigtir. 10 giinliik sogukta depolama sirasinda

10°KOB/g’dan daha fazla B. lactis Bb-12 degerinin saglandig tespit edilmistir.

Moayednia ve ark. (2010) %2 (w/v) sodyum aljinat ¢ozeltisi kullanarak Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium lactis kalsiyum aljinat filmlerinde immobilize
edilerek cilekler kaplanmistir. Lactobacillus acidophilus 'un canliliinin daha yiiksek

oldugunu tespit etmistir.

Bambace ve ark. (2019) yilinda probiyotik olarak Lactobacillus rhamnosus CECT
8361, prebiyotik olarak iniilin ve oligofruktoz ilave ettigi simbiyotik aljinat fiilmlerle

taze yabanmersinlerinin basarili bir bigimde kaplamstir.

2.7.2. Siit Uriinleri

Siit ve siit Uriinleri giinliik beslenmenin vazgeg¢ilmez bir pargasidir. Peynirler siit
iirinlerinin pek ¢ok ¢esidini igeren genis bir grubudur. Peynirin raf 6mrii yilizeyinde
gelisen mantar ve bakteriler sebebiyle limitlidir ve bu kalite kayiplaria yol agabilir.
Peynirlerin ylizeyine uygulanabilecek antimikrobiyal kaplamalar iiretim ve depolama
sirasinda olusabilecek olumsuz degisikliklerin Oniine gececek bir yontem olabilir

(Galus ve Kadzinska, 2015).

Ramos ve ark. (2012) peynirler yaptiklar1 bir ¢calismada peynir alt1 suyu proteini
izolati, gliserol, guar gam, aycicek yagi ve Tween 20’yi baz matris olarak kullanmis
ve antimikrobiyal bilesenler olarak cesitli oranlarda natamisin + laktik asit, natimisin
+ kitooligosakkarit, natamisin, laktik asit ve kitooligosakkarit ilave ederek filmler
olusturmuslardir. 60 giin boyunca depolamada filmlerin peynir kalitesi lizerine etkileri
incelenmis ve ticari kapamalar ile karsilastirma yapmislardir. Patojen gelisimini
engellemede yenilebilir filmlerin daha basarili oldugu ve duyusal 6zellikleri belirgin

sekilde etkilemedigi raporlanmustir.
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2.7.3. Et Uriinleri

Hayvanlarin bagirsagindan yapilan dogal kollajen kiliflar yenilebilir protein kaplama
malzemelerinin en eskilerinden birini olusturmaktadir. Yenilebilir kollajen filmler ile
yapilan ¢alismalar nem kaybini 6nleme, lipid oksidasyonunu en aza indirme, renk
kaybini 6nleme ve kasli gidalarin damlamasini azaltmada potansiyellerini gostermistir

(Pandhi ve ark., 2019).

Probiyotik yenilebilir film kaplamalarimn ise hala arastirilmaya ihtiyaci vardir. Bununla
ilgili bir ¢alismada dilimlenmis jambon dilimleri kaplamak {izere sodyum aljinat
filmler 3 cesit probiyotik bakteri i¢cin tasiyici film olarak kullanilmistir. Jambon
dilimlerinin bazilarina Yiiksek Basing Islemi (HPP) uygulanmis, bazilarmna
uygulanmamis ve ornekler 4, 8 ve 12 °C’de 66 giine kadar vakum depolama sonunda
incelenmistir.  Yiiksek basing islemi uygulanmamis Orneklerde tiim sicakliklarda
probiyotik sayis1 10° KOB/g’in iizerinde bulunmustur. Islem uygulanmamis
orneklerde benzer sonuglar gostermis ancak daha pH bu Orneklerde daha yiliksek
Olciilmiigtiir. HPP uygulamamis probiyotik Ornekler daha asidik bir tat ve koku
gostermistir. HPP uygulanmus iirlinlerde ise bu parametreler iimit vaad etmektir. HPP
isleminden bagimsiz olarak yenilebilir filmlerle {iriinlere probiyotiklerin taginabilmis

olmasi sebebiyle sonu¢lar umut vaad etmektedir (Pavli ve ark., 2018).

Taze et ile yapilan farkl bir calismada sodyum kazeinat filmlere Lactobasillus casei
dogrudan film soliisyonuna ilave edilerek ya da onceden olusturulmus film
yiizeylerine piiskiirtme yontemi ile ilave edilmistir. Sonu¢ olarak, populasyon
yogunlugu 10°® KOB/cm? olan filmler elde edilmistir. 30 giinliik sogukta ve oda
sicakliginda depolamada sorbitol ilavesinin %90’nin {izerinde bir canlilik artigina
sebep oldugu tespit edilmistir. Listeria moncytgenes inokiile edilmis filmler ve taze et
iizerine uygulanmastyla, nemli yiizey ve gida ile temas sebebiyle filmlerde immobilize
L. casei hizlica ¢ogalmis ve patojenin gelisimini inhibe etmeyi basarmistir (Giamalas

ve ark., 2010).

Yenilebilir jelatin film ve kaplamalara Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium
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bifidum ilavesi ile baliklarin kaplandig1 bir ¢aligmada jelatinin baz1 gidalarda laktik
asit bakterileri ilavesi i¢in uygun bir matris oldugu tespit edilmistir (Lopez de Lacey

ve ark., 2012).

Bir bagka caligmada 15 giinliik depolama siiresinde, agar igerisine yesil ¢cay ekstarkt1
ve Lactobacillus paracasei 1.26 ve Bifidobacterium lactis B94 probiyotik tiirleri
ilavesi ile elde edilmis filmin barlam balig1 filetolar1 iizerine etkisi incelenmistir. Sonug
olarak yesil ¢ay ve probiyotikli agar filmlerin raf 6mriinii en az bir hafta uzattigini ve
baliktaki faydali laktik asit bakterilerini artirdigini tespit etmislerdir (Lopez de Lacey
ve ark., 2014).

2.7.4. Orta ve Diisiik Nemli Gidalar

Orta ve diigsiik nemi gidalarda probiyotik film uygulamalar1 gidanin yapisi geregi
ortamda yeteri kadar su bulunmamasi sebebiyle ve bu iirlinlere uygulanan sicaklik

uygulamalar1 sebebiyle zorluklar igcermektedir.

Daha Onceden de bahsedilmis olan Pereira ve ark.’nin (2019) inulin ve
fruktooligosakkaritleri ilavesiye Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12 igeren
peynir alti1 suyu proteini ve aljinat filmlerle yaptiklar1 calismada tahil ¢ubuklar1
kaplanmistir. Bu ¢alismada, hem depolama sirasinda hem de in vitro gastrointestinal
sindirimde, protein filmlerinin ilave probiyotik seviyesini aljinat fimlere gore daha iyi
korudugu gosterilmistir. Depolama sirasinda {iriinlerin nem igerigi, renk ve tekstiir
gibi fizikokimyasal 6zellikleri degismemistir. Duyusal analizlerde kaplamali barlar
kaplamasiz olanlar kadar kabul gérmiistiir. Dahasi tiiketiciler peynir alt1 suyu proteini

kapl barlarin koku ve tat 6zelliklerinin aljinat kaplilara gore daha ¢cok begenmislerdir.

Ekmeklerle yapilan bir diger ¢alismada ekmek 6rnekleri Lactobacillus acidophilus ile
zenginlestirilmis nisasta filmlere karboksimetilseliiliiz, pektin, iniilin, agar,
karboksimetil seliiloz ilave ederek elde edilen simbiyotik fimler ile kaplanmigtir
(Zoghi ve ark., 2020). 24 saatlik raf dmriinde iirliniin mekanik direncinde azalma

oldugu, su aktivitesi ve nem degerlerinde, tat ve tekstiirde degisim olmadigi,
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probiyotik seviyelerinde belirgin bir azalma olmadigi raporlanmastir.

Soukoulis ve ark. (2014b) tava ekmegi ile yaptig1 caligmada, ekmekler sadece sodyum
aljinat veya peynri alt1 suyu proteini veya bunlarin mutelif oranlarda karisimlariyla
hazirlanmis film soliisyonlarma Lactobacillus rhamnosus GG ilave edilmis filmlerle
kaplanarak probiyotik ekmekler hazirlanisti. Bu ekmeklere iki ¢esit film
uygulamastyla denemeler yapilmustir. ilk uygulamada pismis ekmeklerin iizerine 1 gr
kadar probiyotik soliisyon firca yardimu ile siiriilmiis ve 60°C’de 10 dakika hava
sirkiilasyonu kurutucuda kurutulmustur. Ikinci uygulamada pisirme firininda
180°C’de 2 dakika sicaklik ile film olusturulmustur. Kontrol ve probiyotik ekmeklerin
gorsellerinde bir fark godzlemlenmemistir. Aljinat-peynir alti1 suyu proteini
kombinasyonu filmlerde daha kalin film olustugu, peynir alt1 suyu proteini varliginda
kurutma asamasinda ve depolamada L. rhamnosus GG canliliginin daha yiiksek
oldugu, simule edilmis bagirsakta ise sodyum aljinat i¢eren filmerin L. rhamnosus GG
canliligim1 daha ¢ok destekledigi, yapilan hesaplamalar ile 30-40 g’lik ekmek
dilimlerin Diinya Saghk Orgiitiiniin tavsiye ettigi probiyotik tiiketim miktarin

karsiladig tespit edilmistir.

2.8. Yenilebilir Ambalajlarin islevsellestirilmesinde Gelecek Perspektifleri

Yenilebilir filmler gelecek i¢in timit vaad eden uygulamalardir. Ancak incelenen
arastirmalardan da goriildiigii lizere bircogu heniiz laboratuvar 6lgeginde iiretimlere

konudur.

Probiyotik film kaplamalar ise hala gelismekte olan bu alanin hala arastirilmasi
gereken bolimiidiir. Plastiklestiricilerin ilavesi ¢aligmalart ile filmlerin esnekligi,
bariyer kuvveti nasil ki arttirilip yeni arastirmalara onciiliik ettiyse, probiyotik ilavesi
ile bariyer 6zellikleri gelistirilmis filmlerin tiriinlerin raf dmiirlerini artirip patojenlere
kars1 korunurken, tiiketiciye fayda saglamasiyla multifonksiyonel yenilikg¢i iiriinlerin

tasarimi mimkiin olacaktr.

Gida kaynaklarmin gittik¢e tiikendigi diisiiniildiigiinde elimizdeki kaynaklarin israf
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edilmeden kullanilmasmm o6nemi her gegen giin artmaktadir. Bunun yaninda
tilketicilerin artan saglikli gida talebi probiyotik film kaplamalarm gelecekte

popiilerliginin daha da artacagini isaret etmektedir.
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BOLUM 3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada probiyotik bakteri susu olarak, Gida Miihendisligi Boliimi kiiltiir
koleksiyonunda yer alan Bifidobacterium animalis ssp lactis B94 ve Lactobacillus
rhamnosus GG kullanilmistir. Ayirca kefir mayast da (L. kefir, L. delburueckki ssp.
bulgaricus, Str. thermophilus, Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp.
lactis biovar diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides, L. berevis, L. helvetius, L.
casei, L. plantarum, Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp.) probiyotik karisik kiiltiir
olarak kullanilmustir. Kefir mayas1 Dogadan Bizim Gida’dan (Istanbul, Tiirkiye) temin

edilmistir.

