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OZET

Anahtar kelimeler: Yenilebilir film, biyokontrol, antagonist maya, antifungal

Gidalarda fiziksel, kimyasal, duyusal 6zelliklerde bozulmalara yol agan ve toksin iiretimiyle
saglik riskleri tastyan kiiflerin gelisimi gida endiistrisi agisindan 6nemli bir problemdir. Bu
probleme alternatif bir ¢éziim amaglanan ¢alismamizda, peynir alti suyu proteini temelli
yenilebilir filmler farkli sayilarda (0; 3,2; 6,8 ve 8,8 kob/cm?) antagonist maya Williopsis
saturnus var. saturnus ile ilave edilerek biyoaktif bir ambalaj materyali gelistirilmistir. Farkli
maya miktarlarini igeren yenilebilir filmler vakumlu ve vakumsuz paketlenerek film
yapisindaki antagonist maya canliliginin korunumu basta olmak {izere mikrobiyal
ozelliklerindeki degisim 28 giinliik depolama siiresinde incelenmistir. Elde edilen antagonist
maya katkili film 6rneklerinin Penicillium expansum ve Aspergillus niger kiif suslarma iki
farkli pH ’daki (4,5 ve 5,2) inhibisyonu disk diflizyon yontemiyle degerlendirilmistir. Film
yapisindaki antagonist maya sayisinin filmlerin fiziksel 6zelliklerinden; kalmlik, su buhari
gecirgenligi, suda ¢oziinebilirlik, su aktivitesi ve gozenek yapisina etkisi (SEM) analiz
edilmistir. Vakumlu-vakumsuz paketlenen film drneklerinin optik 6zellikleri L*, a*, b* renk
Olgtimleriyle ve mekaniksel ozellikleri ise Instron cihazi ile ¢ekme gerilimi ve ¢ekmede %
uzama Ozelliklerindeki degisimlerle analiz edilmistir.

Sonuglar antagonist maya korunumunun 6,8 log kob/cm” maya igeren filmlerde % 36’dan;
8,8 log kob/cm’ maya igeren filmlerde ise % 60°dan fazla oldugunu gostermistir. Ayrica elde
edilen film orneklerinin iki farkli pH’da P. expansum ve A. niger’e inhibisyonu
incelendiginde pH 4,5°de 8,8 log kob/cm® antagonist maya igeren film Orneklerinin P.
expansum’a karst % 29, A. niger’e karst % 19’dan fazla antifungal etkisinin oldugu
saptanmustir. Maya sayisi 3,2 log kob/cm® nin iistiinde olan Peynir alt1 suyu protein filmlerin
bariyer ozelliklerinde 6nemli derecede diisiis gozlenmistir (P<0,05). Buna karsin 28 giinlitk
depolama siiresi filmlerin bariyer ozelliklerinde % 9’luk iyilesme meydana getirmistir.
Filmin igerisindeki artan maya sayisi filmlerin suda c¢oziinebilirlik degerlerini 6nemli
derecede artirmistir (P<0,05). Antagonist maya igeren filmlerin goézenek yapilar
incelendiginde mayanin film yapisina tutunarak homojen bir dagilim gosterdigi goriilmiistiir.
Filmlerin optik ozelliklerinde, artan maya sayisi beyazlik degerlerinin yanisira yesil ve sar1
renk degerleri yoniinde de 6nemli derecede artis meydana getirmistir (P<0,05). Mekaniksel
ozellikler 3,2 log kob/cm” maya iceren filmlerde ¢nemli diizeyde degismezken artan maya
sayisiyla birlikte ¢ekme gerilimi yiikselmis tersi yonde ¢ekmede % uzama degeri 6nemli
derecede diismiistiir (P<0,05).

Sonug olarak, bu calisma biyokontrol ajanlarmin ve yenilebilir filmlerin engel teknolojisi
kapsaminda kombinasyonuyla elde edilen biyoaktif filmlerin &zellikle kiiflenme problemi
yasanan gidalarin kaplanmasinda kullanim potansiyeline sahip olabilecegini gdstermistir.



PHYSICAL, MECHANICAL PROPERTIES AND ANTIFUNGAL
ACTIVITY OF BIOACTIVE FILM CONTAINING WILLIOPSIS
SATURNUS VAR. SATURNUS ANTAGONISTIC YEAST

SUMMARY

Keywords: Edible film, biocontrol, killer yeast, antifungal

The mold growth leading physical, chemical and sensory changing in food products and
carrying health risks with toxin production is a main problem in the food industry. In our
study, as an alternative solution for this problem, bioactive packaging materials were
developed by incorporating Williopsis saturnus var. saturnus at different concentrations (0;
3.2; 6.8 and 8.8 cfu/cm?®) into whey protein concentrate (WPC) based edible films. Following
packaging of the developed edible films with vacuum or non-vacuum packages they were
stored at 25 °C for 28 days. Viability of W. saturnus var. saturnus and the number of total
bacteria, lactic acid bacteria, mold and yeast in the films were investigated during the time of
the storage. Moreover, the antifungal activity of the films incorporated with W. saturnus var.
saturnus were also tested against Penicillium expansum and Aspergillus niger at two
different pH values (4.5 and 5.2) by disk diffusion method. The effect of the antagonist yeast
occurance in the film on physical properties (thickness, water vapor permeability, water
solubility, water activity) and microstructural properties of the films were analyzed using
Scanning Electron Microscope (SEM). The optical properties and the mechanical properties
in terms of tensile strength and percent elongation at break of the film samples were also
observed by L*, a*, b* color measurements and by using the Instron, respectively.

The results showed that bioactive WPC films containing 6.8 and 8.8 log cfu/cm® W. saturnus
var. saturnus were able to maintain more than 36 % and 60 % of the initial antagonist yeast
population, respectively. In addition, the developed films incorporated with the antagonist
yeasts reduced mycelium growth of P. expansum and A. niger on the medium by more than
29 % and 19 % at pH 4.5, respectively. Incorporation of more than 3.2 log cfu/cm” antagonist
yeasts significantly increased water vapor permeability of the films (P<0.05). However, 28
days of storage has led to 9 % improvement in the barrier properties of the films. Increased
population of the yeasts also significantly increased percent water solubility of the films (P
<0.05). Moreover, the distribution of the antagonistic yeasts in the films presented
homogenous microstructure at SEM observation. Increasing concentration of the killer yeasts
in the films presented a significant tendency to greenness and yellowness as well as lightness
values (P<0.05). The concentrations more than 3.2 log cfu/cm’ of killer yeast population in
the films significantly increased tensile strength but decreased percent elongation at break
(P<0,05).

