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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ANTIMIKROBIYAL OZELLIKTEKI YENILEBILIR FILMLERIN TAZE SIGIR ETININ
MIKROBIYOLOJIK VE RENK STABILITESINE ETKILERI

Zehra KARAGOZ

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Kezban CANDOGAN

Bu c¢aligmada antimikrobiyal o6zellikteki iki farkli kekik ucucu yagi (mercankdsk- Oreganum
heracleoticum L. ve bahge kekigi- Thymus vulgaris L.) ilave edilerek hazirlanmis izole soya proteini bazli
yenilebilir filmlerin gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteleri ve soguk muhafaza (4°C)
boyunca taze sigir kiymasinin mikrobiyolojik ve renk stabilitesi iizerine etkileri belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktivite % 0, 1, 2, 3, 4 ve 5 konsantrasyonlarda mercankosk- Oreganum heracleoticum L.
(OR) ve bahge kekigi- Thymus vulgaris L. (TH) yag1 igeren izole soya proteini bazli film diskleri ile test
mikroorganizmasi olarak E. coli Tip 1, E. coli O157:H7, S. aureus, P. aeruginosa ve L. plantarum
kullanilarak besiyeri ortaminda inhibisyon zonu testi ile belirlenmistir. Kekik yaglari iceren filmlerin
taze siir kiymasi {izerine etkilerini incelemek amaciyla inhibisyon zonu testi sonuglaria goére %5 OR,
TH ve OR:TH (1:1) (ORT) igeren yenilebilir filmlerin kullanilmasina karar verilmistir. Yeni kesilmis
dana etinden elde edilen kiyma (%24 yagli) hamburger koftesi sekli verildikten sonra %0 (ISP) ve % 5
OR, TH ve ORT kekik yaglarini iceren yenilebilir filmler koftenin alt ve st ylizeyine uygulanmis ve
vakum paketlenerek 4°C’de 12 giin muhafaza edilmistir. Bir grup da kontrol (K) olarak ayrilmis ve
yenilebilir film uygulanmadan vakum paketlenerek depolanmistir. Kekik yaglarini igeren yenilebilir
filmlerin {iriin 6zelliklerine etkileri depolamanm 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerinde, mikrobiyolojik
olarak toplam mezofilik aerobik, Koliform, Staphylococcus spp., Pseudomanas spp.ve laktik asit bakteri
sayilarmin belirlenmesi ile, renk stabilitesine etkileri ise enstriimental CIE* parlaklik (L*), kirmizilik (a*)
ve sarilik (b*) degerleri ile metmiyoglobin (MetMb) oran1 saptanarak test edilmistir. . Kekik yag1 iceren
filmlerin kiymanin duyusal 6zelliklerine etkisini tespit etmek amaciyla duyusal analiz yapilmistir.

Mikrobiyolojik analiz sonucunda OR, TH ve ORT igeren filmlerin uygulandigi kiymalarda K ve ISP
gruplarina gore diisiik koliform bakteri sayisi bulunmus ancak sadece 10. giinde ORT grubunun koliform
bakteri sayilarinin K grubundan istatistiksel olarak 6nemli 6lglide diisiikk oldugu saptanmistir (p<0,05).
Pseudomonas spp.’a ise TH ve ORT fimlerinin 12 giinliik depolama boyunca etkili oldugu (p<0,05),
kontrol grubuna kiyasla sadece OR igeren filmlerin Staphylococcus spp.’a karsi 3. giine kadar etkili
oldugu (p<0,05) gdzlenmistir. Periyotlar boyunca yapilan renk analizleri sonuglarina gore ise, yenilebilir
filmlerin L* degeri iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 (p>0,05), a* ve b* degerlerinde ise azalmaya
neden oldugu belirlenmistir (p<0,05). Film uygulanmis 6rneklerin MetMb orani 3. giine kadar kontrole
gore diisik bulunurken (p<0,05), 3. giinden sonra tim gruplarin MetMb orani benzer degerler
gostermistir. pH degerleri incelendiginde kontrol 6rneklerinde goriilen pH diisiisiine nazaran, film ile
kaplanmis kiymalardaki pH diisiisii daha yavas olmustur ve aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (p<0,05). Duyusal degerlendirme sonuglarinda ise, kekik yagi iceren yenilebilir film
uygulanan OR, TH ve ORT gruplarinda lezzet, koku ve genel begeni parametrelerine ait puanlarin ISP ve
K grubuna kiyasla daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

2007, 86 sayfa
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stabilite, renk stabilitesi
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ABSTRACT
Master Thesis

EFFECTS OF ANTIMICROBIAL EDIBLE FILMS ON MICROBIOLOGICAL AND COLOR
STABILITY OF FRESH BEEF

Zehra KARAGOZ

Ankara University
Institute of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Kezban CANDOGAN

In this study, antimicrobial activity towards food borne pathogens and the effects on microbiological and
color stability of fresh ground beef during cold storage (4°C) of isolated soy protein based edible films
incorporated with two different types of thyme essential oils (Oregano- Oreganum heracleoticum L. and
garden type thyme- Thymus vulgaris L.) were determined. Antimicrobial activity was determined by
inhibition zone testing in the media plate by using film discs including 0, 1, 2, 3, 4 and 5% oregano-
Oreganum heracleoticum L. (OR) and garden thyme- Thymus vulgaris L. (TH), and by using E. coli Type
1, E. coli O157:H7, S. aureus, P. aeruginosa ve L. plantarum as test microorganism. according to
inhibition zone testing results edible films containing 5% OR, TH and OR:TH (1:1) (ORT) were decided
to be used in order to determine the effects of films incorporated with thyme oils on fresh ground beef.
Ground beef obtained from recently slaughtered animals (24% fatty) was formed into hamburger patties
and edible films containing 0% (ISP) and 5% OR, TH and ORT thyme oil were applied to upper and
bottom surfaces of the patties. They were then vacuum packed and stored for 12 days at 4°C. Some of the
patties were separated as the control group (C) and they were vacuum packed and stored without applying
edible film. The effects of edible films containing OR, TH AND ORT on product characteristics were
tested on days 0., 1., 3., 6., 8., 10. and 12 microbiologically for total mesophilic aerobic bacterial,
Coliform, Staphylococcus spp., Pseudomanas spp.and lactic acid bacteria counts; for color stability,
brightness) (L*), redness (a*) and yellowness (b*) values and metmyoglobin (MetMb) ratio. Sensory
analyses were performed in order to determine the effects of edible films containing thyme oils on the
sensory properties of ground beef.

As a result of the microbiological analysis, lower Coliform counts were obtained in ground beef
incorporated with edible films containing OR, TH and ORT as compared with C or ISP group. However,
only on day 10 Coliform count of ORT group was lower than C group (p<0.05). For Pseudomonas spp.,
TH and ORT films were effective over 12 day-storage. For Staphylococcus spp., films containing only
OR were effective only for 3 days when compared with the control group (p<0.05). According to the
instrumental color analyses, edible films did not have significant effect on brightness (L*) lower redness
(a*) and yellowness (b*) values were determined in ground beef with edible films (p<0.05). For the
samples treated with the edible films, MetMb ratio was in lower than the control (p<0.05) until day 3
whilst all groups showed similar MetMb ratio after day 3. There were a decrease in pH in all groups over
the storage period (p<0.05). Control group had lower pH values than the other groups coated with edible
films (p<0.05). In sensory evaluation samples coated with OR, TH and ORT containing edible films had
lower scores as compared to K and ISP in terms of taste, odor and general acceptability characteristics
(p<0.05).

2007, 86 pages
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1. GIRIS

Diinyada ve Tiirkiye'de gida giivenligi ve kalitesindeki baslica ilerlemelerle birlikte,
gidalarin sinir Otesi ticaretindeki engeller uzun siire dayanabilen, kolay hazirlanan,
besleyici ve ¢cok az iglem gormiis gidalara olan ilgiyi artirmaktadir. Yeterli ve dengeli
beslenme, metabolizmanin isleyisi i¢in gereken temel besin maddelerini igeren gidalari
tilkketmektir. Bu dogrultuda akla ilk gelen gidalar i¢inde yer alan ve kolay bozulma
egiliminde olan et ve et iriinleri, tiiketici talebinin artisiyla yiiksek kalitede, modern,

dogal ve giivenilir bir ambalaja gereksinim duymaktadir (Brody 2005).

Son yillarda tiiketicinin besin degeri yiiksek, lezzetli ve dogal gidalara olan talebi
nedeniyle, gida bilimi ve teknolojisi alaninda yapilan arastirmalarin biiytik bir boliimii
yeni koruma teknolojilerine odaklanmistir (Devlighere ef al. 2004). Bu teknolojiler ise
az islenmis ve Ozellikle yapay katki maddelerinden arindirilmis gida iiretimini
amaglamaktadir. Aktif ambalajlama gibi yeni ambalaj sistemleri bu teknolojiler i¢inde
arastirmalarin yogunlastigi uygulamalardan biri olarak dikkat c¢ekmektedir. Aktif
ambalajlama giday1 sadece dis etkilere karsi korumakla kalmayip, bilinyesine katilan
aktif ajanlarla raf dmriinde uzama saglayan bir inovasyondur. Aktif ambalajlamanin
birgok formu mevcut olup bunlardan antimikrobiyal film ve kaplamalarin kullanimu,
gidalarda ve Ozellikle taze et iiriinleri ile siit iirlinlerinde uygulama alani bulan bir gida

koruma teknigidir (Vermeiren ef al. 1999).

Taze et ve islenmis et iirlinlerinin depolanmasi esnasinda, iiriin kalitesinin bozulmasinda
etkili olan degismelerden en Onemlisi mikrobiyolojik degismelerdir (Sallam et al.
2004). Ette mikrobiyal kontaminasyon ylizeyden basladig1 ve yapisi1 geregi diger bir¢cok
gidadan daha kolay bozulma egiliminde oldugu i¢in depolama boyunca iiriin 6zellikleri
mikrobiyal gelismelerden olumsuz yo6nde etkilenir. Bununla beraber, mikrobiyal
gelisme, etin depolanmasi boyunca gergeklesen ve istenmeyen organoleptik degismeleri
indiiklemektedir. Ayrica et ve et iiriinlerinde patojen mikroorganizmalarin bulasmasiyla
Olimlere kadar gidebilen gida zehirlenmeleri goriilmektedir (Karagdz ve Candogan

2007).



Et ve triinlerinde ylizeydeki mikrobiyal gelisimin engellenmesi amaciyla piiskiirterek,
daldirilarak ya da toz halde direkt katilarak uygulanan antimikrobiyal maddelerin
etkinligi, gida bilesenleriyle interaksiyon ve gida i¢ine fazla salinimdan kaynaklanan
zamanla aktif konsantrasyondaki azalma sonucu kaybolur (Kolsarici and Candogan
1995, Ha et al. 2001, Kim et al. 2002). Bu nedenle antimikrobiyal maddelerin gida
ylzeyine direkt uygulanmasi faydalarmi sinirlandirir.  Antimikrobiyal ajanlarin
yenilebilir film materyalinden gidaya kontrollii salinimin saglanmasi ile bu sorunlarin
istesinden gelmek olasidir (Kim er al. 2002). Bu sekilde atimikrobiyal maddelerin
ambalajdan gidaya salinimi uzun bir periyotta gergeklestiginden, iirliniin depolanmasi
ve taginmasi esnasinda aktivite de daha uzun siireli olur (Vermeiren et al. 1999,

Quintavalla and Vicini 2002).

Dogada atik olarak biriken sentetik madde miktarinin bertarafi i¢in ¢evreci bir yaklagim
olarak gelistirilen biyobozunur 6zellikte film tiretimi ile birlikte gidalardaki kullanimi
da arastirilmaktadir. Antimikrobiyal yenilebilir film iiretiminde gelecekteki calismalar,
dogrudan filme dahil edilebilen biyolojik tiirevli antimikrobiyal materyallerin daha etkin
olacag1 goriisii lizerinde odaklanmistir (Brody 2005). Yenilebilir filmler protein, lipit ve

karbonhidratlardan iiretilebilmekte ve gida ile birlikte tiiketilebilmektedir.

Ette mikrobiyal gelismeyi inhibe etmek, pigment oksidasyonu sonucu kotii renk
olusumunu engellemek ve raf Omriinii uzatmak amaciyla yenilebilir film
formulasyonuna yiiksek antioksidan Ozelikleriyle bilinen bazi dogal pigment
maddelerinin yanisira, yiiksek antimikrobiyal 6zellikteki ugucu yaglar, organik asitler
ve bakteriyosinler de katilabilmektedir (Vermeiren et al. 2002). Baharat, ¢esitli
bitkilerin ekstraktlar1 ve ugucu yaglar antimikrobiyal 6zelliklerinin yaninda, dogaldirlar
ve etkinlikleri de oldukc¢a yiiksektir (Shelef 1983). Ayrica bitki ekstraktlarinin
bakteriler, mayalar ve kiiflere kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 da

arastiricilar tarafindan belirtilmektedir (Conner and Beuchat 1984).

Bu calismada, antimikrobiyal oOzellikteki iki farkli c¢esit kekik yagi mercankdsk
(Oregano- Oreganum heracleoticum L.) ve bahge kekigi (Thyme- Thymus vulgaris L.)



ilave edilerek hazirlanmis soya proteini bazli yenilebilir filmlerin, soguk muhafaza
boyunca taze sigir kiymasinin mikrobiyolojik ve renk stabilitesi iizerine etkileri

belirlenmistir.



2. LITERATUR OZETIi

Depolama boyunca fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik ve enzimatik degisimlere ugrayan
gidalarin raf 6mrii; yapilarindaki proteinlerin, karbonhidratlarin ve yaglarin 151k, nem ve
sicaklik gibi c¢evresel faktorlerden dolayr degisime ugramalari sonucu azalir.
Gidalardaki raf omrii duyusal, besinsel ve mikrobiyolojik 6zellikler ya da iirlin
giivenligi acisindan gidanin kabul edilirligini korudugu bir zaman dilimidir. (Labuza

and Brene 1989, Balasubramaniam and Chinnan 1997).

Taze et sogukta (4°C) depolandiginda 3 ile 5 giin arasinda degisen raf dmriine sahiptir.
Bolgelere gore degismekle beraber diinyada {iretilen etin 1/3 ile 1/4’den fazlasi
bozuldugu i¢in tiiketilememektedir (Thakur and Singh 1994). Bunun yaninda et ve et
tiriinlerinin, gida kaynakli hastalik nedeni olan L. monocytogenes, S. typhimurium, E.
coli O157:H7 ve Y. enterocolitica gibi patojen bakterilerle bulagmasi olasidir. Bu

nedenle patojen bakteri gelisiminin engellenmesi et endiistrisi i¢in 6énemli bir konudur.

Taze etin mikrobiyal yiikii hayvanin tiirli, saglik durumu, canli hayvanin yetistirilmesi,
kesim esnasindaki uygulamalar, karkasin sogutulmasi, prosesteki sanitasyon kosullari
ve kullanilan ambalaj tipi ve sekli gibi ¢ok sayida faktorden etkilenir. Kesimden ve
islemeden sonra gerek mikrobiyolojik ve gerekse biyokimyasal degisimlerin kontrol
altina alinmasi amaciyla et ve iriinlerinin ambalajlanmas1 giiniimiizde bir zorunluluk
haline gelmistir. Bu amagla {iriine bagli olarak ¢ok cesitli ambalaj yontemi ve ambalaj

materyali gelistirilmistir (Young et al. 1988).

Taze etlerin ambalajlanmasinda genellikle su buhar1 gecirgenligi diisiik, bununla birlikte
oksijen ve karbondioksit gecirgenligi yiiksek ambalajlar kullanilir. Yiiksek gaz
gecirgenligine sahip materyallerle ambalajlama, {iriinde mikrobiyal gelisim i¢in elverigli
bir ortam saglar. Eger vakum ambalaj sézkonusu degilse, soguk muhafazada aerobik
psikrotrof bakteriler baskin hale gelir. Bunlar i¢inde, etlerin bozulmasinda
Pseudomanas’lar etkili bakterilerdir. Vakum ambalaj ve oksijen gegirgenligi diisiik

ambalaj materyalleri Pseudomanas gelisimini inhibe edebilirler ancak, fakiiltatif



anaerob olan laktik asit bakterilerinin gelisimini engelleyemezler. Bu ylizden, taze
etlerin depolama siiresince bozulmay1 geciktirerek korunmasi amaciyla gelistirilen

modern ambalaj teknolojileri 6nem tasimaktadir (Quintavalla and Vicini 2002).

Son yillarda, geleneksel olarak bir gida ambalaj materyalinden beklenen korumanin
yaninda, ek avantajlar saglayan ¢esitli ambalaj materyalleri ve teknolojileri konusunda
yeni yaklagimlar iizerinde calisiimaktadir (Chinnan and Cha 2004). Sadece bariyer
ozelliginden dolayi basit bir koruma saglayan klasik ambalajlama tekniklerine ek olarak
giiniimiizde daha kaliteli ve giivenli gida temini i¢in istenen fonksiyonlar: karsilamada
etkili “aktif ambalajlama” ya da “interaktif ambalajlama” teknolojileri giderek 6nem

kazanmaktadir (Rooney 1995, Kerry et al. 2006).

