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ONSOz

Bu rapor ‘Uziim Cekirdegi Oziitii iceren Fonksiyonel Yenebilir Filmlerin Gelistiriimesi ve
Cesitli Gidalara Uygulanmasr baslkli Tibitak-TOVAG-1080591 No’lu arastirma projesinin
sonugclarini icermektedir. Calisma Uzim c¢ekirdegi 6zutinin yenebilir filmlerde kullaniimasi,
ve bu filmlerin gidalara uygulanmasi sonucunda gida guvenligini arttirmasi calismalarina
katkida bulunmak amaciyla énerilmistir. Bu ¢alisma 01 Ekim 2008 tarihinde, 24.950,00 TL lik
bitce ile izmir Yiksek Teknoloji Enstitiisi Gida Miihendisligi Bélimiinde yiriitilmek tizere

desteklenmis ve 01 Ekim 2009'da tamamlanmistir.

Proje tarafimdan ve bir arastirmaci ile yuratalmastar. Projede iki ylksek lisans 6grencisi
proje bitcesi ile desteklenmistir. Projeden elde edilen sonuglar 2009 yilinda uluslararasi bir
konferansda poster olarak sunulmustur. Bunun yanisira iki adet yayin uluslararasi dergilerde

yayimlanmak Uzere hazirlanmaktadir.

Projede, farkh konsantrasyonlarda (zim c¢ekirdegi 6zitl iceren ipek fibroin-karragenan
filmler gelistiriimistir. Gelistirilen filmlerin karakterizasyonu yapilip antimikrobiyal etkileri ¢esitli
patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalar lzerinde denenmigtir. Gelistirilen filmler
daha sonra tavuk eti ve Staphylococcus aureus ile inoklle edilmis sosislerin kaplanmasinda
kullaniimistir. Bu ¢alisma sonucunda antimikrobiyal 6zellige sahip enzimlerin ilave edildigi
yenebilir filmlerin gidalarin kaplanmasinda olumlu sonuglar verdigi ve gidalara uygulanabilme

potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir.
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OZET

Minimal islem goérmis ve tlketime hazir gidalara olan talebin artmasi gida guvenligi ve
kalitesi icin yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Antimikrobiyal ambalajlama
teknolojileri gidalarin raf dGmrunin uzatiimasinda ve patojenlere karsi risklerin azaltiimasinda
onemli rol oynamaktadir. Farkl antimikrobiyal ajanlar plastik veya biyolojik olarak
bozunabilen ambalajlama materyallerine ilave edilebilmektedir. Ancak tlketicilerin kimyasal
ajanlara iligkin saglik endiseleri ve plastik ambalaj materyallerinin yarattigi cevresel
problemler nedeniyle dogal biyopreservatiflerin yenebilir ve biyolojik olarak bozunabilen
ambalajlama materyallerinde kullanimi tercih edilmektedir. Lisozim, nisin ve bitki 6zUtleri
antimikrobiyal ambalajlamada siklikla kullanilan biyopreservatiflerdir. Son gunlerde
polifenolik bilesiklerce zengin Gzim c¢ekirdedi 6zitl, saghga yararliidi ve ylksek antioksidan
ve antimikrobiyal 6zellikleri bakimindan arastirmacilarin biyik ilgisini ¢ekmistir. Uzim
cekirdegi 6zitlinlin aygicek yagi, balik yadi, balik ve yosun yagi emulsiyonu, donmus taze
uskumru, taze ve pismis hindi, tavuk, dana ve domuz etleri gibi gesitli sistemlerdeki etkileri
belirlenmigtir. Calismalarin blylUk c¢ogunlugu bitki 6zltleri ilave edilen protein veya
karbonhidrat bazli filmlerin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine yoéneliktir. Bildigimiz
kadariyla bitki 6zutleri ilave edilen yenebilir film karigsimlarinin (protein-karbonhidrat, protein-
lipid veya karbonhidrat-lipid bazli filmler gibi) antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin

belirlenmesine yonelik herhangi bir galisma bulunmamaktadir.

Gergeklestiriimis olan bu calisma ile Uzim cekirdegi o6zutu ilave edilmis ipek fibroin-
karragenan filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens,
Salmonella Typhimurium, Listeria innocua, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus
aureus ve Bacillus amyloliquefaciens gibi bakteriler Uzerinde test edilmistir. Bu filmlerin
karakterizasyonu gerceklestiriimistir. Uretilen filmler tavuk eti ve sosislere uygulanarak
Urdnlerin  depolama suresince mikrobiyal kalitelerindeki  dedisimler  belirlenmigtir.
Gergeklestiriimis olan bu ¢alisma ile aktif yenebilir filmlerin potansiyel uygulama alanlari ile

ilgili kayda deger bir bilgi birikimi olugturulmustur.

Anahtar Kelimeler: Yenebilir filmler, GzUm ¢ekirdegi 6z0td, ipek fibroin, karragenan, aktif

paketleme



ABSTRACT

The demand for minimally processed and ready-to-eat food products has been increasing
and poses major challenges for food safety and quality. Recent foodborne microbial
outbreaks have intensified the research for innovative ways to inhibit microbial growth in
foods while maintaining food safety and quality. Different antimicrobial agents can be
incorporated into plastic and biodegradable packaging materials. However, the use of natural
biopreservatives with edible and biodegradable packaging materials is preferred due to the
health concerns of consumers related to chemical agents and the environmental problems
related with the use of plastic packaging materials. Nowadays, grape seed extract, rich in
polyphenolic compounds, has been received great attention of researchers due to its health
promoting effects and its high antioxidant and antimicrobial properties. Most studies have
been performed on the antimicrobial activities of plant extracts incorporated to either protein
or carbohydrate based films. Based on our knowledge, no studies have been conducted to
determine antioxidant and antimicrobial activities of plant extracts incorporated into edible

film blends.

In this study antimicrobial activity of grape seed extract incorporated silk fibroin-carregeenan
films were tested on different bacteria including Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens,
Salmonella Typhimurium, Listeria innocua, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus
aureus and Bacillus amyloliquefaciens. The characteristics of these films were determined.
The developed films were applied to poultry meat and frankfurters and changes in microbial
quality during storage were determined. Results of this study showed the good potential of
various applications of active edible films and made a contribution to the scientific knowledge
in this field.

Keywords: Edible films, grape seed extract, silk fibroin, carrageenan, active packaging



1. GIRIS

Minimal islem goérmis ve tiketime hazir gidalara olan talebin artmasi gida guvenligi ve
kalitesi icin yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur. Son yillardaki gida kaynakli
mikrobiyal salginlar, gida guvenligini ve kaliteyi koruyarak mikrobiyal gelismeyi engelleyecek
yenilikgi yollar aranmasina iligkin arastirmalarin artmasina sebep olmustur. Ambalajlama
tekniklerinden aktif ambalajlama, tlketicinin raf omri siresince tazeligini koruyan ve
mikrobiyolojik agidan glvenilir olan drinlere olan talebini karsilamak amaciyla gida
teknolojisi, biyoteknoloji ve malzeme bilimlerinin ortak katkilariyla gelistirilmis bir ambalajlama
teknigidir. Aktif ambalajlama tekniginde antimikrobiyal veya antioksidan maddeler yenebilir
kaplamalara ve filmlere ilave edilerek uriiniin givenligi veya kalitesi arttiriimakta ve raf omri
uzatilabilmektedir.  Antimikrobiyal ambalajlama teknolojileri gidalarin raf Omrinin
uzatilmasinda ve patojenlere karsi risklerin azaltilmasinda énemli rol oynamaktadir. Farkli
antimikrobiyal ajanlar plastik veya biyolojik olarak bozunabilen ambalajlama materyallerine
ilave edilebilmektedir. Ancak tlketicilerin kimyasal ajanlara iligskin saglik endiseleri ve plastik
ambalaj materyallerinin yarattigi ¢evresel problemler nedeniyle dogal biyopreservatiflerin
yenebilir ve biyolojik olarak bozunabilen ambalajlama materyallerinde kullanimi tercih
edilmektedir. Lisozim, nisin ve bitki 6zutleri antimikrobiyal ambalajlamada siklikla kullanilan
biyopreservatiflerdir. Yapilan ¢alismalarda targin, karanfil, kekik, adacayi, yesil ¢cay ve Uzim
cekirdedi gibi bitki 6zltlerinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Son
glnlerde polifenolik bilesiklerce zengin UzUm g¢ekirdegi 6zitl, sagliga yararliligi ve yiksek
antioksidan ve antimikrobiyal ézellikleri bakimindan arastirmacilarin biyUk ilgisini ¢ekmistir.
Uzim cekirdegi 6zUtlnin aycicek yag, balik yagi, balik ve yosun yagi emulsiyonu, donmus
taze uskumru, taze ve pismis hindi, tavuk, dana ve domuz etleri gibi c¢esitli sistemlerdeki

etkileri belirlenmistir.

Bugline kadar yurilen calismalarda goéruldigi Gzere bitki 6zitleri daha ¢ok protein veya
karbonhidrat bazli filmlere ilave edilerek filmlerin antimikrobiyal ve antioksidan o&zellikleri
Uzerine galisilmis, ancak protein-karbonhidrat, protein-lipid veya karbonhidrat-lipid bazli
filmlere bitki 6zitl ilavesiyle ilgili literatirde herhangi bir g¢alismaya rastlanmamistir. Bu
projede, Uzim c¢ekirdegi 0©zutl protein-karbonhidrat bazli ipek fibroin-karragenandan
geligtirilen filmlere ilave edilmis ve gelistirilen filmlerin karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
Ayni zamanda gelistirilen filmler tavuk eti ve sosislere uygulanarak bu gidalarin mikrobiyal

durumu ve kalitesi incelenmistir.
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2. GENEL BILGILER

Son yillarda tim dinyada gida guvenligini ve raf dmrini arttirmak amaciyla gidalarin
ambalajlanmasinda aktif ambalajlama kullaniimaktadir. Bu teknikte amaglanan fonksiyonu
(antimikrobiyal vel/veya antioksidan etki vb etkiler) saglamak amaciyla farkli yéntemler
kullaniimaktadir. Orne@in fonksiyonel ajanlar paketlemede kullanilan film igerisine
katilabilecegdi gibi, filmin i¢ ylzeyinin fonksiyonel ajani iceren bir tabakayla kaplanmasi da
mumkindir. Ayrica ambalaj icerisine istenilen fonksiyonu yerine getirecek ajani iceren kigik
paketgiklerin yerlestiriimesi seklinde bir uygulama da oldukg¢a yaygindir (QUINTAVALLA ve
VICINI, 2002).

Aktif ambalajlama 0Ozellikle minimal islem gérmis gidalarda kullaniimakta olup bu tir
gidalarda en temel sorun patojen mikroorganizmalarin olusturdugu guvenlik riskidir. Patojen
mikroorganizmalarin gidalara bulasmasiyla gida zehirlenmeleri meydana gelmektedir.
Nitekim, T.C. Saglik Bakanhgi istatistiklerine gore Turkiye’de 2001 yilinda 7,875 kisi bakteri
kaynakli gida zehirlenmesi teghisiyle hastanede yatmis ve bu vakalardan 324’G 6limle
sonuglanmistir (ANON., 2004). Bunlar sadece kayitlara gegen bilgiler olup, rapor edilenin
yaklasik 3-4 kati sayida vakanin istatistiklere girmemis oldugu tahmin edilmektedir. Gelismis
ulkelerde de durum pek farkh degildir. Nitekim A.B.D.’de yilda 76 milyon kisi mikrobiyal
patojenlerin neden oldugu gida zehirlenmelerine maruz kalmakta ve bunlardan yaklagik
5,200'i o6lumle sonuglanmaktadir (MEAD ve ark., 1999). Mikrobiyal bulasma, gida
zehirlenmesi riskinin artmasina neden oldugu gibi Grinin raf dmrini de kisaltmaktadir.
Bulasma genellikle gida ylzeyinde meydana gelmekte olup aktif ambalajlama, bu tir bir
sorunun énlenmesi i¢in olduk¢a Umit vadedici bir yéntemdir (APPENDINI ve HOTCHKISS,
2002).