In conclusion, this study showed that bioactive films in combination with edible films and
bioactive agents in the concept of the hurdle technology have a coating potential on the food
products to eliminate mold spoilage.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

Son yillarda tiiketicilerin yiiksek kalitede, uzun raf dmriine sahip gidaya artan talebi
ambalaj materyallerinin gelistirilmesiyle karsilanmaya calisilmaktadir. Gida
ambalaji; i¢ine konulan gidanin tasinmasindan kullanimma kadar gegen siiregte
tiikketiciye en az toplam maliyetle ve giivenilir bir sekilde ulastirilmasini saglayan bir
arac olarak tanimlanmaktadir (Ugiincii, 2007). Bu baglamda; ambalajlama alaninda
yapilan yeni c¢alismalar arastirmacilar1  yenilebilir film ve kaplamalara
yonlendirmistir.  Yenilebilir gida film ve kaplamalar;; biyobozunur gida
maddelerinden yapilan ve gida ile birlikte tiiketilebilen, ince tabakali bir ambalaj
materyalidir. Yenilebilir gida filmleri, gidanin yiizeyine veya katmanlar1 arasina
yerlestirilebilir (Baldwin, 1994). Yenilebilir film ve kaplamalar yapilarina gore
protein (kollajen, bugday proteini, siit proteinleri, soya proteini, misir zeini vb.),
polisakkarit (aljinat, dekstrin, pektin, seliiloz vb.), lipit (mum, yag asiti, agilgliserol
vb.) veya bunlarm karigimi kompozit olarak smiflandirilabilir (Bourtoom, 2008).
Film ve kaplamalar secici 6zellikleri (bariyer) ve aktif 6zellikleri (tasiyic1) sayesinde
gidanin raf omriinii artirmanin yanisira kalitesini de iyilestirmektedir (Biquet ve

Guilbert, 1986).

Yenilebilir filmlerin uygulandiklar1 gida triinlerindeki temel fonksiyonlar1 nem,
oksijen ve karbondioksit gecisine karsi bariyer saglamak, solunumu baskilamak,
tekstiirel kaliteyi iyilestirmek, ugucu aroma bilesenlerinin kaybini engellemek ve
mikrobiyal gelisimi 6nlemek olarak sayilabilir (Donhowe ve Fennema, 1994; Cagr1
ve ark., 2001, 2002, 2003a; Diab ve ark., 2001; Lee ve ark., 2003; Cha ve ark., 2004;
Bourtoom, 2008). Giinlimiizde filmlerin kullanimlarinin yaygmlasmasida iiretim
teknolojisinin basit olmasi, dogal bilesiklerden elde edilmesi, biyobozunur olmasi,
gidanin raf omrii ve kalitesine olumlu katkilarmin yani sira diisiik maliyetli olmasi da

etkili olmaktadir (Labuza ve Breene, 1989; Baldwin, 1994; Cagr1 ve ark., 2004;



Ayana ve Turhan, 2010; Isik ve ark., 2013). Ornegin, yaygin olarak kullanilan
protein filmler cesitli protein kaynaklarindan saflastirilan izolatlardan veya konsantre
protein {riinlerinden olusturuldugu gibi isleme proseslerinden agiga ¢ikan atiklarin
degerlendirilmesiyle de {iretilebilmektedir (Gennadios ve ark., 1994; Dursun ve
Erkan, 2009; Krochta, 2010). Sentetik filmlere kiyasla ¢ogu protein film {iriine
parlaklik kazandirmasi, duyusal 6zelliklerini degistirmeden besin degerini artirmasi
ve mitkemmel bir oksijen bariyeri olmasiyla avantajlidir (Tomasula, 2009; Isik ve
ark., 2013). Giinilimiizde protein temelli yenilebilir film ve kaplamalar sosis, ¢erez, et
iirlinleri, siit iirlinleri, sebze-meyve kaplanmasina kadar ¢ok cesitli uygulamalarda

kullanilmaktadir (Isik ve ark., 2013).

Gidalarda kiif gelisimi; bozuk tat, toksin tiretimi, renk degisimi gibi bozulmalara
neden olmaktadir. Ekonomik kayiplara ve saglik risklerine de neden olan bu
bozulmalar gida endiistrisi agisindan onemli bir problemdir. Ornegin; gidalarda
yaygin olarak bulunabilen Aspergillus ve Penicillium gibi kiif patojenleri iirettikleri
aflatoksin, okratoksin A ve patulin gibi ikincil metabolitlerden ve alerjenik sporlarin
olusumundan sorumludur (Schwenninger ve ark., 2011; Sharma ve Tiwari, 2014).
Mikotoksinlerin ¢ogu gida isleme sicaklik araligmma (80-121 °C) direngli iken,
denatiire olmasi i¢in 237-306 °C gibi ¢ok yiiksek sicakliklara ihtiyag duyulmaktadir
(Schwenninger ve ark., 2011). Bu nedenle gidada toksin olusturan kiiflerin

gelismesinin farkli tekniklerle 6nlenmesi 6nem tagimaktadir.

Gidalarda kiif gelisimini dnlemek i¢in yaygin olarak uygulanan yontemler koruyucu
madde kullanimi ve 0zel ambalajlamaya dayali yontemler olarak bilinmektedir
(Sahin, 1980). Bu amacla yenilebilir filmlere dogal ve sentetik kaynaklardan elde
edilen katki maddelerinin koruyucu olarak eklenmesi iizerine c¢alismalar
yapilmaktadir. Fakat yenilebilir filmlerde kullanilan kimyasal antimikrobiyallerin
cevreye ve insan saghgina zarar verdigi ve direngli patojen suslarimin artigina neden
oldugu bilinmektedir (Rosenberger ve Meyer, 1981; Spotts ve Cervantes, 1986;
Gennadios ve ark., 1994; Chen ve ark., 1996; Palou ve ark., 2002; Min ve Krochta,
2005; Valencia-Chamorro ve ark., 2008; Tiire ve ark., 2009; imamoglu, 2011; Tiire

ve ark., 2011). Bilingsiz artirilan kimyasal koruyucu dozlarmin yol actig1 saglik



problemleri tiiketicileri olumsuz etkilerken gidalarda da tat ve renk degisimlerine
neden olarak duyusal kaliteyi diistirmektedir. Ayrica antimikrobiyal uygulamalarin
yiiksek maliyeti isletmeler acisindan bir dezavantaj olusturmaktadir (Valencia-
Chamorro ve ark., 2011). Benzer sekilde kiif gelisimini 6nlemek i¢in basvurulan bir
diger yontem ise vakum paketleme teknigidir. Yapilan caligmalarda tek basina
vakum paketleme uygulamasmin mikrobiyal agidan tam koruma saglayamadigi ve
duyusal kaliteyi diisiirdiigli ortaya konulmustur (Demirci ve Diraman, 1990; Hocking
ve Faedo ,1992; Taniwakii ve ark., 2001; Erkan ve Aksu, 2005; Oksiiztepe ve ark.,
2009; Giin ve ark., 2009; Yilmaz ve Dagdemir, 2012). Bu nedenle gida