Aktif ambalajlama, ambalaj materyaline ugucu veya ucucu olmayan ¢esitli maddelerin
ilavesiyle ambalaj i¢ atmosferinde degisim yaratarak, kaliteli ve giivenli gidalarin
tilkketiciye sunulmasini saglayan yeni bir uygulamadir. Bu teknolojide amag, iiriin
giivenliginin yaninda beslenme ve duyusal kalitenin de siirekliliginin saglanarak raf
Omriiniin uzatilmasidir. Bu sistemde, gida ile ambalaj materyali veya ambalaj atmosferi
arasindaki etkilesim sayesinde iiriin, dis ¢evreden kaynaklanan olumsuz etkilerden aktif
bir sekilde korunur. Ambalaj materyaline fonksiyonel oOzellikler kazandiran aktif
ambalajlama  sistemleri, uygulandigt  gidanin  nitelikleri ~ dikkate  alinarak
gelistirildiginden her iirline 6zgii farkli sistemlerin uygulanmasini gerektirir. Bu ylizden
bir gida icin gelistirilen sistemin ayni sekilde diger bir gidaya uygulanmasi s6z konusu

degildir (Rooney 1995, Kerry et al. 2006).

Giliniimilizde uygulanan ve arastirmalarin devam ettigi aktif ambalajlama uygulamalarina
ornek olarak; oksijene duyarli gidalarda, ambalajlama sonrasinda oksijen kalintilarini
absorbe eden oksijen tutucularin kullanimu ile kalite kaybinin azaltilmasi, taze meyve ve
sebzelerin depolanmasinda iiriin raf dmriiniin uzatilmas1 amaciyla ortamdaki etilenin
uzaklastirilmasi i¢in etilen tutucularin kullanimi, gidanin gerek kimyasal gerekse
mikrobiyolojik kalitesinin korunmasi i¢in karbondioksitin ambalaj atmosferinden

uzaklastirilmast amaciyla karbondioksit diizenleyicilerin  kullanimi, gidalardaki



oksidatif reaksiyonlarin engellenmesi amaciyla antioksidan maddelerin ambalaj
materyallerine ilave edilmesi (antioksidan ambalajlama) ve mikrobiyolojik bozulmanin
ve patojenlerin kontrol altina alinmasi amaciyla antimikrobiyal 6zellikteki maddelerin
ambalaj materyaline dahil edilmesi (antimikrobiyal ambalajlama) verilebilir (Appendini

and Hotchkiss 2002).

Uygulamada 6zellikle et ve et iirlinleri agisindan biliyiilk 6nem tagiyan antimikrobiyal
ambalajlamanin temeli, difiizyon yoluyla gidalara antimikrobiyal bilesiklerin gogiiniin
kontrollii bir sekilde saglanmasi olup, sonugta sadece baslangictaki istenmeyen
mikroorganizmalar inhibe edilmeyip ayni zamanda kalanlarin aktivitesi de engellenir.
Antimikrobiyal ambalajlamada, ajanlar ambalaj materyaline dogrudan katilabilmekte
veya gida-ambalaj materyali arasindaki katmana eklenebilmektedir (Han 2000, Cooksey

2001, Cutter 2002).

Ambalaj materyaline antimikrobiyal ajanlarin uygulanmasi ile ambalaj i¢inde yeni bir
ortam yaratilarak iirlin yiizeyinde mikrobiyal ¢ogalma geciktirilir ve hatta 6nlenebilir.
Antimikrobiyal ajanlar giday etkileme sekline gore iki grupta degerlendirilir. i1k grup,
antimikrobiyal madde igeren ambalaj materyalinden gidaya dogru go¢ eden
antimikrobiyal ajanlar1 kapsar ve bu maddeler ugucu oldugundan bdyle sistemlerde gida
{iriinii ile ambalaj malzemesinin direkt temas1 gerekli degildir. Onemli olan nokta,
ambalaj materyalinin antimikrobiyal ajanlarin gida maddelerine dogru kontrollii
gecisine izin verebilecek sekilde formiile edilmis olmasidir. Go6¢ hizi hedef
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal aktivitenin etkisinin artiginda kritik rol oynar.
Ikinci grup ise antimikrobiyal ajanin gocii olmaksizin gida yiizeyindeki mikrobiyal
gelisime kars1 etkilidir ve bu antimikrobiyal ajanlar ugucu degillerse mutlaka gida
ylizeyi ile temasta olmalidirlar. Bu yilizden antimikrobiyal ajanlar ylizeye difiize
olabilmekte ve sonucta ylizey karakteristikleri ile difiizyon kinetigi Onemli hale

gelmektedir (Han 2000, Cooksey 2001, Cutter 2002).



Plastik ambalajlama materyallerine alternatif, ¢evreyle dost ambalaj materyali olarak
biyobozunur (biyopolimer, biyo-bazli) filmler antimikrobiyal ambalajlama icinde One

¢ikmaktadir (Temiz ve Yesilsu 2006).

Biyopolimerler bitkisel ve hayvansal materyalleri de kapsayan bircok kaynaktan
tiretilebilmektedir. Film sekillendirme, giiclillik ve esneklik 6zellikleri, molekiil
tinitelerinin ¢apraz baglanmasini gerektirir ve bunun ig¢in biyopolimer filmlerin
iiretiminde en iyi bilesenler proteinler ve karbonhidratlardir (Dawson et al. 1995).
Protein, lipit ve karbonhidrat bazli yenilebilir ambalaj materyallerinin gida
ambalajlamada kullanilmasi, gidalarda kalite kaybin1 ve kontaminasyonu kontrol altina
almada arastirmalarin yogunlastigi konularin basinda gelmektedir (Gennadios and

Weller 1991).

Yenilebilir 6zellikteki film ve kaplamalar asil olarak oksijen, karbondioksit ve lipit
transferini kontrol altinda tutarak gida sisteminin mekanik 6zelliklerini gelistirirler, tat
ve aroma maddelerinin kaybini azaltirlar ve antioksidanlari, antimikrobiyal maddeleri,
pigmentleri, esmerlesme reaksiyonlarini durduran iyonlar1 ve vitaminleri iirliniin
icerisinde tutarak gida kalitesini ve raf Omriinii gelistirirler (Kaya and Kaya 2000,
Guillard et al. 2003). Cizelge 2.1°de biyopolimer filmlerle kullanilan antimikrobiyal

ajanlar ve uygulandiklar1 gida maddeleri verilmistir.

Yenilebilir filmlerin ambalajlama amaciyla kullanimina yonelik arastirmalar bu
filmlerin gidalarin kalitesini ve giivenligini artirici ayrica raf Omriinii uzatici

potansiyelleri nedeniyle dnem kazanmustir.

Yenilebilir film ve kaplamalar gidanin dis etkenlere karst mekanik ozelliklerinin
korunmasini saglarlar ve boylece gidanin biitlinliigiine de katkida bulunurlar. Yenilebilir
film ve kaplamalar gida ile birlikte tiiketileceginden yenilebilirlikleri, kullanim dozlar

ve saglik giivenligi hususlari temel alinmalidir (Debeaufort ef al. 1998).



Cizelge 2.1 Antimikrobiyal gida ambalajlamada kullanilan biyopolimerler ve uygulanan

etken maddeler (Chinnan and Cha 2004)

Biyopolimerler Antimikrobiyal Ajanlar Gida
Polisakkaritler
Nisasta ve Tirevleri Potasyum sorbat Cilek
Seliiloz ve Tiirevleri
Seliiloz Pediosin Et
Seliiloz bazli kagit Nisin/Lactisin Peynir/Jambon
MC/HPMC-Yag asitleri Potasyum Sorbat Su-Gliserol
MC/ Palmitik asit Sorbik asit /Potasyum Sorbat Su-Gliserol
HPMC/Yag asitleri Nisin Besiyeri ortami
HPMC Ethanol/Sitrik-asetik-sorbik asit Domates
Alginat Glukoz oksidaz Balik
Nisin Sig1r eti
Nisin MRS Broth besiyeri
Nisin Kanath Etleri
Nisin/EDTA/Lizozim/GFSE Besiyeri ortami
Karragenan Klortetrasiklin/Oksitetrasiklin Kanatli Etleri
Sorbistat/EDTA/Lizozim/GFSE
Kitozan Soyum Benzoat/Potasyum sorbat Besiyeri ortami1
Asetik/Propiyonik asit Tampon
Asetik/Propiyonik asit Et
Agar Nisin Kanath Etleri
Proteinler
Misir zeini Lizozim/Nisin Besiyeri ortami
Nisin/Laurik asit/EDTA Besiyeri ortami
Soya Proteini izolat1 Lizozim/Nisin Besiyeri ortami
Peyniralt1 suyu proteini izolat1 | Potasyum sorbat Su-Gliserol

p-amino benzoik asit/sorbik asit

Besiyeri ortami

Bugday gluteni

Sorbik asit

Etanol-Su

Film ya da kaplama materyalinin secimi daha ¢ok istenen fonksiyonlar1 karsilama
kapasitesine baghdir. Et ve et liriinlerinde yenilebilir film ve kaplamalar oldukca ilgi
gormekte ve bunlarin biyobozunurluk ve yenilebilirlik 6zelliklerinin yaninda, oksidatif
ve fiziksel strese karsi da iyi bir bariyer olabilmeleri tercih edilme sebepleri arasinda

sayilmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalar et ve et liriinleri, kanath etleri ve balik



endiistrisi i¢in birgok avantaj saglar. Taze ya da dondurulmus et, depolama boyunca
nem kaybi, tekstiir, flavor ve renk degisimlerine diger yandan da agirlik kaybina ugrar.
Yenilebilir kaplamalar iyi nem bariyerleme O6zelliklerinden dolayi, nem dolayisiyla

agirlik kaybini bir dl¢lide azaltabilmektedirler (Gennadios et al. 1997).

Yenilebilir film ve kaplamalarin diger bir avantaji da perakende tepsilerde ambalajlanan
taze kirmizi et, kanatli etleri veya balik etlerininin ambalajlarinda sorun yaratan sizinti
suyunu tutarak ambalaj i¢cinde birikmesini Onlemeleridir. Boylece tepsilerde ayrica
emici ped kullanimina gereksinim duyulmaz. Kirmizi et, kanatli etleri ve su
tirtinlerinden ugucu lezzet bilesiklerinin kaybi ve iiriine disardan istenmeyen koku
bulagsmasi yenilebilir kaplamalarla sinirlandirilir. Yenilebilir film ve kaplamalarin
sagladig1 bu faydalara ilaveten kizartilarak tiiketilen balik, kanath etleri ve kirmizi
etlerin kizartma boyunca yag absorpsiyonunu azaltarak iiriiniin besleme degerinde de

iyilesme saglarlar (Park 1996).

Yenilebilir film ve kaplamalar nem kaybi, oksidasyon ve mikrobiyal bozulmalara karsi
etkili olmalar1 ve nem, gaz ve diger ugucu maddelerin diflizyonuna kars1 bariyer
Ozelliklerinin  yaninda tatlandiricilar, antimikrobiyal maddeler, antioksidanlar,
vitaminler ve renklendiricileri de igeren bir¢ok katki maddesi i¢in tasiyict olarak da

gorev yapabilirler (Guillard et al. 2003).

Son yillarda yapilan arastirmalarda, yaglar (kati1 yaglar, balmumlar1 ya da sivi yaglar),
polisakkaritler (nisasta, alginat, seliiloz eteri, kitozan, karragenan ya da pektin) ya da
proteinlerden (kazein, peyniralti suyu proteini, jelatin, fibrinojen, soya proteini, bugday
gluteni, misir zeini yada yumurta albumini) olusan yenilebilir film ve kaplamalarin et ve
iriinlerinde teknolojik kaliteyi iyilestirmesinin yani sira gidalarin tazelik ve giivenligini
artirdigy, ileri islem gormiis et {liriinlerinde nem kaybini ve yag oksidasyonunu azalttig
renk kaybini dnledigi ve patojen mikroorganizmalari kontrol altina aldig1 goriilmiistiir.
Bunlar icerisinde gida teknolojisinde en yaygin olarak kullanilanlar polisakkarit ve

protein bazli film ve kaplamalardir (Gennadios ef al. 1997).



2.1 Polisakkarit Bazh Film ve Kaplamalar

Dogada cesitli kaynaklardan elde edilebilen yenilebilir film materyallerinin birgogu
genellikle toksik 6zellik gostermeyen polisakkarit bazlidir. Polisakkarit bazli film ve
kaplamalar ¢ok genis kullanim alanina sahiptirler. Ayrica oksijen ve karbondioksit
gecirgenliklerinin uygun olmasi nedeniyle taze meyve ve sebzelerde solunumu ve
dolayisiyla olgunlasmay1 geciktirirler. Polisakkarit bazli filmler hidrofilik karakterde
olduklarindan belli sartlarda oksijen ve karbondioksite karsi ¢cok iyi bariyerleme 6zelligi
gosterirken, su buhar1 gegirgenligindeki bariyerleme 6zelliginin zayif olmasindan dolay1
ambalaj i¢inde su yogunlasabilir ve bu da mikrobiyal bozulmalara sebep olabilir.
Yenilebilir film ve kaplama yapiminda yaygin olarak kullanilan polisakkaritler, nisasta,
seliiloz ve tiirevleri, alginatlar, kitozan ve agardir (Guilbert 1986, Park and Chinnan

1995).

Nisasta biyobozunur 6zellikte olan hidrofilik karakterde bir polisakkarittir. Nisastadan
iiretilen ambalaj materyallerinin gaz bariyerleme Ozellikleri zayiftir. Garcia et al.
(1998), potasyum sorbat igeren nisasta bazli yenilebilir kaplamalarla muamele edilen
cileklerin, mikrobiyal yliklerinin azaldigin1 ve depolamada raf omriiniin de 14 giinden

28 giine uzadigin bildirmislerdir.

Seliiloz ise dogada en yaygin polisakkarit olup, kimyasal yapisindan dolay1 kristal
yapida lifli ve ¢oziinmez Ozelliktedir. Bu nedenle, 6zellikleri film ve kaplamalar i¢in
uygun seliiloz tiirevleri tercih edilmektedir. Metil Seliiloz (MS) ve hidroksipropil metil
seliiloz (HPMS) gibi seliiloz tiirevleri suda ¢oziiniir 6zellikte daha giiclii ve daha esnek
film tiretimi i¢in uygundur. Baldwin et al. (1996), karboksimetil seliiloz bazli yenilebilir
kaplamalarin, dilimlenmis elma ve patatesin depolama Omriini artirdigini

saptamiglardir.

Polisakkarit bazli yenilebilir kaplama tiretiminde kullanilan diger bir hidrokolloid olan
alginat, kahverengi su yosunundan elde edilen aljinik asitin tuzu olan D-mannuronik ve

L-guluronik asit monomerlerinin lineer kopolimeridir. Earle (1968), Ca-aljinat jeliyle
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kaplanmis kanath etleri, kirmizi et ve baliklarda soguk depolama boyunca renk
oksidasyonuna ve su kaybina karsi bir koruma saglandigini belirtmis ve bu calismayla

patent almistir (Lazarus 1976).

Lazarus et al. (1976), Ca-aljinat ile kaplanan kuzu karkaslarinda mikrobiyal kaliteyi
inceledikleri bir caligmada, aljinat ile kaplanmis kuzu karkasinda sogukta 7 giin
depolamadan sonra yiizeydeki toplam mikrobiyal sayinin plastik bazli ambalajlamaya
kiyasla onemli derecede azaldigini ve yaptiklar1 bir diger calismada da alginat
kaplamalarin, taze biftek dilimi, pirzola, derili tavuk butu ve kuzu karkaslarinda nem
kaybin1 azaltarak sululuk Ozelliklerinin iyilestirilmesinde etkili  olduklarini

bildirmislerdir.

Wanstedt et al. (1981), pisirilmis ve dondurularak depolanmis alginat kapli domuz
koftelerinde, nem ve aroma maddelerinin kaybinin azaltildigin1 ve kaplama uygulanmis
orneklerin duyusal kalitesinin kontrol koftelerine kiyasla daha kabul edilebilir diizeyde

oldugunu rapor etmislerdir.