Aktif ambalajlama yontemlerinden en 6nemlisi ve en yaygin olarak kullanilani antimikrobiyal
ambalajlamadir. Bu ambalajlama tekniginde antimikrobiyal etkiyi saglamak amaciyla farkh
yontemler kullaniimaktadir. Ornegin antimikrobiyal ajanlar paketlemede kullanilan film
icerisine katilabilecegi gibi, filmin i¢ ylzeyinin veya gidanin kendisinin antimikrobiyal ajani
iceren bir filmle kaplanmasi da mimkindir (QUINTAVALLA ve VICINI, 2002). Bilindigi gibi
mikrobiyal bulasma genellikle Urin ylzeyinde meydana gelmekte ve bozulma veya gida
zehirlenmesine yol acan gelisme c¢ogunlukla burada olugsmaktadir. Bu bozulmanin
engellenmesi icin geleneksel yuzey dezenfeksiyonundan faydalaniimaktadir. Ancak, bu
ydéntemde uygulanan antimikrobiyal madde hizla gidanin iglerine dogru difize etmekte ve
yuzeydeki etkisini kisa slrede yitirmektedir. Buna kargin antimikrobiyal ambalajlamada

koruyucu ajanin gidaya asamall olarak gegmesi nedeniyle yizeyde daha uzun sireli bir
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antimikrobiyal etki olusmaktadir (QUINTAVALLA ve VICINI, 2002; GENNADIOS ve KURTH,
1997; SIRAGUSA ve DICKSON, 1992; TORRES ve ark., 1985).

Antimikrobiyal aktiviteyi saglamak amaciyla c¢esitli kimyasal ve biyolojik ajanlar
kullaniimaktadir. Bu amagla kullanilan baglica kimyasallar sorbat, propionat ve benzoat gibi
organik asitler, benomyl, kikurt dioksit ve imazalil gibi fungisitler, EDTA gibi ¢elat yapicilar ve
etanol gibi maddelerdir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002; SUPPAKUL ve ark., 2003).
Ancak, tuketicilerin saglik endiseleri nedeniyle son zamanlarda dogal yapidaki antimikrobiyal
maddelerin kullanimi blyUk bir artis gostermis ve bu konudaki hassasiyet artmistir.
Dolayisiyla antimikrobiyal enzimler (lisozim, laktoperoksidaz, kitinaz ve glukoz oksidaz gibi),
bakteriosinler (nisin, pediosin, laktisin gibi), bitki 6zltleri (kekik, yesil cay, biberiye gibi), ve
peptitlerin (defensin, magainin ve cecropin gibi) ambalaj materyallerine ilave edilmesi ile ilgili
yogun calismalar yurittilmektedir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002; HOTCHKISS, 1995).
Bu calismalarda dogal antimikrobiyallarin ilave edilecedi ambalaj materyallerinin yine dogal
olan protein veya karbonhidrat polimerlerinden yapilan yenebilir filmler arasindan secilmesi
Uzerinde Ozellikle durulmaktadir. Bunun baglica nedeni plastik filmlerin kullanimi sonucunda
olusan atiklarin gevre acgisindan giderek artan bir tehdit olusturmasi ve yenebilir filmlerin
biyolojik olarak bozunabilmesi (biodegradable), cevre acisindan herhangi bir tehdit
olusturmamalari ve yenebilir filme doéndstlrilebilecek tarimsal UGrdnlerin ve bunlarin
atiklarinin deg@erlendirilebilmesidir (QUINTAVALLA ve VICINI, 2002; THARANATHAN, 2003).
Bu sekilde dogal antimikrobiyal ajanlar iceren yenebilir filmler ydrutilen laboratuvar
¢alismalarinda oldukca basarili olmus ve gidalarin mikrobiyal yukinld azaltabilmislerdir.
Ornegin, nisin veya pediosin iceren seliiloz filmlerin hindi etine, sigir etine ve jambonlara
uygulanmasi sonucunda L. monocytogenes’i tamamen yok ettigi belirlenmistir (MING ve ark.,
1997). Nisin ve lisozim iceren soya ve misir proteinlerinden elde edilen yenebilir filmlerin L.
plantarum’un gelismesini engelledigi de bilinmektedir (PADGETT ve ark., 2000). Nisin, malik
asit ve Uzim cekirdedi 6zitl iceren soya protein filmlerin L. monocytogenes’in gelismesini
engelledigi de belirtiimistir (ADAMS, 2005). Bu tir filmler EDTA ilave edilmesiyle E. colinin
gelisimini de engelleyebilmektedir (HOFFMAN ve ark., 2001). Mercan kosk, tarcin ve kekik
yaglar iceren alginat filmlerin sigir etine uygulanmasi sonucunda E. coli 0157:H7’nin
gelisimi engellenebilmistir (OUSSALAH, 2006).

Bu projede ipek fibroin ve karragenan birlikte kullanilarak protein-karbonhidrat bazli yenebilir
film kangimlarinin gelistirimesi planlanmistir. ipek bdcekleri (Bombyx mori) tarafindan
Uretilen ipek fibroin, yapisinda fonksiyonel amino asitler iceren hidrofobik yapida yenebilir
protein polimeridir ve birgok biyoteknolojik uygulamalarda (ilag ve kozmetik drtnlerin Uretimi,

gida ve kimya endustrileri, doku muhendisligi gibi) kullaniimaktadir (ALTMAN ve ark., 2003;
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PARK ve ark., 1999). ipek fibroinin ana bilesenlerini glisin (%43.8), alanin (%26.4%), serin
(%12.6), tirozin (%10.6) ve diger amino asitler (%6.6) olusturmaktadir. Yapisi ve
kompozisyonu bakimindan gidalara fonksiyonel 6zellik kazandirabildigi gibi glisinin kandaki
kolesterol seviyesini disurdigu bilinmektedir (LUO, 2003). Ayrica ipek fibroinden Uretilen
filmlerin ¢ok kirilgan bir yapiya sahip olmasi nedeniyle tek bagina kullanimlari uygun degildir.
Bu nedenle dogal bir polisakkarit ile birlestiriimesi gelistirilecek olan filmin yapisina olumiu
Ozellik katacaktir. Bu calismada ipek fibroin ile dogal bir polisakkarit olan karragenanin
birlestirilerek  yenebilir film karisimlarinin  gelistiriimesi  hedeflenmistir. Karragenan,
Rhodophyceae (kirmizi deniz yosunu) sinifina ait deniz yosunlarindan ekstrate edilen bir
polisakkarittir. Karragenan dallanmis makro molekil yapisi ve polianyonik karakterlerinden
dolayi yuksek oranda viskoz ¢ozeltiler olusturmaktadir. Karragenanin en énemli 6zelligi jel
olusturabilme yetenekleridir (ZORBA, 2001). Karragenanin ipek fibroin ile birlestiriimesinin
temel hedefi viskoz bir film c¢oOzeltisi olusturarak, olusan filmin mekanik 6zelliklerinin
iyilestiriimesini saglamaktir. Literatlirde ipek fibroin ve karragenan kullanilarak Uretilmis
yenebilir film karisimlarina rastlanmamistir. Tarafimizdan yuritilen bu ¢alisma ile bu filmler

ilk kez Uretilmigtir.

Antimikrobiyal ve antioksidan ajan olarak Uziim g¢ekirdegi 6zitli kullaniimaktadir. Uzim
cekirdeg@i, Uzum danesinin agirhdinin ¢ok kuguk bir kismini (0-5%) olusturmakla birlikte
UzUmdeki polifenolik bilesiklerinin 2/3’Gnu kapsamaktadir. Yiksek polifenol igerigine sahip
UzUm c¢ekirdegi dogal antioksidan olan oligomerik proantosiyanidinleri igermektedir.
Proantosiyanidinlerin kalp hastaliklarinda ve kolesterolin dusuriimesindeki faydalari
bilinmektedir (KAR ve ark., 2006). Bitki 6zitlerinde (Gzim c¢ekirdegi ve yesil cay 6zUtleri gibi)
bulunan katasinlerin antimikrobiyal 6zelliginin de oldugu bilinmektedir (YILMAZ, 2006). Bitki
Ozutlerinin gida kalitesinin muhafazasi ve sagliga yararl etkilerinin belirlenmesi amaciyla
cesitli gida uygulamalari bulunmaktadir. Model sistemlerde biberiye (PSZCZOLA, 2002),
UzUm cekirdedi (ANN ve ark., 2004), cay (KIM ve ark., 2004) gibi bitki 6zutlerinin
antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Et Grlnlerinin glUvenliginin arttirlmasi amaciyla zim
cekirdegdi ve yesil cay ézitleri kullanilmistir (ANN ve ark., 2004). Uziim cekirdegi ve yesil ¢cay
Ozutleri ile nisin, soya protein filmlere ilave edilmis ve bu filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri
Listeria monocytogenes ile kontamine edilmis hindi sosislerde denenmistir (THEIVENDRAN
ve ark., 2006). Yapilan literatir arastirmalari sonucunda UGzUm c¢ekirdegi 6zutinin soya
protein filmler digindaki yenebilir filmlere uygulanmadigi ve yanlzca L. monocytogenes’e
kargi gosterdigi antimikrobiyal etkisinin incelendigi belirlenmistir. Ylksek proantosiyanidin

icerigine sahip UzUm cekirdegi 6zutunun kullaniminin arttirnlmasi amaciyla diger yenebilir
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filmlere ve 6zellikle kompozit yapidaki filmlere ilave edilerek gidalara uygulanmasinin faydali

olacagi dusltnulmektedir.

Bu projenin amaglari; (a) protein-karbonhidrat bazli ipek fibroin-karragenan karigsimindan
yenebilir film dretilmesi, (b) antimikrobiyal ve antioksidan ajan olarak (zim c¢ekirdegi
ozutinun gelistirilen filmlere ilave edilerek Gram (+) ve Gram (-) patojenler ve bozulma yapan
mikroorganizmalar Gzerindeki antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi, (c) Gzim ¢ekirdegi 6zuta
iceren filmlerin karakterize edilmesi, (d) Gzim c¢ekirdegi 6ztu iceren filmlerin gidalara (tavuk
eti) uygulanarak gidalarin kalitesi ve mikrobiyal yiklerine etkisinin belirlenmesi, ve (e) S.
aureus ile kontamine edilmis sosislere uygulanan filmlerin S. aureus’un gelisimine ve

sosislerin kalitelerine etkilerinin belirlenmesidir.

3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Geregler

Projede geligtirilen yenebilir filmlerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi deneylerinde
kullanmak amaciyla Escherichia coli (NRRL B-3008), Pseudomonas fluorescens (NRRL B-
253), Listeria innocua (NRRL B-33314), Staphylococcus carnosus (NRRL B-14760), ve
Bacillus amyloliquefaciens (NRRL NRS-762) Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi
Mikrobiyal Genomik ve Biyoproses Arastirma Biriminden (United States Department of
Agriculture, Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit, Peoria, lllinois) temin
edilmistir. Bu bakterilere ek olarak Staphylococcus aureus (RSKK No. 95047) izzet Baysal
Universitesi Gida Muhendisligi Boliminden Dog.Dr. Giilsiin Evrendilek’'ten, Salmonella
Typhimurium (CCM 5445) izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Gida Miihendisligi Bélimiinden
Uzman Dr. A. Handan Baysal'dan ve Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 700728) ise istanbul

Universitesi Gida Hijyeni ve Teknolojisi Boliimiinden Dr. Ali Aydin’dan temin edilmistir.