ambalajlamada yeni teknikler {izerine caligmalar yapilmasia ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gilinlimiizde sentetik kimyasallarin yol agabilecegi sorunlara duyarlilik, tiiketicileri
organik iirlinlere yonelterek biyolojik kontroliin 6nem kazanmasini saglamstir.
Biyolojik kontrol genel anlamda biyolojik mekanizma veya organizmalarla
patojenlerin  etkisinin ve popiilasyon yogunlugunun azaltilmasi anlamina
gelmektedir. Bunu  gergeklestirme  yontemlerinden birisi de  antagonist
mikroorganizmalarm  kullanilmasidir  (Ozaktan ve ark., 2010). Antagonist
mikroorganizmalar; yiiksek inhibitor kapasitesine sahip, hizli ¢ogalabilen, basit besin
istekleri olan ve kuru ylizeylerde uzun siire canli kalabilen biyolojik kontrol ajanlar1
olarak tanimlanabilir. Antagonist mikroorganizmalarm varligi fungal gelisimi ve
mikotoksin iiretimini baskilayabilmektedir (Bullerman ve ark., 1984; Kabak ve Var,
2004). Bu baskilama mekanizmasmin antagonist mikroorganizmalarin besin ve yer
miicadelesi basta olmak iizere iirettikleri antibiyotik benzeri spesifik enzimlerin ve
litik enzimlerin salinmas1 gibi hiicrenin gelismesini ve ¢ogalmasimni engelleyen farkl
etkilesimlere bagli oldugu distiniilmektedir (Droby ve ark., 2009; Fan ve ark., 2009;
Meng ve ark., 2010; Aloui ve ark., 2015).

Biyokontrol ajanlarinin sentetik kimyasallarin yerine gida iriinlerinde basarili bir
sekilde uygulanmasi iizerine yapilan caligmalarin sayis1 giin gegtikge artmaktadir
(Vinas ve ark., 1998; Janisiewicz ve Korsten, 2002). Ornegin; iiziim, ¢ilek, portakal
gibi kiiflenme riski olan meyvelerde Clonostachys rosea, Cryptococcus laurentii,

Metschnikowia pulcherrima, C. laurentii ve Rhodotorula glutinis gibi farkh tiir



antagonist mayalarin basarili bir sekilde kullanildigi ¢calismalar mevcuttur (Zhang ve
ark., 2008; Cota ve ark., 2008; Janisiewicz ve ark., 2008; Zhang ve ark., 2010). Bu
tiir mayalarin kullanildig1 meyvelerde kiif gelisimi basta olmak iizere mikrobiyal
yonden kontrol saglanmis olmakla birlikte duyusal ve kimyasal 6zelliklerde de

olumlu degisimler gozlenmistir.

Calismamiza konu olan W. saturnus var. saturnus mayasi, antagonistik 6zellik
gosteren mikroorganizmalardan, Oldiriicii toksin {reten bir maya olarak
bilinmektedir. Ozellikle laktoz ve galaktozu fermente edemeyen Williopsis spp.
mayalar siit liriinlerinde uygulandiginda aroma ve yapiya olumlu ya da olumsuz
etkide bulunmamasiyla avantajhidir. Ayrica patojenik, lipolitik ve proteolitik 6zellik
gostermemeleri ve ucgucu metabolit iiretmemesi de ideal biyokontrol ajani olarak
kullanilmasina olanak saglar (Liu ve Tsao, 2009). Buna ragmen temel inhibisyon
mekanizmasi yer yarist ve 1,3-B-glukanaz enzim aktivitesine bagli olan antagonist .
saturnus var. saturnus mayasi iizerine sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ornegin;
W. saturnus var. saturnus antagonist mayasmin yogurt (Liu ve Tsao, 2009) ve peynir
orneklerine (Liu ve Tsao, 2010) ilave edildigi ¢calismalarda Byssochlamys, Eurotium

ve Penicillium gibi kiif tiirlerinin tiremesinin 6nlenebildigi ortaya konulmustur.

Gidalarda biyokontrol uygulamalari ve yenilebilir film uygulamalarinin basarili
sonuclar1 iki engel teknolojisinin birlikte kullanilarak biyoaktif filmlerin iiretildigi
yeni ¢alismalar1 ortaya ¢ikarmistir (Canamas ve ark., 2008a, 2008b, 2011; Aloui ve
ark., 2015; Marin ve ark., 2016). Filmler biyokontrol ajanlarinin stres kosullarina
toleransin1 artirmakta ve ekolojik yarista one gegmesini saglamaktadir (Marin ve
ark., 2016). Boylece ajanlar daha uzun siire canliliklarin1 korumakta ve uygulandigi
gidanin ylizeyine daha iyi tutunabilmektedir (Droby ve ark., 2009). Yenilebilir
filmlerin antagonist mayalarla kombinasyon uygulamalar1 yeni olmakla birlikte
sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan calismalarda Candida guillermondii
US7 ve Debaryomyces spp. 230 antagonist mayalar1 seliilloz temelli filmlerle
(Potjewijd ve ark., 1995), C. oleophila mayas1 sellak filmlerle (McGuire ve
Hagenmaier, 1996 ve 1999), Cryptococcus laurentii aljinat ve kitosan filmlerle (Fan

ve ark., 2009; Meng ve ark., 2010) birlikte farkli meyvelerin kaplanmasinda



kullanilmis ve bazi kiiflerin gelisiminin 6nlenebildigi ortaya konulmustur. Ancak
biyokontrol ajanlarinin yenilebilir filmlerin icerisindeki canliliklariin, mikrobiyal
aktivitelerinin en yiiksek diizeyde korunabildigi ve filmlerin mekaniksel ve fiziksel

ozelliklerine etkisinin incelendigi ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda literatiirdeki bu a¢i1g1 kapatmak icin W. saturnus var. saturnus katkil
peynir alt1 suyu proteini temelli yenilebilir film iiretilerek antimikrobiyal, mekaniksel
ve fiziksel Ozellikler agisindan incelenmesi amaglanmistir. Calismanin amaclart: (1)
Biyokontrol mayas1 iceren peynir alt1 suyu proteini temelli yenilebilir film
gelistirmek; (2) Mayanin film icerisindeki canliligin1 vakumlu-vakumsuz paketlenen
orneklerde incelemek (3) Film icerisinde farkli sayidaki mayanimn farkl kiif tiirlerine
kars1 antimikrobiyal etkisini ortaya koymak ve bunun i¢in uygun maya miktarini
belirlemek (4) Maya katkili filmlerin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerini incelemek

olarak siralanabilir.