Deniz kabuklularindan elde edilen kitozan ve agar da gidalarda yenilebilir film ve
kaplama {iretiminde kullanilmaktadir. Yapist geregi dogal olarak antimikrobiyal
Ozellikte olan ve yenilebilir ambalaj materyalleri iiretiminde kullanim alani bulan
kitozan, deniz kabuklularinin kitin tabakasindan deasetilasyon yoluyla elde edilir ve
seliilozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci dogal biyopolimerdir. Bu biyopolimer,
bakterilere, kiiflere ve mayalara kars1 antimikrobiyal aktivite gosteren yenilebilir ve
biyobozunur bir materyaldir. Gram negatif bakterilerin dig membranlarindaki bariyer
Ozelliklerini bozdugundan gidalarin korunmasinda ¢ok uygun bir antimikrobiyal
maddedir. Iyi film olusturma 6zelliginden dolay: kitozan film ya da kaplama seklinde
gida ambalaj materyali olarak basarili bir sekilde kullanilmaktadir (Wang 1992, Caner
et al. 1998, Vartiainen et al. 2004, Cooksey 2005). Campbell (2003), farkli sekillerde
hazirlanan 6 c¢esit kitozan filminin kiltir ortaminda L. monocytogenes gelisimini

engelledigini bildirmistir.
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Tek basina antimikrobiyal etki gosteren kitozanin etkisini artirmak i¢in film ya da
kaplama i¢ine ugucu yaglar, bakteriyosinler ve cesitli organik asitler dahil edilerek
kullanilan antimikrobiyal ajanlarin antimikrobiyal etkinligi, difiizyon siiresi ve go¢
miktar1 6l¢iimiine dayanan calismalar da yapilmistir. Buzdolab:r sicakliginda vakum
ambalajli islenmis et iriinlerinin depolama boyunca korunmasinda antimikrobiyal
ajanlarin  go¢ etme hizi ve miktar1 {izerine tasarlanmis kitozan bazli filmlerin
etkinliginin degerlendirilmesi iizerine yapilan bir ¢alismada hazirlanan filmler, laurik
asit ya da sinnamaldehit ilave edilerek ya da kitozan matriksi icine asetik asit veya
propiyonik asit katilarak olusturulmustur. Hazirlanan bu filmler sosis, jambon ve taze
domuz etinin ambalajlanmasinda kullanilmistir. Depolama sonunda propiyonik asitin
tamaminin irline go¢ ettigi, kalint1 asetik asit miktarinin ise %2-22 arasinda oldugu
tespit edilmistir. En gii¢lii inhibisyon etkisi, kitozan matriksi i¢inde sinnamaldehit
iceren ve asitin yavag salindig1 filmlerle ambalajlanan sosislerin yiizeyinde gézlenmistir

(Ouattara 2000a,b).

Chen et al. (1996), seyreltik asetik asit cozeltileri ile iiretilen kitozan filmlerinde
dogrudan koloni olusturan organizmalarin iizerine uygulandiginda Rhodotorula rubra

ve Penicillium notatum kiiflerinin gelisiminin durdugunu bildirmislerdir.

Zivanovic et al. (2005), gidalarda onem tasiyan patojenlerden, E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes ile inokiile edilen bologna dilimleri arasina yerlestirdikleri kitozan
filmine ilave ettikleri anason, feslegen, kisnis ve kekik (oregano) ugucu yaglarinin
tamaminin  antimikrobiyal aktivite sergiledigini ancak diger ucucu yaglarla
kiyaslandiginda, her iki patojene karsi en gii¢lii inhibisyon etkisini kekik u¢ucu yaginin
gosterdigini bulmuglardir. Bu calismanin sonuglarina gore ise, her birine 2x10° cfu
bakteri inokiile edilmis bologna dilimleri arasina yerlestirilen %2 kekik (oregano) ugucu
yag1 i¢eren kitozan filminin,10 °C’de 5 giin depolamadan sonra bologna dilimlerinde L.
monocytogenes sayismt 1.25x10% cfu, E. coli O157:H7 sayisiu ise 2.51x10% cfu

diizeyine indirdigini bildirmislerdir.
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Benzer sekilde Elgayyar et al. (2001), kitozan filmine ugucu yaglarin ilavesi ile
yaptiklar1 in-vitro ¢alismalarda oregano ugucu yaginin E. coli bakterilerini tamamiyle
inhibe ettigini ve L. monocytogenes’e kars1 da ¢ok giiclii inhibisyon etkisi oldugunu,
feslegen ucucu yagimin ise E. coli’ye karst giliclii inhibisyon etkisi gosterirken L.

monocytogenes’e karsi bu etkinin zayif oldugunu bulmuslardir.

2.2 Protein Bazh Film ve Kaplamalar

Yenilebilir film ve kaplama iiretiminde yaygin olarak kullanilan proteinler, misir zeini,
peyniraltt suyu proteini ve soya proteinleridir. Misir zeini misir proteininin prolamin
fraksiyonu olup, ticari olarak tabletlerin, sekerlemelerin ve kabuklu yemislerin
kaplanmasinda kullanilmaktadir. Zein, misir endosperminde bulunan ve alkolde
¢Oziinen bir proteindir. Zein ¢ozeltisiyle olusturulmus filmler iirlin {izerinde sert, parlak,
dayanikli ve mikroorganizmalar i¢in koruyucu bir tabaka olusturmaktadir. Misir zeini
kaplamasi ¢ok iyi oksijen bariyerleme oOzelligindedir. Zeinden yapilmis yenilebilir
filmler kirilgandirlar. Bu nedenle esneklestirilebilmeleri igin plastiklestirilmeleri

gerekmektedir (Temiz ve Yesilsu 2006).

Padgett et al. (2000), laurik asit ve nisin ilave edilmis misir zeini filminin su buhari
gecirgenligi ve bakteriyel gelisim tizerindeki etkisini aragtirmiglardir. Yalnizca nisin ile
misir zeini bazli yenilebilir filmin birlikte uygulanmasi sonucu toplam bakteri sayisinin
azaldig1 goriilmiistiir. Hoffman et al. (2001), L. monocytogenes ve S. enteritidis’e kars
nisin, laurik asit ve EDTA ilave edilmis misir zeini filminin etkilerini arastirmislardir.
Calismada, L. monocytogenes sayisimin, laurik asit ve sadece nisin igeren filmle 48 saat

sonra 4 logaritma birimi azaldig1 goriilmiistiir.

Peynir alt1 suyu proteini, son yillarda yenilebilir film ve kaplamalar iizerine yapilan
bir¢ok aragtirmanin konusunu teskil etmektedir. Fang et al. (2002), peynir alt1 suyu
protein orani, kalsiyum, gliserol ve emiilsiyon taneciklerinin filmin gerilme kuvveti ve
bariyerleme Ozellikleri {izerine etkisini aragtirmiglar ve protein oraninin gerilme kuvveti,

uzama orani ve su buhar1 gecirgenligi lizerine ¢ok az etkili oldugunu bildirmislerdir.
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Cagri et al. (2001), p-amino benzoik asit ya da sorbik asit igeren diisiik pH’I1 (5,2)
peynir altt suyu protein izolati filminin antimikrobiyal etkinlik, mekaniki ve nem
bariyerleme 6zellikleri tizerinde ¢alismislardir. % 1,5 p-amino benzoik asit ya da % 0,75
sorbik asit iceren antimikrobiyal filmler L. monocytogenes, E.coli 0157:H7 ve S.
typhimurium DT104 bakterilerini inhibe etmistir. Caligmada, filmlere ilave edilen sorbik

asitin iirtin mekanik 6zelliklerini etkiledigi bildirilmistir.

Protein bazli filmlere olan ilgiyle beraber soya proteinleri, yenilebilir filmlerin
yapiminda hammadde olarak yaygin bir sekilde kullanilan en 6nemli proteinlerden biri
olmustur. Soya proteini yenilebilen {irilinler i¢in uygulanabilen ve biyolojik olarak
parcalanabilen ¢evre dostu bir iirlindiir (Swain et al. 2004). Soya proteini bazli film
agindaki protein molekiilleri disiilfit, hidrofobik ve hidrojen baglar1 vasitasiyla birlesmis
durumdadir ve disiilfit baglar asil olarak protein polimerizasyonundan sorumludur (Cao

and Chang 2001).

Bazi iilkelerde geleneksel soya filmi, soya siitiiniin diiz bir yerde 90 °C ye 1sitilmasi ve
yayilan filmin o formda toplanmasi ile elde edilir. Baz1 filmler de agik havada
kurutulurlar (Wu and Bates 1972a). Wu and Bates (1972b), bu tip filmlerin
sekillendirilmesi tizerinde c¢alismislar ve cesitli kompozisyonlarda basarili filmler
yapmislardir. Soya proteininden film iiretimi ilk kez 1970’lerde gelistirilmis ve izole
soya proteininden hazirlanan film diiz bir zemine dokiilerek firinda kurutulmustur
(Jaynes and Chou 1975). Bu islem, izole soya proteini emiilsiyonunun (pH 6,6) teflon
kaplamal1 firin tavalarina dékme ve 100 °C’de 1 saat kurutma esasina dayanir. Izole
soya proteini filmi plastiklestirici materyal olmadan yapildiginda islemenin iizerine
olduke¢a kirillgan ve gevrek bir yapt kazanmistir. pH=6 da film formiilasyonundaki soya
proteininin ¢oziiniirliigiiniin diisiik olmasindan dolay1r goriiniis iyi olmamistir. Soya
proteini bazli filme 1limli alkali muamelesi sonucu filmin 6zellikleri ve goriiniimii

tyilesmistir (Shen 1976).

Gennadios and Weller (1991), %70 bugday gluteninden tiiretilmis %70 oraninda protein

ve %30 oraninda izole soya proteini ile plastiklestirici olarak gliserol de igeren protein
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bazli film hazirlamiglardir. Coziinmez partikiillere sahip olmasina ragmen soya filminin
goriliniisii diizgiindiir. Protein denaturasyonu sekilsel olarak globular protein formundan
diiz zincirli yapiya dogru bir degisim olarak bilinir. Teorik olarak protein-protein
arasindaki reaksiyonlar arttikca uzun zincirli yapr olusumu da artmaktadir. Uretilen
filmde protein-protein interaksiyonunun artisiyla gecirgenligin azaldigin1 ve gerilme

kuvvetinin arttigini bildirmislerdir.

Soya proteini notral pH degerlerinde globiiler yapidadir. %100 izole soya proteininden
olusan protein film iiretirken, soya proteinini daha ¢oziiniir kilmak ve kismi
denaturasyona ugratmak i¢in 1limli alkali muamele uygulanmakta ve boylece elde edilen
filmin oOzellikleri ve sekli iyilestirilebilmektedir. Yenilebilir filmin gerilme ve
delinmeye kars1 gosterdigi direncin en iyi pH=10’da oldugu arastiricilar tarafindan
kanitlanmistir (Chao and Chang 2001). pH=10 degerinin altinda ve iistiinde filmin
gosterdigi direng azalmaktadir. pH=10 oldugunda protein molekiiliindeki siilfidril (SH)
gruplart ve hidrofobik gruplar, film olusturma mekanizmasindan sorumlu oldugu
diistiniilen disiilfit formu ve hidrojen bagi olusumuna en uygun yapidadirlar (Gennadios
et al. 1993). pH degerinin 10’un iizerine ¢ikmasiyla soya proteini filminin fiziksel
ozellikleri olumsuz yonde etkilenmektedir. Cizelge 2.2°de soya proteini ile peyniralti
suyu proteini izolat1 filmlerinin 6zellikleri verilerek karsilastirma yapilmistir. Alkali
muamelesinin sonucu olarak kompozisyonel degisiklikler meydana gelmektedir.

Molekiiler agilma (denaturasyon) soya proteini i¢eren filmin olusumu i¢in elzemdir.

Izole soya proteini filmi son derece diisiik oksijen gecirgenlik degerine sahiptir. Bu
deger misir ve bugday proteini bazli filmlere gére daha diisiiktiir (Park and Chinnan
1990, Gennadios et al. 1993). Seliiloz bazli filmlere gore 200 kat ve birgok yaygin
plastik bazli filmlere gore ise (LDPE-diisiik yogunluklu polietilen, HDPE-yiiksek
yogunluklu polietilen, PS-polistren) 325-1750 kat daha iyi bariyerleme oOzelligine
sahiptir. Alkali muamelesi uzama yiizdesinde % 35 artis saglarken, oksijen gecirgenligi
ve gerilme kuvvetini degistirmemistir. Yiiksek uzama yiizdesi, film gerilime maruz
kaldiginda daha fazla esneyecegini ve bu sayede de mekanizasyon ve igleme siiresince
mekaniksel zararlara dayanabilecegini gostermektedir (Billing 1989, Gennadios et al.

1993).
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Cizelge 2.2 Soya proteini ve peyniralti proteini izolat1 filmlerinin fiziksel ve
mekanik 6zellikleri (Temiz ve Yesilsu 2006)

O gellikler Izole Soya | Izole Peyniralt
proteini suyu proteini
Gerilme giicii (MPa) 8.5 6.9
Elastiklik modiilii (MPa) - 199
Uzama (%) 31.9 41
Su buhar1 gecirgenligi (% nispi nem) 3.76 4.96
Protein ¢oziinirlilugi (%) 6.5 10
Toplam ¢6ziiniir madde (%) 35.1 30

Pol et al. (2002), soya proteini izolati/misir zeininden olusan lamine filmlerin
gecirgenlik ve mekanik 6zelliklerini arastirmiglardir. Misir zeininin dogal yapisindan
kaynaklanan hidrofobik 6zelligi lamine filmin su buhari gecirgenligini iyilestirmekte

oksijen bariyerleme 6zelligi de§ismeden kalmaktadir.

Padgett et al. (1998), soya proteini izolat1 filmine katilan gida kaynakli olan ve olmayan
antimikrobiyal bilesenlerin (lizozim, nisin, EDTA (Etilen daimin tetra asetik asit))
inhibisyon etkisi iizerinde calismiglardir. Filme katilan lizozim L. plantarum’a karsi

inhibisyon gosterirken, EDTA da E. coli’ye karsi filmin inhibisyonunu artirmistir.

Shih (1994), soya proteini/alginat ya da soya proteini/propilenglikol alginatin (PGA)
film iizerindeki etkisini arastirmistir. Soya proteini ve polisakkarit interaksiyonunda
kovalent baglarla filmin c¢oziniirliik ve emilsifikasyon aktivitesinde iyilesmeler
gozlenmistir. Soya proteini/PGA film kompleksi ¢abuk birlestirilen ve suyla hazirlanan
soya proteini-alginat filmine gdre daha iyi stabilite gdsteren bir yapiya sahiptir. PGA
eklenmesiyle soya proteini filminin rengi etkilenmis, gerilme kuvveti de %17,5
oraninda artmistir. % 10’a kadar katilan PGA miktarina bagli olarak da su buhari

gecirgenligi ve suda ¢oziiniirliik 6zellikleri azalmistir.
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Soya protein izolat1, stearik asit ve pullulandan olusan yenilebilir bir film elde edilmis
ve kivilerin korunmasi i¢in kullanilmistir. Kaplanmis kivilerde olgunlagsma isleminin
yavagladigi, 37 giinlik depolama siiresince kaplanmis ve kaplanmamis kivilerin
yumusama oranlarinin sirastyla %29-%100 oldugu ve boylece kivilerin kaplanmasiyla

depolama siirelerinin 3 kattan fazla arttig1 tespit edilmistir (Xu et al. 2001).

Ou et al. (2005), yaptiklar1 c¢alismada, soya protein esasli yenilebilir filmin
hazirlanmasinda felurik asidin farkli konsantrasyonlarin1 kullanmiglar ve optimal bir
felurik asit konsantrasyonunun filmin gerilme ve uzama kabiliyetini artirdigini ve ayrica
taze domuz yaglarinin korunmasi i¢in filmin antioksidan aktivitesini artirdigini

belirlemislerdir.

2.3 Ucucu Yaglar ve Antimikrobiyal Etkileri

Gida ambalajlamada kullanilan dogal antimikrobiyal ajanlar, zayif organik asitler,
enzimler, bakteriyosinler, triklosan/GFSE (Greyfurt ¢ekirdegi ekstrakti), EDTA, ugucu
yaglar, fungusitler ve kitozandir. Bunlar i¢inde dogal antimikrobiyaller olarak ugucu
yaglarin ve 0zellikle bitki ekstraktlarinin gidalarda kullanimu tiiketiciler tarafindan artan
ilgiyle karsilanmaktadir. Son yillarda biberiye, adagay1 ve kekik bitki ekstraktlar1 et ve
et lirlinlerinde yaygin olarak kullanim alani bulmaktadir (Haworth 2003).

Ugucu yaglarin yapisinda alkol, aldehit, keton, eter, ester, fenol ve terpenler grubuna ait
birgok bilesik bulunur. Ornegin; terpenler monoterpen, diterpen, seskiterpen ve
seskiterpen laktonlar gibi biyoaktif 6zellikleri olan ve 6nemli ugucu unsurlari igeren
bilesiklerden olusurlar (Russo et al. 1998). Genel olarak fenolikler ve terpenoidler
ucucu yaglarin antimikrobiyal 6zellik gostermesinde etkili olan bilesenlerdir. Ugucu
yaglar, giicli antimikrobiyal aktiviteleri oldugu belirtilen monoterpenler, ojenol,
sinnamaldehit, timol ve karvakrol gibi bilesikleri yiliksek yiizdelerde bulundururlar (Lis-
Balchin et al. 1997). Ugucu yaglar lizerinde yapilan ¢alismalarda karvakrol’in 6n

maddesi p-simen ile sinnamaldehit ve ojenol arasinda sinerji oldugu rapor edilmistir.
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Burt (2004), ucucu yaglarda bulunan timol, karvakrol, sinnamik asit, ojenol,
perillaldehit gibi etken maddelerin in-vitro kosullarda 5 um/ml diizeyindeki inhibisyon
konsantrasyonunun bakteriler {izerinde etkili oldugunu, ancak ayni etkinin gidalarda da

saglanabilmesi i¢in daha yiiksek konsantrasyonlar gerektigini belirtmistir.