Projede kullanilan ticari olarak satilan tGzim g¢ekirdegi 6zutli California’da (ABD) bulunan
Polyphenolics firmasindan temin edilmistir. Laboratuvarimizda elde edilen Gzim cekirdegi
ozuti ise Fatma ve Zilfu Yildiz tarafindan gonderilen Adana’da yetisen ve pekmez
Uretiminde kullanilan siyah Gztumlerin g¢ekirdeklerinden elde edilmistir. Gida denemelerinde
kullanilan tavuk gégis eti izmirdeki bir marketten, sosisler ise Pinar Entegre Et ve Un
Sanayii A.S. (izmir)’den temin edilmistir. Film (retimde kullanilan ipek fibroin, Cin’de bulunan
Silk Biochemical firmasindan, iota-karragenan ise Sigma-Aldrich’den (St. Louis, MO, ADB)

temin edilmistir. Gliserol, ferrik amonyum sulfat, hidroklorik asit, n-blitanol ve etanol
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Merck’den (Darmstadt, Almanya), disodyum EDTA, Kkalsiyum klorit-2-hidrat Riedel-de
haén’den (Sigma-Aldrich Laborchemikalien, Seelze, Almanya), diyaliz tibu (cut off: 12000-
14000 MW) Sigma-Aldrich’den (St. Louis, MO, ADB), Folin-Ciocanteu ¢ozeltisi ve INT
(lodonitrotetrazolium chloride) Fluka'dan (ispanya) satin alinmistir. Mikrobiyolojik analizler
icin kullanilan nutrient agar (NA), DeMan, Rogosa ve Sharp (MRS) agar, plate count agar
(PCA), violet red bile agar (VRBA), pepton ve tween 80 Fluka'dan (ispanya), nutrient broth

ve MRS broth ise Merck’den (Almanya) satin alinmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Uziim Gekirdegi Oziitiiniin Hazirlanmasi

Laboratuvarimizda iretilen (zim cekirdegi 6ziti (UCO) icin 10 g Uzim gekirdegi
(kinlmadan) 50 ml %70 etanol/su karigsimi igerisinde isiticih karistirici (GFL D-30938,
Germany) kullanilarak 180 rpm’de 30°C’da 24 saat bekletilmistir. Cozelti filtre edilerek 5
dakika 5000g de santrifiij edilmistir. Daha sonra ¢dézelti 120 rpm’de 40°C’da 20 dakika
konsantre edilmistir. Konsantre edilen ¢dzelti -45°C’da 65x10° mPa’da liyofilize (Telstar
Cryodos Lyobeta-50, Spain) edilmistir. Ayni zamanda denemelerde kullaniimak tizere UCO

toz halinde UCO ureten Polyphenolics (CA, USA) sirketinden temin edilmistir.

3.2.2. Uziim Gekirdegi Oziitlerinin Proantosiyanidin ve Toplam Fenol igeriklerinin
Belirlenmesi

Laboratuvarimizda dretilen ve satin alinan UCO’lerinin proantosiyanidin icerikleri Porter
metodu (ALTIOK ve ark., 2007) ile belirlenmistir. Ham 6z0t (0,0125 g) 25 ml deiyonize suda
¢6zunmugstlr. Hazirlanan ¢oézeltisinin 500 plI'sine 3 ml batanol (%5 HCI-%37 lik) ve %95
bltanol) ¢ozeltisi ve 100 ul Ferrik ayraci (Amonyum ferrik stlfat + 2N HCI) ilave edilip tip
karistiricida hizli bir sekilde karistinlmistir. Hazirlanan karisim 100°C suda 1 saat

kaynatildiktan sonra spektrofotometrik élgimler 552 nm de alinmistir.

Her iki UCO’lerinin toplam fenol icerikleri Folin-Ciocalteu (MAKKAR ve ark., 1993) metodu ile
belirlenmigtir. Toz haldeki 6zut (0,0125 g) 25 ml deiyonize suda ¢ézinmdustir. Cozelti 1:10
oraninda seyreltilmistir. Cozeltinin 500 pl'si yine 1:10 oraninda deiyonize suyla seyreltiimis 2
ml Folin-Ciocalteu ayraci ilave edilip oda sicakliginda 2,5 dakika bekletilmistir. Ardindan
karisima 2 ml sodyum karbonat (7,5 g Na,CO3/ 100 ml deiyonize su) ¢ozeltisi eklenmis ve
reaksiyonun gerceklesmesi icin 1 saat boyunca, oda sicakhdinda karanlikta bir ortamda

bekletiimigtir. Bu sure sonunda spektrofotometrik Olgimler, 765 nm de UV
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spektrofotometresinde (Shimadzu UV-1601, Japan) o&lgtlmastir. Sonuglar, mg gallik asit

egdegeri/g 6zut olarak verilmigtir.

3.2.3. ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Uretimi

ipek fibroin-karragenan filmlerin retimi amaciyla 1.5 g toz halindeki ipek fibroin (Silk
Biochemical Co., Ltd., Cin) 30 ml Ajisawa ¢0Ozeltisinde (CaCl,.2H,O:Etanol:Su w/w) 78°C’da
calkalamali su banyosunda 120 rpm karistirma hizinda 2 saat bekletilerek ¢ézindurtlmastir.
ipek fibroin ¢ozeltisi oda sicakhigina sogutulduktan sonra tuzlarin uzaklastiriimasi amaciyla
sogutmali inkiibatérde 4°C’da 3 glin boyunca karistirilarak destile su (3 x 2000 mL destile
suya karsl) ile dializ edilmigtir (dializ tdplerinin gecirgenligi 12-14 kDa dur). Dializi
tamamlanan ipek fibroin ¢ozeltisi déner buharlastiricida (Heidolph Laborota 4000, Almanya)
yogunlastirildiktan sonra 15 g ipek fibroin ¢ozeltisine 0.06 g karragenan ilave edilmis ve su
banyosunda 80°C’da 120 rpm karistirma hizinda 30 dakikada ¢éziindurilmustir. Cozelti oda
sicakliginda sogutulduktan sonra 0.200 g gliserol eklenerek 10 dakika 120 rpm hizda
kanstinimigtir. 11 g film ¢dzeltisi 9.5 cm ¢apindaki HDPE Petri kaplarina dokulerek kontrolll
sartlarda iklimlendirme kabininde (Angelontoni-ACS environmental chambers, Italy) 25°C

and 40% nemde 24 saat kurutulmustur.

3.2.4. Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Uretimi

ipek fibroin-karragenan filmler bélim 3.2.3 de agiklandigi gibi Gretilmistir. Hazirlanan film
¢cozeltileri Petri kaplarina doékilmeden 6énce farkli konsantrasyonlarda (%0.5, %1, %2 ve %3
w/v) Uzim cekirdegi ozutu film cozeltilerine ilave edilip homojenizatér ile (Heidolph,
Silentcrusher M, Germany) 10000 rpm de 10 dakika sureyle karistinimigtir. Filmler Petri
kaplarina dékilerek bdlim 3.2.3. de aciklandigi sekilde kurutulmustur. Uretilen filmlerin
karakterizasyon c¢alismalarinda, antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine ve gidalara
uygulanmasina yonelik ¢alismalarda yiksek proantosiyanidin ve toplam fenol icerigine sahip
olmasi ve filmin icerisinde homojen olarak dagiimasi nedeniyle Polyphenolics sirketinden

satin alinan UCO kullanilmistir.

3.25. Uzim GCekirdegi Ozitii igeren Ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin
Karakterizasyonu

Antimikrobiyal ve antioksidan 6zellige sahip UCO’niin ipek fibroin-karragenan filmlere ilave
edilmesinin filmlerin yapilarinda ve o6zelliklerinde bir takim degisikliklere neden olacagdi
bilinmektedir. Bu degisikliklerin filmlerin karakterizasyonu ile daha belirgin olarak ortaya
konulmasi saglanacaktir. Bu nedenle filmlerin karakterizasyonu igin Perkin Elmer Spectrum

100 Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR) (Perkin Elmer Inc., Wellesley, MA,
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USA), taramali elektron mikroskobu (SEM) (Philips XL-30S FEG, The Netherlands), X-
Isinlari kirinim cihazi (XRD) (Philips X’pert Pro, The Netherlands) atomik kuvvet mikroskobu
(AFM) (Digital Instruments MMAFM-2/1700EXL, USA), tekstlr analiz cihazi (TA.XT.plus,
Stable Instruments, UK), ve Minolta CR400 (Konica-Minolta Sensing Inc., Japonya) cihazlari
kullaniimistir. Filmlerden salinan proantosiyanin miktarlari ve filmlerin antimikrobiyal

aktiviteleri belirlenmistir.

3.2.5.1. FTIR Spektroskopisi ile Filmlerin Karakterizasyonu

FTIR spektroskopisi ile filmi olusturan bilesiklerin ve UCO’nlin birbirleri ile olusturduklari
baglar belirlenmistir. ipek fibroinden, ipek fibroin-karragenandan ve UCO (%0.5, %1 ve %2)
iceren ipek fibroin-karragenandan filmler 3.2.3 ve 3.2.4.’de belirtildigi sekilde Uretilmistir.
FTIR spektroskometresi (Perkin Elmer Inc., Wellesley, MA, USA) déteryum 3-glisin silfat
(deuterated tri-glycine sulphate - DTGS) dedektoriine sahiptir. Yatay azaltilimig toplam
yansima (attanuated total reflectance-ATR) 6rnekleme aparati (ZnSe kristali) kullanilarak
spektral veriler toplanmistir. Uretilen bu filmlerin infrared spektralari 4000-650 cm™ arali§inda
alinmistir. Cézinirlik 4 cm™ olarak belilenmis ve her bir spektrum igin 64 okumanin

ortalamasi alinmigtir.

3.2.5.2. XRD ile Filmlerin Karakterizasyonu

ipek fibroin film, UCO icermeyen ipek fibroin-karragenan film, %0.5, %1 ve %2 UCO iceren
ipek fibroin-karragenan filmler 3.2.3 ve 3.2.4’de belirtildigi sekilde Uretilerek filmlerin kristal
yapilarindaki degisimler X-isinlari kirinim cihazi (Cu Ka radiation) kullanilarak incelenmistir.

XRD ol¢cimleri kirinim agisi (26) 5-70° arahidinda, 5°/min adimlarla yapilmistir.

3.2.5.3. SEM ile Filmlerin Karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskobu ile uretilen filmlerin kalinliklari ve morfolojilerindeki degisimler
belirlenmistir. ipek fibroin-karragenan film (kontrol) ve %0.5, %1, %2 UCO igeren ipek fibroin
filmler 25°C’da % 40 bagil nemde 24 saat bekletilmistir. Film parcaciklari (~100 mm?) 100-
200 A kalinliginda altin ile kaplandiktan sonra kesit ve ylizey gérintileri alinmistir. Filmlerin
kesit goruntileri kullanilarak farkli 5 noktadan film kalinliklari 6lgliimis ve bu degerlerin

ortalamasi alinarak film kalinliklari belirlenmistir.

3.2.5.4. AFM ile Filmlerin Karakterizasyonu
Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile UCO igermeyen (kontrol), %0.5, %1 ve %2 UCO igeren
ipek fibroin-karragenan filmlerin taranmasi sonucunda bu filmlerin topografik gérintileri ve

parazltlik durumlari incelenmistir. Kontak modda 10 ym x 10 ym tarama boyutu ile Uretilen
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filmlerin ylzey morfolojileri belirlenmistir. Yay sabiti 0.12 N/m olan kantilever kullaniimigtir.
Her film igin 2 farkli tarama yapilarak gortintt alinmistir. Kantileverde kullanilan ug SisN4'den
yapilmig, Gg¢gen seklinde 196 pm uzunlugundadir. Tarama frekansi 2.5 Hz ile 1.0 Hz
arasinda deg@ismigtir. AFM’nin temel prensibi film érneginin x ve y koordinatlarinda kantilever
ucunun taramasi sirasinda kantileverin dénmesi kaydedilmistir. Ug boyutlu ylizey gorintileri
de olusturulmustur. Kantitatif parametre olarak ortalama purizlilik (R,) cihazin yaziliimi ile

hesaplanmisgtir.