Test mikroorganizmalar1 Gram pozitif (Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus ATCC 25923) ve Gram negatif bakteri (Escherichia coli Type 1, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028) suslar1 Giresun Universitesi Gida Miihendisligi Bolimii
kiiltlir koleksiyonundan temin edilmistir. Kiltlirlerin 0,5 McFarland skalas1 esas
almarak mililitresinde 1,5x10% KOB/mL hiicre olacak sekilde bakteri stok soliisyonlari

hazirlanmustir.

Calismada kullanilan tiim kimyasallar analitik smiftadir ve Merck Chemical Co.
(Darmstadt, Almanya) ve Sigma-Aldrich Co.'dan (St. Louis, MO, ABD) satin

almmustir.

3.2. Probiyotik Mikroorganizma iceren Sodyum Aljinat Filmlerin Hazirlanmasi

Probiyotik mikroorganizma i¢eren sodyum aljinat filmlerin hazirlanmasinda Sanchez-
Gonzélez ve ark. (2013) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek kullanilmigtir.

Filmlerin tiretiminde 2 gr toz halde sodyum aljinat (SA; Sigma Aldrich) 100 mL saf su
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icerisine ilave edilerek, isiticilt manyetik karigtirict yardimiyla 45 °C'de 30 dakika
boyunca karistirilmistir. Daha sonra plastiklestirici olarak gliserol (%20, v/v; Merck,
Almanya) ilavesi ile birlikte 45 °C'de 15 dakika boyunca 1sitilmaya devam edilmistir.
Film formiilasyonlarina ilave edilecek olan probiyotik mikroorganizmalar iceren 1 g
ticari preparasyon 10 mL MRS Broth (Merck, Almanya) aktarilarak mikrobiyal kiiltiir
37°C'de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiir
ortamindan 100 pL'lik bir kisim tekrar 10 mL MRS Broth (Merck, Almanya) icerisine
ilave edilmis ve kiiltiirler tekrar 37°C'de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda gelisen kiiltiirler, 6000 rpm'de 20 dakika santrifiij edilerek
toplanmis ve iki kez steril fosfat tamponu (pH: 6,88; Merck, Almanya) ile yikanmistr.
Probiyotik mikroorganizmalar kuru filmde 8 log KOB/cm?'lik bir nihai konsantrasyon
elde etmek amaciyla hazirlanan film formiilasyonuna 1 mL olarak ilave edilmistir. [lave
sonrast aktif film c¢ozeltileri 5 dakika boyunca manyetik karistirici kullanilarak
karistirilmaya devam edilmistir. Karistirma sonrasi, aktif film ¢ozeltileri 12,5 mL
olarak steril cam petri kaplarina (9,5 cm ¢apinda) ilave edilerek, petri kaplar1 37 °C’de
12 saat boyunca kurutmaya tabi tutulmus ve filmlerin eldesi gerceklestirilmistir.
Filmler, sonraki analizler i¢cin 48 saat boyunca 25 °C ve %50+4 RH'de bir desikator
icerisinde saklanmistir. Aktif sodyum aljinat (SA) filmlerin hazirlanmasinda kullanilan

formiilasyonlar ve filmlerin isimlendirilmeleri Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Aktif sodyum aljinat film formiilasyonlari

Probiyotik kefir
Ornek Kodu* kiiltiirii (kob/g B. lactis (kob/g film) L. rhamnosus (kob/g film)
film)

Kontrol film (SA-C) - - R
SA-K 108 - -
SA-B - 108 -
SA-L - - 108
SA-KBL 108 108 108
SA-KB 108 108 -
SA-KL 108 - 108
SA-BL - 108 108

*SA-C: Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiltiiri ilave edilen
sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-
KB: Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen
sodyum aljinat film ornekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri
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Uretimi yapilan aktif sodyum aljinat filmler Sekil 3.1°de gdsterilmistir.

Sekil 3.1. Probiyotik mikroorganizma ilave edilmis sodyum aljinat film 6rnekleri
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3.3. Aktif Film Orneklerinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.3.1. Kalinhk Olgiimleri

Filmlerin kalinligin1 belirlemek i¢in, her bir filmin alt1 farkli rastgele noktasindan
0,001 mm'lik hassas bir mikrometre O6l¢iim yapilmis ve ardindan ortalamalari
hesaplanmistir. Ortalama film kalinliklar, filmlerin su buhar1 gecirgenligi (WVP) ve

cekme mukavemetini belirlemek i¢in kullanilmistir (Zamahay, 2022).
3.3.2. Nem I¢erigi ve Kuru Madde Yogunluklarinin Belirlenmesi

Filmlerin nem igeriginin belirlenmesinde Bakry ve ark. (2017) yontemi modifiye
edilerek kullanilmisti. Bu yonteme gore, kesilen film orneklerinin 2 x 2 cm'lik
parcalar1 tartilmis ve sabit bir agirliga ulasana kadar 105 °C'de kurutulmustur. Daha

sonra filmin nem igerigi, ilk ve son agirlik farkina gore belirlenmistir (Denklem 3.1);

ml-m2

s4.06) =[5

| x100 3.1

Denklemde SA film numunelerinin % nem igerigini, ml film Orneklerinin ilk
agirhiklarin, m2 ise film Orneklerinin kurutma sonrasi son agirhiklarmi ifade

etmektedir.

Film yogunluklarinin hesaplanmasinda, dogrudan film agirliklar1 ve boyutlarindan
yararlanilmaktadir. Hesaplamada, asagida gosterilen denklem (3.2) kullanilmistir

(Ramos ve ark, 2012b).

ps=m/(AxY) (3.2)

ps: Kuru madde yogunlugu (g.cm™) m: Kuru kiitle agirlig (g)

A: Film yiizey alani (cm?) v: Film kalmlig1 (cm)
3.3.3. Temas Acis1 Olciimleri
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Filmlerin ylizey 1slanabilirlik degerlerinin (hidrofiliklik/hidrofobiklik) 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla temas ag¢i Olglimleri yapilmisti. Bu amagla goniometer
(Dataphysics OCA 15EC) kullanilarak, film ylizeyine bir damla siv1 birakilarak sapsiz
damla teknigi ile test edilmistir. 1 pL ultra saf sudan bir damla, bir mikro siringa ile
filmin yiizeyine dikkatlice yerlestirilmis ve her film iizerinde 25 °C'de ii¢ Olgciim

yapilmstir.

3.3.4. Su Buhan Gegirgenliginin Belirlenmesi

Kontrol ve probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilen sodyum aljinat filmlerin
su buhar1 gecirgenlik degerleri (WVP), ASTM (2000; E 96-00) tarafindan belirtilen
standart yonteme goOre belirlenmistir. Bu amagla film Ornekleri Delrin kaplarina
yerlestirilmis ve daha sonra kaplar 24 saat boyunca 25 °C'de distile su igeren
desikatorde saklanmistir. Tiplerin agirliklart 0, 4, 8, 12, 16, 20 ve 24. saatlerde
belirlenmis ve WVP degeri denklem (3.3) kullanilarak hesaplanmastir;

X

WVP =2 x
t APXA

(3.3)

Burada x, AP ve A sirasiyla ortalama film kalinlig1 (um), 25 °C'de bagil basing farki
(kPa) ve film alanidir. w/t ise sistem tarafindan sabit durumda absorbe edilen suyun

lineer regresyon kullanilarak belirlenmesiyle hesaplanmaistir.

3.4. Aktif Film Orneklerinin Fiziksel ve Yapisal Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.4.1. Renk Olgiimleri, Optik ve UV Bariyer Ozellikleri

Her bir film 6rneginin, beyaz standart ylizey iizerinde, Hunterlab kolorimetresi ile L*
(aciklik), a* (krmizi-yesil) ve b* (sari-mavi) renk parametreleri Ol¢iilmiistiir.
Filmlerin renk degisimleri (4E*) ise, asagida verilen denklemden (3.4) yararlanilarak

hesaplanmistir. Her 6lcim 3 kez tekrarlanmis ve her tekrar icin {i¢ film numunesi

kullanilmistir (Zamahay, 2022).
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AE*= [(Lo*—L*) + (ao*— a*)? + (bo * — b*)?]"> (3.4)

Filmlerin optik ve UV bariyer 0Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in filmler
dikdortgenler halinde kesilmis ve bir kuvars spektrofotometre hiicresinin i¢ tarafina
yerlestirilmistir. Absorbans spektrumu (200-800 nm), Hach Lange GmbH
spektrofotometre (Almanya) kullanilarak her numune i¢in kaydedilmistir. Filmlerin
opaklig1 (AU nm), Lopez ve Garcia (2012)’ya gore belirlenmis, 151k gecirgenligi i¢in
standart test yontemi (ASTM D1003-00) kullanilmistir. Filmlerin seffafligi ise, 600
nm'de (A600) absorbans ile film kalinlig1 arasindaki oran olarak hesaplanmis ve

A600/mm olarak ifade edilmistir.

3.4.2. Cekme Dayanimi, Uzama Katsayis1 ve Elastik Modiiliin Belirlenmesi (TS,
E, YM)

Filmlerin gerilme mukavemeti ve kopma uzamasi (80x25 mm), 6 film 6rneginin 6l¢ctim
ortalamalar1 almarak, ASTM-D638'e gore TA-TX2 (Texture Expert Exceed 2.3, Stable
Micro System, Survey, ingiltere) kullanilarak belirlenmistir. Her film seridi, pnomatik
kollara (25 psi) yerlestirilmis ve 1 mm/sn ile 100 mm kollar arasindaki bir baslangic

mesafesinde gerilmistir (Kalkan ve ark., 2020).

3.4.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Ile Gézenek Yapilarinin

Belirlenmesi

Yenilebilir aktif film 6rneklerinin morfolojisini gézlemlemek icin taramali elektron
mikroskobu (Nova NanoSEM 200) kullanilmistir. Tiim numuneler, numune basina en
az alti mikrograf alinarak 10 kV'luk bir voltaj kullanilarak fotograflanmistir (Zamahay,
2022). Daha sonra her numunenin tipik ylizey morfolojisini gostermek i¢in temsili

goriintiiler secilmistir.

3.4.4. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopi Analizi
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Filmlerin FTIR spektrumlari, Jasco 6600 spektrometresi kullanilarak elde edilmistir.
Tarama 4000 cm? araliginda ve 4 cm? ¢oziiniirliigiinde gerceklestirilmistir. Her
spektrum icin 10 tarama yapilmis ve elde edilen spektrumlar, fonksiyonel gruplarin
polimer-gliserol ve aktif bilesik arasindaki olasi etkilesimlerini belirlemek i¢in

kullanilmistir (Maizura ve ark., 2007).