Ugucu yaglarin bilesiminde bulunan antimikrobiyal o6zellikteki bilesikler etkilerini
bakteriyel hiicreyi farkli sekillerde etkileyerek gerceklestirirler. Ucgucu yaglarin
hidrofobisitesi, mitokondrilerin ve hiicre membrani lipitlerinin parcalanmasini
saglayarak hiicre zar1 gecirgenligini artirir ve hiicre i¢i sivi kaybina neden olur (Burt
2004). Ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite mekanizmasinin esasta 3 sekilde oldugu

bildirilmektedir (Farag et al. 1989):

e Hiicre gecirgenliginden sorumlu hiicre membraninin ¢ift katmanl fosfolipit
tabakasina dahil olma,

e Hiicresel enerji iiretiminden ve yapisal komponentlerin sentezinden sorumlu
¢esitli enzim sistemlerinin aktivitesine miidahale etme,

¢ Genetik materyale zarar verme.

Bitki ekstraktlarinin bakteriler, kiifler ve mayalara kars1 antimikrobiyal 6zellige sahip
oldugu yapilan calismalarla ispatlanmistir (Farag et al. 1989, Paster et al. 1990, Aureli
et al. 1992, Pai and Platt 1995). Bunlar i¢cinde kekik ucucu yagmin antimikrobiyal
Ozelikleri biiylik oranda yiiksek fenolik igerigi ile iliskilendirilmistir. Ouattara et al.
(2000b), diisiik dozda gamma 15111 uygulamasi ile kekik yagi/trans-sinnamaldehit i¢ceren
protein bazli kaplamalarin kombine edilmesi sonucu 6n pisirme uygulanmis karidesin
raf dmriindeki uzamay1 degerlendirmislerdir. Karides %0,9 konsantrasyona kadar timol
ile muamele edilmis ve sonugta goriliniisii ve tadi degismeksizin raf dmrii 6nemli 6l¢iide

uzamistir.

21 gesit ucucu yagin 5 dnemli gida patojenine (C. jejuni, S. enteritidis, E. coli, S. aureus

ve L. monocytogenes) karsi aktiviteleri dl¢iilmiistiir. Defne agaci, targin, karanfil ve
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kekik yaglarinin her biri i¢in %0,075 ya da daha diisiik konsantrasyonun, patojenlerin

tiimiine inhibitdr etki gosterdigi bildirilmistir (Smith-Palmer ez al. 1998).

Genel olarak Gram pozitif bakteriler (S. aureus ve L. monocytogenes), bitkisel ugucu
yaglara karst Gram negatif bakterilere (C. jejuni, S. enteritidis, E. coli) gore daha
hassastirlar. % 0,01’in altindaki konsantrasyon bakteriyostatik ve % 0,05 konsantrasyon
bakterisidal iken, sicaklik 4°C’nin altina diistiigiinde bakteriyostatik konsantrasyon
%0,05’e yiikselir, bakterisidal konsantrasyon ise %1 in iizerine ¢ikar (Smith-Palmer et
al. 1998). Bu durum diisiik sicakliklarda ugucu yaglarin etkinliginin azalmasi ya da
bakteriyel membranlardaki degisiklik sonucu ugucu yaglarin hiicre igine
penetrasyonundaki diisiis ile agiklanabilir. Gram negatif bakterilerin ugucu yaglara karsi
olan direnci, bakteriyel ylizeyi belirleyen dis membranin hidrofobik yapisindan dolay1
giiclii gecirgenlik bariyerine sahip olmasi ile iliskilendirilmektedir (Nikaido and Vaara
1985). Ugucu yaglar gidalarda, in-vitro denemelerinde kullanilan konsantrasyondan

daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmaktadir (Farbood et al. 1976).

Bakteriyel gida zehirlenmelerine karsi, ucucu yaglarin diisiikk bakteriyostatik ve
bakterisidal konsantrasyonlarinin etki diizeyi, 6zellikle yapay koruyuculardan kagis ve
dogal alternatiflere dogru yonelim dikkate alindiginda gelecek i¢in potansiyel konular

olusturmaktadir.

2.3.1 Kekik ucucu yag

Insanlar kekigi yiizyillardir, aroma verici ve ilag yapiminda temel bir bilesen olarak
kullanmiglardir. Kekigin kimyasal karakteri ugucu yag ve ugucu olmayan polifenoller
gibi ikincil triinlerin iki ana sinifi tarafindan belirlenir (Stahl-Biskup 2002, Vilar 2002
Lawrence 2003). Giinlimiiz analiz teknikleri kullanilarak bu her iki sinif ve 6zellikle
ucucu yaglarin kompozisyonlart birgok arastirici tarafindan tespit edilmistir. Bu

dogrultuda, kekik ugucu yaginin yiizde bilesimi Cizelge 2.3°de belirtilmistir.
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Ucgucu yag kekigin tipik baharat aromasindan sorumludur. Kurutulmus kekik bitkisinin
ucucu yag igerigi %1-2,5 oranindadir. Kekik yagindaki en ugucu bilesen monoterpenler
grubundan bir polifenolik monoterpen olan “timol” diir (%30-55). Timol yaninda
monoterpenlerden karvakrol (%1-5), p-simen (%15-20), izomer terpen fenol ve gama-
terpinen (%5-10) oraninda yer alir. Diger monoterpenler ise, linalool (%1-5), (%0,5-
1,5) borneol, kii¢iik yiizdelerde camphor, limonene, myrcene, B-pinene, trans-sabinene
hidrat, alfa-terpineol ve terpinen-4-ol’diir. Seskiterpenler kekik yaginda ¢ok Onemli
bilesikler degillerdir. Bunlar i¢inde sadece beta-caryophylenne (%1-3) Onem tagir.
Kekik wugucu yagmin antifungal aktivitesi de yine timol ve karvakrolden

kaynaklanmaktadir (Kintzios 2004).

Cizelge 2.3 Kekik (thyme) ucucu yagi yiizde bilesimi (Anonymous, 2002)

Bilesen Miktar (%)
B-mirisin 1,0-3,0
y-terpinen 5,0-10,0
p-simen 15,0-28,0
Linalool 4,0-6,5
Terpinen-4-o 0,2-3,5
Timol 36,0-55,0
Karvakrol 1,0-4,0

Kekik tiirleri i¢inde genis flavonoid ve fenolik asit icerigine sahip iki 6nemli ¢esit
Thymus vulgaris (bahgekekigi) ve Oregano heracleoticum (mercankogk) dur. Gligli
antimikrobiyal ve antioksidan Ozelligindeki timol ve karvakrol thyme ve oregano

cesitleri bilesiminin bilyiik bir kismini olustururlar (Kintzios 2004).

2.3.1.1 Thyme ucucu yagi

Kekik (thyme), en yaygin kullanimi1 Thymus vulgaris (bahge kekigi) olmak {izere onun
biitlin tiir ve cinslerini kapsar. Aromatik olmast ve sifa vermesi yoOniinden

degerlendirildiginde, 7. vulgaris en Onemli tiirdiir ve flavor ajani olarak cok genis
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kullanim alanmna sahiptir. Ozellikle T. zygis L.( Ispanyol kekigi), 7. serpyllum L.(yabani
kekik), T. pulegioides L.(ir1 yabani kekik) olmak tizere diger kekik tiirleri de 7. vulgaris
ile aym1 amag¢ dogrultusunda kullanilabilir ve yerine ikame edebilirler (Miura et al.

1989, Wang et al. 1998, Vilar 2002).

Kekik ugucu yaginin antimikrobiyal aktivitesi s6z konusu oldugunda monoterpenlerden,
timol ve karvakrol onemli rol oynar. Bu terpenler bakteriyel membranin protein
yapisindaki amin ve hidroksil amin gruplarina baglanarak gecirgenligini degistirirler ve
bakteriyel inhibisyon saglarlar (Juven et al. 1994). Kim et al. (2002)’ye gdre ugucu
yaglardaki fenolik bilesiklerin  antimikrobiyal aktivitesi hiicrenin fosfolipit
membranlaria karsi olan etki tarzinin, gecirgenlik diizeyinin artis1 ve sitoplazmadan
stv1 kaybi seklinde olurken, Farag et. al. (1989), Wendakoon and Sakaguchi (1995)’ye
gore bu aktivite, hiicre duvarinda lokalize olan enzimlerle olan interaksiyon ile

agiklanmaktadir.

Kekikte bulunan serbest fenolik asitler ise, kafeik asit, p-kumarik asit, sirinjik asit ve
felurik asit olarak belirlenmistir. 1980’lerde, kekik ucucu yaginin antibakteriyel ve
antifungal aktivitesi de yapilan ¢aligmalarla dogrulanmistir. Genel olarak Gram pozitif
bakteriler, Gram negatif bakteriler ve Pseudomanas’dan daha hassas olduklari igin
kekik yagi tarafindan inhibe edilmislerdir (Blakeaway 1986, Farag et al. 1986, Deans
and Ritchie 1987). Thyme ucucu yagi, antibiyotige dire¢li mikroorganizmalara kars1 cok
genis antimikrobiyal aktivite gostermistir (Nelson 1997). Kekik yaginin antifungal
aktivitesi incelendiginde; 6zellikle gida zehirlenmesi yapan Aspergillus tiirleri (Conner
and Beuchat 1984, Farag et al. 1986, 1989, Deans and Ritchie 1987) ve Fusarium
solani’ye kars1 etkili oldugu goriilmiistiir (Zambonelli et al. 1996). Candida albicans
mayast da kekik ugucu yag1 (7. vulgaris ve T. zygis) tarafindan inhibe edilebilmistir
(Menghini et al. 1987).

Ousallah et al. (2004), %1 (W/v) kekik , %1 (W/v) yenibahar ya da kekik-yenibahar
(1:1) ugucu yag karisimlarini igceren peyniralti suyu proteini bazli yenilebilir filmleri, 4

°C’de depolama boyunca raf 6mriinii artirmak ve patojenik bakteri ¢ogalmasini kontrol
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etmek amaciyla sigir eti dilimlerine uygulamislardir. Film uygulanmis Ornekler
mikrobiyal ve kimyasal analiz i¢in 7 giin boyunca periyodik olarak test edilmistir.
Yiizeyinde 10° cfu/cm? sayida Pseudomanas ya da E. coli O157:H7 bulunduran ete
uygulanan biyoaktif filmlerden kekik iceren film, yenibahar iceren filme kiyasla her iki

bakteriye kars1 daha etkili olmustur.

Tsigarida et al. (2000), et yiizeyine %0.8 kekik ucucu yagi uygulamasinin bakteriyel
popiilasyonun ¢ogunlugunda, basta 2-3 log birimi azalma sagladigini ve 5°C’de 10 giin
sonra L. monocytogenes’in 6ldiigii sonucuna varmiglardir. Benzer sekilde Lambert et al.
(2001), yaptiklar1 ¢alismada %0,5 kekik ugucu yagi kullanarak, 5°C’de normal ya da
modifiye atmosferde depolanmis et {lizerinde mikrobiyal gelisimi etkili bir sekilde

geciktirmislerdir.

2.3.1.2 Oregano ucucu yagi

Oregano adi altinda 61 tiir tanimlanmakla beraber tiim diinyada baharat olarak en ¢ok
kullanilan bitkilerden biridir. Bunlar i¢inde en fonksiyonel olan Oregano
heracleoticum’dur. Oregano’dan izole edilen olduk¢a fazla kimyasal bilesik olmasina
karsin, icerigindeki ugucu yag temel olarak terpenoidlerden olusur. Farkli genotipler
arasindaki bilesim Onemli derecede degisiklik gosterse de oregano tiirleri fenolik
monoterpenoidlerden olan karvakrol bakimindan oldukga zengindir. Igerik olarak timol

ise karvakrolden sonra ikinci sirada yer alir (Kintzios 2004).

Oregano genel olarak et iirlinleri, salatalar ve soslarda aroma verici olarak kullanilmakla
beraber, yagi da et ve et trlinleri ile alkollii i¢eceklerde kullanilmaktadir. Vitamin ve

minerallerce zengin olup besleyici degeri ¢cok yiiksektir.

Oregano ugucu yaginda antioksidan etkiden sorumlu olan baslica bilesik karvakrol olup
flavonoidler de bu etkiye katkida bulunurlar (Vekiari ef al. 1993). Oregano mayonez ve

sos benzeri gidalarda etkili antioksidan aktiviteye sahiptir (Baratta et al. 1998).
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Antioksidan etkisi ile baglantili olarak oregano ugucu yagina ait mikrobiyel inhibisyon

ile ilgili oldukga fazla arastirma yapilmstir.

Birgok uygulamada, %2 konsantrasyonda &giitiilmiis Oregano’nun Alternaria,
Fusarium, Penicillium ve Aspergillus kiiflerine karst ¢ok giiclii antifungal aktiviteye
sahip oldugu gosterilmistir (Azzouz and Bullerman 1982, Schmitz et al. 1993).

Ozellikle monoterpenler fungal inhibisyona katkida bulunmaktadirlar.

Oregano ucucu yagmin, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. typhimurium, Y.
enterocolitica, P. aeruginosa, A. niger, G. candidum ve Rhodothorula,
mikroorganizmalarina karsi ¢cok gii¢lii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bir¢cok
arastirici tarafindan bildirilmistir (Conner and Beuchat 1984). Ayrica, oregano ugucu
yagimin bazi Gram negatif bakteriler (P. vulgaris, E. coli) ile bazi Gram pozitif
bakterilere (S. aureus, B. subtilis) kars1 inhibisyon etkisi oldugu ispatlanmistir (Biondi

et al. 1993, 1zzo et al. 1995).

Yapilan bir ¢calismada, %1 Oregano ugucu yag1 iceren kalsiyum kazeinat, karboksimetil
seliiloz (CMC) ve peyniralt1 suyu proteini bazli yenilebilir filmin kirmizi et dilimlerinin
ylizeyindeki Pseudomanas spp. ve E. coli O157:H7 bakterilerine karst etkili oldugu
bulunmustur (Ousallah et al. 2004).

Seydim and Sarikus (2005), kekik (oregano), biberiye ve sarimsak ugucu yaglari ilave
edilmis peyniralt1 proteini bazli yenilebilir filmlerin in-vitro kosullarda antimikrobiyal
aktivitelerini degerlendirdikleri c¢alismada, film icinde kekik ve sarimsak ugucu
yaglariin biberiye ugucu yagina kiyasla S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes, E.
coli ve L. plantarum’a karst etkin inhibisyon zonu verdigini ve ucucu yaglarin
peyniralti proteini bazli yenilebilir filmlerle birlikte kullaniminin gelecek vadeden bir

uygulama oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Et materyali

Ankara piyasasindan kesimi takiben satin aliman ve calismada materyal olarak
kullanilan sigir but etleri ve kabuk yaglar1 48 saat 4°C’de muhafaza edildikten sonra,
denemenin kurulacagi giin Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Et isletmesinde ARI
marka kiyma makinesi (Ari Torna Ltd., Istanbul) kullamlarak iki kez kiyma cekilmistir.
Kiyma materyalinin yag icerigi yaklasik %24-25 olacak sekilde kabuk yagi ilavesi
yapilmistir. Kiyma isleminden sonra kiyilmis et ve yagin homojenizasyonunu saglamak
amaciyla celik kiivetler icinde 2 dakika elle karistirma yapilarak elde edilen karisim 5

esit pargaya boliinmiis ve film uygulanana kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2 Yenilebilir film materyali ve antimikrobiyal maddeler

Calismada yenilebilir film materyali iireteminde kullanilan izole soya proteini (>%90
protein icerigi), GURHAK Gida ve Kimyevi Maddeler San. Dis Tic. Ltd. Sti.
(Istanbul)’nden temin edilmistir. Antimikrobiyal madde olarak ise Timtas Tarim ila¢ ve
Mabhsulleri  Ticaret A.S.(Mersin) ve Eyilip Sabri Tuncer Kozmetik Sanayi
A.S.(Ankara)’den saglanan Mercankdsk-Oregano (Oreganum heracleoticum L.) ve

bahge kekigi-Thyme (Thymus vulgaris L.) ugucu yaglari kullanilmastir.

3.2 Yontem

3.2.1 Yenilebilir film iiretimi

Soya proteini bazli yenilebilir film hazirlanmasinda, Choi et al. (2003) ve Zivanovic et

al. (2005) tarafindan Onerilen yontemler modifiye edilerek kullanilmistir. Bu amagla,
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%S5 (w/v) oraninda izole soya proteini destile su icerisine manyetik karistiricida
kanistirilarak yavas yavas eklenmistir. Karisima plastiklestirici olarak %3,5 oraninda
gliserol katilmistir. Manyetik karistiricida 5 dk orta devirde homojen hale getirilen
karisgtmm pH s1 0,1 N NaOH ile pH=10’a ayarlanmistir. Daha sonra 90°C deki su
banyosunda 30 dk bekletilmis ve oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Kekik yagi
ilave edilmeyen izole soya protein bazli kontrol filmi (ISP) iiretiminde film ¢dzeltisi
40°C’ye sogutulup, 4 kat peynir bezi ile vakum pompasi kullanilarak siiziilmiis ve elde
edilen film ¢ozeltisinden plastik petri kaplarmna 15 + 0,1 g tartilarak 30°C deki kurutma
dolabinda 72 saat kurutulmustur. Diger 2 grup film ise mercankdsk-Oregano (OR) ve
bahge kekigi-Thyme (TH) % 1, 2, 3, 4 ve 5 oraninda ilave edilerek hazirlanmistir.