BOLUM 2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Gida Ambalajlama

Gida ambalaji; {riinliin tagmmasi, dagitimi, depolanmasi, perakende satis1 ve
kullanimin1 igeren koordineli bir sistemdir (Yildirim, 2011). Gegmiste ambalajlama
iretim maliyetine ek yiik getiren iiretim siirecinin bir pargasi olarak diisiiniilse de
gilinimiizde {irtiniin son kullanimima kadar her asamada devreye giren {iriiniin bir

parcasi haline gelmistir (Ugiincii, 2007).

Genelde ambalaj; i¢c ambalaj yani ambalajlanan {iriin ile dogrudan temasta bulunan
ambalaj ve dis ambalaj yani i¢ ambalajdaki birimleri bir arada tutan ambalaj olmak
iizere iki gruba ayrilir. Gidalarin ambalajlanmasinda i¢ ambalajin 6zellikleri son
derece onemlidir (Ugiincii, 2007). Gida paketleme teknolojisindeki en 6nemli egilim
bu i¢ ambalaj materyalinde yiliksek bariyer 6zelliklerinin gelistirilmesi iizerinedir.
Paketlemenin performansi gida ile depolama alani arasindaki kiitle transferini
diisirme etkinligi yani gecirgenlik Ozelligiyle degerlendirilir (Debeaufort ve

ark.,1998).

Gida irlinlerinin kalitesi; depolama ve satis asamasinda degisen organaleptik,
besinsel ve hijyenik Ozelliklerine baghdir. Bu degisimler gida ile cevre veya
kompozit gidalarda farkli bilesenler arasindaki gegisler sirasinda olabilir (Debeaufort
ve ark.,1998). Paketleme giday1 oksijen, nem, 151k, ugucu bilesikler gibi gegislere
neden olan c¢evre kosullarina karsi korumali, kimyasal ve mikrobiyolojik
kontaminasyonlara karsi iyi bir bariyer oOzelligi gostermelidir. Ek olarak gida
bilesenlerinin oksidasyonunu, renk ve besin degerlerindeki kayiplari, tekstiirel

bozulmalar1 6nleyerek gidanin raf dmriinii uzatmaktadir (Han, 2005; Yildirim, 2011).



Paketlemede ince ve hafif yapidaki yliksek bariyer 6zellikli ambalaj materyallerinin
kullannm1 gidalarin isleme, dagitim ve atik uzaklastirma maliyetlerini de diistriir
(Han, 2005). Gida da bir¢cok 6nemli fonksiyonu bulunan paketleme materyallerinin
geri dondiirtilerek dogaya kazanimi, cevre konusunda artan hassasiyetle birlikte

onemli bir aragtirma konusu haline gelmistir (Yildirim, 2011).

2.2. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Tiiketicilerin yiiksek kalitede, uzun raf Omriine sahip gidaya olan talebi ambalaj
materyalinin gelistirilmesiyle karsilanmaya calisiimaktadir (Han, 2005). Plastik
ambalajlarin kullanimiyla artan ¢evre kirliliginin yani swra artan niifus ve simirh
kaynaklar aktif ambalajlamada yapilan yeni ¢alismalar1 dogada kolayca yok olabilen
yenilebilir filmler iizerinde yogunlastrmistir (Biquet ve Guilbert, 1986; Krochta,
2002; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

Yenilebilir film ve kaplamalar; gidalar1 korumak ve raf dmiirlerini uzatmak amaciyla
gidanin yiizeyi iizerinde olusturulmus ince tabakali, sentetik olmayip dogal
kaynaklardan elde edilen gida ylizeyine veya gida katmanlar1 arasina uygulandiginda
nem, gaz ve kat1 hareketliliginin kontroliinii saglayabilen, yenilebilir nitelikteki
ambalaj materyalleri olarak tanimlanir (Baldwin, 1994; Gennadios ve ark., 1994;
Krochta, 2002). Genellikle filmlerin kalinligi 0,3 mm’den daha az olmaktadir
(Pavlath ve Orts, 2009).

Yenilebilir filmler kullanim amacma uygun olusturulan bagimsiz yapilardir. Uriiniin
bir parcast olan film ve kaplamalar kullanim ve tiiketim sirasinda iiriiniin lizerinde
kalir ve tirtin kalitesini diizeltici etki gosterirler (Krochta, 2002). Yenilebilir film ve
kaplamalar gida dtriinlerinin paketi agildiktan sonra da iriinii korumaya devam
etmektedir (Temiz ve Yesilsu, 2006). Dolayisiyla yenilebilir film ve kaplamalar
uygulandigr gidanin raf Omriinii artrir ve ambalajlama materyali olarak
kullanilabilirler (Cagri-Mehmetoglu, 2010). Tarimsal kokenli bu ambalajlar cam,
teneke, polimer gibi ticari ambalajlama materyallerine alternatif olarak

gelistirilmistir. Yenilebilir film ve kaplamalar uygun sekilde hazirlandig: takdirde



fonksiyonel bir ambalajin sahip olabilecegi tiim islevleri yerine getirebilirler

(Akbaba, 2006).

Ideal yenilebilir film ve kaplamalarin sahip olmasi gereken &zellikler asagida

gosterilmistir (Pavlath ve Orts, 2009).

- Toksik, alerjik ve sindirilemeyen bilesenleri icermemelidir. FDA (Food and

Drug) tarafindan giivenli olarak tanimlanmali,

- Tiketicinin kabul edebilecegi, iiriiniin kendine has tat ve goriinimi
degistirmeden aroma, besin 6geleri ve organaleptik karakterini dengeleyen

bilesenlerin alimin1 ve kaybini1 6nleyebilmeli,

- (Gidada su gecisini kontrol ederek istenen nem igerigini korumali,

- Homojen kaplama saglayabilmek i¢in gida yiizeyine iyi yapismali,

- Yapisal stabilite saglamali ve dagitim, isleme ve satis siwrasinda {riinii

mekaniksel hasarlardan korumali,

- Aerobik ve anaerobik solunuma dahil olan gazlarin i¢ dengesini korumak i¢in

yar1 ge¢irgen olmali, boylece bozulmay1 geciktirmeli,

- Kontaminasyon, hasere istilasi, mikroorganizma gelisimi ve diger cesitli
bozulmalara karst biyokimyasal ve mikrobiyal ylizey stabilitesini

saglamalidir.