3.4.5. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Filmlerin termal 6zellikleri, Seteram Instrumentation Labsys Evo (Caluire, France)
kullanilarak belirlenmistir. Film 6rnekleri 10 mg tartilarak, aliiminyum kaplarda hava
gecirmez bir sekilde kaplanmis ve termo-oksidatif reaksiyonlar1 6nlemek i¢in bir argon

atmosferi altinda 0 ile 790 °C arasinda 10 °C dk"'de 1sitilmustir.

3.5. Filmlerin Biyoaktif Ozellikleri

3.5.1. Film Formiilasyon Cozeltileri ve Filmlerdeki Probiyotik Mikroorganizma

Sayilarinin Belirlenmesi

Film formiilasyon ¢ozeltileri ve filmlerdeki probiyotiklerin sayimi, Ceylan ve Atasoy
(2022) tarafindan onerilen yonteme gore gerceklestirilmistir. Bu yonteme gore, 1 mL
film soliisyonu, steril 9 mL pepton su i¢cinde aktarilmis ve ardindan seyreltme serileri
hazirlanmigtir. 1 gram film 6rnegi, hidrasyona izin vermek i¢in 37°C'de 99 mL MRD
Broth (Merck, Almanya) i¢inde ¢oziindiiriilmiis ve daha sonra seri seyreltme serileri
hazirlanmigtir. Uygun seyreltmelerin L-sistein-HCI ile desteklenmis MRS Agar
(Merck, Almanya) besiyerine ekimleri yapilarak, ekimi tamamlanan petri kutulari
anaerobik kosullar altinda 37°C'de 72 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Ayrica,
probiyotiklerin dehidrasyon sonrasi filmlerde canlilig1 belirlenmis ve canlilik,
asagidaki denklem (3.5) kullanilarak filmlerin kurutma isleminden sonra

hesaplanmaigtir.

Canlilik (%) = N/No x 100 (3.5)

38



Denklem 3.5’de yer alan N ve Ny, swrasiyla filmdeki kurutma isleminden sonra
probiyotik organizmalarin sayis1 ve film formiilasyon c¢dzeltisindeki probiyotik
organizmalarin sayisidir. Film formiilasyon ¢ozeltisi ve filmdeki toplam probiyotik
sayisl, sirastyla gravimetrik olarak hesaplanan film ¢ozeltisi yogunluguna ve film kuru
madde icerigine dayali olarak log KOB/g kuru madde olarak verilmistir (Soukoulis ve

ark., 2014Db).

3.5.2. Filmlerin Antimikrobiyel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan aktif filmlerin segilen patojen bakterilere (Gram pozitif (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ATCC 25923) ve Gram negatif bakteri
(Escherichia coli Type 1, Salmonella Typhimurium ATCC 14028)) kars1 in vitro
antimikrobiyal aktivitesi “Disk Diflizyon” yontemi kullanilarak belirlenmistir. Analiz
icin farkli bilesimlerde hazirlanan aktif filmlerden 6 mm ¢apinda kesilen diskler
kullanilmustir. 1lk olarak taze kiiltiirden 6ze ile alman mikroorganizmalar sivi besi
ortammda 10° KOB/mL mikroorganizma yogunluguna olusana kadar inkiibe edilmis
ve daha sonra MUELLER-HINTON Agar kat1 besi ylizeyine ekimi yapilmistir. Son
olarak aktif filmlerden kesilen diskler ekim yapilan petrilere yerlestirilerek petri
kutular1 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) olarak Ol¢iilmiistiir. Her analiz 3

tekerriirli olarak gergeklestirilmistir.

3.5.3. Peynir Orneklerinin Aktif Filmler ile Kaplanmas: ve Mikrobiyel Raf Omrii

Analizleri

Taze blok tipi islenmis beyaz peynir Ornekleri Trabzon ilinde (Tirkiye) yerel bir
fabrikadan temin edilmistir. Beyaz peynir numuneleri 7x7x0,5 cm'lik parcalara
dilimlenmistir. Her dilim peynir, kontaminasyonu 6nlemek i¢in steril kabin igerisinde
hazirlanmis aktif filmler ile kaplanmistir. Hazirlanan tiim Ornekler esnek, diisiik
yogunluklu polietilen film ile ambalajlanarak, 1s1l kaplama makinesi ile kapatilmistir.
Ornekler, literatiir ile uyumlu olarak buzdolabi sicakliginda 45 giin siire ile depolanmis

ve bu siire igerisinde 0, 15, 30 ve 45. giinlerde analizleri yapilarak, aktif filmlerin
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mikrobiyel raf dmrii lizerindeki etkileri belirlenmistir (Ceylan ve Atasoy, 2022).

Aktif filmler ile kaplanmis beyaz peynir Orneklerinin depolama boyunca
mikrobiyolojik raf dmriinii belirlemek amaciyla, 10 gram peynir 6rnegi steril 90 mL
MRD besiyeri (Merck, Almanya) igerisinde 1 dakika boyunca stomacher kullanilarak
homojenize edilmistir. Ondalik seyreltmeler ile 9 mL’lik steril seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Peynir 6rneklerinin Lactobacillus spp. sayisinin belirlenmesi i¢in MRS
Agar (Merck, Almanya) besiyeri kullanilarak ve ekim yapilan petri kutular1 37 °C'de
72 saat anaerobik olarak inkiibe edilmistir. Aktif film 6rnekleri ile kaplanmis peynir
orneklerinin Bifidobacterium lactis igeriginin belirlenmesi i¢in %3 lityum kloriir ve
%2 sodyum propiyonat ile desteklenmis MRS Agar (Merck, Almanya) besiyeri
kullanilmis ve ekimleri tamamlanan petri kutular1 37 °C'de 48 saat anaerobik olarak
inkiibe edilmistir. Orneklerin Toplam Mezofilik Aerobik Bakteri sayimi PCA (Plate
Count Agar; Merck, Almanya) besiyeri kullanilarak 30 °C'de 24 saat, psikrotrofik
bakteri sayilar1 ise 5 °C'de 7 giin siireyle ger¢eklestirilen inkiibasyon sonucunda elde
edilmistir. Orneklerin Maya-Kiif sayimlar1 i¢in PDA (Patato Dekstroz Agar; Merck,
Almanya) besiyeri kullanilmis ve ekimi tamamlanan petri kutular1 25 °C'de 4 giin
inkiibe edilmistir. Tim mikrobiyolojik sayim sonuglar1 log KOB/g olarak

hesaplanmustir.

3.6. Veri Analizi Yontemleri

Calismada iiretimi yapilan SA film tiirlerinin peynir 6rneklerinin mikrobiyel raf dmrii
iizerine etkinligi, sekillerde 6ncelikle kutu grafigi (box-plot) ile gdsterilmis, sonra kag
smifa ayrildigi aglomeratif (yigic1) hiyerarsik kiimeleme yontemi ile belirlenerek
smiflar dendrogram grafigi (taksonomik iligki agaci) ile gosterilmistir. Son olarak bu
smiflarin ayrisma dereceleri siliiet grafikleri ile agiklanmastr.

3.6.1. Kutu Grafigi

Verileri gorsel sekilde 6zetlemek i¢in kullanilan bir istatistiksel betimleme grafigidir.

Veri dizisinin olasilik dagilimimnin tepeden gdstermek icin kullanilir. Grafikte veri
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dizisinin ilk ve ii¢lincii ¢eyregi ile sinirlandirilmis bir kutu bulunur. Ortanca (medyan)
degeri ise kutunun i¢inde ¢izgi seklinde gosterilir. Kutunun disindaki “T” seklinde
cizgiler de veri dizisinin %95 giiven araligmdaki smirlar1 icindeki minimum ve
maksimum smirlarmi gosterir. Bununla beraber, aykir1 degerler (%95 giliven
araligindaki sinirlar1) disindaki degerler “+” isareti ile gosterilir. Sekil 3.2’de B={1, 2,
4,8, 14, 16, 36} veri dizisi i¢in ¢izdirilmis 6rnek bir kutu grafigi gosterilmistir. Bu veri
dizisinin ortancast 8; ilk ¢eyrekligi 2,5; tciincii ¢eyrekligi 15,5; %95 giiven

araligindaki smirlar1 icindeki minimum ve maksimum degeri ise 1 ve 16’dur.

3B

30
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20 -

Sekil 3.2. Ornek bir kutu grafigi

3.6.2. Aglomeratif (Yigic1) Hiyerarsik Kiimeleme

Bir veri matrisindeki drneklem degerlerini (veri dizilerini) aralarindaki uzakliklara
gore birlestirip gruplamay1 amagclar. Diger bir ifadeyle, sirasiyla birbirine uzayda en
yakin iki veri dizisini birlestirip tek bir veri dizisi (smif) olarak kabul eder ve tek bir
smif kalincaya kadar bu birlestirme (yigma) islemini siirdiiriir. Yakinlk 6l¢iisii olarak
ortancalar arasi yakinlik, en benzer degerler aras1 yakinlik, ortalamalar aras1 yakmlik
gibi farkl kriterler bu yontemde amaca gore kullanilabilir. Bu ¢alismada SA film

tiirlerinin her biri bir veri dizisi olup bu veri dizilerinin her birindeki degerler birbirine
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cok yakin oldugu i¢in smiflandiric1 yakinlik kriteri olarak en benzer degerler arasi
yakinlik (veri dizileri arast minimum uzaklik) kullanilmistir. Siniflandirma esnasinda
iki veri dizisi aras1 uzakligm belirli bir kriteri (esik degerini) asmasi durumunda
smiflandirma sonlandirilabilir. Bdylece veri matrisinde ka¢ sinif olacagi belirlenebilir.
Bu calismada, siniflandirma i¢in kullanilan uzaklik degerlerinin 1,0365xstandart
sapmasi (tek tarafli %85 giiven araligi) %85 iizeri smiflandirma performansini
ortalama olarak saglayabilmek icin sonlandirma kriteri olarak seg¢ilmistir. Yani,
smiflandirma esnasinda kullanilan uzakliklarin standart sapmasix1,0365 degeri
belirlenmis ve iki veri dizisini birlestirmek i¢in kullanilan uzaklik bu degerden kii¢iik
ise smiflandirma sonlandirilmistir. Boylece siniflandirilma ortalama basarist %85

iizeri olan veri dizileri bir siifa dahil edilmistir.