3.2.5.5. Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Mekanik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Filmlerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi ve UCO’niin filmin mekanik 6zelliklerinde
meydana getirdigi degisikliklerin belirlenmesi amaciyla UCO icermeyen (kontrol) ipek fibroin-
karragenan film, %0.5, %1 ve %2 UCO igeren filmler hazirlanmistir (bélim 3.2.3 ve 3.2.4 de
aciklandigi sekilde). Filmlerin gerilme direnci (tensile strength), Young’s katsayisi (Young’s
modulus) ve % uzama (% elongation) 6zellikleri ASTM D882-02 metodu (1996) referans
alinarak tekstlr analiz cihazi (TA.XT.plus, Stable Instruments, UK) ile olciimustar. Filmler
analizden 6nce 25°C’da %40 bagil nemde 24 saat bekletilmistir. Filmler 5 mm x 50 mm
kalinliginda serit seklinde kesilmistir. Tim filmlere 5 kg hk yuk uygulanmistir. Cekme hizi 50

mm/dakika olarak ayarlanmigtir. Her film igin 6 drnek analiz edilmistir.

3.2.5.6. Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Renklerinin
Belirlenmesi

Uretilen filmlerin renk parametreleri Minolta CR400 (Konica-Minolta Sensing Inc., Japonya)
renk olgim cihazi ile Dgs 1SIk kaynagi kullanilarak belirlenmigtir. Cihazin kalibrasyonu igin
beyaz kalibrasyon plakasi (Y:93.8 x:0.3159 y:0.3322) kullanilmigtir. Petri kabinda kurutulan
UCO igermeyen (kontrol), %0.5, %1 ve %2 UCO igeren filmlerin farkh noktalarindan 10
Olcim alnmigtir. CIE L* (aydinlik), a* (kirmizilik-yesillik), b* (sarilik-mavilik) degerleri

belirlenmigtir. Sonuglar 10 6lgiimin ortalamasi olarak verilmistir.

3.25.7. Uzim Cekirdegi Oziitii iceren Ipek Fibroin-Karragenan Filmlerden
Proantosiyanidinin Salim Testleri

Farkli konsantrasyonlarda (%0.5, %1, %2 ve %3) UCO igeren ipek fibroin-karragenan
filmlerden salinan proantosiyanidin miktari Porter metodu ile belirlenmistir. Salim testleri
sogutmali inkibatdrde 4 °C’da gercgeklestiriimistir. Hazirlanan filmler (40 mm x 40 mm) 80 ml
destile su (4 °C) bulunan cam Petri kaplarinin igerisine yerlestirilmistir. Petri kabinin Ustl

strec¢ filmle kaplandiktan sonra ortam 180 rpm hizinda manyetik karistirici yardimiyla 1450
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dakika karistirllmistir. Filmlerden salinan proantosiyanidinin miktari belirli araliklarla Petri
kaplarindan 1.5 ml drnek alinarak belirlenmistir. Alinan érnek 0.5 ml'lik 3 kisma ayrilarak her
bir kisimda proantosiyanidin miktari belirlenmistir. Porter metodu (bdlim 3.2.2 de acgiklandigi
sekilde) uygulanarak salinan proantosiyanidin miktarlari belirlenmigtir. Salim testi sonucunda
(1450 dakika sonucunda) fimler parcalandigi icin filmlerde tutuklu kalan proantosiyanidin
miktari belirlenememistir. Ancak filmlerden salinan proantosiyanidin, filmlerin antimikrobiyal
akvititelerinin  belirlenmesinde ve gida denemelerinde filmlerden gida vylzeyine
proantosiyanidinlerin diflizyonu sonucunda gida yizeyinde antimikrobiyal ve antioksidan ajan

olarak rol oynamasinda énemlidir.

3.2.5.8. Uziim Gekirdegi Oziitii igeren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Belirlenmesi igin Kati Besiyerinde Gergeklestirilen Zon inhibisyon
Testleri

UCO iceren ipek fibroin-karragenan filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri disk difflizyon metodu
kullanilarak belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi icin nutrient agar 9.5 cm
capindaki Petri kaplarina 20 ml olacak sekilde dokulmusgstir. Test mikroorganizmalari olarak
laboratuvarimizda -80 °C’da stok kultlr olarak depolanan Listeria innocua (NRRL B-33314),
Staphylococcus aureus (RSKK No. 95047), Staphylococcus carnosus (NRRL B-14760),
Escherichia coli (NRRL B-3008), Escherichia coli O157:H7 (ATCC 700728), Salmonella
Typhimurium (CCM 5445), Bacillus amyloliquefaciens (NRRL NRS-762) ve Pseudomonas
fluorescens (NRRL B-253) kullaniimigtir. Test mikroorganizmalari nutrient broth icerisinde
optimum sicakliklarda (L. innocua, St. aureus, St. carnosus, E. coli, E. coli O157:H7, S.
typhimurium igin 37 °C; B. amyloliquefaciens igin 30 °C; P. fluorescens igin 26 °C) 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra steril sivi besiyerine ikinci bir inokilasyon yapilmis ve
inkiibasyonun 8. saatinde sivi besiyerinden 100 L (yaklasik 10’-108 cfu/ml) alinarak nutrient

agara yayma plaka yéntemiyle ekim yapilmistir.

Disk diffiizyon metodu ile UCO igeren filmlerin antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesi icin
farkli konsantrasyonlarda (%1, %2, %3) UCO iceren ve 6ziit igermeyen (kontrol) 1.3 cm
capindaki ipek fibroin-karragenan filmler test mikroorganizmasi ekili olan her Petri kabina 3
disk gelecek sekilde yerlestirilmistir. Her test mikroorganizmasi i¢in 4 Petri kabina toplam 12
disk yerlestirilmistir. Gram (-) mikroorganizmalarla calisirken film c¢ozeltisine UCO ile birlikte
200 pg/cm? Na,EDTA ilave edilmistir. Petriler P. fluorescens igin 26 °C'da,
B.amyloliquefaciens i¢in 30 °C’da, diger tim mikroorganizmlar igin 37 °C'da 48 saat
inkiibasyona  birakilmigtir.  Inkiibasyonun  sonunda filmlerin  olusturdugu  zonlar

degerlendirilmistir. Degerlendirme, olusan zonlarin siniflandiriimasi ile gerceklestirilmistir.
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Buna goére muntazam ve film diskinin tim ¢evresi boyunca olusmus olan zonlar tam zon (tz)
olarak adlandiriimis ve bu zonlarin alani dijital bir kumpasla belirlenmistir. Buna karsin bir
diskin yalnizca tek bir kenarinda olusan kul¢ik ve dizglin veya yalnizca tek bir kenarinda
olusan kuglk ancak sekil bozuklugu olan yarimay’i andiran zonlar kismi zon (kz) olarak
isimlendirilmis ve bunlarin alani degil yalnizca sayisi belirlenmistir. Benzer sekilde her disk
grubunda herhangi bir zon olusturmamis disklerin de sayisi belirlenmis ve bunlar zon

olusmamis (zo) seklinde tanimlanmistir.

3.2.6. Uziim Cekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Gidalara

Uygulanmasi

3.2.6.1. Tavuk Gogiis Etinin Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan
Filmlerle Kaplanmasi

Tavuk gdgis eti izmirdeki bir siipermarketten satin alindiktan sonra soguk zincir kirllmadan
ayni gunde laboratuvara getirilmis ve kip seklinde (yaklasik 10 g) aseptik kosullarda
kesilmigtir. Kesilen parcalar tesadifi olarak 7 gruba ayrilmis ve her bir grup Tablo 1'de

verilen farkli filmlerle kaplanmistir. Kaplanmig tavuk gégus eti drnedi Sekil 1’de verilmigtir.

Tablo 3.1. Tavuk goégus et parcalarinin kaplanmasinda kullanilan filmler

Gruplar Filmler

1. grup Filmle kaplanmamisg

2. grup ipek fibroin-karragenan film

3.grup 200 pg/cm? Na,EDTA iceren ipek fibroin-karragenan film

4.grup % 2 UCO igeren ipek fibroin-karragenan film

5.grup % 2 UCO ve 200 pg/cm? Na,EDTA igeren ipek fibroin-karragenan film
6.grup % 3 UCO iceren ipek fibroin-karragenan film

7.grup % 3 UCO ve 200 pg/cm? Na,EDTA igeren ipek fibroin-karragenan film

Sekil 3.1. Kaplanmig tavuk gogus eti
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Ornekler kaplandiktan sonra steril Petri kaplarina yerlestirilip Petri kaplari stre¢ filmle
kaplanmistir ve 4 °C’da 5 glin depolanmistir. Deneme 3 tekerrirll olarak gergeklestirilmistir.

Depolama boyunca o6rneklerin pH lari pH metre (Hanna Instruments, Portugal) kullanilarak
belirlenmistir. Toplam canli, koliform ve laktik asit bakteri sayimlari depolamanin 0., 1., 3. ve
5. glnlerinde gercgeklestiriimistir. Ornekler (10 g) steril parcalama torbalarina alinarak
uzerlerine 90 mL steril peptonlu su (0.1 %) ilave edilmistir ve 2 dakika orta hizda homojenize
edilmistir (Stomacher, Interscience, Fransa). Gerekli dilisyonlar yapildiktan sonra toplam
canh sayimi icin plate count agar (PCA), koliform sayimi icin violet red bile agar (VRBA) ve
laktik asit bakteri sayimlari icin DeMan, Rogosa ve Sharp (MRS) agar kullanilarak ekim
yapilmistir. Petri kaplari toplam canli sayimi i¢in 30 °C da 48 saat, koliform sayimi 37 °C da
24 saat inklbe edilmistir. Laktik asit bakteri sayimi igin Petri kaplari CO;'li inkibatdrde
anaerobik kosullarda 37 °C da 48 saat inklibe edilmistir. Bakteri sayim sonuglari logs cfu/g

olarak belirtilmigstir.

Tavuk gogus eti orneklerinin oksidasyon stabilitesi tiyobarbiturik asit (TBA) ydntemiyle
belirlenmistir (BEKHIT ve ark., 2003). Ornekler analiz edilmeden &nce Uzerilerindeki film
tabakasi saf suyla yikanarak ayrilmistir. Analiz i¢in 2.5 g érnek %0.38 TBA and %15 TCA
iceren 0.25 N HCI ¢ozeltisi 25 mL igerisinde homojenizatérle 2 dakika sireyle 10000 rpm’de
homojenize edilmistir. Homojenize edilmis ¢ozeltiden 3 adet 5’er mL sivi alinarak 10 dakika
su banyosunda kaynatiimistir. Kaynayan oérnekler 45009 de 15 dakika santriflijlenmistir.
Orneklerin absorbanslari 532 nm de UV-VIS spektrometresi (Shimadzu, Model 2450, Japan)
kullanilarak élgtlmastir. Sonuglar her érnek igin ¢ okumanin ortalamasi alinarak 0., 1., 3.

ve 5. gunlerde hesaplanmis ve mg malonaldehit esdegeri/kg olarak verilmistir.

Ayrica kamerali gorinti analiz cihazi (ECS Inc., USA) ile tavuk gogls eti 6rneklerinin
depolama sirasindaki (0., 1., 3. ve 5. gunlerinde) L*, a*, b* degerlerindeki degisimler

belirlenmisgtir.