Yenilebilir film ve kaplama uygulamalarinin tarihi, yeni gibi goriinmekle birlikte
yillar 6ncesine dayanmaktadir. Cin’de mum kaplamanin turunggillerde kullanimi 13.
yy.’ye dayanmaktadir (Baldwin, 1994). O yillarda yenilebilir film ve kaplamalarin
tiim fonksiyonlarmin farkina varmasalar da solunumu yavaslattigin1 ve mumla kapl

meyvelerin kapli olmayanlardan daha uzun siire depolanabildigini fark etmislerdir



(Park, 2000). Yenilebilir film kullanimina eski bir 6rnek olan yuba (soya siitii filmi),
Asya tlilkelerinde 15. yy.’den beri geleneksel olarak kullanilmaktadir (Wu ve Bates,
1972). Kurumay1 onlemek i¢in et ve peynirde yag ile kaplama (larding) 16.yy.’den
beri kullanilmaktadir (Kester ve Fennema, 1986; Debeaufort ve ark., 1998) 19.yy.’de
sikroz ilk kez findik, badem ve fistig1 depolama siiresince oksidasyon ve
acllasmadan korumak i¢in koruyucu yenilebilir film olarak uygulanilmigtir
(Debeaufort ve ark.,1998). Sicak eritilmis parafin mumu 1930’larda elma ve seftali
gibi taze meyvelerin kaplanmasinda ticarilestirilmistir (Park, 2000). Bu mum
emiilsiyonlarinin meyvelerin parlaklik ve renk gibi fiziksel 6zelliklerini korumak,
yumusamasini, solgunlugun baslamasmmi geciktirmek, fungisitlerin tasmmasini
saglamak, meyvelerin olgunlagsmasini daha iyi kontrol etmek ve su kaybini azaltmak

gibi bir¢ok fonksiyonu bulunmaktadir (Erbil ve Miiftiigil, 1986).

Taze, dondurulmus veya islenmis bir ¢ok iirliniin raf dmriinii uzatmak ve kalitesini
gelistirmek amaciyla yenilebilir film ve kaplamalarin kullanimi ile ilgili ¢alismalar
yogun bir sekilde yiiriitilmektedir (Ackar ve ark., 2014). Yenilebilir film ve
kaplamalar gida iirlinlerinin kalitesini artirirken gidalar1 fiziksel, kimyasal ve
biyolojik bozulmalara kars1 korumaktadir. Gidada nem geg¢isini, yiizeyde mikrobiyal
gelismeyi, kimyasal bozulmay1 ve besin 6gelerinin oksidasyon yoluyla kaybini onler.
Yenilebilir filmlerin bilinen en yaygin 6zelligi yag, gaz ve su buharina kars1 bariyer
ozellik gosterebilmesidir. Ayrica filmlerin aktif bilesenleri tasiyic1 olarak
kullanilabilmesi de 6nemli bir &zelligidir. Ornegin; antioksidan, antimikrobiyal
maddelerin, renk, aroma bilesenlerinin veya kararma tepkimelerini durduran iyonlar
ve vitaminlerin filme ilavesiyle gida yiizeyinde uygulanabilir (Kester ve Fennema,

1986; Wong ve ark.,1994; Guilbert ve ark., 1996; Krochta, 2002).
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Yenilebilir film ve kaplamalari avantajlar1 asagidaki sekilde 6zetlenebilir (Kester ve
Fennema, 1986; Gennadios ve Curtis, 1990; Debeaufort ve ark., 1998; Krochta,
2002; Han, 2014; Park ve ark.,2014).

- Yenilebilir film ve kaplamalar ambalajlanmis iiriin ile birlikte tiiketilebilmesi
nedeniyle c¢evre dostu bir ambalaj materyalidir. Biyobozunur materyalden

olustugu icin dogada polimerik materyallerden daha hizli pargalanabilirler.

- Icine eklenen cesitli bilesenlerle (aroma, renk ve tatlandirict maddeler)
desteklenerek uygulandiklar1 gidalarin organaleptik O6zelliklerini artirir.
Ayrica gidalarin beslenme degerlerini de destekleyebilir (6zellikle protein

filmler).

- Bezelye, fasulye, findik ve ¢ilek gibi ayr1 ayr1 ambalajlanamayan {iriinlerin

kiigiik porsiyonlarla ayr1 olarak ambalajlanmasina olanak saglar.

- Antimikrobiyal, antioksidan ve aroma gibi maddeler i¢in tasiyic1 gorevi
gormektedir. Gida ylizeyine uygulanarak yiizeydeki koruyucu maddelerin i¢

kisimlara difiizyon hizini kontrol etmek amaciyla kullanilir.

- Heterojen gidalarda farkli tabakalar arasina uygulanabilmektedir. Ornegin;
pizza, borek, seker gibi gidalarda farkli nitelikteki maddeler arasi nem

gociiniin neden oldugu bozulmalar1 6nlemek i¢in kullanilmaktadir.

- Yenilebilir filmler yenilemeyen filmlerle birlikte kullanilarak ambalaj
materyal miktar1 ve maliyeti azaltilabilir. Bu durumda yenilebilir filmler gida

ile temasta olan i¢ kisimda yer alir.

- Yenilebilir filmler taze iirtinlerin iizerinde koruyucu bir tabaka olusturarak i¢
gaz sayisinin modifiyesiyle modifiye atmosfer depolama ile benzer etkiyi

gosterebilir. Boylece kalite bilesenlerindeki temel kayiplar oOnlenebilir.
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Ornegin; peynir, balik ve firmecilik gibi iirlinlerin yiizeyine uygulandiginda

kiif gelisimini azaltir.

- Kizartilmis gida maddelerine yag gecisinin dnlenmesi veya en aza indirilmesi
icin lipit gecirgenligi diisiik olan maddelerle kaplanmasi yag emilimini

azaltarak kalori aliminin diisiiriilmesine yardimei1 olur.

- Ozmotik dehidrasyon sirasinda siikroz ya da sodyum kloritin gegisi
yenilebilir film ve kaplamalar tarafindan sinirlandirilabilir. Film gida

yapisindaki kararliligin korunmasina yardimci olur.

- Yenilebilir film ve kaplamalar gidanin ezilme ve kirilmasini azaltarak

mekanik koruma saglar ve boylece gidanin biitiinliigiine katkida bulunur.
Yukarida deginilen yenilebilir filmlerin avantajlarinin yanisira kullanimlarini
sinirlayan bazi gelistirilmesi gereken 6zellikleri de bulunmaktadir. Yenilebilir film
ve kaplamalarin dezavantajlar1 ise Baldwin (1994), Skurtys ve ark. (2010) ve Isik ve
ark. (2013) tarafindan asagidaki gibi 6zetlenmistir.