3.6.3. Dendrogram

Hiyerarsik kiimeleme esnasinda smiflar1 olusturan uzakliklari ve sonlandirma kriterine
gore olusan smiflar1 gorsel olarak sunmak i¢in kullanilan bir grafiktir. Bu grafikte
dikey eksende siniflar aras1 uzaklik degerleri, yatay eksende ise smiflar gosterilir. Sekil
3.3’de ornek veri matrisi i¢in hiyerarsik kiimeleme ve dendrogram grafigi
gosterilmistir. Sekilde goriildiigi gibi, {1, 2} ve {2, 2} veri dizileri arasindaki uzaklik
“1” dir ve bu uzaklik matristeki veri dizileri arasindaki en diislik uzakliktir. Bu yiizden
once bu iki dizi bir smifa dahil edilmistir ve dendrogram grafiginde kirimizi siif
olusturulmustur. Kirmizi sinifin elemanlar1 aras1 uzakligin “1” oldugu ise dendrogram
grafiginde dikey eksende gosterilmistir. Daha sonra bu yeni smif ile {5, 6} dizisi

birlestirilmis ve yesil sinif olusturulmustur. Yeni smf ile {5, 6} dizisi arasindaki
uzaklik /(3% 4+ 42) = 5 oldugundan, bu “5” degeri dendrogram grafiginin dikey
ekseninde gosterilmistir (3 numaral sinif ile kirmizi smif arasi uzaklik dikey eksende

5°tir).
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Sekil 3.3. Ornek veri matrisi icin hiyerarsik kiimeleme ve dendrogram grafigi

3.6.4. Siliiet Degeri

Bir veri dizisinin dahil edildigi sinifa uygunlugunu bulmak icin siliiet degeri hesaplanir
(Denklem 3.6). Bu hesap, bir veri dizisi elemanlar1 ile ayni1 kiimedeki diger veri
dizilerinin elemanlar1 arasindaki mesafe “a”; bir veri dizisi elemanlar1 ile en yakin veri
dizisindeki elemanlar arasindaki mesafe “b” olmak iizere, asagidaki gibi hesaplanir.
Ornegin, yukaridaki sekilde kirmizi smifin elemanlarinin birbirine uzakhigmnin
sonradan yesil sinifi olusturmak icin eklenen elemana uzakligma oranlar1 kirmizi
smifin siliilet degerlerini verir. Bu degerlerin ortalamasi da kirmizi sinifin ortalama

siliiet degerdir. Calismada her bir mikrobiyal deger i¢cin yapilan siniflandirmada

belirlenen simif sayisi i¢in ortalama siliiet degerleri belirlenmistir.

_ b—a
- max(b—a)

(3.6)
3.7. istatistiksel Analizler

Tiim analizlerden elde edilen veriler, IBM SPSS Statistic 19,0 yazilimi (IBM
Corporation, Somers, NY, ABD) kullanilarak varyans analizi ile analiz edilmistir.

Ortalama degerleri karsilastrmak i¢cin Duncan'in ¢oklu aralik testi (p<0,05)

kullanilmastir.
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Filmlerin Fizikokimyasal Ozellikleri

Probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis sodyum aljinat (SA) filmlerin
fizikokimyasal 6zelliklerinden olan kalinlik, nem, yogunluk ve temas acist degerleri

Tablo 4.1°de gdsterilmistir.

Tablo 4.1. Aktif filmlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Film o6rnekleri*

Parametre SA-C SA-K SA-L SA-B SA-LB SA-KL SA-KB SA-KLB
F*:l‘)“hk 50,0040,00° 70,0040,02° 70,0040,02° 70,0040,01> 70,0040,02° 68,0040,01> 72,0040,01° 100,000,02¢
l\?em (%)  2028+3.69* 2070+122° 21,03+1,04* 23421435 227320970 21624034 21442277°  28,81£0,61¢
é‘f{‘;‘_‘})“k 1,1740,35¢  1,75£0,10°  1,59£0,43" 1404031 2,0340,17¢  1,6140,09° 19140320  1,6740,07°
::ls“ia(se) 41,1041,36° 4835+0,87° 49,17+0,00° 54,10£3,25° 47,35:0,07° 41,7243,080 51,634320%  56,28+3,22¢

*Ortalama ve std. hata; a-c: Aym satirdaki farkl iist simgeler p<0,05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gosterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film Ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film &rnekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Yenilebilir bir ambalajin etkinligi, kullanilan malzeme 6zellikleri ve uygulama yontemi
ile belirlenmektedir (Zhong ve ark., 2014). Bu 6zelliklerden biri olan film kalinligs,
iirlinlerin gériiniimiine ve tadma katkida bulunan gaz ve nem iletim oraninda 6nemli
bir faktordiir (Embuscado ve Huber, 2009). Bunlara ek olarak probiyotik yiikli
filmlerin kalinlhig1 da bakterilerin korunmasi agisindan dnemlidir (Ceylan ve Atasoy,
2022). Kalantarmahdavi ve ark. (2021), yenilebilir filmlerin kalinlik degerlerinin 300
pm'den az olmasi gerektigini bildirmislerdir. Calisma kapsaminda tiretilen aktif film
orneklerinin kalinlik degerleri bu smirin oldukga altinda bulunmustur. Tablo 4.1°de de
goriildiigil gibi, iiretilen En diisiik film kalinligima kontrol SA film 6rnekleri sahip iken,
en yiiksek film kalinlik degerleri ise kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave

edilen SA film Orneklerinde oldugu goriilmektedir (p<0,05). Calismamiza benzer
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olarak, Martins ve ark. (2010), nisin (50 IU. g") eklenmesinin galaktomannan bazl
filmlerde kalinlik artisina neden oldugunu bildirmislerdir. Bu durum, film olusturan
cozeltideki nisin molekiilleri i¢in arzu edilen hidrofobik etkilesimler nedeniyle film
matrisinde daha biiylik kiimelerin olusumu ile iligkilendirilmistir. Caligmamizda
kullanilan probiyotik laktik asit bakterilerinin benzer bir olusum sergilendikleri
diistiniilmektedir. Ayrica, kalinliktaki artis, probiyotiklerin eklenmesiyle film
formiilasyon ¢ozeltisinin sabit hacmindeki kuru maddedeki artistan kaynaklanabilir
(Nagar ve ark., 2020). Benzer sekilde, onceki caligmalarda probiyotik iceren film
formiilasyonlarma probiyotiklerin eklenmesinin film kalinliginda artisa neden oldugu
bildirilmistir (Phovisay ve ark., 2018; Zabihollahi ve ark., 2020; Ceylan ve Atasoy,
2022).

Yenilebilir filmlerin agizda erimesini 6lgmek icin 6nemli bir parametre olan nem
icerigi, ayni zamanda uzun siireli depolama sirasinda probiyotiklerin canliligini da
etkiler (Pereira ve ark., 2019). Tablo 4.1°de de goriildiigi iizere, calismamizda iiretilen
probiyotik igceren aktif film 6rneklerinin nem oranlar1 % 20,28+3,69 — 28,81+0,61
degerleri arasinda degisiklik gostermistir (p<0,05). Calismamiza benzer olarak, Ceylan
ve Atasoy (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, probiyotik i¢ceren sodyum kazeinat aktif
filmlerin nem orani % 15,13 — 23,29 arasinda degisiklik gosterdigi bildirilmistir. Film
matrisinden su buhar1 kiitle transferi, nem dagiliminin itici giiciidiir. Yenilebilir
filmlerin denge nem seviyeleri, kullanilan polimerlerin konsantrasyonundan, ilave
edilen plastiklestiricilerin miktar ve tiiriinden etkilenmektedir (Abedinia ve ark., 2021).
Nem oranindaki artig, probiyotiklerin bireysel su tutma kapasitelerinden ve bunlarin
plastiklestirici ile etkilesimlerinden kaynaklanabilir (Phovisay ve ark., 2018). Ayrica,
muhtemelen prebiyotiklerin dahil edilmesiyle film kalinliginda meydana gelen artis,
filmden nemin uzaklastirilmasini kismen sinirlamaktadir (Jansson ve Thuvander,

2004).

Aktif filmlerin kalinhig1 ve yogunlugu, iiretimde kullanilan biyopolimer tipi ve
kullanilan katkilar ile konsantrasyonlar: ile ilgilidir (Karimi ve ark., 2020). Tablo
4.1°de de goriildiigli iizere, caligmamizda {iretilen aktif filmlerin yogunluk degerleri

1,17£0,35 - 1,91£0,32 g.cm™ arasinda degisiklik gostermistir (p<0,05). Filmlere
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probiyotik ilavesi, film numunelerinde yogunluk degerinin artmasina neden olmustur.

Temas agis1 (TA; 6°), su damlasinin temas yiizeyinin noktasindaki teget ¢izgisi ile film
yiizeyinin taban ¢izgisi arasindaki ag¢1 olarak tanimlanmakta ve genellikle filmin suya
kars1 direncini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Yenilebilir filmlerin suya dayanikliligi,
kaplanmig gidanin saklama sirasinda suyla temas ettiginde korunmasi igin 6nemli bir
ozelliktir. Film ylizeyinin hidrofilikligini (8 < 65°) veya hidrofobikligini (6 > 65°)
belirlemek i¢in su temas agis1 6l¢timii kullanilir. Bu parametre, filmin nem transferine
kars1 direncini tahmin etmek icin kullanilabilmektedir (Phan ve ark., 2005). Tablo
4.1°de de gosterildigi gibi, tiretilen aktif filmlerin temas a¢1 degerleri 41,10+1,36 -
56,2843,22 6" arasinda degisim gostermistir. En kii¢iik temas acis1 degeri kontrol grup
film 6rnekleri sahip iken, en yiiksek temas agis1 degerine ise kefir, B. lactis ve L.
rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rneklerinin sahip oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). Goriildiigi tlizere, filmlere probiyotik mikroorganizma ilavesi
farkli mikroorganizma tiirline de§ismekle beraber, filmlerin hidrofobik 6zelliginin
artmasma neden olmustur. Bu durum, bakteriyel yiizey polisakkaritlerinin film
hidrofilikligini azaltmas1 ile iliskilendirebilir (Oliveira-Alcantara ve ark., 2020).
Calismamiza benzer olarak, Guimaraes ve ark. (2020) tarafindan yapilan antifungal
Ozelliklere sahip bir laktik asit bakterisi olan Lactobacillus buchneri UTAD104’in
peynir alt1 suyu proteini bazh filmlere ve kaplamalara dahil edilmesi ile ilgili bir
calismada da temas acgis1 degerleri 20,8 = 10,35 — 51,1 + 4,78 0° arasinda tespit

edilmistir.