3.2.6.2. Staphylococcus aureus ile inokiile Edilmis Sosislerin Uziim Gekirdegi Oziitii
iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerle Kaplanmasi

Laboratuvarimizda stok kultur olarak -80 °C’da depolanan Staphylococcus aureus (RSKK
95047) nutrient broth da 37 °C'da 24 saat aktiflestirdikten sonra tekrar nutrient broth a
inoklle edilip 8 saat inklibe edilmigtir. Bu klltirden 10 ml alinarak 4500g de 10 dakika
santrifiij edilmis ve klltir nutrient broth dan ayrilmistir. Santrifyj tiblnde kalan kultire 10 ml

peptonlu su ilave edilip karigtirimistir (optik yogunlugu 1.07; mikrobiyal ylikd 7.66 logqo
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cfu/ml). Daha sonra 100 ml peptonlu su ile karistirilarak karisimin mikrobiyal ytki 6.37 logqo

cfu/ml olarak hazirlanmis ve bu karisim sosislerin inoktle edilmesinde kullaniimigstir.

Dana etinden Uretilmis sosisler halka seklinde (yaklasik 7 g) kesilip tesadifi olarak 5 gruba
ayrilmistir. Birinci grup S. aureus ile inoklle edilmemis ve filmle kaplanmamis; 2. grup S.
aureus ile inokille edilmis ve filmle kaplanmamis; 3. grup S. aureus ile inokile edilmis ve
UCO igermeyen filmle kaplanmis; 4. grup S. aureus ile inokiile edilmis ve % 2 UCO igeren
filmle kaplanmis; ve 5. grup S. aureus ile inokiile edilmis ve % 3 UCO igeren filmle kaplanmig
ornekleri icermektedir. S. aureus ile inokilasyon isleminde Ornekler S. aureus igeren
peptonlu suda 1 dakika bekletildikten sonra siiziiimis ve UCO iceren/ icermeyen ipek fibroin-
karragenan film iceren beherlere daldirarak kaplama islemi gerceklestiriimistir. Ornekler
kaplandiktan sonra steril Petri kaplarina yerlestirilip Petri kaplari stre¢ filmle kaplanmistir ve 4

°C’da 28 giin depolanmistir. Deneme 3 tekerrlrl olarak gerceklestirilmistir.

S. aureus sayimi igin érnekler (7 g) steril pargalama torbalarina alinarak Uzerlerine 90 mL
steril peptonlu su (0.1 %) ilave edilmistir ve 2 dakika orta hizda homojenize edilmistir
(Stomacher, Interscience, Fransa). Gerekli dilisyonlar yapildiktan sonra yumurta sarisi
tellUrit ilave edilerek hazirlanmis Baird Parker agarda 37 °C’da 48 saat inklbe edilerek
belirlenmigtir. Depolama boyunca (0., 7., 14., 21. ve 28. gunlerde) S. aureus sayim sonuglari

log1o cfu/g olarak belirtilmistir.

Depolama boyunca o6rneklerin pH lari pH metre (Hanna Instruments, Portugal) kullanilarak
belirlenmistir. Orneklerin nem icerikleri 0., 7., 14., 21. ve 28. glnlerde belirlenmistir (105 + 2
°C’'da etlvde sabit tartima gelinceye kadar bekletilmistir.). Sosis 6rneklerinin oksidasyon
stabilitesi sosis 0Orneklerinin Uretimi sirasinda antioksidan madde ilave edilmis olmasi
nedeniyle yapiilmamistir. Nem miktari belirlenecek orneklere S. aureus ile inokilasyon islemi

uygulanmamistir.

Sosis drneklerinin tekstir profil analizleri tekstir analiz cihazi (TA.XT.plus, Stable
Instruments, UK) ile belirlenmistir (CHOI ve CHIN, 2002). Tekstur profil analizi yapilacak
orneklere S. aureus ile inokulasyon igslemi uygulanmamistir. Sosis ornekleri tekstur analizi
icin 1 cm kalinhginda 1.5 cm ¢apinda halka seklinde kesilmigtir. Analiz i¢in 75 mm lik bashk
ve 50 kg yik hicresi kullanilmigtir. Test hizi 2 mm/dakika'dir. Ornekler %30’a kadar
sikistinimistir. Tim érnek dlgimleri oda sicakliginda (20 °C) yapilmistir. Orneklerde sertlik,
yapiskanlik, tirdes vyapiskanlik, yaylanma ve c¢ignenebilirik degerleri o6lglimustir
(MARTINEZ ve ark., 2004).
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3.2.7. Veri Analizi

UCO igeren ipek fibroin-karragenan filmlerin tavuk gogls eti ve sosislere uygulanmasi
sonucunda elde edilen veriler Design Expert 7.0 (deneme surima) kullanilarak iki yonla
varyans analizi (ANOVA) ile incelenmigstir. Ortalamalar arasindaki farklilik (p<0.05) Tukey

¢oklu siralama testi ile belirlenmistir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Uziim Gekirdegi Oziitlerinin Proantosiyanidin ve Toplam Fenol igerikleri

UCO’lerinin proantosiyanidin icerikleri Porter metodu (ALTIOK ve ark., 2007) ile belirlenmis
olup laboratuvarimizda Uretilen ve satin alinan GzUm ¢ekirdegi 6zutlerinin proantosiyanidin
miktarlari sirasiyla 511.63 ve 666.11 mg proantosiyanidin/g Uzim c¢ekirde@i 6zitl olarak

bulunmustur.

Her iki Gzim c¢ekirdedi 6zutlerinin toplam fenol igerikleri Folin-Ciocalteu (MAKKAR ve ark.,
1993) metodu ile belirlenmis olup laboratuvarimizda Uretilen ve satin alinan Gzim cekirdegi
Ozutlerinin toplam fenol igerikleri sirasiyla 579.26 ve 752.35 mg gallik asit/g Uzum cekirdegdi

Ozutu olarak bulunmustur.

4.2. Uziim Cekirdegi Oziitii igeren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Karakterizasyonu

4.2.1. FTIR Spektroskopisi ile Filmlerin Karakterizasyonu

FTIR spektroskopisi ile ipek fibroin, i-karragenan, ipek fibroin-karragenan ve UCO (%0.5, %1
ve %2) igeren ipek fibroin-karragenan filmleri olusturan bilesiklerin ve UCO’niin birbirleri ile
olusturduklari baglar belirlenmistir. Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de sirasiyla ipek fibroinden Uretilen
filmin ve i-karragenanin FTIR spektrumlari verilmistir. Sekil 4.3’de ise ipek fibroin-karragenan
filmin ve farkh konsantrasyonda UCO iceren filmlerin FTIR spektralari verilmistir. Uziim
cekirdegdi 6zitl icermeyen ipek fibroin film ylzeyine ait FTIR spektrumu incelendiginde ipek
fibroin’e ait karakteristik absorpsiyon bantlari 1622 cm™ amid I, 1530 cm™ amid II'yi, 1233
cm” amid II'G gdstermistir. Literatiirde ipek fibroin’e ait karakteristik absorpsiyon bantlari
1665 cm™ amid I, 1540 cm™ amid II, ve 1235 cm™ amid Ill random coil yapiy1,1628 cm™
amid |, 1533 cm™ amid Il ve 1265 cm™ " lll absorpsiyon bantlari da B-plaka yapiy! gésterdigi
belirtilmigtir (AYUTSEDE ve ark., 2005). Uretigimiz ipek fibroin filmin FTIR spektrumundan
gorulen degerler bize ipek fibroinin random coil yapisinda oldugunu gostermektedir. i-
karrageenanin karakteristik bantlari 800-950 cm™ dir (CHIOVITTI ve ark., 2004). Elde
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ettigimiz i-karragenana ait FTIR spektrumunda (Sekil 4.2) 937 cm™ de karakteristik pik
gorilmistir. ipek fibrion-karragenan filmin spektrumuna (Sekil 4.3-a) baktigimizda bu
karakteristik pik gorilmemektedir. Dolayisiyla filmin bilegsiminde bulunan gliserolun yapi
icerisinde etkilesimde bulunarak bu pikin gérilmemesine neden olabilecedi distnulmustir
(DAl ve ark., 2002). UCO igeren filmler ise ipek fibroine ait karakteristik absorpsiyon
bantlarindan 1644-1651 cm™ amid I, 1519-1531 cm™” amid Il'yi, 1235 cm™ amid 1II'd
gOstermistir. Bu sonuglar bize filmlerin igerisindeki ipek fibroininin kismi olarak B-plaka ve
random coil yapisinda bulundugunu gdstermektedir. FTIR analizleri sonucunda UCO’niin
artan miktarlarda filmlere katilmasi yukarida belirtilen araliklarda ipek fibroin karakteristik
bantlarinda kaymaya neden olmustur. ipek fibroin random coil yapisindan B-plaka yapisina
kismi oalrak dénlismektedir (KUDUG, 2004; MALAY, 2005). Uretilen filmlerin kismi olarak
¢dzinmesi de bu bulgulari dogrulamaktadir. Yapilan bir calismada UzUm suyunda yeralan
polimerik fenolik fraksiyonlara ait bantlarin 1520 cm™, 1449 cm™, 1341 cm™, 1287 cm™, 1233
cm™”, 1157 cm™ ve 1116 cm™ olarak belirlendigi bildirilmistir (FOO, 1981). Laboratuvarimizda
uretilen filmlere ilave edilen UCO’niin FTIR spektralarinda 6ziit igerisindeki polimerik fenolik
fraksiyonlara ait bantlar 1525 cm™, 1450 cm™, 1375 cm™, 1288 cm™, 1234 cm™, 1157 cm™ ve
1112 cm™ olarak gériilmiistir. Gdzlemlenen bu bantlar literatiirdeki veriler ile uyumludur.
Ayrica igerisinde 6zt bulunan filmlere ait FTIR spektralari incelendiginde 6z0t icerisindeki
bazi polifenolik fraksiyonlara ait bantlar 1148 ve 1286 cm™ de gériilmektedir. Bu bantlarin
siddetinin film icerisine ilave edilen 6zutlin konsantrasyonundaki artisa bagl olarak degistigi
dolayisiyla bu fenolik fraksiyonlarin yapida herhangi bir etkilesime girmeden yeraldigini
g6stermektedir. Filmlerde UCO arttikga kismi olarak B-plaka yapinin artmakta oldugu ve

filmlerde daha kirilgan bir yapinin olustugu gézlemlenmisgtir.