Kekik yagi iceren film tiretiminde kekik yaglar1 yukarda belirtilen kontrol ISP film
¢oOzeltisi hazirlama agsamalariyla ayn1 sekilde hazirlanan film ¢6zeltisine eklenmistir. Bu
amagla, 40 °C’ye sogutulan karisima onceden hazirlanan % 0,5 oranindaki Tween 20 ile
siispanse edilmis kekik yaglar1 (OR ya da TH) %1, 2, 3, 4 ve 5 oraninda (w/v) ilave
edilerek 1ka Marka Ultra-Turrax T25 model homojenizatérii ile 13.500 rpm’de 1 dk
stireyle homojenize edilmistir. Homojenizasyondan sonra olusan hava kabarciklar1 4 kat
peynir bezi ile vakum pompasi kullanilarak siiziilmiis ve elde edilen film ¢dzeltisinden
plastik petri kaplarina 15 + 0,1 g tartilarak 30°C’deki kurutma dolabinda 72 saat
kurutulmustur. Bu sekilde hazirlanan filmlerin kalinliklar1 Mitutoyo marka dijital
mikrometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan filmler antibakteriyal aktivite belirlene

kadar oda sicakliginda vakumlu desikatérde muhafaza edilmistir.

3.2.2 Antibakteriyel aktivite tayini

Aragtirmada, Ankara Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii
kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Escherichia coli Tip 1, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7, Pseudomonas aeruginosa ve Lactobacillus plantarum

bakteri kiiltiirleri kullanilmistir.
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Yenilebilir filmlerin antibakteriyel aktivitesi Pranoto et al. (2005) tarafindan bildirilen
yonteme gore yapilarak degerlendirilmistir. Test mikroorganizmalarindan S. aureus, E.
coli Tip 1, E. coli O157:H7, ve P. aeruginosa Tryptic Soy Broth (TSB, Merck)
icerisinde; L. plantarum MRS Broth (Merck) icerisinde 37°C'de inkiibasyona
birakilmistir. TSB ve MRS Broth igerisindeki 18 saatlik bakteri kiiltiirleri Mc Farland
0.5'e gore ayarlanmigtir. Standart bulanikligi ayarlanmisg bakteri kiiltiirlerinden
Lactobacillus plantarum steril swab ile MRS Agar (Merck) besiyerine; diger test
bakterileri ise steril swab ile Nutrient Agar (Merck) besiyeri ylizeyine yayilmistir.
Oregano (Oreganum heracleoticum L.) ve Thyme (Thymus vulgaris L.) kekik yaglarmni
iceren filmler farkli konsantrasyonlarda (%1,2,3,4,5) hazirlanmis, 17 mm c¢apinda
kesilerek besiyerine yerlestirilmis ve 37°C'de 18 saat inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol
amaciyla Oregano ve Thyme kekik yaglarini icermeyen izole soya proteini bazli (ISP)
filmler icin de aym ydntem uygulanmustir. inkiibasyon sonrasinda disklerin gevresinde

olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1 milimetre olarak Sl¢iilmistiir.

3.2.3 Yenilebilir filmlerin kiyma iizerine uygulanmasi

5 farkli konsantrasyonda OR ve TH igeren film materyallerinin 5 farkli bakteriye kars1
belirlenen antibakteriyel aktivite sonuglart ve yapilan 6n denemeler sonunda, kiyma
materyaline uygulanacak filmler i¢in OR ve TH konsantrasyonun %35 olmasina karar
verilmistir. Ayrica OR ve TH ugucu yaglarinin birlikte etkisinin incelenmesi igin 1:1
oraninda OR:TH (ORT) igeren (%)5) filmler de hazirlanmistir. Hazirlanan filmler kiyma
materyaline uygulanana kadar oda sicakliginda vakumlu desikatérde muhafaza

edilmistir.

Her grup icin elde edilen kiyma materyalinden 9 cm ¢apl1 steril plastik petri kutularinin
kapaklarina 50 + 0,5 g tartilmis ve elle yassilagtirilarak sekil verilmistir. Kontrol (K)
grubu, film uygulanmadan plastik torbalara yerlestirilerek vakum paketlenmistir. ISP,
OR, TH ve ORT ilave edilmis filmler K grubunda oldugu gibi hamburger koftesi sekli
verilen kiymanin alt ve {st yiizeyine yerlestirilerek plastik torbalarda vakum

paketlenmistir. Bu sekilde hazirlanan 5 grup kiyma ornekleri 4°C’de 12 giin muhafaza
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edilerek depolama baslangicindan itibaren 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. glinlerde 6rnekler
alinarak mikrobiyolojik analizler, enstriimental renk tayini, metmiyoglobin orani tayini
ve pH analizleri yapilmistir. Ayrica 0. giin Orneklerinde tiim gruplarin kimyasal
kompozisyonunu belirlemek amaciyla nem, yag, protein ve kiil analizleri de yapilmustir.

Deneme 2 tekerriirli yapilmistir.

3.2.4 Nem miktarimin belirlenmesi

Ham maddenin baslangigtaki nem miktarini saptamak icin, 105°C’de kurutulduktan
sonra darasi alinmisg kuru madde kaplarina yaklasik 5 g ornek tartilmis ve 105°C’deki
kurutma dolabinda sabit agirhiga gelene kadar kurutulmus ve kuru madde kaplarinin

tartim farkindan 6rnekteki % nem miktar1 belirlenmistir (Anonymous 1990).

3.2.5 Yag miktarimin belirlenmesi

Ham maddenin baglangigtaki toplam yag miktar1, sicak ekstraksiyon yontemi ile

Soxhelet diizenegi kullanilarak belirlenmistir (Anonymous 1990).

3.2.6 Protein miktarimin belirlenmesi

Ham maddenin baslangigtaki ham protein miktar1 (%), Kjeldahl yontemine gore
orneklerin 6nce % azot miktar1 belirlenmis ve daha sonra da 6.25 faktorii ile ¢arpilarak

saptanmistir (Anonymous 1990).

3.2.7 Kiil i¢eriginin belirlenmesi

Ham maddenin baslangigctaki ham kiil miktarinin belirlenmesi i¢in, sabit agirliga
getirilen porselen kiil kapsiillerine yaklagik 3-4g 6rnek tartilarak kiil firinina konmustur.

Sicaklik kademeli olarak artirilarak 550-570°C’ye getirilmis ve kiil kapsiiliindeki 6rnek
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rengi gri-beyaz olana kadar yakma islemine devam edilmistir. Kiil kapsiillerinin tartim

farkindan 6rnekteki % kiil miktar1 belirlenmistir (Anonymous 1990).

3.2.8 pH degerinin belirlenmesi

10 g 6rnek destile su ile 1/10 oraninda karistirilip Tka Marka Ultra-Turrax T25 model
homojenizatorde 1 dk siiresince homojenize edilmis ve pH degerleri Hanna HI 221
model pH metrede belirlenmistir. Okumalardan 6nce pH metre, pH 4 ve 7 tampon

cozeltileriyle ayarlanmistir (Anonymous 1990).

3.2.9 Metmiyoglobin orani

Polipropilen santriifiij tiiplerine (50 ml’lik) 5 g kiyma 6rnegi tartilarak {izerine 25 ml
4°C’deki 40 mM potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi (pH 6.8) eklenmistir. Bu karigsimlar
Ika Marka Ultra-Turrax T25 model homojenizatérii ile 13.500 rpm’de 10 s homojenize
edilmistir. 4°C’de 1 h bekletilen 6rnekler, 4°C’de 5000 rpm’de 30 dk santriifiij edilmis
(Sigma 3K 30 Model) ve supernatant Whatman No 1 filtre kagidindan siiziilmistiir.
Orneklerin absorbanslari spektrofotometrede (Shimadzu® Model UV-2401 PC) 700,
572 ve 525 nm’de Ol¢lilmiistiir. Metmiyoglobin (MetMb) orani ise asagidaki formiil
kullanilarak hesaplanmistir (Krzywicki 1982, Kannan et al. 2001).

MetMb(%) = (* 1.395 - (A572 - A70
LA525 - A700

3.2.10 Enstriimental renk tayini

Kiyma orneklerinin CIE L* (parlaklik), a* (kirmizilik) ve b* (sarilik) degerleri 6rnek
ylizeyinde Minolta Chrometer CR300 kullanilarak farkli noktalardan 6 ayri okuma
yapilarak belirlenmistir (Candogan 2002).
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3.2.11 Toplam aerobik mezofil bakteri sayisi

Kiyma 6rneklerinden steril sartlarda 10 g tartilarak Maximum Recovery Diluent ile 10™
- 10° araligina kadar seyreltilmistir. Plate Count Agar (Merck) besiyerine standart
yayma plak yontemi ile tim seyreltilerden ekim yapilmig, 28 + 2 °C’da 48 saat
inkiibasyon sonrasinda petri kutularinda olusan kolonilerden 15 - 300 arasinda olanlar
sayillmistir. Elde edilen sayim sonuglari log;o kob (koloni olusturma birimi) / g olarak

ifade edilmistir (Anonim 2000).

3.2.12 Pseudomanas spp. sayisi

Kiyma Srneklerinden steril sartlarda 10 g tartilarak Maximum Recovery Diluent ile 10™
- 10° arah@ma kadar seyreltilmistir. Glutamat Starch Phenol Red Agar (Merck)
besiyerine standart yayma plak yontemi ile 10™" - 10 araligindaki tiim seyreltilerden
ekim yapilmig, 28-30°C’da 2-3 giin inkiibasyon sonunda petri kutularinda 2-3 mm
capinda mavi-menekse renkli ve etrafinda kirmizi-menekse renkli zon olan koloniler
Pseudomanas olarak kabul edilmis ve kolonilerden 15-300 arasinda olanlar sayilmustir.
Mikroorganizma sayisi, standart formiil ile kiymanin graminda koloni olusturan birim

olarak hesaplanmistir (Halkman 2005).

3.2.13 Staphylococcus spp. sayisi

Kiyma Srneklerinden steril sartlarda 10 g tartilarak Maximum Recovery Diluent ile 10™
- 10° araligmma kadar seyreltilmistir. Baird-Parker Agar bazal (Merck) besiyerine
onceden oda sicakligina getirilmis yumurta sarisi-tellurit emiilsiyonu ilavesi 45-50°C
sicaklikta yapilmistir. Hazirlanan bu besiyerine standart yayma plak yontemi ile tiim
seyreltilerden ekim yapilmig, 37°C’da 24 saat inkiibasyon sonunda petri kutularinda
etrafi saydam zonlu 1-1,5 mm capli siyah parlak koloniler Staphylococcus kolonileri
olarak kabul edilmis ve kolonilerden 15-300 arasinda olanlar sayilmistir. Sonuglara gore
mikroorganizma sayisi, standart formiil ile kiymanin graminda koloni olusturan birim

(kob/g) olarak hesaplanmistir (Anonim 2000).
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3.2.14 Koliform grup bakterilerin sayisi

Koliform grup bakteriler denildiginde; 37°C’da 48 saat i¢inde laktozdan asit ve gaz
olusturan, Gram negatif, sporsuz, ¢ubuk seklinde olan bakteriler anlasilmaktadir. Kiyma
orneklerinden steril sartlarda 10 g tartilarak Maximum Recovery Diluent ile 10" - 10
araligina kadar seyreltilmistir. Violet Red Bile Agar (Merck) besiyerine standart yayma
plak yontemi ile tiim seyreltilerden ekim yapilmis ve besiyerinin siviyr emmesinden
sonra 45-50°C’da tutulan 4-5 ml kadar erimis VRB agar besiyeri ikinci kat olarak
dokiilmiistiir. Ikinci katin da tam olarak jellesmesinden sonra petri kutular1 kapaklart
lizerine ¢evrilmis ve 32°C sicakliktaki inkiibatorde 24 saat inkiibasyon sonunda VRB
Agar besiyerinde 1-2 mm ¢apli koyu kirmizi renkli koloniler koliform grup bakteriler
olarak kabul edilmis ve kolonilerden 15-300 arasinda olanlar sayilmistir. Sonuglara gore
mikroorganizma sayisi, standart formiil ile kiymanin graminda koloni olusturan birim

(kob/g) olarak hesaplanmistir (Anonim 2000).

3.2.15 Laktik asit bakterilerinin sayisi

Kiyma 6rneklerinden steril sartlarda 10 g tartilarak Maximum Recovery Diluent ile 10™
- 10 araligma kadar seyreltilmistir. MRS Agar (Merck) besiyerine standart yayma plak
yontemi ile tiim seyreltilerden ekim yapilmustir. 28°C’da 48 saat inkiibasyon sonunda
besiyerinde krem renkli, ig seklinde (2 ucu sivri) tiim koloniler laktik asit bakterisi
olarak kabul edilmistir. Besiyerinde olusan kolonilerden 15-300 arasinda olanlar
sayilarak standart formiil ile kiymanin graminda koloni olusturan birim hesaplanmistir

(Halkman 2005).

3.2.16 Duyusal analiz

Duyusal analiz i¢in her gruptan 2. giinde alinan 6rnekler, teflon tavalarda 10 dk siireyle
pisirilmis, oda sicakligina sogutulduktan sonra her ornek 6 esit parcaya bdliinerek,
beyaz plastik kaplara ayr1 ayr1 yerlestirilmistir. Ornek iceren kaplarin {istii Aluminyum

folyo ile kapatilarak, rastgele 3’li dijit kod sistemine gore kodlanmistir. Duyusal
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degerlendirme, 1s1iklandirilmis ve havalandirilmis bir odada 10 kisilik bir panelist grubu
ile yapilmistir. Ornekler panelistlere rastgele siralama yapilarak sunulmus,
degerlendirme esnasinda bir onceki 6rnekten agizda kalan tadi gidermek amaciyla su ve
kraker yenilmesi bildirilmistir. Duyusal degerlendirmede panelistler pismis orneklerin
gorlinlis, renk, koku, lezzet, yap1 (tekstiir) ve genel begeni oOzelliklerini
degerlendirmislerdir. Degerlendirmede 9’lu hedonik sikala (1: son derece kotii, 9:
mitkemmel) kullanilmistir. Duyusal analizde kullanilan form EK 11°de sunulmustur

(Nadarajah et al. 2005).

3.2.17 istatistik analiz

Aragtirma sonucunda elde edilen sonuglarin istatistiksel degerlendirilmesi SAS paket
programi kullanilarak yapilmistir (SAS 1996). Grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin
onemli olup olmadig1 Varyans Analiz Teknigi (ANOVA) uygulanarak arastirilmistir.
ANOVA sonucunda gerekli oldugu zaman hangi grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin

onemli oldugu LSD (Asgari Onemli Fark) testi uygulanarak belirlenmistir (p<0,05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Antibakteriyel Aktivite Tayini ve Etkin Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal maddelerin dogalligi, gidaya salinimi ve etkinligi gibi 6zelliklere sahip
olmasi olduk¢a Onem tagimaktadir. Etkin antimikrobiyal aktivite ise; ilave edilen
antimikrobiyal maddenin film ya da kaplama iiretiminden sonra kullanima hazir ambalaj

materyali icinde gosterdigi aktivitedir (Han 2000).

Smith-Palmer et al. (1998), tarafindan yapilan, 5 farkli gida patojenine karsi ugucu
yaglarin etkisinin incelendigi bir caligmada, etkili konsantrasyonun bakteriyel gelisimin
belli seviyede sinirlandirilmasi ile belirlendigi bildirilmistir. Burada ifade edilen etkin
antibakteriyel aktivite diizeyi, etken maddenin hedef bakteriye karsi en yiiksek

inhibisyonun goriildiigli sinir konsantrasyondur.

Antibakteriyel aktivite tayini ¢alismasinda kekik yagi icermeyen soya proteini bazl
yenilebilir film ile %1, %2, %3, %4 ve %5 konsantrasyonlarda Oregano (OR) ve
Thyme (TH) ucucu kekik yaglarini i¢eren filmlerin kalinlik ve agirliklar: 6l¢iilerek elde

edilen sonuclar Cizelge 4.1° de verilmistir.

Yapilan antibakteriyel aktivite tayininde, farkli konsantrasyonlarda OR ve TH ile
hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film diskleri ile kekik yagi icermeyen soya
proteini bazli yenilebilir film disklerinin S. aureus i¢in verdigi inhibisyon zonu caplari

Cizelge 4.2 ile EK 1 ve EK 2’de gosterilmistir.