Su buhar1 gegirgenligi (WVP), filmlerin biitlinliigii, hidrofobik oran, kristal ve amorf
oran ve kalmlik gibi faktorlerden etkilenebilen yenilebilir filmlerin en Onemli
ozelliklerinden biridir (Kanmani ve Lim, 2013). Ayrica filmlerin WVP’si gidadan
cevre ile kiitle aktarimini dnlemek i¢in onemlidir (Ebrahimi ve ark., 2018). Kontrol
filmler ile probiyotik mikroorganizma ilave edilmis film 6rneklerinin WVP degerleri

Tablo 4.2°de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Aktif filmlerin su buhar1 gegirgenlik degerleri (WVP; g mm/h m* kPa)

Film érnekleri Su buhari gecirgenlik degerleri
SA-C 1,45+0,00*
SA-K 1,56+0,00*
SA-L 1,50+0,00*
SA-B 1,50+0,00*
SA-LB 1,46+0,00*
SA-KL 1,58+0,00*
SA-KB 1,46+0,00*
SA-KLB 2,11+0,00°

*Ortalama ve std. hata; a-c: Aym siitundaki farkli iist simgeler p<0,05 seviyesinde onemli bir fark oldugunu gosterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiiri ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiiri ilave edilen sodyum
aljinat film ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film ornekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Film &rneklerinin WVP degerleri 1,45 — 2,11 g mm/h m? kPa arasinda degismektedir.
Tablo 4.2°de de goriildiigli tizere probiyotik mikroorganizma ilavesi ile film
orneklerinin WVP degerleri artis gostermistir. Film 6rneklerinin WVP degerleri
arasindaki en 6nemli istatiksel farklilik SA-C filmleri ile SA-KLB filmleri arasinda
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Mikroorganizma ilavesi ile film ylizeyinde olusan
olas1 gozenek ve delikler filmleri kohezyonunu bozarak nem emilimini arttirmis
oldugu diisiiniilmektedir. Calismamiza benzer olarak, Akman ve ark. (2021) tarafindan
yapilan bir ¢alismada mikroenkapsiile ve edilmeyen Lactobacillus plantarum igeren
sodyum aljinat filmlerin WVP degerleri 1,384 — 1,560 g mm/h m* kPa arasmnda
bulunmustur. Ebrahimi ve ark., (2018) tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada da
karboksimetil seliiloz filmlere probiyotik mikroorganizma (Lactobacillus acidophilus,
L. casei, L. rhamnosus ve Bifidobacterium bifidum) ilavesi ile WVP degerlerinin
benzer sekilde artis gdsterdigi, kontrol film drneklerinin WVP degeri 2,73 g mm/h m?
kPa iken probiyotik film drneklerinin WVP degerlerinin 4,40 — 4,51 g mm/h m? kPa
arasinda degistigini tespit etmislerdir. Calismamizda elde edilen WVP degerleri
Ebrahimi ve ark., (2018) tarafindan elde edilen sonuclara kiyasla daha diisiiktiir. Bu
durumun, kullanilan biyopolimer tiirleri ve film hazirlama yontemleri arasindaki

farkliliklar nedeniyle gercgeklestigi diisiiniilmektedir.

4.2 Filmlerin Fiziksel ve Yapisal Ozellikleri

Gida matrisinin goriiniimiiniin, hem satin alma hem de tiiketim sirasinda tiiketicileri
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cezbetmesi nedeniyle aktif ambalaj filmlerinin optik 6zellikleri dnemlidir (Olle Resa
ve ark., 2014). Polimer ozellikleri, film kalinligi, plastiklestirici tipi ve film
bilesenlerinin yapisal konformasyon ve uyumlulugu dahil olmak iizere c¢esitli
parametreler filmin optik Ozelliklerini degistirebilmektedir (Shahrampour ve ark.,
2020). Tablo 4.3’de aktif film 6rneklerinin renk Ol¢iim degerleri verilmistir. Tablo
4.3’de de goriildigi lizere, aktif film Orneklerinin L* degerleri 89,83+0,44 -
91,73+£0,51 arasinda; a* degerleri 3,39+0,20 - 4,35+0,14 arasinda; b* degerleri
12,42+0,92 - 17,28+0,77 arasinda; AE* degerleri 19,93+0,79 - 23,994+0,62 arasinda
degisim gostermistir (p<0,05). Calisma sonuclarina benzer sonuglar Ma ve ark.
(2019a,b) tarafindan rapor edilmistir. Renk degerleri arasindaki farklilik, oncelikle
film yapiminda kullanilan probiyotik mikroorganizmalara affedilebilir. Bununla
birlikte, probiyotik = mikroorganizmalar  tarafindan  indiiklenen filmlerin
goriiniimiindeki bu degisiklikler, pratik agidan oldukg¢a kiigiiktiir (Soukoulis ve ark.,
2014a; Ebrahimi ve ark., 2018; Ma ve ark., 2019a; Ma ve ark., 2019b).

Tablo 4.3. Aktif filmlerin renk degerleri

Film ornekleri*

Renk

allideri | SAC SA-K SA-L SA-B SALB  SA-KL  SA-KB  SA-KLB
L 90,18£0,24° 90,25+0,10° 90.83£0,06* 90,69+0,07* 90,59+037* 9041x0,17* 91,73+0,51* 89,83+0.44°
ax 34580320 3,39£0,20°  3,99+0,06'  387+0,08"  374x039*  3,53+0,11° 435+0,14%  3,66+0,06°
b* 13,031,418 12,420,920 15,50£0.26" 15,0940,47> 14,23+1,82% 13,5740,53 17.28+0,77° 13,61+0,23¢
AE* 204541200 19,93+0,79° 22,58£0,23% 22,1540,40% 2144156 20,84+0,44° 23,99+0,620 21,10+0,28*

*Ortalama ve std. hata; a-c: Aym satirdaki farkl iist simgeler p<0,05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gosterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film Ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film ornekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Biyobozunur filmlerin UV 15181 absorplamasi 6nemli olup bu i1sima oksidatif
parcalanmayi katalizleyebilir 6zellikle yagl gidalarin raf dmiirlerini olumsuz yonde
etkileyebilir (Lopez ve Garcia, 2012). Tablo 4.4’de aktif film Orneklerinin ve bir
sentetik filmin (LDPE; diisiik yogunluklu polietilen) 200-800 nm arasindaki dalga
boyunda 151k gecirgenlikleri ve seffaflik degerleri verilmistir. 200 nm’de sentetik film
cok az bir gegirgenlik degerine sahip iken SA-filmler UV-C 1simasini
gecirmemislerdir. 280 nm dalga boyundaki gecirgenlikler sentetik filme gore anlamli
bir sekilde farklidir. 350 nm de ise anlaml1 bir fark tespit edilmemistir (p<0,05). SA

filmlerin UV-C ve UV-B bariyer ozelligi sentetik filme gore biraz daha iyi
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goziikmektedir. Olgiimler sonunda elde edilen bu bulgular, SA- filmlerin UV 151k
tarafindan gerceklesen fotooksidasyonu bir seviyeye kadar Onleyebilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde, 350 — 800 nm arasinda elde edilen degerlerde de
anlamli farklilik tespit edilmemistir (p<0,05). SA-KLB, SA-KB ve SA-B filmler
sentetik film ile birlikte yakin seffaflik degeri gosterirken, diger SA filmler anlaml1 bir
sekilde farkli olarak diisiik seffaflik degerleri gostermislerdir(p<0,05). Bu bulgular SA
filmlerin seffaf ambalaj veya kaplama malzemesi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Filmlere ilave edilen probiyotik mikroorganizmalar gibi kiiclik
boyutlu bilesenlerin suda daha iyi ¢oziiniir oldugu ve dolayisiyla 151k gecirgenlik
ozelliklerini arttirdig1 bilinmektedir (Tang ve ark., 2015).

Tablo 4.4. Filmlerin 151k gegirgenligi (%) ve seffaflik degeri (A600/mm)
Farkh dalga boylarinda (nm) 151k gecirgenlik degerleri (%) Seffaflik degeri

Film

ornekleri 200 280 350 400 500 600 700 800

LDPE 57°  76,4° 82,0° 83,9 862" 87,5° 882" 89,0° 2,07¢
SA-C 0 46,1°  71,9® 79,8® 85,0 86,6° 87,9° 884° 0,88
SA-KLB 0 29,3* 64,9 75,6 82,7° 84,8 86,2 87,0 1,53°
SA-KB 0 388" 66,1° 73,1* 789* 80,9* 81,8 83,3° 3,06¢
SA-KL 0 46,5 742> 82,0° 86,4 87,7° 884" 88,8 0,62*
SA-K 0,1* 54,060 753> 81,7° 856" 87,0° 87,7° 875" 0,61*
SA-B 0,1* 582 76,1° 80,9° 84,2° 856" 86,1° 87,1° 1,97
SA-L 0 32,3 64,4 754 81,8 834> 84,1° 84,8 0,812
SA-LB 0 35,7%  68,8* 79,1 850 86,6° 87,3° 87,7° 0,63*

*Ortalama ve std. hata; a-d: Aym siitundaki farkl iist simgeler p<0,05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gosterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film Ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film ornekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Yenilebilir filmler, gida isleme, paketleme ve depolama sirasinda stres faktorlerine
direnmek i¢in yeterli mekanik dayanima ve uzayabilirlige sahip olmalidir (Akman ve
ark., 2021). Bu filmlerin mekanik ozellikleri, film matrisinin polimer zincirlerinin
dagilimi ve yogunlugu ile yakindan iliskilidir (Kalantarmahdavi ve ark., 2021) ve
polimer aginin yapisal bilesenleri arasindaki etkilesimden etkilenmektedir (Nisar ve
ark., 2022). Caligma kapsaminda {iretimi yapilan aktif film Orneklerine ait ¢cekme

mukavemeti (TS; MPa) ve kopma uzamasi (E; %) degerleri Tablo 4.5’de gdsterilmistir.
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Tablo 4.5°de de goriildiigl iizere, aktif film Orneklerinin TS degerleri 0,42+0,06 -
1,49+£0,20 MPa, E degerleri ise % 20,454+3,60 - 28,62+4,40 arasinda degisim
gostermistir. Kontrol film 6rneklerine kiyasla en kiigiik TS ve %E degerlerine sahip
orneklerin B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri oldugu tespit
edilmistir. En yiiksek TS ve %E degerlerine sahip drnekler ise B. lactis ve L. rhamnosus
kiilttirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleridir. Tablo 4.5’de de goriildigii tizere
film orneklerinin TS ve %E degerleri ilave edilen probiyotik mikroorganizma tiirii ve
kombinasyonuna gore degiskenlik gostermistir (p<0,05). Ilave edilen probiyotik
mikroorganizma ile artis gosteren TS ve %E degerleri, probiyotiklerin filmlerde
plastiklestirici olarak rol oynadigini gostermektedir (Tang ve ark., 2015). Genel olarak,
probiyotik aljinat filmler, yliksek TS ve diisiik WVP'si nedeniyle gida endiistrisinde
onerilebilen filmler arasindadir (Shahrampour ve ark., 2020). Calisma sonuclarinda
elde edilen bulgularin literatiir ile uyumlu oldugu goriilmektedir (Da Silva ve ark.,
2009; Wang ve ark., 2010; Tang ve ark., 2015; Fernandes ve ark., 2020; Ceylan ve
Atasoy, 2022).

Tablo 4.5. Film 6rneklerinin mekaniksel 6zellikleri

Mekaniksel Ozellikler

Film Ornekleri* Kopma Uzamasi
TS (MPa) P (E ; %)
SA-C 0,83+0,25% 22,1146,84°
SA-K 1,02+0,35° 26,60+2,47¢
SA-L 0,66+0,342 22,40+7,78°
SA-B 0,42+0,06* 20,45+3,60°
SA-LB 1,49+0,20° 28,62+4,40°
SA-KL 0,68+0,24 22,56+6,37°
SA-KB 1,17+0,36° 27,2545,60¢
SA-KLB 0,85+0,21% 20,29+4,83?