1634
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Sekil 4.1. ipek fibroinden dretilen filmin FTIR spektrumu
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Sekil 4.2. Karragenana ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.3. Uretilen filmlerin FTIR spektralari [(a) kontrol film (UCO icermeyen), (b) %0.5 UCO
iceren film, (c) %1 UCO iceren film (d) %2 UCO igceren film]

4.2.2. XRD ile Filmlerin Karakterizasyonu

ipek fibroin film, UCO igcermeyen ipek fibroin-karragenan film, %0.5, %1 ve %2 UCO igeren
ipek fibroin-karragenan filmler Uretilerek kristal yapilarindaki degisimler X-igsinlari kirinim
cihazi (Cu Ka radiation) kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.4’de ipek fibroin film, UCO
icermeyen ipek fibroin-karragenan film, %0.5, %1 ve %2 UCO igeren ipek fibroin-karragenan
filmlere ait XRD sonuglari gésterilmistir. ipek fibroinin literatiirde belirtilen kristal pikleri, ipek |
kristal pikleri 12.2°, 19.7°, 24.7°, 28.2° ve ipek Il kristal pikleri 9.1°, 18.9° ve 20.7° dir (Li ve
ark., 2001). ipek fibroin Il kristal pikleri 26 = 21°, ipek | zayif kristal pikleri 26 = 20° de amorf
yap! gosteren kristal olmayan pik gostermistir. ipek fibroin-karragenan film pikleri 28 = 21.4°
dir. %0.5 UCO igeren film pikleri 26 = 21.08° dir. %1 zim ¢ekirdedi 6zutl igeren film pikleri
26 = 21.2° dir. %2 UCO igeren film 26 = 21.3° dir. ipek fibroin filmindeki yaygin pik ipek
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fibroinin random coil yapisinda oldugu gdstermektedir. UCO filme ilave edildiginde yaygin
pikten daha belirgin pike dénlismesi random coilden yer yer B-plaka yapiya doénustiguna
géstermektedir (KUDUG, 2004). Bu bulgular FTIR sonuglari ile uyumludur.
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= ()
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i (b)
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Kinlma agisi 29

Sekil 4.4. Uretilen filmlerin XRD grafikleri [(a) Ipek fibroin film, (b) UCO icermeyen kontrol
film, (c) %0.5 UCO iceren film, (d) %1 UCO igeren film (e) %2 UCO iceren film]

4.2.3. SEM ile Filmlerin Karakterizasyonu

Taramali elektron mikroskobu ile Uretilen filmlerin kalinhklari ve morfolojilerindeki degisimler
belirlenmigtir. Sekil 4.5 ve 4.6'da Uretilen filmlerin sirasiyla ylzey ve kesit goruntuleri
verilmistir. Filmlerin ylizey ve kesit gorintileri incelendiginde UCO icermeyen ipek fibroin-
karragenan filmde daha gézenekli bir yapi gézlemlenmistir. Farkli konsantrasyonda UCO
iceren filmlerde herhangi bir mikroskobik faz ayrimi ve gézenekli bir yapi gdézlemlenmemistir.
UCO iceren filmlerde konsantrasyon arttikca daha homojen bir dagilim ve daha puriizsiiz bir

yap! gézlemlenmisgtir.

Kontrol, %0.5, %1 ve %2 UCO igeren filmlerin ortalama kalinliklari sirasiyla 54.12 + 2.96,
42.61 £ 0.98, 50.15 £ 0.32 ve 43.33 £ 0.68 pm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. L_'_'Jretilen filmlerin SEM yuzey goruntuleri [(a) kontrol film (b) %0.5 UCO igeren film
(c) %1 UCO igeren film (d) %2 UCO igeren film] (1500x)
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Sekil 4.6. Uretilen filmlerin SEM kesit gériinttileri [(a) kontrol film (b) %0.5 UCO igeren film
(c) %1 UCO iceren film (d) %2 UCO iceren film] (1000x)

4.2.4. AFM ile Filmlerin Karakterizasyonu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile UCO igermeyen (kontrol), %0.5, %1 ve %2 UCO igeren
ipek fibroin-karragenan filmlerin taranmasi sonucunda bu filmlerin topografik goérintileri ve
plrGizIUlik durumlari incelenmistir. Sekil 4.7°de kontrol film, %0.5 ve %2 UCO igeren filmlerin
AFM gérintileri verilmistir. Filmlerdeki UCO konsantrasyonu arttikga puriizliiliikte azalma
g6zlemlenmistir. Ortalama purazlulik degerlerini inceledigimizde kontrol filmde 204 nm olan
plrizItlik degeri, %0.5, %1 ve %2 UCO iceren ipek fibroin-karragenan filmlerde sirasiyla
21.25, 68.45 ve 115.27 nm olarak bulunmustur. UCO’niin, filmlerde homojen film yapi
olusturdugunu goéstermistir. AFM bulgularinin SEM de elde edilen morfolojik bulgularla

uyumlu oldugu goéralmastur.
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(d)

Sekil 4.7. UCO igermeyen ipek fibroin-karragenan (kontrol) (a), %0.5 (b), %1 (c), %2 (d)
UCO igeren filmlerin 10 ym x 10 um tarama blyUkligindeki AFM gérintileri

4.2.5. Uzim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Mekanik
Ozellikleri

Filmlerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi ve UCO’nin filmin mekanik 6zelliklerinde
meydana getirdigi degisikliklerin belirlenmesi amaciyla UCO icermeyen (kontrol) ipek fibroin-
karragenan film, %0.5, %1 ve %2 UCO igeren filmler hazirlanmistir. Filmlerin gerilme direnci
(tensile strength), Young’'s katsayisi (Young’s modulus) ve % uzama (% elongation)
Ozellikleri ASTM D882-02 metodu (1996) referans alinarak tekstir analiz cihazi (TA.XT.plus,
Stable Instruments, UK) ile olctlmistir. Tablo 4.1°'de filmlerin mekanik 6zelliklerine iliskin
degerler verilmistir. Gerilme direnci incelendiginde kontrol film ve %0.5 UCO igeren filmler
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir ve bu filmler diger filmlerle kiyaslandiginda daha
yiiksek gerilme direnci gdstermiglerdir. %1 ve %2 UCO igeren filmler arasinda gerilme direnci
bakimindan énemli bir fark bulunmamigtir. En disik %uzama kontrol filmde en ylksek
%uzama ise %1 UCO igeren filmlerde belirlenmistir. Young'’s katsayisi en yiiksek kontrol
fiilmde belirlenmistir. UCO iceren filmlerde Young's katsayisi bakimindan 6nemli bir fark

bulunmamistir.

Tablo 4.1. Uretilen filmlerin mekanik dzellikleri

Mekanik Ozellikler

Filmler Gerilme direnci Uzama Young’s katsayisi
(Pa) (%) (Pa)

Kontrol film 10.95 + 2.0° 18.95 + 5.9 1.39 + 0.4°

%0.5 UCO igeren film 9.93 + 1.2° 34.58 + 2.8° 0.75+0.3°

1% UCO igeren film 7.57 £ 1.6° 4413 £ 10.3° 0.63+0.3°

2 % UCO igeren film 6.78 +1.8° 21.25+11.6° 0.74 +0.5°

. Ayni kolondaki farkli harfler 6rneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir.
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4.2.6. Uziim Cekirdegi Ozitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Renk
Parametreleri

Uretilen kontrol (UCO igermeyen), %0.5, %1 ve %2 UCO igeren filmlerin renk parametreleri
Minolta CR400 (Konica-Minolta Sensing Inc., Japonya) renk 6lgim cihazi ile belirlenmis olup
Tablo 4.2°de verilmistir. Kontrol filmlerde CIE L* (aydinlik) degeri en yuksek olarak
bulunmustur. UCO konsantrasyonu arttikga aydinlik degerinde azalma gérilmustir. Bunun
nedeni UCO miktarinin artmasi filmlerin daha koyu bir renk almasina sebep olmasidir. Ayni
sekilde CIE a* degeri kontrol filmde negatif bir deder alirken bu filmin kirmizilik yerine ¢ok az
yesillige sahip oldugunu gostermektedir. Ancak UCO konsantrasyonu arttikga filmlerdeki
kirmizilik da artmaktadir. CIE b* degeri en dusik kontrol filmde en yiiksek %1 UCO igeren

filmde gorilmustir.

Tablo 4.2. Uretilen filmlerin CIE L*, a*, b* degerleri
Renk Parametreleri
L* a* b*

Filmler

Kontrol film 88.20 + 0.62% -0.97 +0.08° 4.35+0.20¢
% 0.5 UCOiceren fim  69.16 + 3.66° 11.09 +2.35° 30.33 + 3.45°
% 1 UCO igeren film 58.61 + 1.77° 20.06 + 1.31° 39.17 + 0.692
% 2 UCO iceren film 4744 +0.88° 31.27 +0.63%° 37.12+1.85°

. Ayni kolondaki farkli harfler 6rneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir.

4.2.7. Uzim Cekirdegi Oziiti Iiceren Iipek Fibroin-Karragenan Filmlerden
Proantosiyanidinin Salim Testlerinin Sonuglari

Belirli miktarlarda UCO igeren ipek fibroin-karragenan filmlerden salinan proantosiyanidin
miktarlari Sekil 4.8'de gosterilmistir. Uretilmis olan filmlerin su icerisindeki salim testlerinde
proantosiyanidin miktari mg proantosiyanidin/cm? film olarak verilmistir. Tim hesaplamalar
ornekleme sirasinda alinan hacimdeki toplam proantosiyanidin miktari dastnulerek
duzeltilmigtir. Proantosiyanidinin saliminin izlenmesi alinan test ¢ozeltisinde miktar artigi
gorulmeyinceye veya miktarda biraz azalma goérulinceye kadar devam etmistir. %1 ve %2
UCO iceren filmde suya gecis daha hizli gerceklesmistir. Bu filmlerde maksimum gegcis
yaklasik 120 dakikada gergeklesmistir. %1 ve %2 UCO igeren filmlerde 120 dakika sonunda
maksimum toplam proantosiyanidin miktarlari sirasiyla 0.44 ve 0.63 mg proantosiyanidin/cm?
film olarak belirlenmistir. Ancak daha yiiksek konsantrasyonda UCO igeren (%3) filmden
maksimum gecgis daha uzun slrede gerceklesmistir. Bu filmde maksimum toplam
proantosiyanidin miktari 1440 dakika sonunda 1.04 mg proantosiyanidin/cm? film olarak

belirlenmigtir.

30



—e— % 1 UGO igeren film
—a— % 2 UCO igeren film
—a— % 3 UGO igeren film

0.8 4

0.6 4

04 4

02 ¢

Proantosiyanidin miktari (mg /cm? film)

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Siire (dakika)

Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda UCO igeren ipek fibroin-karragenan filmlerden salinan
toplam proantosiyanidin miktarlari

4.2.8. Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Antimikrobiyal
Aktivitelerinin Belirlenmesi icin Kati Besiyerinde Gergeklestirilen Zon inhibisyon
Testleri

UCO iceren ipek fibroin-karragenan filmlerin farkli mikroorganizmalar (izerindeki
antimikrobiyal etkisini gosteren sonuglar Tablo 4.3’de verilmistir. Farkli konsantrasyona sahip
filmlerin L. innocua’'ya karsi olusturdugu tam zon sayilari dikkate alindiginda en disuk
konsantrasyonda bile tiim disklerde zon olustugu gézlemlenmistir. S. aureus’da %0.5 UCO
iceren filmde 4 tam zon ve 8 kismi zon goriimustir. Diger konsantrasyonlarda 12 tam zon
olusmustur. St. carnosus’a kargi %0.5 UCO igeren filmde zon gbzlemlenmemistir. Bacillus
amyloliquefaciens’a karsi %2 ve %3 UCO igeren filmlerde 12 tam zon olugmus olup diger
konsantrasyonlarda (%0.5 ve %1) zon gézlemlenmemistir. Gram (+) bakterilere karsi UCO
iceren filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri ylksekten dusuge dogru su sekilde siralanmaktadir:
L. innocua > S. aureus > S. carnosus > B. amyloliquefaciens. Gram (-) mikroorganizmalara
karsi UCO igeren filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde E. coli, E. coli O157:H7 ve
S. Typhymurium’a karsi inhibisyon zonlari gbézlemlenmemigtir. Bu mikroorganizmalarin
filmlere ilave edilen NaEDTA varliginda dahi direngli oldugu gorilmuistir. Sadece P.
fluorescens’a karsi %2 ve %3 UCO igeren filmlerde 12 tam zon gdzlemlenmistir. Sonug
olarak uretilen filmlerdeki UCO, Gram (+) bakterileri karsi Gram (-) bakterilere kiyasla daha
fazla antimikrobiyal aktivite géstermistir. Bunun nedeninin Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin
hicre duvarlarindaki yapisal farkliliktan kaynaklandigi distnilip bu sorunu gidermek igin
Gram (-) bakterilere kars! antimikrobiyal aktivite belirlenmesi denemelerinde filmlere UCO’ne
ilave olarak Na,EDTA de eklenmistir. Ancak kullanilan UQO’nUn E. coli, E. coli O157:H7 ve
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S. Typhymurium’a karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi sadece P. fluorescens’a karsi

yiksek UCO konsantrasyonlarinda antimikrobiyal aktivite gésterdigi belirlenmistir.