- Film ve kaplamalarin yapisinda bulunan elemanlarin (katki maddeleri,
bilesenler gibi) sekil ve boyut olarak dagiliminda kontrol saglanamadigindan
kalite kayiplarmin olmasi,

- Film kalinliginin genellikle sabit olmamasi1 ve kontrol edilememesi,

- Uygulama maliyetlerinin yiiksek olmasi,

- Yeni bir teknoloji olup ¢ogu tiiketicinin tiiketmekte tereddiitii olmas,

- Yenilebilir 6zellikte olmalarimdan dolay1 tiiketici sagligi icin ¢cogu defa ikinci

bir ambalaj materyaline ihtiya¢ duyulmasi,
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- Birtakim antioksidan maddelerin ilavesinde kanserojen etkinin ve bazi film

materyallerinde alerjen etkilerin ortaya ¢ikmasi,

- Petrol tiirevi materyallere gore daha az fiziksel ve kimyasal dirence sahip
olmalari, madde gecisini daha az engellemeleri ve bu yiizden uygulanacaklari

iirlin ¢esitliliginin smirlanmis olmasi en 6nemli dezavantajlardir.

Ancak son yillarda yapilan c¢aligmalar bu dezavantajlar1 ortadan kaldirabilecek

potansiyele sahiptir.

2.2.1. Film yapma teknigi

Film yapmak i¢in bircok teknik gelistirilmistir. Bunlarm arasinda koaservasyon, 1sil

jellesme, c¢oziicii uzaklastirilarak ve eriyigin katilastirilmasi gibi islemler sayilabilir.

2.2.1.1. Koaservasyon

Soliisyon igerisindeki biyopolimerler soliisyonun kosullari 1s1, tuz ekleme veya pH
degistirme ile degistirilerek filme doniistiiriilebilir. Boylece film fazi ayrilarak

biyopolimerler biraraya gelir (Debeaufort ve ark., 1998; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

2.2.1.2. Coziiciiniin uzaklastirilmasi

Hidrokolloid filmlerin yapiminda yaygin olarak kullanilan diger bir yontem de
¢Oziiciiniin uzaklastirilmasidir. Bu islemde, siirekli bir yap1 olusturulur ve molekiiller
aras1 etkilesim degisik fiziksel ve kimyasal muameleler ile kararli hale getirilir. Film
cozeltisindeki makromolekiiller su, etanol ya da asetik asit gibi ¢6ziicli ortaminda
dispers durumundadirlar. Bu karigima filmin 6zelliklerini gelistirmek icin sorbitol,
gliserol gibi plastiklestiriciler veya diger katki maddeleri eklenir. Bu film karigimi
diiz bir yiizeye ince bir tabaka seklinde dokiiliir, kurutulur ve yiizeyden soyulur

(Debeaufort ve ark., 1998; Cagri-Mehmetoglu, 2010).
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2.2.1.3. Eritmeyi izleyen katilastirma

Eriyigin sogutmayla katilastirilmasinda soguma hizi elde edilen filmin fiziksel
ozelliklerinde 6nemli rol oynar. Lipit, re¢ine ve mum filmlerde yaygin olarak

uygulanir (Debeaufort ve ark., 1998; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

2.2.1.4. Isil jelatinizasyon ve koaliigasyon

Bazi protein filmlerin (peynir alt1 proteini, kazein, soya proteini, bugday gluteni vb.)
hazirlanmasinda, bu makro molekiillerin karigimlar1 proteinin denatiirasyonu, jel
olusumu veya ¢okme islemlerini kapsayan jelatinizasyonu ve koagiilasyonun
gerceklesmesi igin 1s1l isleme tabi tutulur. Isitmay1 ani bir sogutma islemi takip eder

(Debeaufort ve ark., 1998; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

2.2.2. Film yapma teknigi

Yenilebilir filmlerin temel yapis1 protein, lipit, polisakkarit veya bunlarin karigimi
(kompozit) olarak ayrilir (Sekil 2.1.). Ayrica lipit ve hidrokolloidleri igeren kompozit
filmler de gelistirilmistir. Filmlerin fiziksel veya fonksiyonel 6zelliklerini modifiye
etmek i¢in plastiklestirici veya diger katki maddeleri ile birlikte kullanilabilirler (Han
ve Gennadios, 2005; Lacroix, 2009).

Sekil 2.1.Yenilebilir filmlerin yapitaslar1 (Han ve Gennadios, 2005).
N

Guar, kegi boynuzu,
aljinatlar, karragenan,
pektinler ve diger
tiirevleri

(E % -Hayvansal proteinler ) (E % -Nisasta r% -Capraz bagl trigliserit )
Eg Kazejn, P_eyni_r alt1 suyu, Eg Patates, musir, bugday,_ g -Mum
a2 kollajen, jelatin .= piring ve diger tiirevleri 2 _Hayvansal ve bitkisel
E ™ _Bitkisel proteinler : ™ _Seliiloz E yaglar
‘™ Zein, soya, gluten é Pamuk, odun ve diger d
S a tiirevleri S
ﬁ % -Kitin/kitosan =
Qo . =
@ Gumlar =
é —
\. B/f
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Polisakkarit temelli yenilebilir film ve kaplamalar nisasta ve nisasta tiirevleri, seliiloz
tirevleri, aljinat, karragenan, kitosan, pektin ve ¢esitli gamlardan olusur.
Polisakkaritlerin hidrofilik yapis1 zayif su buhar1 gecirgenligine ve diisiik gaz bariyer
ozelligine neden olur. Polisakkarit kaplamalar 1yi su buhar1 bariyeri saglamamasima
ragmen gidalardan nem kaybini geciktirici ajanlar gibi rol oynarlar (Guilbert ve ark.,

1996; Bourtoom, 2008; Pavlath ve Orts, 2009; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

Lipit temelli film ve kaplamalar asetillenmis monogliseritler, dogal balmumu ve
yiizey aktif bilesikleri igerirler. En etkili lipit maddeleri parafin ve balmumudur. Lipit
kaplamalarin Oncelikli fonksiyonu diisiik polariteleri sayesinde nem gecisini
onlemektir. Apolar hidrokarbon igeren filmlerin su buharina kars1 bariyer 6zelligi 1yi
olmasina karsin gaz gegisine karsi iyl olmadigi bilinmektedir. Ayrica bu tiir filmler
opak, oldukca kirillgan ve oksidasyon nedeniyle kararsiz olabilirler (Guilbert ve ark.,

1996; Pavlath ve Orts, 2009; Cagri-Mehmetoglu, 2010).