*Ortalama ve std. hata; a-c: Ayni siitundaki farkli Gst simgeler p<0,05 seviyesinde 6nemli bir fark oldugunu gésterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirti ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film ornekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), probiyotik mikroorganizma ilavesinin SA
filmlerin morfolojik yapisi iizerindeki etkilerine iligkin yorum yapmak amaciyla
kullanilmistir. Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de de goriildiigii iizere filmlere ilave edilen probiyotik

mikroorganizma tiir ve kombinasyonuna gore, kontrol film 6rneklerine kiyasla farkl
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film yiizey goriintiileri alinmistir. Sekiller incelendiginde, yalnizca L. rhamnosus
kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rneklerinin ¢atlak ve gdzenek icermeyen
plrtizsliz bir yiizey gosterirken, filmlere B. lactis kiiltliriiniin ilavesi filmin ylizey
morfolojisinde gozenek olusumu meydana gelmesine neden olmustur. Calismamiza
benzer olarak Orozco-Parra ve ark. (2020), inulin ve L. casei igeren tapyoka nisastasi
bazli filmlerin, catlak ve gdzenek icermeyen homojen bir film matrisine sahip
oldugunu bildirmistir. B. lactis kiiltiirii ilave edilen film 6rneklerinde goriilen gozenek
ve puriizliiliik, bu filmlerin en diisik TS ve %E degerlerine sahip olmasi ile iliskili
olarak, mekanik ozelliklerinde de degisime neden olmustur. Benzer sekilde film
formiilasyonlarinda kefir kiiltiiriiniin kullanimi da film yapisinda piiriizsiizliigiin
azalmasina, gézenek olusumuna neden olmustur. Kefir ile beraber L. rhamnosus
kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rneklerinin film morfolojilerinin ise daha
pliriizsiiz bir yap1 gosterdigi, mikroorganizmalarin film ylizeyinde homojen olarak
dagildig1 gézlemlenmistir. Bu durumun L. rhamnosus kiiltiirii ilave ile, sodyum aljinat
ile L. rhamnosus kiiltiirli arasinda 1y1 bir molekiiler arasi etkilesimden kaynaklandigi
disiiniilmektedir (Zabihollahi ve ark., 2020). Benzer sekilde Soukoulis ve ark. (2014a)
probiyotik jelatin bazli filmlere prebiyotik bilesikler olarak polidekstroz ve iniilinin
eklenmesinin, kompakt bir film yapisinin olusmasina neden oldugunu ve bunun da
bakteri hiicrelerinin yayilim alanlarinin arttirdigini bildirmistir. Tam aksi olarak kefir
ile beraber B. lactis kiiltlrii ilave edilen film Orneklerinin morfolojik yapisinda,
yalnizca B. lactis kiltiirii ilave edilen film Orneklerine benzer olarak go6zenek
olusumlarinin meydana geldigi tespit edilmistir. Benzer bulgular Ebrahimi ve ark.
(2018) tarafindan B. animalis subsp. lactis BB-12 hiicreleri ile zenginlestirilen

karboksimetilseliiloz filmlerde de tespit edilmistir.
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-SA-B o .. -SA-K

Sekil 4.1. Aktif film 6rneklerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri (SA-C: Probiyotik
mikroorganizma icermeyen kontrol SA film o6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen SA film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen SA film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen

SA film 6rnekleri)
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SA-KB SA-KLB

Sekil 4.2. Aktif film 6rneklerinin taramal elektron mikroskobu (SEM) gériintiileri (SA-KLB: Kefir, B.
lactis ve L. rhamnosus kiltirleri ilave edilen SA film ornekleri; SA-KB: Kefir ve B. lactis kiltirleri
ilave edilen SA film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiltiirleri ilave edilen SA film 6rnekleri;
SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltlirleri ilave edilen SA film 6rnekleri)

FT-IR 6l¢iimleri, SA filmlere probiyotik mikroorganizmalarin katiliminin molekiiller
aras1 kuvvetler lizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in kullanmilmistir. Sekil 4.3’de,
probiyotikli ve probiyotiksiz SA filmlerinin FTIR spektrumlarini gosterilmistir. Sekil
4.3°de de goriildiigii iizere, tiim film 6rneklerinde goriilen 3300 cm™ civarmda
meydana gelen absorspsiyon piki molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidroksil gruplarmnin
gerilme titresimleridir. Sodyum aljinat ve gliserol yapisinda bulunan hidroksil gruplari
bu bolgede giiglii omuz yapabilir. 2800-3000 cm™ aras1 gdzlenen zayif omuz alifatik
—CH gerilme titresimlerine aittir. Sodyum aljinat ve gliserol kaynakl olabilecegi gibi
mikroorganizmalarla yapilan caligmalarda bu bolge yag asitleri absorpsiyonu da
gozlenmektedir. 1600 ve 1400 cm™ gdzlenen pik, asimetrik gerilme yapan sodyum
aljinatin yapisindaki karboksilat tuzlarindan kaynakli olabilir. Mikroorganizmalar i¢in
1600 cm™ bolgesi amid bolgesi iken 1400 cm™ bdlgesi karma bolge olarak

adlandirilan, proteinlerin karboksilik gruplari, serbest aminoasitler, polisakkaritler,
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yag asitleri ve fosfat tastyan bilesenlerin pik yaptig1 bdlgedir. 1300 cm™ civarinda
gozlenen zayif omuz sodyum aljinat ve gliseol kaynakli C-O gerilme titresimlerinden
kaynakli olabilecegi gibi, 1200-1250 cm' den gbzlenen zayif omuz
mikroorganizmalardan kaynakli RNA/DNA ve fosfolipit kaynakli olabilir. 1100 cm’!
civart gozlenen giiclii pikin ise C-C ve C-O gerilme titresimlerinden kaynakli
olabilecegi diisliniilmektedir. Ayni zamanda bu bdlge mikroorganizmalar igin
polisakkarit bolge olup hiicre duvarinda bulunan karbohidratlarin parmak izi benzeri

absorbsiyon bantlarida gozlenebilir. (Kili¢ ve Karahan, 2010; Engin ve ark., 2022).
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Sekil 4.3. Aktif SA filmlerin FT-IR spektrumu

Hazirlanan aktif film orneklerinin termal bozunma sicakliklarin1 ve polimerlerin
termal kararliligmi bulmak amaci ile TGA egrileri incelenmis ve Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Sekil 4.4’de de goriildiigii tizere, tiretilen aktif filmlerin termal ayrismasi
iki ana asamada ger¢eklesmistir. Baslangi¢ asamasindaki kiitle azalmasi, bilesimden
suyun buharlagmasi ile ifade edilebilirken, 100°C civarinda baslayan kiitle kayba,
yenilebilir film yapisinda bulunan sudan kaynaklanmaktadir (Roy ve Rhim, 2020).
Ikinci asamada yaklasik 200°C civarinda baslayan kiitle kaybi gliserol yapisinin
bozulmasiyla ilgili olabilecegi gibi biiylik kiitle kaybinin gergeklestigi 200°C’den
sonra, ayni zamanda aljinatin parcalanmaya basladig1 sicakliktir (Beghetto, 2020;

Huntrakul ve Harnkarnsujarit, 2020). Bu bolgede kiitlenin yaklasik %50’ si
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kaybedilmistir. Literatiir verilerine gore de (Popovic ve ark., 2021; Zehir, 2017; Ucok,
2020) film yapisinda bulunan probiyotik mikroorganizmalarin organik kiitle kayiplar1

iistte verilen TGA egrisi ile uyumludur.
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Sekil 4.4. Aktif SA filmlerin Termo Gravimetrik Analiz (TGA) grafigi

4.3. Filmlerin Biyoaktif Ozellikleri

Yenilebilir filmlerde probiyotiklerin hayatta kalmasindaki en 6nemli adimlar film
dokiimii ve kurutma iglemidir. Film tiretiminde probiyotigin yiiksek kuruma stabilitesi,
probiyotik filmlerin degerlendirilmesinde 6nemli bir kriter olarak kabul edilmektedir
(Kalantarmahdavi ve ark., 2021). Probiyotik iceren filmlerin hazirlanmasi, film
olusturan ¢ozeltinin ozmotik etkisi ve kurutmanin dehidrasyon etkisi olmak iizere
probiyotik bakteriler icin iki zararli adim igermektedir (Romano ve ark., 2014). Film
yapisin1 olusturan ¢ozeltinin kuruma kosullar1 géz Oniine alindiginda, konvektif
kurutulma sirasinda, probiyotiklerin hiicresel yapilarinda meydana degisikliklerden
dolayr (ozmotik stres kaynakli sitoplazmik membran hasarmin sorunu; membran
yirtilmasi ve sitoplazmik materyalin sizmast) canlilikta 6nemli kayiplar olabilecegi iyi

bilinmektedir (Fu ve Chen, 2011). Bu nedenle pek cok arastirmaci tarafindan

55



probiyotiklerin, pektin, seliilozikler veya aljinatlar gibi polisakkaritler bazli filmlerde
hem kurutma iglemi hem de saklama siiresi boyunca bakteri hiicrelerinin canliligini
tespit edilmistir (Cook ve ark., 2012; Bustos ve Bérquez, 2013; Yonekura ve ark., 2013;
Soukoulis ve ark., 2014a; Ceylan ve Atasoy, 2022). Sekil 4.5’de calismamiz
kapsaminda iiretilen aktif SA filmlerin kurutma islemi 6ncesi ve sonrasi toplam canl

sayist (log KOB/g) verilmistir.
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Sekil 4.5. Probiyotik mikroorganizmalarm aktif SA filmlerde canliliklar1 (log KOB/g)

Sekil 4.5°de de goriildiigii tizere, filmlerdeki probiyotik canli sayis1 kurutma sonrasinda
azalma  gostermistir  (p<0,05). Filmlerdeki kurutma sonrasi probiyotik
mikroorganizmalarinin canlilik degerleri % 81,79 — 90,57 arasinda degismektedir.
Calismamiz sonucunda elde edilen canlilik degerleri literatiire kiyasla biraz daha diisiik
bulunmustur. Ornegin; Ceylan ve Atasoy (2022) tarafindan yapilan ¢alismada B.
animalis subsp. lactis BB-12’in canlilik degerleri kurutma sonrasi %86,73 ile %93,38
arasinda bulunmustur. Calismada meydana gelen farkliligin, film formiilasyonlarinda
kullanilan inulin (IN) ve fruktooligosakkarit (FOS) kaynakli oldugu diisiiniilmektedir.