Tablo 4.3. Farkl konsantrasyonlarda UCO ve/veya Na,EDTA igeren ipek fibroin-karragenan
filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri (Zon tipleri: tz: tam zon; kz: kismi zon; zo: zon olusmamis)
Ortalama tam  Zon tipleri ve

Filmler zon alani bu zonlarin
(cm?) sayilari
L. innocua
Kontrol 0 12 zo
%0.5 UCO 0.97+0.26 12tz
%1 0CO 2.24+0.16 12tz
%2 UCO 3.31+0.30 121z
%3 UCO 4.10+0.24 12z
S. aureus
Kontrol 0 12 zo
%0.5 UCO 0.1440.03 41tz/8kz
%1 U0CO 0.34+0.10 12tz
%2 UCO 0.94+0.20 12tz
%3 UCO 2.26+0.25 121z
S. carnosus
Kontrol 0 12 zo
%0.5 UCO 0 12 zo
%1 U0CO 1.01+0.21 12tz
%2 UCO 2.14+0.30 12tz
%3 UCO 2.32+0.26 12tz
B. amyloliquefaciens
Kontrol 0 12 zo
%0.5 UCO 0 12 zo
%1 0CO 0 12 zo
%2 UCO 1.14+0.16 12tz
%3 UCO 1.631+0.19 12tz
P. fluorescens
Kontrol + 200 ug/cm2 Na,EDTA 0 12 zo
%0.5 UCO + 200 pg/cm? Na,EDTA 0 12 zo
%1 UCO + 200 pg/cm® Na,EDTA 0 12 zo
%2 UCO + 200 pg/cm?® Na,EDTA 0.93+0.24 121z
%3 UCO + 200 pg/cm?® Na,EDTA 1.53+0.16 121z
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4.3. Uziim Gekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerin Gidalara

Uygulanmasi

4.3.1. Tavuk Goégiis Etinin Uziim Cekirdegi Oziitii iceren ipek Fibroin-Karragenan
Filmlerle Kaplanmasi

Tavuk gogus etleri kiip seklinde kesilerek UCO ve/veya Na,EDTA iceren filmlerle kaplanmis
ve +4 °C’da 5 glin boyunca depolanmislardir. Depolama sirasinda érneklerin pH degerleri
6.2+0.02 ile 7.08+0.02 arasinda degismistir. Depolama sirasinda toplam canl bakteri
sayimlari Tablo 4.4 ve Sekil 4.9'da verilmistir. Farkh filmlerle 6rneklerin kaplanmasi ve
depolama suresi toplam canli bakteri sayilarini istatistiksel olarak 6nemli dizeyde
etkilemistir. Depolama sirasinda UCO igeren filmlerle kaph érneklerde toplam canli bakteri
sayllarinin kaplanmamis, ipek fibroin-karragenan filmle ve Na,EDTA iceren filmle kaplanmis
drneklere kiyasla daha diisiik oldugu gézlemlenmistir. UCO konsantrasyonunun artmasi ile
toplam canh bakteri sayilarinda dusts (0.5 ile 1.8 logso cfu/g arasinda) gdézlemlenmistir.
Tavuk gogus etlerinin baslangic mikrobiyal yukleri ylksek oldugu icin 3. gunde tum
orneklerin mikrobiyal yik degerleri, gidalar i¢in bozulma degeri olarak kabul edilen 7.0 logo

cfu/g’in Gzerinde bulunmustur.

Tablo 4.4. Farkli filmlerle kaplanmis tavuk gégus etlerinin depolama sirasindaki toplam canl
bakteri sayilari

Toplam Canh Bakteri Sayisi, logq, cful/g

Film Cesitleri
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin

Kaplanmamis 4.86+0.15° 6.41+0.22°%  8.24+0.13°°  10.12+0.10"°
iFK film 4.86+0.15° 6.07£0.04*  8.11x0.02°*  10.03+0.04"°
Na,EDTA igeren IFK film 4.86:0.15° 6.03:0.28°%  7.90:0.07°%  9.19:0.03"
% 2 UCO igeren IFK film 4.86+0.15° 5.68x0.10°™  7.65:0.56*  9.01+0.08*"
% 2 UCO ve Na,EDTA igeren IFK film  4.86:0.15°  5.71%0.05°*°  7.71x0.06°®  8.71x0.13"*
% 3 UCO iceren IFK film 4.86+015° 5.68+0.03°™  7.62+0.03>*  8.91+0.02*"
% 3 UCO ve Na,EDTA igeren IFK film  4.86£0.15°  4.59:0.16°°  7.50:0.06°°  8.52+0.55"°

IFK: ipek fibroin-karragenan; Na,EDTA konsantrasyonu: 200 yg Na,EDTA/cm? film
AD: Ayni satirdaki farkli harfler Grneklerin birbirinden Gnemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir (p<0.05).
¢ Ayni kolondaki farkli harfler érneklerin birbirinden dnemili olarak farkli oldugunu belirtmektedir(p<0.05).
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Sekil 4.9. Farkli filmlerle kaplanmig tavuk gdgus etlerinin depolama sirasindaki toplam
bakteri sayilari

Farkli ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanmig tavuk gégus etlerinin depolama sirasindaki
koliform sayimlari Tablo 4.5 ve Sekil 4.10’da verilmigtir. Na,EDTA igeren ve UCO ve/veya
Na,EDTA iceren filmlerle kaplanmis érneklerde belirlenen koliform sayilarinin kaplanmamig
ve sadece ipek fibroin-karragenan filmle kaplanmis drneklere kiyasla dusuk oldugu (yaklagik
0.4-0.5 logo cfu/g) gézlemlenmigtir. UCO konsantrasyonun artmasi koliform sayilari tizerinde
etkili bulunmamistir. Bunun nedeni olarak Gram (-) bakterilerin UCO’niin karsi direncli oldugu
sdylenebilir. Bu sonug¢ kati besiyerinde gercgeklestirilen antimikrobiyal aktivite testlerininde

bulunan sonuglari (bdlim 4.2.8) dogrulamaktadir.

Tablo 4.5. Farkh filmlerle kaplanmis tavuk gégus etlerinin depolama sirasindaki koliform
sayllari

Koliform Sayisi, logy, cfu/g

Film Cesitleri
0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin

Kaplanmamis 3.04t0.15  5.120.17 5.99+0.09° 8.23+0.03°
iEK film 30440150  4.99+0.10°  5.94+0.18%>*  8.00£0.06*"
Na,EDTA iceren IFK film 3.04:0.15° 4.41:0.56°  5.91:0.21°%  7.81£0.07"¢
% 2 UCO iceren iFK film 3.04+0.15 4.64+0.09 5.86+0.05% 7.81+0.02°
% 2 UCO ve Na,EDTA iceren IFK film  3.04+0.15 ~ 4.48t0.14  581+0.06™°  7.76+0.05°
% 3 UCO iceren IFK film 3.04+0.15 4.46+0.18 5.51+0.08° 7.68+0.11°

% 3 UCO ve Na,EDTA iceren IFK film  3.04+0.15 ~ 4.42t0.24  5.58+0.05™ 7.80+0.04°

IFK: ipek fibroin-karragenan; Na,EDTA konsantrasyonu: 200 pg Na,EDTA/cm? film
AD. Ayni satirdaki farkli harfler érneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir(p<0.05).
¢ Ayni kolondaki farkli harfler érneklerin birbirinden dnemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir(p<0.05).
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@ Kaplanmamig B iFK film
O EDTAigeren IFK film 0% 2 UGOigeren IFK film
B % 2 UGO ve EDTAigeren IFK film B % 3 UCOigeren IFK film
B % 3 UCO ve EDTAigeren IFK film
8.5

o

5 7

[

o

g

= I

(2]

% 5.5 1

» I

£

£

g 4

2.5 4
0 1 3 5
Depolama Siiresi (Giin)

Sekil 4.10. Farkl filmlerle kaplanmis tavuk goégus etlerinin depolama sirasindaki koliform
sayilari

Tavuk gogus etlerinin farkli ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanip depolanmasi sirasinda
belirlenen laktik asit bakteri sayilari Tablo 4.6 ve Sekil 4.11°de verilmistir. Depolama boyunca
laktik asit bakteri sayilarinda diisiis gdzlemlenmistir. Ozellikle ipek fibroin-karragenan filmle
ve UCO ve/veya Na,EDTA igeren filmlerle kaplanmis 6rneklerde laktik asit bakteri sayisinda
5 gilin boyunca diistis gozlemlenmistir. Ancak farkli UCO konsantrasyonlarin laktik asit

bakterine karsi antimikrobiyal etkisi net olarak belirlenememistir.

Tablo 4.6. Farkli filmlerle kaplanmig tavuk gogus etlerinin depolama sirasindaki laktik asit
bakteri sayilari

Laktik Asit Bakteri Sayisi, log,, cfu/g

Film Cesitleri

0. Giin 1. Giin 3. Giin 5. Giin
Kaplanmamis 3.81+0.13  3.82+0.12 3.77+0.18° 3.79+0.06
IFK film 3.81+0.13  3.61£0.37 3.72+0.04° 3.39+0.26
Na,EDTA igeren iFK film 3.81+¢013  3.75+0.11 3.78+0.08° 3.60+0.26
% 2 UCO igeren iFK film 3.81+0.13* 3.29+0.31®  3.28+0.03%° 3.49+0.01"8
% 2 UCO ve Na,EDTA igeren IFK film  3.81#0.13  3.960.32 3.76+0.07° 3.80£0.04
% 3 UCO igeren iFK film 3814013 3.25£0.02° 3.59x0.04"%*  3.50+0.28"°
% 3 UCO ve Na,EDTA igeren iFK film  3.81+0.13  3.27%0.35 3.26+0.27° 3.64+0.33

IFK: ipek fibroin-karragenan; Na,EDTA konsantrasyonu: 200 yg Na,EDTA/cm? film
AB. Ayni satirdaki farkli harfler drneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir (p<0.05).
ab. Ayni kolondaki farkli harfler érneklerin birbirinden énemli olarak farkh oldugunu belirtmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.11. Farkli filmlerle kaplanmig tavuk gogus etlerinin depolama sirasindaki laktik asit
bakteri sayilari

Farkli ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanmig tavuk gégus etlerinin depolama sirasindaki
oksidasyon durumlari Sekil 4.12’de verilmistir. Kaplanmamis érneklerde oksidasyon dizeyi
depolama sirasinda artis gdstermistir. Ancak UCO igeren filmlerle kapli 6rneklerde de
oksidasyon degerlerinde artis gézlemlenmistir. Bunun nedeni olarak UCO’niin igerdigi renk
maddesinin (antosiyaninlerin) TBA analizinin sonuglarini etkiledigi diisiiniilmektedir. Ornekler
analiz edilmeden 6nce saf suyla yilkanmasina karsi érneklerin icerisine gegen kirmizi renk
maddesi TBA analiz sirasinda absorbans degerlerinde hata olusmasinda neden olmustur.

Antioksidan ézelligi olan UCO’niin etkisi bu denemede belirlenememistir.
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Sekil 4.12. Farkli filmlerle kaplanmis tavuk gégus etlerinin depolama sirasindaki oksidasyon
degerleri
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Farkli ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanmis tavuk goégus etlerinin depolama sirasindaki
renk parametrelerindeki (L* ve a*/b* [kKirmizilik indeksi]) degisimler Sekil 4.13 ve 4.14'de
verilmistir. ipek fibroin-karragenan ve Na,EDTA iceren filmlerle kaplanmis orneklerin L*
degerleri diger 6rneklere kiyasla daha yuksek bulunmustur. Genel olarak érnekler arasinda

L* ve a*/b* deg@erleri acisindan belirli bir farklhilik gézlemlenmemistir.