Staphylococcus aureus i¢in, TH kekik yagini igeren filmlerden elde edilen inhibisyon
zonu ¢aplart arasindaki farkin %1 ve %2, %3 konsantrasyonlar1 i¢in 6nemli (p<0,05)
ancak %4 ve %5 kekik yagi ihtiva eden filmlerin verdigi zon caplar arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli olmadig1 (p>0,05) ve antibakteriyel etkinin %3’ten yliksek

konsantrasyonlarda bir degisim gostermedigi goriilmektedir (Cizelge 4.1). Diger yandan
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OR kekik yag1 igeren filmlerin verdigi inhibisyon zonu c¢aplar1 incelendiginde, etkin

antibakteriyel aktivite diizeyinin %3’liikk konsantrasyonda goriildiigii belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Farkli konsantrasyonlarda kekik yagi igeren ve kekik yagi icermeyen

yenilebilir film disklerinin kalinlik (um) ve agirlik (mg) degerleri

Kekik Yag
Ornek Konsantrasyonu Kalnhk * (um) Agirhk * (mg)
(%)
ISP 0 0.200£0,007 0.056+0,001
1 0.242£0,018 0.074%0,004
2 0,224+0,023 0,077+0,006
OR 3 0,273+0,021 0,093+0,005
4 0,370+0,028 0,098+0,005
5 0,440+0,044 0,134+0,005
1 0,236+0,017 0,070+0,003
2 0,274+0,015 0,079+0,003
TH 3 0,347+0,23 0,102+0,003
4 0,415+0,027 0,119+0,005
5 0,332+0,013 0,102+0,003

* Ortalama =+ standart hata

Cizelge 4.2 S. aureus i¢in belirlenen inhibisyon zonu ¢aplar1 (mm)

Film Konsantrasyon (%)*
grubu 1 3 4 5
OR 27502050 % | 42.0041,00° | 49.50+1.00° 45,5040,50 ° | 49,50+0,50 °
d c b ab a
TH 30,000,00 38,00+0,00 46,00+1,00 48,00+1,00 49,50+0,50

a-d —> Aym ornek i¢indeki konsantrasyonlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark

* Ortalama =+ standart hata

istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).




Farkli konsantrasyonlarda OR ve TH ile hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
disklerinin Escherichia coli Tip 1 i¢in verdigi inhibisyon zonu caplar1 Cizelge 4.3 ile

EK 3 ve EK 4’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3 Escherichia coli Tip 1 i¢in belirlenen inhibisyon zonu ¢aplari (mm)

Film Konsantrasyon (%)*

grubu 0 1 2 3 4 5
OR 0 320000004 | 42,000000¢ | 44.00:1,00% | 43502050 °° | 45.50+0.50 *
TH 0 36504050 ¢ | 41,0000.00% | 43.00£0,00° | 47.0020,00° | 49,00+0,00 *

a-e C— : Aym ornek igindeki konsantrasyonlar arasinda farkli harfleri tastyan ortalamalar arasindaki fark
istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).
* Ortalama =+ standart hata

Escherichia coli Tip 1 sonuglar1 incelendiginde, TH ucucu yagini igeren filmlerin
verdigi inhibisyon zonu c¢aplari arasindaki farkin tiim konsantrasyonlar arasinda
istatistiksel olarak oOnemli bulundugu ve Escherichia coli Tip 1’e karsi olan
antibakteriyel aktivitenin konsantrasyon arttik¢a artig gosterdigi gozlenmistir (p<0,05).
OR ugucu yagimi igeren filmlerin verdigi inhibisyon zonu ¢aplar1 arasindaki farkin %4
ve %S5 konsantrasyonlar arasinda O6nemli oldugu ve OR ucgucu yagi iceren film
disklerinin Escherichia coli Tip 1’e kars1 etkin antibakteriyel aktivite diizeyinin %3 liik

konsantrasyonda ortaya ¢iktig1 sonucuna varilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda OR ve TH ile hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
disklerinin Escherichia coli O157:H7 i¢in verdigi inhibisyon zonu caplar1 Cizelge 4.4
ile EK 5 ve EK 6’da gosterilmistir.
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Escherichia coli O157:H7 sonuglar1 degerlendirildiginde, TH ugucu yagini igeren
filmlerin verdigi inhibisyon etkisinin Escherichia coli Tip 1’e karsi olan antibakteriyel

etkinlige benzer diizeyde oldugu gézlenmistir.

Cizelge 4.4 Escherichia coli O157:H7 i¢in belirlenen inhibisyon zonu ¢aplar1 (mm)

Film Konsantrasyon (%)*

grubu 0 1 2 3 4 5
OR |0 35,500,509 | 41,0061,00¢ | 44502050 ° 49,50+0,50 * | 50,5040,50
TH |0 36,5040,50 ¢ | 40,50£0,50 ¢ | 42,500,50 ° 45,50£0,50 ° | 49,5020,50 °

a-e —> Ay ornek igindeki konsantrasyonlar arasinda farkl: harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark
istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).
* Ortalama + standart hata

TH ugucu yagi igeren film diskleri arasindaki farkin yine konsantrasyon arttik¢a 6nemli
oldugu (p<0,05) belirlenmistir. OR ugucu yagini igeren filmlerin verdigi inhibisyon
zonu c¢aplan arasindaki farkin, %1, %2 ve %3 konsantrasyonlar i¢cinde énemli oldugu
(p<0,05), %4 ve %S5 konsantrasyonlar arasinda istatistiksel agidan onemli bir fark

olmadig1 (p>0,05) ve antibakteriyel aktivite diizeyinin degismedigi goriilmektedir.

Farkli konsantrasyonlarda OR ve TH ile hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
disklerinin Lactobacillus plantarum igin verdigi inhibisyon zonu ¢aplari1 Cizelge 4.5 ile

EK 7 ve EK 8’de gdsterilmistir.

Lactobacillus plantarum sonuglari incelendiginde, TH ve OR ugucu kekik yaglarini
iceren filmlerin verdigi inhibisyon zonu ¢aplar1 arasindaki farklar degerlendirildiginde
her iki film i¢in de %3, %4 ve %5 konsantrasyonlar1 arasindaki farkin istatistiksel

olarak 6nemli oldugu (p<0,05) konsantrasyon arttikca antibakteriyel aktivitenin arttigi
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sonucuna varilmaktadir. Ancak ¢alismada diger bakterilerden elde edilen zon ¢aplari ile

kiyaslandiginda L. plantarum’un kekik yagina kars1 daha direngli oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5 Lactobacillus plantarum igin belirlenen inhibisyon zonu ¢aplar1 (mm)

Film Konsantrasyon (%)*

grubu 0 1 2 3 4 5
OR 0 22,500,501 | 2350050 | 30,00£0,00 € 35,00£0,00° | 37,0040,00 ®
TH 0 20502050 ¢ | 29.5040,50 °¢ | 30,50+0,50 € 32,500,500 | 36,50+0,50 ®

a-d —> : Aym ornek igindeki konsantrasyonlar arasinda farkl: harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark
istatistik olarak dnemlidir (p<0,05).
* Ortalama + standart hata

Farkl1 konsantrasyonlarda OR ve TH ile hazirlanan (%0, 1, 2, 3, 4 ve 5) yenilebilir film
disklerinin Pseudomanas aeruginosa igin verdigi inhibisyon zonu ¢aplari Cizelge 4.6 ile

EK 9 ve EK 10’da gosterilmistir.

Pseudomanas aeruginosa ile elde edilen sonuglarda, TH ve OR ugucu kekik yaglarini
iceren yenilebilir film disklerinin verdigi inhibisyon zonu ¢aplar istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, TH ugucu yagmi igeren filmlerde konsantrasyon artigina paralel
olarak antibakteriyel aktivitenin degismedigi goézlemlenmis, %2, %3, %4 ve %S5
konsantrasyon diizeyleri arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadig1 sonucuna
varilmistir  (p>0,05). Bu sonuglara gbre, Pseudomanas aeruginosa’nin etkin
konsantrasyon degerinin %3 veya %4 oldugu sdylenebilir. Pseudomanas
aeruginosa’nin da ucucu kekik yagina karsi direngli bir bakteri oldugu agikca

goriilmektedir.
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Cizelge 4.6 Pseudomanas aeruginosa igin belirlenen inhibisyon zonu ¢aplari (mm)

Film Konsantrasyon (%) *

grubu 0 1 2 3 4 5
OR 0 27.00:1,00% | 34502050 | 37.0041,00° | 40,00£000* | 39.50+0.50 *°
TH 0 32504150 > | 40,0040,00% | 40,00+0,00 * 41,00£1,00* | 42,00£1,00

a-d > Aym ornek i¢cindeki konsantrasyonlar arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark
istatistik olarak 6nemlidir (p<0,05).
* Ortalama =+ standart hata

Shuang (2004)’e gore, kekik yagi laktik asit bakterileri ve L. monocytogenes’e karsi
gozle goriiliir bir azalma saglarken, Gram negatif baz1 Pseudomanas suslari lizerinde
etkisi olmamustir. Etin bozulmasinda onemli etkisi olan Pseudomanas’larin bazi
suslarinin  antimikrobiyel maddelere kars1 daha direngli oldugu yapilan diger
caligmalarla da ispatlanmistir (Paster et al. 1990). Nitekim antibakteriyel aktivite
calismasinda, Pseudomanas aeruginosa'ya ait zon capmin diger bakterilere gore
nispeten daha az oldugu belirlenmis ve artan ugucu yag konsantrasyonu ile beraber

antibakteriyel aktivitesinde de oransal bir artis olmadig1 sonucuna varilmistir.

Oregano ucucu yaginin, L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. typhimurium, Y.
enterocolitica, P. aeruginosa, A. niger, G. candidum ve Rhodothorula,
mikroorganizmalarina karsi ¢cok gii¢lii bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bircok
arastirict tarafindan ispatlanmistir (Conner and Beuchat 1984). Seydim and Sarikus
(2005), E. coli O157:H7, S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes ve L. plantarum
gibi 5 gida patojeni ile yaptiklar1 antibakteriyel aktivite caligmasinda, farkli baharat
ekstraktlar igeren peyniralti suyu proteininden {iretilmis film disklerini besiyeri {izerine
uygulamiglar ve olusan inhibisyon =zonlarin1 Olgmiislerdir. %2 konsantrasyon
diizeyindeki Oregano ugucu yagini igeren filmin, biberiye ve sarimsak ugucu yagini

iceren filmlerle kiyaslandiginda bu bakterilere kars1 daha etkili oldugunu bulmuslardir.
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Genel bir degerlendirme yapildiginda ISP filminin higbir seklide inhibisyon zonu
vermedigi, kekik iceren filmlerin ise bakterilerin cogunda belli bir etkin antibakteriyel

aktiviteye sahip oldugu gézlenmistir.

4.2 Hammaddenin Kimyasal Bilesimi

Kiymanin kimyasal bilesimini belirlemek amaciyla nem, protein, yag ve kiil analizleri

yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.7’de verilmistir.

TS 11566 kiyma standardi ve TS 10580 hamburger kofte standardinda yer alan
kimyasal bilesim sonuglarina gore, sigir kiymasinin protein orani en az %16, yag orani
en ¢ok %29 ve nem orani en ¢ok %65’tir (Anonim 1995, 2002). Yapilan ¢alismada ise
hammaddenin protein oram1 %16,84, yag orant %23,91 ve nem oram1 %57,90

bulunmustur ve bu degerler standardlarda belirtilen diizeylerdedir.

Cizelge 4.7 Ham madde olarak kullanilan kiymanin kimyasal bilesimi (%)

Kimyasal Bilesim %*
Nem 57,90+0,60
Protein 16,84+0,17
Yag 23,91+0,91
Kiil 1,15+0,04

* Ortalama + standart hata

4.3 Yenilebilir Filmin Kalinhk Degerleri

Yapilan ¢aligmada, kiymalara uygulanan soya bazli yenilebilir film gruplarinin ortalama

kalinlik degerleri Cizelge 4.8” de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Kiymalarin ambalajlandig1 kekik yagi igeren ve igermeyen yenilebilir film
gruplarinin kalinlik degerleri (mm)

Ornek Film Kalinhg*
ISP 0,238+0,006
OR 0.262:£0,008
TH 0,248+0,006
ORT 0,260+0,004

* Ortalama =+ standart hata

Seydim and Sarikus (2005), yaptiklar1 antibakteriyel aktivite tayini g¢alismasinda
kullandiklar1 %2 konsantrasyonda ugucu yag igeren film disklerinin ortalama
kalinliklarin1 0,245 mm olarak bildirmislerdir. Bu deger gerek antibakteriyel aktivite
testinde gerekse kiymalara uygulanan filmlerle yapilan ¢aligmada kekik yagi ilave

edilmis filmlerin kalinliklar1 ile uyum i¢indedir.

4.4 Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri Sayilar

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen toplam aerobik mezofilik
bakteri sayilar1 Cizelge 4.9 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi ayni periyot i¢indeki 6rnekler arasinda genel
olarak istatistiksel agidan dnemli degilse de 8. glinde K grubu ile ORT grubu arasindaki
fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05). Ancak bu fark K grubunun aksine
ORT grubunda istenen diizeyde gerceklesmemistir. Bunu takip eden 10. ve 12. giinlerde
elde edilen sonuglara gore ise kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki fark istatistiksel

olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,05).
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Cizelge 4.9 Kekik yagi igeren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB) sayilar1 (log;o kob/g)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
0 6,92+0,07 6,92+0,07 6,92+0,07 6,92+0,07 6,92+0,07
1 7,21+0,10 7,18+0,15 7,07+0,15 7,15+0,02 7,12+0,02
3 7,23+0,36 7,32+0,22 6,97+0,33 6,85+0,52 6,84+0,38
6 7,11£0,03 7,11+£0,05 6,98+0,02 6,53+0,52 6,89+0,17
c a bc abc ab

8 6,72+0,13 7,110,005 6,80+0,09 6,87+0,04 7,04+0,08
10 7,09+0,28 7,17£0,11 7,15+0,33 7,26+0,44 7,09+0,01
12 6,93+0,12 6,94+0,35 7,02+0,04 7,06£0,01 6,85+0,13

a-c ! Aymi periyot i¢indeki drnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05).
* Ortalama + standart hata

Yapilan antibakteriyel aktivite ¢alismasinda kekik yagi iceren yenilebilir film diski,
besiyerine inokiile edilen bakterilerin ¢ogunda inhibisyon zonu olusturmasina ragmen,
kiyma tizerine uygulandiginda toplam bakteri sayisinda istatistiksel olarak onemli bir

azalma saglanmadig1 gozlenmistir (p>0,05).

Seydim and Sarikus (2005), yaptiklar1 ¢aligmada peyniralt1 proteini bazli yenilebilir
filme dahil edilen kekik yagi ve sarimsak ugucu yaginin 5 énemli gida patojeni olan, E.
coli O157:H7, S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes ve L. plantarum’a Karsi
oldukga etkili diizeyde inhibisyon saglamalarina ragmen, biberiye ucucu yaginin bu

bakterilere kars1 hi¢ etki gostermedigini bulmuglardir.
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Sekil 4.1 Kekik yagi iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince toplam aerobik mezofilik bakteri
(TAMB) sayilari (log;o kob/g)

Dogal antimikrobiyal nitelikteki bilesiklerle (nisin, lizozim), aromatik bitkilerin
yapisindaki ugucu karakterli bilesiklerin antibakteriyel aktivitesi ve saglik acisindan da
glivenli olmalar1 arastirmacilar tarafindan ispatlanmis bir gercektir (Weng and
Hotchkiss 1992, Tharanathan 2003). Ancak aromatik bitkiler fenolik bilesiklerce zengin
olmalarina karsin antimikrobiyal etkinliklerinin tiim bakteri cinslerinde ve bunlarin alt
tiirlerinde esit diizeyde olmasi beklenmemelidir. Sonug olarak da yaptigimiz ¢alismada
kiymanin dogal florasindaki tiim bakterilerin inhibisyonunun miimkiin olamayacagi

aciktir.

Ayrica yapilan antibakteriyel aktivite ¢aligmasinin sonug¢larindan da goriilecegi iizere,
ucucu kekik yagmin L. plantarum ve P. aeruginosa’ya karsi etkisinin diisiik oldugu
bulunmustur. Bunun yaninda L. plantarum ve P. aeruginosa’nin et ve et trilinleri
mikroflorast icerisinde Toplam Aerobik Mezofilik Bakteriler i¢cinde baskin flora
olduklar1 bilinmektedir. Psikrofil Pseudomanas suslari soguk depolamada etkili olup

ette bozulmalara neden olurken, vakum ambalajlamada da anaerobik Lactobacillus
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suglar1 aktif hale ge¢mektedir. Yapilan calismada ise ucucu kekik yaginin Toplam
Aerobik Mezofilik Bakteriler’e karst herhangi bir antibakteriyel aktivitesinin

bulunmadigi ortaya konmustur.

4.5 Koliform Grup Bakteri Sayilar:

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen koliform grup bakteri
sayilar1 Cizelge 4.10 ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.10 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince koliform grup bakteri sayilar1 (log;o kob/g)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
0 4,70+0,37 B 4,70+0,37 4,70+0,37 4,70+0,37 AB 4,70+0,37 AB
1 5,69+0,07 AB 5,54+0,72 6,1220,11 6,41+0,03 A 6,29+0,05 A
3 6,30+0,07 A 5,91+0,49 5,14+0,88 5,15+1,02 AB 4,83+1,09 AB
6 5,61+0,31 AB 5,46+0,19 5,28+0,15 5,12j:0,21AB 5,14+0,12 AB
8 5,62+0,35 AB 6,02+0,20 4,89+0,86 4,52+0,68 B 4,84+0,69 AB
bAB b beB B
10 5,130,18 5,190,090 * 4,49:0,17 ¢ 4412001 ¢ 439£035
12 525059 B 5,44+0,46 4,92+0,45 4774060 B 493049 B
AB : Ayn1 6rnek igindeki periyotlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).
a-c ! Aymi periyot i¢indeki drnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
o6nemlidir (p<0,05).