IN, FOS ve IN*FOS kombinasyonunun kullanimi, kurutmadan sonra bakteriyel
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stabilite tlizerindeki etkilesimi istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.001).
Birkag arastirmaci, probiyotik ve prebiyotik kombinasyonlarmin sinerjik bir etkiye
sahip oldugunu ve prebiyotiklerin yenilebilir filmlerde probiyotiklerin canliligini
stirdiirmede etkili oldugunu bildirmistir (Pereira ve ark., 2019; Orozco-Parra ve ark.,
2020). Benzer sekilde, cesitli prebiyotik yenilebilir filmlerin L. casei'nin hayatta kalma
orani lizerindeki etkisi degerlendirildigi farkli bir caligmada, en yiiksek canlilik degeri
IN iceren numunede belirlenmistir (Phovisay ve ark., 2018). Prebiyotiklerin yapisinda
bulunan fruktanlarm, dehidrasyon sirasinda membran fosfolipidlerinin (hidrojen
baglar1) polar bas gruplari ile etkileserek probiyotiklerin korunmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (Schwab ve ark., 2007). Calismamizda film formiilasyonun
hazirlanmasinda herhangi bir prebiyotik kullanilmamasina ragmen, elde edilen
sonuglar, film iiretimi swrasinda kurutma asamasmin probiyotik mikroorganizma

canlilig1 iizerinde akut toksik etkisinin olmadigmi gostermektedir.

Hazirlanan aktif filmlerin segilen patojen bakterilere (Gram pozitif (Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus ATCC 25923) ve Gram negatif bakteri
(Escherichia coli Type 1, Salmonella Typhimurium ATCC 14028)) kars1 in vitro
antimikrobiyal aktivitesi “Disk Difiizyon” yontemi kullanilarak belirlenmistir. Yapilan

analizler sonucunda elde edilen inhibisyon zon c¢aplar1 (mm) Tablo 4.6’da

gosterilmistir.
Tablo 4.6. Aktif film 6rneklerinin irn vitro antimikrobiyel aktiviteleri
Aktif film 6rnekleri*
Patojen SA-K SA-L SA-B SA-LB SA-KL SA-KB SA-KLB
mikroorganizma Antimikrobiyel Zon Capi (mm)*
E. coli 16,50+2,12% 15,5040,71* 16,50+0,712 17,504+0,71¢ 16,50+2,122> 18,00+1,41¢ 19,00+1,414
S. aureus 23,00£1,41%  21,50+0,71*  21,50+4,95* 22,00+4,24*  23,50+2,12° 24,25+1,06%* 24,75+1,77¢

L. monocytogenes 20,50+0,71%  17,50+0,71* 16,50+2,122 20,50+2,12> 21,50+2,12>  20,50+4,95> 21,00+1,41°
S. Typhimurium 20,00+1,41°  15,50+0,71*  16,50+0,71* 20,00+£2,83> 21,00+1,41>  20,00+1,41>  21,50+0,71°

*Ortalama ve std. hata; a-d: Ayni satirdaki farkl st simgeler p<0,05 seviyesinde dnemli bir fark oldugunu gosterir. SA-C:
Probiyotik mikroorganizma igermeyen kontrol sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-K: Kefir kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film
ornekleri; SA-B: B. lactis kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-L: L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum
aljinat film ornekleri; SA-KLB: Kefir, B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KB:
Kefir ve B. lactis kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri; SA-KL: Kefir ve L. rhamnosus kiltirleri ilave edilen
sodyum aljinat film ornekleri; SA-BL: B. lactis ve L. rhamnosus kiiltiirleri ilave edilen sodyum aljinat film 6rnekleri

Tablo 4.6’da da goriildiigii izere, probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA

filmler en giiclii antimikrobiyel ekiyi S. aureus’a kars1 gostermis iken, en diisiik

57



antimikrobiyel etkiyi E.coli’ye kars1 gostermistir. Elde edilen sonuglar SA filmlerin
probiyotik mikroorganizmalar tarafindan {retilen ve patojenler {izerinde
antimikrobiyel etkisi olan maddelerin salinimina izin verme yetenegine atfedilir (El-
Sayed ve El-Sayed, 2020). SA yenilebilir filmler i¢erdikleri probiyotiklerin canliligini
korumak i¢in stabilize edici birer matriks gorevi gormiislerdir (El-Sayed ve ark.,
2021). Calisma sonuglarimiz Bifidobacterium sp., Lb. acidophilus, Lb. casei ve diger
Lactobacillus sp. tiirlerini igeren probiyotik film caligmalar1 ile de uyumluluk
gostermistir (Marin ve ark., 2019; Dianina ve ark., 2019). El-Sayed ve ark. (2021)
yapilan ¢calismada Bifidobacterium lactis, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
casei ile zenginlestirilen sodyum aljinat, kitosan ve karboksimetil seliiloz filmlerin tiim
test mikroorganizmalarina kars1 (Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus cereus, Aspergillus niger ve
Aspergillus flavus) 17- 25 mm’lik zon ¢aplar1 ile inhibisyon etkisi tespit ettiklerini
bildirmislerdir. Bilindigi ilizere probiyotik mikroorganizmalar iirettikleri sekonder
metabolitlerle (organik asitler ve bakteriyosin olarak adlandirilan antimikrobiyel
peptidler vb.) ¢evre ortamini degistirerek, patojen mikroorganizmalar i¢in elverissiz
hale getirirler (Chichlowski ve ark., 2007; Denkova ve ark., 2017). Calisma
sonucunda elde edilen bulgular, gidalarin raf émriinii uzatmak, gida ylizeylerinde
patojen lireme riskini smirlamak ve ayrica saglik yararlari olan fonksiyonel bir {iriin

sunmak i¢in degerli olabilir.

Farkli probiyotikler ile zenginlestirilmis SA yenilebilir filmlerle kaplanmis beyaz
peynir  Orneklerinde  mikrobiyolojik  degisiklikler =~ buzdolab1  kosullarinda
gerceklestirilen 45 giinliik depolama siiresince degerlendirilmis ve Sekil 4.6 — Sekil
4.10 arasinda gosterilmistir. Sekillerde gosterilen sonuclarimiz, kontrol grup ile
karsilastirildiginda, tiim kaplanmis beyaz peynir ornekleri i¢in probiyotik suslarin

depolama stiresince 6nemli 6l¢iide artig gosterdigini ortaya koymustur.
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Sekil 4.6. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir drneklerinin depolama boyunca Lactobacillus spp.
sayist degisimleri (log KOB/g)

Sekil 4.6’da da goriildiigli tlizere, depolama siiresinin sonunda Lactobacillus spp.
sayilar1 kontrol film 6rnekleri ile kaplanmis peynir 6rneklerinde 8,20°den 6,50 log
KOB/g olarak azalis gostermistir. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinde
ise 45. giin sonunda laktik asit bakteri sayis1 6,53 — 8,64 log KOB/g degerleri arasinda
degisim gostermistir (p<0,05).
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Sekil 4.7. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinin depolama boyunca Bifidobacterium
animalis ssp. lactis B94 sayis1 degisimleri (log KOB/g)

Sekil 4.7°de de gorildigi iizere, depolama boyunca en diisiik Bifidobacterium
animalis ssp. lactis B94 sayis1 kontrol film 6rnekleri (SA-C) ile SA-K, SA-L ve SA-
KL film 6rneklerinde elde edilmistir. Depolama boyunca en yiiksek Bifidobacterium
animalis ssp. lactis B94 sayis1 ise depolamanin 45. giiniinde SA-B aktif filmler ile
kaplanmig peynir orneklerinde 7,57 log KOB/g olarak tespit edilmistir. Kaplanmis
peynir drneklerindeki hem Lactobacillus spp. hem de Bifidobacterium animalis ssp.
lactis B94 sayilarindaki depolama boyunca goriilen artis, istatiksel olarak dnemli olup
(p<0,05), bu durum film kaplamalarin probiyotik mikroorganizmalar1 koruyucu
etkisine baglanmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin kontrol SA film 6rnekleri ile
kaplanmis peynir Orneklerinde meydana gelen azaligtan ise peynir Orneklerinde
depolama boyunca meydana gelen fizikokimyasal degisimler ile asitlik gelisimin etkisi

oldugu diislintilmektedir (El-Sayed ve ark., 2021).
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Sekil 4.8. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir drneklerinin depolama boyunca Toplam Mezofilik
Aerobik Bakteri sayist degisimleri (log KOB/g)

Sekil 4.8’de aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinin depolama boyunca
meydana gelen Toplam Mezofilik Aerobik bakteri (TMAB) sayis1 gosterilmistir.
Sekilde 4.8’de de goriildiigii iizere kontrol filmler kaplanmis peynir orneklerinin
aksine diger tiim aktif filmler ile kaplanmis peynir drneklerinin depolama sonunda
TMAB sayist azalis gostermistir (p<0,05). Kontrol filmlerle kaplanmis peynir
orneklerinin depolamanin 45. giiniinde TMAB sayis1 6,58 log KOB/g olarak tespit
edilmisken, en diisiik TMAB sayis1 4,12 log KOB/g olarak depolamanin 45. giiniinde
SA-KLB filmler ile kaplanmis peynir drneklerinde tespit edilmistir.

Aktif SA film kaplamalarinin depolama boyunca peynir 6rneklerinde gerceklestirdigi
psikrotrof mikroorganizma say1 degisimleri Sekil 4.9°da gosterilmistir. Sekil 4.9°’da da
goriildiigli iizere tlim kaplanmis peynir Orneklerinde psikrotrof mikroorganizma
sayisinda depolamanin son giiniinde bir azalma oldugu goriilmektedir. Psikrotrof
mikrooganizma sayisinda meydana gelen bu degisim, kontrol filmler ile aktif filmler
kiyaslandiginda, aktif film ile kaplanmis peynir drneklerinde gerceklesen azalmanin
daha fazla ve istatiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05). Kontrol filmlerle

kaplanmis peynir drneklerinin depolamanin 45. giiniinde psikrotrof mikrooganizma
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sayist 2,87 log KOB/g olarak tespit edilmisken, en diisiik psikrotrof mikroorganizma
sayist 1,80 log KOB/g olarak depolamanin 45. giiniinde SA-KLB filmler ile kaplanmis

peynir orneklerinde tespit edilmistir.
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Sekil 4.9. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir &rneklerinin depolama boyunca psikrotrof
mikroorganizma sayist degisimleri (log KOB/g)

Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinin 45 giinlilk depolama sonucunda
meydana gelen toplam maya-kiif sayilarindaki degisim Sekil 4.10°da gosterilmistir.
Sekil 4.10°da da goriildiigii tizere en yiiksek maya-kiif sayis1 depolamanin 45. giiniinde
kontrol filmler ile kaplanmis peynir Orneklerinde 3,86 log KOB/g olarak tespit
edilmistir. En diisiik maya-kiif sayis1 ise depolamanin 1, 15 ve 30. giinlerinde SA-L,
SA-B ve SA-LB kaplamalar ile elde edilmistir. Kontrol filmler ve aktif film
kaplamalarin peynir Orneklerinin maya-kiif sayisindaki etkisi istatistiksel olarak
onemlidir (p<0,05). SA-K, SA-KL, SA-KB ve SA-KLB filmler ile elde edilen maya-
kiif sayisindaki degisim ise 1,98 — 2,63 log KOB/g olarak tespit edilmistir. Bu filmler
ile yapilan kaplamalarda tespit edilen maya-kiif sayis1 lizerinde, filmlerde kullanilan
kefir kiiltiirinde mevcut olan Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp. tiirlerinin etkin

oldugu diisliniilmektedir.
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Elde edilen bu mikrobiyolojik veriler 15181nda, yenilebilir filmlerin probiyotikler gibi
faydali mikroorganizmalarin gidaya tasmmasi i¢in kullanilabilecek umut verici bir
yontem oldugu diisiiniilmektedir (Corona-Hernandez ve ark., 2013; Soukoulis ve ark.,