Protein temelli film ve kaplamalar kollajen, jelatin, zein, kazein, soya proteini ve
bugday gliiteni gibi hayvansal ve bitkisel yapilardan olusmaktadir. Protein esasli
filmler genellikle hidrofilik 6zellikte olduklar1 i¢in oksijen ve karbondioksit bariyer
ozellikleri iyiyken nem bariyer 6zelligi diisiiktiir (Bourtoom, 2008; Garcia ve ark.,

2009; Krochta, 2010).

2.2.2.1. Protein temelli yenilebilir filmler

Yenilebilir protein filmler bitkisel kdkenli proteinler (musir zeini, bugday gliiteni,
soya proteini, bezelye proteini, aycigcegi proteini, yer fistigi proteini ve ¢igit proteini
vb.) ve hayvansal kokenli proteinler (keratin, kollajen, jelatin, balik miyofibriler
proteini, yumurta beyazi proteini, kazein ve peynir alt1 suyu proteini vb.) olmak
iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Yenilebilir protein filmler ¢esitli protein kaynaklarindan
saflagtirilan izolatlardan veya konsantre protein iirlinlerinden olusturuldugu gibi
isleme proseslerinden agiga ¢ikan atiklarin degerlendirilmesiyle de iiretilebilmektedir
(Gennadios ve ark., 1994; Chen, 1995; Tien ve ark., 2001; Dursun ve Erkan, 2009;
Krochta, 2010).
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Sentetik filmlere kiyasla ¢ogu protein film miikemmel bir oksijen bariyeridir
(Tomasula, 2009). Uriine yiiksek oranda parlaklik kazandirirlar ve sellak recinesi
yerine kullanilabilirler (Isik ve ark., 2013). Ancak protein filmlerin asir1 kirillgan
yapist uzama ve esneme yetenegini sinirlandirmaktadir (Gennadios ve ark., 1994;
Chen, 1995; Krochta, 2010). Bir diger kullanim dezavantaji da bu filmlerin hidrofilik
ozelliklerinden dolay1 su buhar1 ge¢irgenlikleri yiiksektir, nemli kosullarda siser veya

¢Oziintlirler (Tomasula, 2009).

2.2.3. Yenilebilir film ve kaplamalarin fonksiyonlar

Yenilebilir filmlerin bariyer 6zelligi, tasiyict 6zelligi, mekanik 6zelligi gibi bazi

fonksiyonlar1 ve spesifik 0zellikleri bulunabilmektedir. Bu 6zellikleri segici ve aktif

ozellikler olmak iizere 2 ana gruba ayrilabilir (Debeaufort ve Voilley, 2009).

Tablo

2.1.°de

farkl

gidalarda

yapilan

uygulamalarmin bazi fonksiyonlar1 6zetle verilmistir.

caligmalarda

yenilebilir

Tablo 2.1. Yenilebilir filmlerle kaplanmus farkli gidalar iizerine yapilan ¢alismalar.

Film Gida Faydasi Referans
Kazein Soyulmus havug  Dehidrasyonu ve Avena-Bustillos ve ark.
beyazlagmayi (1993).
onlemistir.
Sodyum Yesil biber Oksijen ve karbondioksit Lerdthanangkul ve
kazeinat gecisini diiglirmistiir. Krochta (1996).

Aljinat ve elma

Elma dilimi

Raf 6mriinii gelistirmistir.

Rojas-Graii ve ark. (2007)

pliresi
PASP Yumurta kabugu  Kabuk sertligini artirirken Xie ve ark. (2002)
m.o. yikiini diistirmiistiir.
Seliiloz Kizatilmig Yag absorpsiyonunu Holownia ve ark. (2000,
gidalar diistirmustiir. 2001)
Kitosan Kirmizi biber Renk kaybini, solunumu ve  El-Ghaouth ve ark.
kiif gelisimini 6nlemistir. (1991)

filmler
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2.2.3.1. Yenilebilir film ve kaplamalarin secici 6zellikleri

Yenilebilir film ve kaplamalarin secici 6zellikleri gibi su buhar1 gecirgenligi, gaz
gecirgenligi (O, ve CO,) ve aroma gegirgenligi gibi bariyer Ozelliklerini

kapsamaktadir (Debeaufort ve ark., 1998).

2.2.3.1.1. Yenilebilir film ve kaplamalarin su buhan gecirgenlik ozelligi

Yenilebilir film ve kaplamalarin en 6nemli islevlerinden bir tanesi su buhar1 gegisine
kars1 bariyer 6zelligidir. Bu sayede gida maddelerinin depolanmalari sirasinda olusan
agirhik kayiplar1 azaltilabilmektedir (Akbaba, 2006). Dolayisiyla iirtindeki kalite
kayb1 ve ekonomik zarar minimuma indirgenmektedir. Su buhar1 gecirgenligi belirli
sicaklik ve nem kosullar1 altinda birim kalinliktaki maddenin birim alani basina iki
spesifik yiizey arasinda buhar basing farkinin birim su buhari iletim orani olarak
tanimlanir (Rogers, 1985). Su buhar1 gecirgenligi gidanin gevrekliginin depolama
boyunca korunmas: igin 6nemli bir faktordiir (Cuq ve ark.,1995). Ornegin; su
absorpsiyonuyla indiiklenen toz gidalardaki topaklasma veya kuru pastalardaki
gevreklik kaybi film ve kaplamalar tarafindan onlenebilir (Debeaufort ve ark., 1998).
Ozellikle su bariyeri etkisi taze (et, meyve, sebze) ve dondurulmus iiriinlerde

ylizeyden su kaybinin geciktirilmesinde 6nem tasir (Debeaufort ve ark., 1998).

Yenilebilir filmler yapilarina gore farkli su buhar1 gecirgenlik 0Ozellikleri
gostermektedir. Lipit yapili filmlerin hidrofobik yapilar1 su buhar1 geg¢irgenligini
diistirdiigiinden miikemmel nem bariyerleridir. Matriks i¢indeki polimer zincirler ve
lipitlerin dagilimi film gegirgenliginde 6nemli rol oynar. (Letendre ve ark., 2002).
Lipit temelli materyallerin disinda kalan yenilebilir filmlerin ¢ogunun su buhar1
gecirgenligi yaygin plastik filmlerden ¢ok daha yiiksektir (Debeaufort ve ark., 1998).
Ozellikle protein temelli filmlerin su buhar1 gegirgenlik 6zelligi fazladir (Cuq ve
ark.,1995). Ancak orta derecede su buhar1 gegirgenligi bazi durumlarda istenilen bir
ozelliktir. Ornegin buhar bariyeri gelismis olan plastik filmlerde su buharinin paketin

i¢ ylizeyinde kondanse olmasi taze iirlinlerin mikrobiyal kontaminasyonuna yol
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acmasi nedeniyle istenmemektedir. Asir1 gecirgenlik ise depolama sirasinda asiri

nem kaybina neden olmaktadir (Park, 2000).