* Ortalama =+ standart hata

Koliform grubu bakterilerden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, 1. glinde bakteri

sayisinin arttigi ancak onu takip eden giinlerde ucucu kekik yaginin kiymanin
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derinliklerine dogru go¢ etmesi ile birlikte bakteriyel yiikiin tiim periyotlar boyunca
azalma egilimine girdigi gozlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel acidan
degerlendirildiginde, ayni1 6rnek icindeki periyotlar arasindaki fark 6nemli bulunmazken
(p>0,05), aynm1 periyot icindeki ornekler arasinda oOzellikle 10. giinde, OR ve TH
degerleri icin de sayisal bir indirgenme olmasina ragmen sadece ORT grubu ile K ve

ISP grubu arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0,05).

Zivanovic et al. (2005) yaptiklar1 ¢aliymada, bologna dilimlerinde 10°C’de 5 giin
depolama boyunca, sadece kitozan filmi uygulamasiyla patojen sayisinda 1-3 logaritma
birimi azalma saglarken, %1 ve %2 oregano ugucu yagi ilave edilmis kitozan bazl
yenilebilir filmin L. monocytogenes ve E. coli O157:H7 sayisinda 4 logaritma birimi
azalma sagladigini bulmuglardir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip olan dogal bir madde
olan kitozan, kekik ugucu yagi ile desteklendiginde sinerjetik bir etkiyle koliform grup
icindeki onemli gida patojenlerinden E. coli O157:H7 nin inhibisyonunda daha basaril

sonuclar vermistir.
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Sekil 4.2 Kekik yagi iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince koliform grup bakteri sayilar1 (log;o kob/g)
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Oregano ve thyme ugucu yaglarinin in-vitro kosullarda, bazi bakterilere ve 6zellikle de
S. aureus ve E. coli iizerine etkili oldugu bildirilmistir (Burt 2004). Antimikrobiyel
aktivite tayini ¢alismasinda da goriildiigii izere koliform grubu i¢inde E. coli Tipl ve E.
coli O157:H7 suslarinin verdigi inhibisyon zon cap1 belli konsantrasyona kadar artmus,
ancak, ozellikle %4 ve %S5 kekik ucucu yagi igeren yenilebilir filmlerin verdigi

inhibisyon zonu ¢aplar1 degerleri birbirlerine oldukca yakin bulunmustur.

4.6 Pseudomanas spp. Sayilari

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen Pseudomanas spp. sayilari
Cizelge 4.11 ve Sekil 4.3’ de verilmistir.

Cizelge 4.11 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince Pseudomanas spp. sayilari (log;okob/g)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
0 6,36+0,18 AB 6,36+0,18 6,36+0,18 6,36+0,18 A 6,36+0,18 A
1 6,760,28 A 6,64+0,24 6,31+0,04 6,35+0,04 A 6,60+0,25 A
3 6,38+0,11 AB 6,42+0,01 6,19+0,21 6,11£0,21 AB 6,210,21 AB
6 6,35+0,19 AB 6,13+0,17 5,97+0,10 5,97+0,13 AB 5,97+0,03 AB
8 6,09+0,23 B 6,15+0,23 5,81+0,35 5,70+0,32 AB 5,87+0,19 AB
AB AB AB
10 6,20+0,14 6,31+0,30 5,69+0,27 5,520,12 5,77+0,33
B B B
12 6,10+0,19 6,02+0,20 5,62+0,42 5,23+0,53 5,09+0,74
AB :Ayni 6rnek igindeki periyotlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05).

* Ortalama =+ standart hata
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Periyotlar ilerledik¢e zamana bagli olarak 6zellikle TH ve ORT grubunda baslangic
degerine gore 12. giin sonunda Pseudomanas sayisindaki azalma istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). OR grubunda Pseudomanas sayisinda azalma goriilse de
baslangic degerine gore degerlendirildiginde bu azalma istatistiksel olarak Onemli
degildir (p>0,05). Ancak son periyotta TH ve ORT grubunda istatistiksel olarak 6nemli
bir farkin ortaya ¢ikmasi yenilebilir filmden kiymanin dokularina dogru antimikrobiyal
ozellikteki ucucu yaglarin gé¢ hizinin yavas olmasi ile agiklanabilir. Kat1 gidalarda
etken maddenin difiizyon hizinin 6zellikle diisiik depolama sicakliklarinda yavasladig:

yapilan calismalarla da gosterilmistir (Han 2000).
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Sekil 4.3 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince Pseudomanas spp. sayilari (logjo kob/g)

Shuang (2004), laktik asit bakterileri ve L. monocytogenes’in kekik yagina kars1 gozle
goriiliir bir azalma saglarken, Gram negatif bazi Pseudomanas suslarinin direng
gosterdigini bildirmistir. Yapilan bir diger ¢alisma ile de Pseudomanas’larin bazi
suslarinin antimikrobiyel maddelere kars1 daha direngli oldugu ispatlanmistir (Paster et
al. 1990). Nitekim antibakteriyel aktivite calismasinda, Pseudomanas aeruginosa 'ya ait

zon capinin diger bakterilere gére daha az oldugu belirlenmis ve artan ugucu yag
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konsantrasyonu ile birlikte antibakteriyel aktivitesinde de oransal bir artis olmadigi
goriilmiistiir. Yapilan ¢alismada ise %5 konsantrasyonda TH ve ORT iceren yenilebilir
film uygulanmis kiymalarda Pseudomanas spp. sayisinda 12. giin sonunda yaklasik 1

logaritmik birim azalma saglanmistir.

4.7 Staphylococcus spp. Sayilari

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen Staphylococcus spp.
sayilar1 Cizelge 4.12 ve Sekil 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.12 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince Staphylococcus spp. sayilari (logio kob/g)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
B B B
0 4,22+0,28 4224028 4224028 4,22+0,28 4224028
1 443£048 5 426£0.78 5 452:0.44 B 4,35+0,39 5.410,38
AB bAB bAB b b
3 5,09+0,13 % 492021 ° 4,58+0,10 4,83£0,05 " 4,79£0,08
6 5,91+0,04 A 5,91+0,06 AB 5,93+0,02 A 6,03+0,21 5,93+0,10
8 548035 B 6,02£0.46 6,04£0.45 5,87+0,90 6,0120,96
10 5656047 \B 6.05:0.48 5804080 2 6,00+£0,74 5,8240,67
12 5404080 '3 5444083 B 5344069 B 5,18+0,95 531+0,83
AB : Ayn1 6rnek i¢indeki periyotlar arasinda farkl: harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).

a,b —: Ayni periyot i¢indeki drnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak

6nemlidir (p<0,05).
* Ortalama + standart hata
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Sekil 4.4 Kekik yagi iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince Staphylococcus spp. sayilari (logjo kob/g)

Antibakteriyel aktivite tayininde kekik ugucu yagi, S. aureus'a karst inhibisyon etki
gostermesine karsin yapilan bu ¢alismada kiyma materyalinin dogal florasi bir¢ok tiirii
birlikte bulundurdugundan, antibakteriyel aktivite calismasina benzer bulgular elde
edilememistir. Bunun sebebinin de, kekik yagina karst Staphylococcus cinsi alt

tiirlerinin, kendine 6zgii farkli direng mekanizmalari oldugu diisiiniilmektedir.

Oregano ugucu yaginin, Gram negatif bakterilerden E. coli ve Gram pozitiflerden de
S. aureus’a karsi inhibisyon etkisi oldugu bir¢ok arastirict tarafindan ispatlanmistir.
(Biondi et al. 1993, 1zzo et al. 1995). Ancak standart bir sus ile ulasilan bu sonug,
Staphylococcus cinsi igindeki tiim bakteriler i¢in kekik ucucu yagi igeren yenilebilir
filmlerle ambalajlanan kiymalarin sogukta 12 giin depolanmasi sonucu elde ettigimiz

bulgularla uyum i¢inde degildir.
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4.8 Laktik Asit Bakterileri Sayisi

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen laktik asit bakterilerinin
sayist Cizelge 4.13 ve Sekil 4.5’ de verilmistir.

Cizelge 4.13 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince laktik asit bakterileri sayilari (log;o kob/g)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
B
0 4,24+0,49 4,24+0,49 ¢ 4,24+0,49 ¢ 4,24+0,49 ¢ 4,24+0,49 ¢
AB C BC C C
1 4,74+0,50 4,66+0,58 4,52+0,48 4,56+0,60 4,60+0,64
AB BC ABC BC BC
3 5,16+0,12 5,26+0,04 5,06+0,07 5,06+0,05 5,12+0,24
A AB A AB A
6 6,11+0,66 6,35+0,28 6,35+0,38 5,79+0,23 6,38+0,37
AB AB AB AB AB
8 5,44+0,40 5,97+0,18 5,77+0,30 5,82+0,26 5,92+0,32
bA A bA bA bAB
10 5,8240,25 6.6120,23 " 6.310,13 " 6.24+0,10 " 6,32+0,06 "
A A A AB AB
12 5,91+0,37 6,70+0,05 5,95+0,66 6,13+0,17 6,29+0,12
A-C :Ayni 6rnek igindeki periyotlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).
a,b —>: Aym periyot icindeki 6rnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).
* Ortalama =+ standart hata
Aym1  Ornek icindeki periyotlar arasinda laktik asit bakterilerinin  sayisi

degerlendirildiginde baglangic degeri ile 12. giin arasindaki fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur. Gerek kekik yagi iceren gruplar ve gerekse sadece izole soya
proteini igeren grup ile kontrol grubu kiyaslandiginda yenilebilir filmin yiiksek oksijen
bariyerleme Ozelliginden dolayr olusan anaerobik ortamin laktik asit bakterilerinin

gelisimini destekledigi goriilmiistiir. Buradan hareketle, 10. giinde ISP, OR, TH ve ORT
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gruplarinin laktik asit bakterileri sayis1 K grubunda daha yiiksek (p>0,05) olmasina

ragmen, sadece ISP grubu ile kontrol grubu arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli

oldugu saptanmastir.
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Sekil 4.5 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince laktik asit bakterileri sayilari (log;o kob/g)

Seydim and Sarikus (2005), yaptiklar1 g¢alismada peyniraltt suyu proteini bazl
yenilebilir filme dahil edilen kekik yagi ve sarimsak ugucu yaginin 5 onemli gida
patojeni olan, E. coli O157:H7, S. aureus, S. enteritidis, L. monocytogenes’e kars1 artan
ucucu yag konsantrasyonu ile beraber olduke¢a etkin bir inhibisyon zonu olustururken, L.
plantarum’a kars1 etkinliginin yaklagik olarak 3 kat daha az oldugunu bulmuslardir.
Calismamizdaki sonuglarla kiyaslandiginda, Lactobacillus cinsi bakterilerin genelinde

ucucu yaglara kars1 etkin bir direncin oldugu goriilmektedir.

Padgett et al. (1998), soya proteini izolat1 filmine katilan gida kaynakli olan ve olmayan

antimikrobiyal bilesenlerin (lizozim, nisin, EDTA) inhibisyon etkisi iizerinde
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calismiglardir. Filme katilan lizozim L. plantarum’a karsi inhibisyon etki gosterirken,

EDTA da E. coli’ye kars1 filmin inhibisyonunu artirmistir.

4.9 pH Degeri

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen pH degerleri Cizelge

4.14°de verilmistir.

Cizelge 4.14 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince pH degerleri

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
A B C B B
0 5,87+0,02 5,87+0,02 5,87+0,02 5,87+0,02 5,87+0,02 %
bA A A A A
1 5,83£0,01 5,99:0,04 6,09+0,04 6,03£0,03 5,99+0,01
bA bB B A AB
3 5,8120,01 5,8120,03 5,98+0,01" 5,97+0,01 5,940,02 %
6 5.50£0,03 B 572002 °C 5,890,01 °€ 5.88£0,02 B 5.92£0,02 B
8 5.4420,05 B 5.62+0,01 °° 5754003 °0 5.74+0,01 °C 5.74+0,04 °C
bB E E D D
10 5,4320,02 5,53+0,03 5,56:0,02 5,6240,05 5,6140,02
dB dE beE bD C
12 5,47+0,01 5,5120,02 5,5620,01 © 5,59+0,01 5,6940,01
A-E :Ayni 6rnek igindeki periyotlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05).
a-d > Ayml periyot i¢indeki drnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).

* Ortalama + standart hata
Sonuglardan da goriilecegi iizere, 0. giin ve 1. giin kiyaslandiginda, 1. giin kontrol

grubunda pH diiserken yenilebilir film ile ambalajlanan gruplarda pH 6nce yiikselmis ve

daha sonra diizenli olarak diisiis gOstermistir. Yenilebilir film ile ambalajlanan
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orneklerde filmin bazik karakterde olmasindan dolay1 6rneklerin pH’s1 kontrol grubuna
gore yliksek degerlerde kalmistir. Ancak yine de tiim periyotlar boyunca, pH daki bu
diisiis kontrol grubuna kiyasla yenilebilir film ile ambalajlanan gruplarda daha az olmus
ve kontrol grubu ile kekik iceren diger gruplar arasindaki pH farki istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). ISP grubuna ait kiymalarin pH degerleri ile kontrol grubu
arasindaki pH degeri farki istatistiksel acidan genel olarak 6nemli bulunmamistir

(p>0,05).

Tiim o©rneklerdeki pH’daki zamana bagli olarak goriilen diisiis, mikrobiyolojik
faaliyetlerin bir sonucu olmakla beraber, Ozellikle laktik asit bakterilerindeki

cogalmanin ortam pH’s1 lizerinde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Genel olarak ise tiim gruplarda baslangi¢ degeri ile son periyot arasindaki pH degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,05) ve pH degerinde gozle

goriiliir bir diislis yaganmuistir.

4.10 Metmiyoglobin Oram

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen metmiyoglobin degerleri
Cizelge 4.15’de ve Sekil 4.6’da verilmistir.

Ornekler arasinda 1. giinde K grubu ile film iceren diger gruplar arasinda oldukga
onemli fark oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Zamanla K grubunda da miyoglobindeki
dontisiim diger gruplarla ayni diizeyde olmustur. Ancak yenilebilir filmin direnci ve
ucucu yagin etkisiyle diger gruplardaki metmiyoglobin doniigiim orani 12. giin sonunda
K grubuna kiyasla daha az olmustur. Aym1 6rnek icinde periyotlar arasindaki fark, tiim

gruplarda istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.15 Kekik yag1 igeren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince metmiyoglobin doniistim oranlari (%)

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
A A A A A
0 40,36+1,04 40,36+1,04 40,36+1,04 40,36+1,04 40,36+1,04
A B B B B
1 43,30+1,58 a 28,09+1,58 b 29,02+2,83 bBC 31,53+2,38 b 32,27+1,26 b
B bCB bBC BC bD
3 31,432,48 ° 27,5742.26 ° 27,031,99 ° 29,73+1,59 23,7420,59
6 29,55+1,56 B 29,59+1,23 B 29,49+1,30 BC 27,91+£1,15 BC 28,39+2,63 ¢
BC B B B BC
8 26,51£1,39 30,80+1,53 31,29+3,19 30,95+3,23 29,75+1,02
bC B B B bD
10 23,5141,04 282141,07° 31,902,19 " 30,18:1,69 23,69+1,11
BC C C C D
12 27,47£3,37 23,63+0,34 25,08+1,68 24,56+1,05 23,71+0,73
A-D :Ayni 6rnek igindeki periyotlar arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).
a,b —: Aymi periyot i¢indeki drnekler arasinda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).

* Ortalama + standart hata

Cross et al. (1986), keci karkasinin 8 glin depolama boyunca metmiyoglobin yilizdesinde
onemli artiglar oldugunu onu takip eden giinlerde ise metmiyoglobinde meydana gelen
degisimlerin dikkate deger olmadigini1 ve yine TBA reaktif maddelerindeki artisin da
metmiyoglobindeki ile benzer oldugunu bulmuslardir. Etin igerigindeki farkli yag asiti
kompozisyonlarinin oksidasyon diizeyini etkiledigi arastiricilar tarafindan ispatlanmistir
(Decker et al. 1998). Hutchins et al. (1967) ve Faustman et al. (1989), tarafindan

kirmizi et ile yapilan ¢aligmalarda lipit oksidasyonu ile pigment oksidasyonu arasinda

yakin bir iligki oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.6 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince metmiyoglobin doniisiim orani

Baslangi¢ periyodu baz alindiginda metmiyoglobin oraninda zamanla gozle goriiliir bir
donlistim yasanmistir. Bu doniisiim orani her ne kadar istatistiksel olarak 6nemli
bulunmadiysa da kontrol grubunda diger gruplara kiyasla daha fazla olmustur. Yani
miyoglobin pigmenti, K grubunda daha fazla oksidasyona ugramistir. Bu durum
yenilebilir filmin sicaklik, nisbi nem, oksijen, 151k gibi c¢evresel faktorlere karsi

gecirgenlik direnci ve saglamligi ile agiklanabilmektedir.

Earle (1968), yenilebilir 6zellikteki Ca-aljinat jeliyle kaplamanin kanath etleri, kirmizi
et ve baliklarda soguk depolama boyunca renk oksidasyonuna ve su kaybina kars1 bir

koruma sagladigini belirtmistir.