2017; El-Sayed ve ark., 2020; El-Sayed ve ark., 2021).
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Sekil 4.10. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinin depolama boyunca toplam maya-kiif sayisi
degisimleri (log KOB/g)

4.4. Mikrobiyel Raf Omrii Veri Analiz Sonuclari

SA film tiirlerinin peynir drneklerinin 45 giinliik depolama stiresince mikrobiyel raf
omrii lizerindeki etkileri, Sekil 4.11 - Sekil 4.15 arasinda kutu grafigi (box-plot) ile
gosterilmis, kag smifa ayrildigi aglomeratif (yigic1) hiyerarsik kiimeleme yontemi ile
belirlenip olusan smiflar dendrogram grafigi (taksonomik iliski agaci) ile
gosterilmistir. Sekil 4.11 - Sekil 4.15°de de goriildiigii lizere, toplam laktik asit bakteri
sayist (LAB), B. lactis ve toplam maya-kiif degerleri i¢in 6l¢iilen log KOB/g birimli
mikrobiyel veriler 3 sinifa ayrilirken, TMAB sayisi i¢in 2 sinifa ayrilmistir. Beyaz
peynir orneklerindeki Psikrotof bakteri sayimlar1 i¢in sinif olugsmamistir. Dolastyla,

psikrotof bakteri sayilari i¢in film kaplama tiirlerinin kontrol gurubuna gore kiyasla
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herhangi bir etkisi olmadig1, ancak LAB, B. lactis, toplam maya-kiif ve TMAB sayilar1

icin film kaplama tiirlerinin etkisi oldugu sdylenebilmektedir.

Depolama siiresince lgiilen Lactobacillus spp. sayilari
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Sekil 4.11. Probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA filmlerin LAB sayisina gore
smiflandirilmasi

Depolama siiresince dlgiilen B. lactis sayilar.
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Sekil 4.12. Probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA filmlerin B. /lactis sayisina gore
siniflandiriimasi
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Depolama siiresince dlciilen TMAB sayilart
T T

7 |
« | == - — +
el |
ob
M
o
2
1
T T i S= , ; : -
o o — - !
4L | | | | | | + |
SAC SAK SA-L SAB SALB SAHKL SA-KB SAKLB
Sodyum aljinat film tirleri
Film tiirlerinin depolama siiresince dl¢iilen TMAB sayisma gire simflandiriimas
E" Sinif-1
% = Sinif-2
M 15
=)
3
)
2 A-
H
.5+
SAL SALB SAKL SAKB SAK SAB SAKLB SAC

Sodyum Aljinat Film Tirleri
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Sekil 4.14. Probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA filmlerin psikrotrof bakteri sayisina

gore siniflandirilmast
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Depolama siiresince dlgiilen Maya-Kif sayilar
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Sekil 4.15. Probiyotik mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA filmlerin toplam maya-kiif sayisina
gore smiflandirilmasi

Elde edilen bulgularin dogrulugunu degerlendirmek icin ise smiflandirmalarin
ortalama performanslari Sekil 4.16’da verilmistir. Sekil 4.16’daki siliiet degerlerinden
goriildiigli gibi siniflandirmalarin ortalama performanslar1 %85 {izeridir. Sonug olarak,

smiflandirmalar yeterince kalitelidir ve ayrigsmalar tesadiifi degildir.
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BOLUM 5. SONUC

Bu ¢alismada, Bifidobacterium animalis ssp lactis B94, Lactobacillus rhamnosus GG
ve kefir mayast (L. kefir, L. delburueckki ssp. bulgaricus, Str. thermophilus,
Lactococcus lactis ssp. cremoris, Lactococcus lactis ssp. lactis biovar diacetylactis,
Leuconostoc mesenteroides, L. berevis, L. helvetius, L. casei, L. plantarum,
Kluyveromyces sp., Saccharomyces sp.) ve bu Kkiiltiirlerin kombinasyonlar1 ile
zenginlestirilmis sodyum aljinat (SA) bazli filmlerin iiretimi, karakterizasyonu ve
dilimlenmis islenmis peynirin kaplanmasi i¢in kullanimlarmin arastirilmasi

amaclanmastir.

Uretilen aktif SA film Orneklerinin fizikokimyasal o6zellikleri incelendiginde,
probiyotik mikrooganizma ilavesinin filmlerin kalinlik degerlerinde artisa neden
oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde film 6rneklerinin nem oranlarinda ve yogunluk
degerlerinde de artis tespit edilmistir. Filmlere probiyotik mikroorganizma ilavesi
farkli mikroorganizma tiirline gore degismekle beraber, filmlerin hidrofobik
Ozelliginin artmasina neden olmustur. Bu durum, bakteriyel ylizey polisakkaritlerinin
film hidrofilikligini azaltmasi ile iliskilendirilmistir. Probiyotik mikroorganizma
ilavesi ile film 6rneklerinin WVP degerleri artis gostermis, mikroorganizma ilavesi ile
film ylizeyinde olusan olas1 gézenek ve delikler filmlerin kohezyonunu bozarak nem
emilimini  arttirmig  oldugu  disiiniilmiistiir. Bununla birlikte, probiyotik
mikroorganizmalar  tarafindan indiiklenen filmlerin  gdriiniimiindeki  renk
degisiklikleri, istatiksel olarak 6nemsiz bulunmustur. Ayrica, filmlerin UV gegirgenlik
ve seffaflik degerleri, SA filmlerin seffaf ambalaj veya kaplama malzemesi olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Filmlerin mekaniksel 6zellikleri incelendiginde, film 6rneklerinin TS ve %E degerleri

ilave edilen probiyotik mikroorganizma tiirii ve kombinasyonuna gore degiskenlik
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gosterdigi goriilmektedir. Ilave edilen probiyotik mikroorganizma ile artis gdsteren TS
ve %E degerleri, probiyotiklerin filmlerde plastiklestirici olarak rol oynadigini
gostermektedir. Genel olarak, probiyotik aljinat filmler, yiiksek TS ve diisik WVP'si

nedeniyle gida endiistrisinde dnerilebilen filmler arasinda yer almaktadir.

Filmlerin gbzenek yapilar1 incelendiginde, yalnizca L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen
sodyum aljinat film Orneklerinin ¢atlak ve gdzenek igermeyen piirlizsiiz bir ylizey
gosterirken, filmlere B. /actis kiiltliriiniin ilavesi filmin yiizey morfolojisinde gozenek
olusumu meydana gelmesine neden oldugu tespit edilmistir. B. lactis kiiltiirii ilave
edilen film 6rneklerinde goriilen gozenek ve piiriizliiliik, bu filmlerin en diisiik TS ve
%E degerlerine sahip olmasi ile iligkili olarak, mekanik 6zelliklerinde de degisime
neden olmustur. Benzer sekilde film formiilasyonlarinda kefir kiiltiiriiniin kullanimi da
film yapisinda pliriizsiizliigiin azalmasina, gézenek olusumuna neden olmustur. Kefir
ile beraber L. rhamnosus kiiltiirii ilave edilen sodyum aljinat film 6rneklerinin film
morfolojilerinin ise daha piiriizsiiz bir yap1 gosterdigi, mikroorganizmalarin film
yiizeyinde homojen olarak dagildigi gézlemlenmistir. Bu durumun L. rhamnosus
kiiltiirii ilave ile, sodyum aljinat ile L. rhamnosus kiiltiirii arasinda iyi bir molekiiler

aras1 etkilesimden kaynaklandig diistiniilmektedir.

Filmlerdeki probiyotik mikroorganizma sayisi filmlerin kurutulmasi sonrasinda
azalma gostermistir. Filmlerdeki kurutma sonrasi probiyotik mikroorganizmalarinin
canlilik degerleri % 81,79 — 90,57 arasinda degisim gostermistir. Probiyotik
mikroorganizmalarla zenginlestirilmis SA filmler en gii¢lii antimikrobiyel ekiyi S.
aureus’a kars1 goOstermis iken, en disiik antimikrobiyel etkiyi E.coli’ye karsi
gostermistir. Elde edilen sonuglar SA filmlerin probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan iretilen ve patojenler ilizerinde antimikrobiyel etkisi olan maddelerin

salinimina izin verme yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.

Farkli probiyotikler ile zenginlestirilmis SA yenilebilir filmlerle kaplanmig beyaz
peynir Orneklerinde mikrobiyolojik degisiklikler buzdolabr kosullarinda (+4°C’de,
karanlik  kosullarda)  gerceklestirilen 45  gilinlik depolama  siiresince

degerlendirildiginde, kontrol grup ile karsilastirildiginda, tiim kaplanmis beyaz peynir
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ornekleri i¢in probiyotik suslarin depolama siiresince 6nemli dlglide artis gosterdigini
ortaya konmustur. Aktif SA filmler ile kaplanmis peynir 6rneklerinde ise 45. giin
sonunda laktik asit bakteri (LAB) sayis1 6,53 — 8,64 log KOB/g; Bifidobacterium
animalis ssp. lactis B94 sayis1 1,53 — 7,57 log KOB/g; TMAB sayis1 4,12- 6,58 log
KOB/g; psikrotrof mikroorganizma sayis1 1,80- 2,87 log KOB/g ve toplam maya-kiif
sayilart ise 2,00 — 3,86 log KOB/g degerleri arasinda degistigi tespit edilmistir.

Aktif SA film tiirlerinin peynir 6rneklerinin 45 giinliik depolama stiresince mikrobiyel
raf Omri iizerindeki etkileri smiflama yontemlerine gore incelendiginde, LAB, B.
lactis ve toplam maya-kiif i¢in Olciilen mikrobiyel veriler 3 smifa ayrilirken, TMAB
sayilart i¢in 2 smifa ayrilmistir. Psikrotrof bakteri sayimlar1 i¢in smif olugmamustir.
Dolasiyla, depolama siiresi boyunca peynir 6rneklerinde tespit edilen psikrotrof grubu
mikroorganizmalar i¢in kullanilan film kaplama tiirlerinin kontrol gurubuna gore
kiyasla herhangi bir etkisinin olmadigi, ancak LAB, B. lactis, toplam maya-kiif ve

TMAB i¢in film kaplama tiirlerinin etkisi oldugu sdylenebilmektedir.

Sonug olarak, tez calismasi kapsaminda elde edilen veriler 1s18inda, yenilebilir
filmlerin probiyotikler gibi faydali mikroorganizmalarin gidaya tasinmasi igin
kullanilabilecek umut verici bir yontem oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, elde edilen
calisma bulgulari, ilerki caligmalarda probiyotik mikroorganizmalar ile zengilestirilen
SA bazli film 6rneklerinin farkli iirliin uygulamalari ile iiriin raf 6mrii kalite analizleri

hakkinda yapilacak ¢alismalara 151k tutulabilecektir.
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