@ Kaplanmamig | iFK film
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Sekil 4.13. Farkli filmlerle kaplanmis tavuk goégus etlerinin depolama sirasindaki L* degerleri
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Sekil 4.14. Farkli filmlerle kaplanmis tavuk gogus etlerinin depolama sirasindaki a*/b*
degerleri

4.3.2. Staphylococcus aureus ile inokiile Edilmis Sosislerin Uziim Cekirdegi Oziitii
igeren ipek Fibroin-Karragenan Filmlerle Kaplanmasi

Et Urlnlerinin tiketimi sonucu meydana gelen gida zehirlenmelerinde Staphylococcus
aureus, Salmonella turleri ve Clostridium perfringens’den sonraki siralarda gorilen énemli bir

patojendir. Gida guvenligi acisindan risk olusturmaktadir. Taze etlerde ve fermente
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Urtiinlerde disuk miktarlarda S. aureus siklikla gérilmektedir. Uygun olmayan kosullarda
depolama ile S. aureus’un geliserek enterotoksin Uretmesine ve gida zehirlenmesine neden
olmasi kaginilmazdir. Bu nedenle dretim sirasinda ve sonrasinda kontaminasyonun
onlenmesi ve uygun kosullarda depolama S. aureus zehirlenmelerine karsi alinacak énlemler
arasindadir. Ayrica antimikrobiyal 6zellige sahip ajanlarla da bu risk minimize edilebilir
(UNLUTURK ve TURANTAS, 1999). Calismamizin bu kisminda S. aureus ile kontamine
edilmis sosislerin UCO igeren filmlerle kaplanarak +4 °C’da 28 giin boyunca depolanmasi

sonucunda S. aureus sayllari, pH degerleri, nem miktarlari ve tekstir 6zellikleri belirlenmigtir.

S. aureus ile inokile edilmis ve farkli filmlerle kaplanmis sosis drneklerinin 28 gin depolama
sirasindaki S. aureus sayimlari Tablo 4.7 ve Sekil 4.15’de verilmistir. Depolama sirasinda S.
aureus’un  buzdolabi  kosullarinda  gelisememesi nedeniyle sayilarinda  dusus
g6zlemlenmigstir. Kaplanmis 6rneklerde ve 6zellikle yiksek konsantrasyonda UCO igeren
filmle kaplanmis 6rneklerde S. aureus sayilari daha disiktir. Sonug olarak UCO’niin S.

aureus’a karsi antimikrobiyal etkisi g6zlemlenmistir.

Tablo 4.7. S. aureus ile inoklle edilmis ve farkli ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanmig
sosislerin depolama sirasindaki S. aureus sayilari
S. aureus (logse CFU/g)

Depolama Siiresi (giin)
Filmler 0 7 14 21 28

inokiile edilmemis kaplanmamis

<1 A,c <1 B,c <1 B,c <1 C,c <1 D,c

inokiile edilmis kaplanmamig

4.89+0.16"°  4.43x0.09°°  4.39+0.15°%°  3.51+0.04 “®  3.09+0.06 °°
inokiile edilmis iFK filmle kaplanmis

4.89+0.1 1P 4.32+0.06 ®°  4.11+0.06 ®*  3.34+0.08 °*  3.05+0.03°"
inokiile edilmis %2 UGO igeren iFK filmle kaplanmig

465+0.02"  4.28+0.01%%°  3.99+0.04>®  3.29+0.09°%  2.90+0.08"%®
inokiile edilmis %3 UGO igeren iFK filmle kaplanmig

4.64+0.003*  4.09+0.02%®  3.71+0.04%%  3.17+0.06 °® 2.67+0.01°°

IFK: ipek fibroin-karragenan
AD. Ayni satirdaki farkli harfler érneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir (p<0.05).
ab. Ayni kolondaki farkli harfler érneklerin birbirinden énemli olarak farkli oldugunu belirtmektedir (p<0.05).
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—e— Inokiile edilmis kaplanmamis
—a— Inokille edilmis IFK filmle kaplanmig
—o— Inokiile edilmis %2 UGO igeren iFK filmle kaplanmis

—m— inokille edilmis %3 UGO igeren iFK filmle kaplanmis
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Sekil 4.15. S. aureus ile inoklle edilmis ve farkh ipek fibroin-karragenan filmlerle kaplanmis
sosislerin depolama sirasindaki S. aureus sayilari

Sosis 0Orneklerinin pH degerleri depolama boyunca 6.39+0.01 ile 6.68+0.02 arasinda
belirlenmistir. Nem degerleri Sekil 4.16'de verilmistir. Kaplanmamis drneklerin nem miktarlari
depolama boyunca azalmistir. Kaplanmis o6rneklerde ise nem miktarlarinda énemli bir
degisim goézlemlenmemistir. Bu da filmle kaplanan 6rneklerde filmlerin depolama sirasinda

yluzeyde meydana gelen kurumayi engelledigini gdstermektedir.

0O Kaplanmamig

O iFK filmle kaplanmig

0 %2 UGOigeren IFK filmle kaplanmis
m %3 UGOigeren IFK filmle kaplanmis
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Sekil 4.16. Kaplanmamig ve farkli konsantrasyonlarda UCO igeren ipek fibroin-karragenan
filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki nem miktarlari

Sosislere depolama sirasinda tekstir profil analizi uygulanmis ve 6rneklerdeki sertlik (Sekil
4.17), tirdes yapiskanlik (Sekil 4.18), yaylanma (Sekil 4.19), yapiskanhk (Sekil 4.20) ve
cignenebilirlik (Sekil 4.21) degerleri belirlenmistir. Farkh filmlerle kaplanmis ve 28 gin
depolanmis sosis Orneklerinin  sertlik de@erleri arasinda belirgin  bir  farkhlik

g6zlemlenmemistir. Kaplanmamis ornekler hari¢ diger 6rneklerde tirdes yapigkanlik ve
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yapiskanlik degerleri 28 gin depolama sirasinda artmistir. Yaylanma degerleri tim

orneklerde benzerdir. Cignenebilirlik degerleri depolama ile kaplanmamis érnekler disindaki

tum 6rneklerde artmigtir.

0O Kaplanmamig

O iFK filmle kaplanmig

2% UCO igeren IFK filmle kaplanmig
m 3% UCO igeren IFK filmle kaplanmig

7 14 21
Depolama Siresi (Giin)

Sekil 4.17. Kaplanmamis ve farkli filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki sertlik

degerleri

0O Kaplanmamig

B IFK filmle kaplanmis

o 2% UGO igeren IFK filmle kaplanmig
m 3% UCO igeren IFK filmle kaplanmig

Tirdes Yapiskanlik

Depolama Siresi (Giin)

28

Sekil 4.18. Kaplanmamis ve farkli filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki tirdes

yapiskanlk degerleri
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0 Kaplanmamig

@ IFK filmle kaplanmig

B 2% UCO iceren IFK filmle kaplanmig
m 3% UCO igeren IFK filmle kaplanmig

Yaylanma
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N
=

Sekil 4.19. Kaplanmamis ve farkli filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki
yaylanma degerleri
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Sekil 4.20. Kaplanmamig ve farkli filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki
yapiskanlk degerleri

0O Kaplanmamig
o IFK filmle kaplanmig
B82% UCO igeren IFK filmle kaplanmig
m 3% UCO iceren IFK filmle kaplanmig
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Sekil 4.21. Kaplanmamis ve farkli filmlerle kaplanmis sosislerin depolama sirasindaki
gignenebilirlik degerleri
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5. SONUG

Bu proje ile Uzim c¢ekirdedi 6zutd kullanilarak antimikrobiyal etkiye sahip yenebilir ipek
fibroin-karragenan filmler geligtirilmigtir. Farkl konsantrasyonda Gzim cekirdeg@i 6zutl iceren
ipek fibroin-karragenan filmler 25 °C’da % 40 ba@il nemli bir ortamda kurutulmustur. Uretilen
filmler homojen bir yapiya sahip olup filmlerde Uzim cekirdegi konsantrasyonu arttikca
kirilimalar gézlemlenmistir. Bu nedenle maksimum Gzim c¢ekirdegdi konsantrasyon % 2 olarak
belirlenmistir. Uretilen filmlerin yapisal ve antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir. Uziim
cekirdegi 6zitinlin ipek fibroin-karragenan film karisimlarina ilave edilmesiyle filmlerin
yapilarinda meydana gelen degisimler FTIR ve SEM analizleri ile tespit edilmistir. ipek
fibroinin gelisgiizel kiviimli yapisi Uzim c¢ekirdegi 6zitinin ilavesiyle B-plakali yapiya
dénismektedir. Uziim cekirdegi 6ziitii konsantrasyonunun artmasiyla filmlerin yilizeyinde
puriizltlik artmistir. Uretilen filmlerin antimikrobiyal etkileri patojen ve bozulmaya neden
olan bircok Gram (+) ve Gram (-) bakteriler lzerinde belirlenmistir. Filmlerin antimikrobiyal
aktiviteleri daha ¢ok Gram (+) bakterilere kargi goérulmastir. Gram (-) bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite belirlenecegi zaman filmlere Gzim cekirdegi 6zutinu ile birlikte
Na,EDTA de ilave edilmistir. Ancak bu durumda bile sadece P. fluorescens’a karsi
antimikrobiyal aktivite belirlenmistir. Daha sonra bu filmler tavuk goégus eti ve sosislerin
kaplanmasinda kullanilmig ve &rneklerin mikrobiyal durumlari ve kaliteleri depolama
suresince izlenmigtir. Uzim cekirdegi 6zitl igeren ipek fibroin-karragenan filmlerin tavuk
g6glis etlerine uygulanmasi sonucunda Orneklerdeki toplam canli bakteri ve koliform
sayllarinda belirli bir dists gézlemlenmistir. Ayrica S. aureus ile kontamine edilmis sosisler
UzUm cgekirde@i 6zutld iceren filmlerde kaplanip 28 gin boyunda +4 °C’da depolanmistir.
Depolama sirasinda yiksek konsantrasyonda Uzim cekirdedi 6zitl iceren filmlerle kapli
orneklerin S. aureus sayilarinda Uzim c¢ekirdegi 6ziti icermeyen filmlerle kaplanmis
orneklerinkine kiyasla disus oldugu belirlenmistir. Daha sonraki ¢alismalarda cesitli gidalar
farkli patojen mikroorganizmalarla kontamine edilerek gelistirilen bu filmlerin antimikrobiyal
etkinligi arastirilabilir. Sonu¢ olarak geligtirilen filmlerin gida sanayiinde gida guvenligini

arttirmak amaciyla uygulama potansiyeline sahip oldugu disunutlmektedir.
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Bu proje ile Uzim cekirdegi o6zitlu ilave edilmis ipek fibroin-karragenan filmlerin
antimikrobiyal aktiviteleri Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella
Typhimurium, Listeria innocua, Staphylococcus carnosus, Staphylococcus aureus,
Bacillus amyloliquefaciens gibi bakteriler Uzerinde test edilmistir. Bu filmlerin
karakterizasyonu gerceklestiriimistir. Daha sonra gelistirilen filmler tavuk eti ve sosislere
uygulanarak Urinlerin  mikrobiyal kalitelerindeki degisimler depolama siresince
belirlenmistir.  Gergeklestiriimis olan bu ¢alisma ile aktif yenebilir filmlerin potansiyel

uygulama alanlari ile ilgili kayda deder bilgi birikimi olusturulmustur.
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