4.11 Enstriimental Renk Degerleri

Yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin ve kontrol grubunun soguk depolama
(4°C) boyunca 0., 1., 3., 6., 8., 10. ve 12. giinlerde belirlenen CIE L*(parlaklik)

degerleri Ol¢ililmiis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.16°da verilmistir.
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Cizelge 4.16 Kekik yag1 igeren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince CIE L* (parlaklik) degerleri.

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
0 52,85+0,75 52.85:0,75 52.85:0.75 © 52,85:0,75 B 52,85+0,75
AB B AB
1 53,20+0,84 52,07+0,97 53.7840,77 °C 54,00+0,74 53,26+0,87
AB BC B
3 51,54+0,58 51,27+1,03 53.1620.81 52,5240.86 52,040,094
6 53.78:0.88 ° 51.30£0,57 SAB 56.24+0.49 2 54.9040,55 20A 53.820.76 °
a bAB aAB aAB a
8 53,96:0,59 50,58+0,58 55,1620,80 53,80+0,79 53,54+0,77
b B bC A b
10 52,40+0,89 50,200,82 52,46+0,79 54,96+0,72 % 53,38+0,38
b B A bB b
12 54.45:0,56 50.18+0,97 56,78+0,74 53,82+0,99 53,60+0.68

AB ﬂ:

a-c |:>:

Ayni drnek igindeki periyotlar arasinda farklr harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05).
Ayni periyot icindeki 6rnekler arasinda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05).

* Ortalama + standart hata

Ayn1 ornek i¢indeki periyotlar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede, kontrol

grubu ile kekik yag1 igeren TH ve ORT gruplarinda L* (parlaklik) degerinin depolama

stiresince 0onemli bir degisim gostermedigi gézlenmistir.(p>0,05). Kekik yag1 icermeyen

yenilebilir filmle kaplanan ISP grubu ile kekik yagi igeren OR grubunda L* degerinin

baslangi¢ degeri ile son periyot arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunmustur

(p<0,05).

L* degeri, ayn1 periyot i¢inde 6rneklerdeki degisim agisindan incelendiginde,

ISP grubu depolama boyunca diger tiim gruplardan daha diisiik L* degeri gosterirken 6.

giinden sonra istatistiksel olarak farkli L* degerlerine sahip oldugu gézlenmistir.

Yapilan

renk analizleri sonunda a*(kirmizilik) degerleri Ol¢iilmiis ve elde edilen

sonuclar Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4.17 Kekik yag1 igeren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince CIE a*(kirmizilik) degerleri

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
AB A A A A
0 20,44+0,58 20,44+0,58 20,44+0,58 20,44+0,58 20,440,58
1 20444058 B 20.44:0,58 20.44:0,58 20.44:0,58 20.44:0,58
AB beB beB B bB
3 19.4240.59 “ABC | 18.1340,54 3¢ 17,3840,69 16,87+0,32 18,64+0,63
AB B E
6 20,45£0,80 17,4804 °BC 12870320 9 143120319€ 15.81£0,63 °C
BC bC cD c DE
8 18,84+0,51 16,32+0,47 14,19+0,65 13,83+0,44 © 14,22+021 €
A bBC C C cD
10 20.62+0.46 17.2240.56 14,77:0.73 14224035 € 15212080
B E beD bE
12 17.98+0.41 °C 17.15+0,87 “B€ 11312052 € 11,91£0,32 ¢ 13,03£0.41

A-D ﬂ : Aym1 6rnek icindeki periyotlar arasinda farklr harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).

a-c ) : Ay periyot i¢indeki ornekler arasinda farkli harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05).

* Ortalama =+ standart hata

Aymi Ornek icindeki periyotlar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede,
a*(kirmizilik) degerinin tiim gruplarda depolama siiresince Onemli Olciide diisiis
gosterdigi saptanmistir (p<0,05). Fakat K grubu ile kekik yagi icermeyen izole soya
proteini bazli yenilebilir filmle ambalajlanmis kiyma olan ISP grubuna ait a*
degerlerindeki azalma yenilebilir film uygulanan diger 6rnek gruplarina gore nispeten

daha az olmustur.

Depolama siiresi, ozellikle et ve et irlinlerinin a* degerini etkileyen en Onemli
parametrelerden biridir. Cannon ef al. (1996), perakende halde satilan taze domuz etinde
a* degerinin 3 giin sonra diistiigiinii rapor ederken, Zhu and Brewer (1998), yine domuz
etinin perakende satig1 esnasinda ilk giin a* degerinin yiikseldigini daha sonra asamali

olarak diistiigiinii ve 4. giinde en diisiikk seviyelerde Ol¢iildiigiinii bildirmislerdir.
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Buradaki a* degerindeki azalmanin da sicaklik, 1s1k, metal iyonlar1 gibi gevresel
faktorlerden dolayr metmiyoglobinin oksidasyonundan kaynaklandigini bildirmislerdir.

Kannan et al. (2001)’in yaptiklar1 bir diger calismada ise; et rengi ile lipit oksidasyonu
arasinda yakin bir iligki oldugunu bulmuglar ve et renginin lipit oksidasyonundaki
artisla beraber kirmizidan sapma egiliminde oldugunu belirtmislerdir. Boylelikle,
metmiyoglobin yiizdesi ile hem a* hem de renk berraklig1 degerleri arasinda negatif bir
korelasyon oldugunu ve metmiyoglobindeki doéniisiim orani arttikca a* degerinin

azaldigin1 bulmuglardir.

Tiim periyotlar boyunca ornekler arasindaki a* degeri incelendiginde yine baglangica
gore, kekik yagi icermeyen kontrol grubu ve ISP grubu ile kekik yag1 iceren yenilebilir
film uygulanmis OR, TH, ORT gruplar1 arasindaki fark istatistik acidan Onemli
bulunmustur (p<0,05). Bunun nedeninin, kekik yagi iceren yenilebilir filmin oksijen
bariyerleme 6zelliginin yiiksek olmasi ve ortamda var olan az miktardaki oksijenin ise
aerobik bakterilerce kullanilmasinin ardindan miyoglobinin parlak kirmizi renginin,
oksimiyoglobine doniisiim orani1 azalmakta ve boylece a* degeri de diger gruplara gore

daha diistik olmaktadir.

Yapilan renk analizleri sonunda bir diger renk parametresi olan b*(sarilik) degerleri

Olclilmiis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir.

b* (sarilik) degeri incelendiginde, 3. giine kadar gerek K grubu ve gerekse ISP grubu ile
kekik yag1 iceren yenilebilir film uygulanmis 6rnek gruplarinda depolama boyunca b*
degerinde herhangi bir degisim gozlenmemistir (p>0,05). Ancak ayni 6rnek igindeki
periyotlar arasinda yapilan istatistiksel degerlendirmede ise, baslangica gére depolama
siiresince tiim gruplarda 6nemli Ol¢lide azalma gdzlenmistir (p<0,05). 12. giinde ayn
periyot icindeki Ornekler arasindaki farklar degerlendirildiginde de K grubu ile
yenilebilir film uygulanmis ORT grubu arasindaki fark 6nemsiz iken, yine K grubu ile
ISP, OR ve TH gruplarn arasindaki fark istatistiksel olarak onemli bulunmustur

(p<0,05).
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Cizelge 4.18. Kekik yagi iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin soguk
depolama (4°C) siiresince CIE b*(sar1lik) degerleri

Depolama .
Periyodu Ornek
(giin) K ISP OR TH ORT
A A A A A
0 13,07+0,18 13,970,18 13,07+0,18 13,07+0,18 13,97+0,18
1 10414021 € 10,10£0.35 & 10.40+0.50 10.4240.40 & 10,40+0.25 2€
3 10394038 © 10,03£0.43 5 10.49+0.51 3 10,10£0.22 B¢ 10754023 &
B BCD D
6 11,53+0,68 897037 °C 8.90£0.23 € 9.65+0.29 "°BC 9.96£0,19C °
8 10,55+0.44 “B€ 0.04£0.33 € 1013025 P8 | 9404021 2P 9.54+0,22 P
BC B B BC BCD
10 11,03£0.38 ¢ 10242031 % 10.46£0,23 10,13£0.35 10174038
12 10112027 %C 8.79+1.18 °C 8.96+0.24 °°C 9.1240.16 °°P 9,65+0,19 0P

A-D ﬂ : Aym1 6rnek icindeki periyotlar arasinda farklr harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
onemlidir (p<0,05)

a-c ) : Ay periyot i¢indeki ornekler arasinda farkli harfleri tagtyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak
6nemlidir (p<0,05)

* Ortalama =+ standart hata

4.12 Duyusal Degerlendirme

Gidalarin kalite ve besleyiciliginin yan sira, tiriinlerin duyusal olarak da tiiketiciye
hitab etmesi gerekmektedir. Yapilan calismada, kekik yagi igeren yenilebilir film
uygulamasinin iirtin duyusal 6zellikleri {izerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan

duyusal degerlendirme sonuglar1 Cizelge 4.19°da ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Koku ve lezzet parametreleri degerlendirildiginde, kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle
ambalajlanan OR, TH ve ORT gruplari, koku i¢in sirastyla 6.05, 6.50, 6,05 puan lezzet
icin ise yine sirasiyla 4.77, 5.23, 5.06 puan alarak K ve ISP gruplarina gére daha az

begenilmistir.
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Cizelge 4.19 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin duyusal

degerlendirme puanlari

K ISP OR TH ORT
Goriiniis | 6,94+023° 7,16£0,18 % 7,00£0,22 % 6,94+0,27 * 6,88+0,25°
Renk 7,05+0,20 * 7,16+0.20 * 7,00+0,19 6,88+0,25 ° 7,11+0,21 °
Koku 7502024 % | 733£025% | 6,05:039° | 6504028 ° | 6,05£0,39°
Lezzet 7112030 % | 69440337 | 4,77¢029° | 523+045° | 5,0620,34°
Yap1 6612028 | 683:021° | 638:020% | 6,16:028% | 6,1140,26"
Genel 7,19+031° | 7.05:028% | 5.69+027° | 5612036° | 527+031°

a,b |:d'> : Farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (p<0,05)
1: son derece koti, 9: miikemmel

Kekik yagini iceren ve igermeyen gruplar i¢inde koku ve lezzet parametreleri arasindaki
farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmektedir (p<0,05). Ornekler yap:

acisindan  degerlendirildiginde, aralarindaki fark istatistiksel olarak Onemli

bulunmamistir (p>0,05). Renk ve goriiniis olarak tiim gruplar arasinda 6nemli bir fark

goriilmemistir (p>0,05).

Duyusal Degerlendirme Puanlan

Puanlar
IN
L
\

Koku Lezzet Genel

Ozellikler

Gorunus Renk Yapi

‘DK-ISP OOR o TH -ORT‘

Sekil 4.7 Kekik yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanmis kiymalarin duyusal
degerlendirme puanlar1
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Tim gruplar i¢in genel degerlendirme puanlarmin birbirine yakin oldugu ancak
aralarindaki farkin istatistiksel olarak onemli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). OR, TH ve
ORT gruplart K ve ISP gruplarina kiyasla daha diisiik puanlar almis olmasina ragmen

puanlar kabul edilebilir diizeylerde kalmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Genel bir degerlendirme yapildiginda, 5 farkli konsantrasyonda bahge kekigi (thyme) ve
mercankdsk (oregano) yagi igeren soya bazli yenilebilir filmlerin ¢alismada denenen 5
patojen bakteriye karsi Antibakteriyel aktivite gosterdigi saptanmustir. Ancak, kekik
yag1 iceren yenilebilir filmlerle ambalajlanan kiymalarin mikrobiyolojik kalitesini
belirlemek i¢in yapilan degerlendirmelerde bahge kekigi (thyme), mercankdsk
(oregano) ve ikisinin karisimini %5 konsantrasyon diizeyinde igeren yenilebilir filmlerin
Pseudomanas ve Koliform bakterilerinin haricinde, diger tiim bakteriler lizerinde yeterli

diizeyde inhibisyon etkisinin olmadig1 gorilmiistiir.

Yapilan mikrobiyolojik analiz sonucunda elde edilen bulgulara gore dogal
antimikrobiyal madde olarak kullanilan kekik ugucu yaginin tek basina degil diger bazi
etkili dogal antimikrobiyal ajanlarla kombine halde kullaniminin, mikrofloranin
cesitliligi ve suslarin gosterdigi direncin farkli olusu g6z oniinde bulunduruldugunda
daha iyi sonuglar verebilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica bakterilerin kiyma matriksi
icinde yag globiilleri arasinda kalarak ugucu yagin antibakteriyel etkisinden korundugu

da varsayilmaktadir.

Kiymada tiim periyotlar boyunca 0l¢iilen renk degerleri dikkate alindiginda, yenilebilir
filmlerin taze etin L* (parlaklik) degeri iizerine herhangi bir etkide bulunmazken a*
(kirmizilik) degeri film uygulanan 6rneklerde azalarak kirmizi renk daha acik tonlara
dogru degisim gostermistir. b* (sarilik) degeri de yine film uygulanan Orneklerde

azalmistir.

Metmiyoglobin doniisiim oranlar1 incelendiginde ise kontrol grubuna kiyasla kekik
iceren yenilebilir film ile ambalajlanan kiymalarin daha az renk oksidasyonuna ugradigi
sonucuna varilmustir. Ornekler iginde depolama siiresi boyunca mikrobiyolojik
faaliyetin istenen diizeylere indirelememesi sonucunda pH degerinde 6nemli oranda

diisiis oldugu belirlenmistir.
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Yenilebilir film ile kat1 bir gidanin ambalajlanmasi; aktif ajanin 6zellikle diisiik sicaklik
derecelerinde gidanin dokularina kadar diflizyonunun giicliigii ve materyalin yagh
olmas1 sonucu bakterilerle temasin kismen engellenmesi gibi dezavantajlara sahiptir.
Yenilebilir filme bir alternatif olarak, gida ile temas ylizeyinin daha fazla olmasi ve gida
ile ambalaj materyali arasindaki hava boslugunun bertaraf edilmesi gibi avantajlari
nedeniyle yenilebilir kaplamalarin et ve et {lriinleri ambalajlamada kullanimi {izerine

arastirmalarin yapilmasi 6nerilebilir.

Genel bir degerlendirme yapildiginda, taze sigir etinin yenilebilir film uygulanarak
ambalajlanmasinin, teknolojik yeniliklerle kombine edildiginde gelecek vaad eden bir

uygulama olacagi diistiniilmektedir.
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EKLER

EK 1 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soya bazli
yenilebilir film disklerinin S. aureus i¢in inhibisyon zonu goriintiileri
EK 2 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazl
yenilebilir film disklerinin S. aureus i¢in inhibisyon zonu goriintiileri
EK 3 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soya bazli
yenilebilir film disklerinin E. coli Tip 1 i¢in inhibisyon zonu goriintiileri
EK 4 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazl
yenilebilir film disklerinin E. coli Tip 1 i¢in inhibisyon zonu goriintiileri
EK 5 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soya bazli
yenilebilir film disklerinin E. coli O157:H7 i¢in inhibisyon zonu goriintiileri
EK 6 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazl
yenilebilir film disklerinin E. coli O157:H7 igin inhibisyon zonu goriintiileri
EK 7 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soya bazli
yenilebilir film disklerinin L. plantarum igin inhibisyon zonu goriintiileri
EK 8 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazl
yenilebilir film disklerinin L. plantarum igin inhibisyon zonu goriintiileri
EK 9 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soya bazl
yenilebilir film disklerinin P. aeruginosa igin inhibisyon zonu goriintiileri
EK 10 %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH iceren soya bazli
yenilebilir film disklerinin P. aeruginosa i¢in inhibisyon zonu goriintiileri

EK 11 Hamburger K6ftesi Duyusal Degerlendirme Formu
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EK 1. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR iceren soyabazli yenilebilir film disklerinin S. aureus icin
inhibisyon zonu goruntuleri

(D) (E) (F)
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EK 2. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH iceren soyabazli yenilebilir film disklerinin S. aureus igin
inhibisyon zonu goruntul eri

(B) ©




EK 3. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin E.coli Tip Ligin
inhibisyon zonu goruntdl eri

(D) (E) (F)
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EK 4. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH iceren soyabazli yenilebilir film disklerinin E.coli Tip 1igin
inhibisyon zonu goruntdl eri

(A)

(D) (B) (F)
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EK 5. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin E.coli O157:H7 icin
inhibisyon zonu goruntdl eri




EK 6. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin E.coli O157:H7 icin
inhibisyon zonu goruntil eri

(D) (E) (F)
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EK 7. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin L.plantarum igin
inhibisyon zonu goruntdl eri




EK 8. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin L.plantarum igin
inhibisyon zonu goruntil eri




EK 9.%0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) OR igeren soya bazli yenilebilir film disklerinin P.aeruginosa igin
inhibisyon zonu goruntdl eri

(B) (C)

(D) B (F)
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EK 10. %0 (A), %1 (B), %2 (C), %3 (D), %4 (E) ve %5 (F) TH iceren soyabazli yenilebilir film disklerinin P.aeruginosa igin
inhibisyon zonu goruntdl eri
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