2.2.3.1.2. Yenilebilir film ve kaplamalarin gaz gecirgenlik ozelligi

Gida iirtinii ve bilinyesinde barindirdigi mikrobiyal metabolizmalar O, tiiketimi ve
CO, firetiminden sorumludurlar. Gidalarin bozulmasi ve raf Omiirlerinin sona
ermesinde Onemli rol oynayan mikrobiyal aktivite O, ve CO, kompozisyonunu
degistirmektedir (Skurtys ve ark., 2010). Oksidasyona duyarli doymamis yaglar1
iceren findik, fistik gibi ¢erezlerde ve antioksidan iceren meyvelerde O, bariyer
ozelligi biiylik onem tasimaktadir. Ambalajda O, degisiminin kontrolii meyvelerde
olgunlasma kontroliinli, oksijene duyarli gidalarin oksidasyonunu ve ¢oklu

doymamis yaglardaki acilagsmanin azaltilmasini saglar (Debeaufort ve ark., 1998).

Depolama siiresince gidalarm tazeligini ve toplam kalitesini siirdiirebilmek i¢in
spesifik atmosfer kosullarma ihtiya¢ vardir. Paket icerisinde sabit gaz
konsantrasyonunu saglamak i¢in paketleme materyalinin belirli bir gaz bariyer
ozelligi saglamasi gerekir (Debeaufort ve ark., 1998). Film ve kaplamalar gidalarda
clirlime ve bozulmay1 6nlemek amagh kontrollii ve modifiye atmosfer depolamaya

benzer bir uygulama olarak kullanilabilirler (Skurtys ve ark., 2010).

2.2.3.1.3. Yenilebilir film ve kaplamalarin aroma bariyer ozelligi

Gidalarin raf omrii boyunca meydana gelen aroma kayiplart yenilebilir film ve
kaplamalarin bariyer 6zellikleri sayesinde Onlenebilmektedir (Miller ve ark., 1997).
Ornegin, Miller ve ark. (2008) yenilebilir filmler iizerine yaptiklari calismada
filmlerin gida yapisindaki aroma bilesenlerinin kaybini 6nleme de bariyer 6zelliginin

onemini vurgulamislardir.
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2.2.3.1.4. Yenilebilir film ve kaplamalarin yag bariyer ozelligi

Yenilebilir film ve kaplamalarin bir diger fonksiyonu yagda kizartilan gidalarda yag
emilimine kars1 adsorpsiyon 6zelligi gostermesidir. Kizartilmis gidalardan yag alimi
saglik agisindan riskli olmakla birlikte lipitlerin asir1 tiiketimi obeziteden kalp damar
hastaliklarina kadar bircok probleme neden olmaktadwr. Gidalarin kaplanmasi
kizartmalardaki yag oranin diisiirmek i¢in 6nemli bir uygulamadir (Garcia ve ark.,
2008). Bu konuda yapilmis bir calismada patateslerin 3 farkli yenilebilir filmle (zein,
metil seliiloz, hiroksipropilmetilseliilloz) kaplanarak kizartilmasi sonrasi yag
absorpsiyonundaki degisim kontrol Orneklerine kiyasla incelenmistir. Kontrol
orneklerine gbre patates kizartmalarmin yag absopsiyonunun misir zeini film ile
kaplanan 6rneklerde % 59, hidroksipropilmetilseliiloz film ile kaplanan 6rneklerde %
61,4 ve metilseliilloz film ile kaplanan orneklerde ise % 83,6 oraninda azalma
gosterdigi kaydedilmistir (Mallikarjunan ve ark., 1997). Sonucta Ozellikle metil
seliloz filmle kizartmalarin kaplanmasinda, yag absorpsiyonun Onlenebildigi

vurgulanmustir.

2.2.3.1.5. Yenilebilir film ve kaplamalarin mekanik ozellikleri

Yenilebilir film ve kaplamalar gida triinlerini basing, titresim gibi dis etkilerin yol
actig1 fiziksel hasarlardan korur. Ticari filmlerde kullanilan mekanik degerlendirme
yontemleri yenilebilir film ve kaplamalarin yapisal giiciinii degerlendirmek icin de
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda ¢ekme gerilimi, uzatilabilirlik, cekmede % uzama,
yapisma kuvveti gibi mekanik Ozellikler yer almaktadir (Han, 2014). Cekme
gerilimi-cekmede % uzama katsayis1 degisim grafigi Sekil 2.2.’te gosterilmistir.

-

<

Stress Kopma noktasi

(Kuvvet)
-

Elastik limit

Strain (Uzunluktaki degigim)
Sekil 2.2. Gerilim- Uzama katsayist degisim grafigi.
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Filmlerin yapitagina bagli olarak mekanik Ozellikler etkilenmektedir. Buna bagl
olarak protein ve karbonhidrat gibi hidrokarbonlarin yiiksek hidrofobik yapisi
istenilen yenilebilir film fonksiyonlarmm elde edilmesini smirlandirmaktadir
(Lacroix, 2009; Cagri-Mehmetoglu, 2010). Bu filmlerin uzama katsayilar1 ve uzama
ozellikleri yok denecek kadar disiiktir (Cagri-Mehmetoglu, 2010). Filmlerin
mekanik ve fizikokimyasal 6zellikleri ekstriizyon uygulamasi veya film bilesenleri
arasindaki etkilesimin tesvik edilmesiyle gelistirilebilir. Fiziksel (1s1, radyasyon,
basing, ultrases vb.), kimyasal (kimyasal ¢apraz baglar, asit, alkali vb.) veya
enzimatik uygulamalar filmlerin fonksiyonel 6zelliklerini degistirmektedir (Lacroix,
2009). Ornegin; filmlere uzama kazandirmak igin film ¢6zeltisine plastiklestirici etki
yapan gliserol, sorbitol, mannitol, sakkaroz gibi maddeler eklenebilir.
Plastiklestiriciler hidrojen baglariyla protein polimer zincirleri arasindaki mesafeyi
artirarak hareket kabiliyeti dolayisiyla uzama o6zelligini iyilestirir (Cagri-
Mehmetoglu, 2010). Mekanik 6zellikleri gelistirmek icin kullanilan yOntemler
arasinda 1sitma isleminin de etkili oldugu rapor edilmistir. Ornegin; Miller ve ark.
(1997) tarafindan yapilan calismada peynir alti suyu proteininden elde edilen
yenilebilir filmlere 60, 70, veya 80 °C olmak tizere 3 farkli sicaklik uygulanmis ve
artan sicaklik derecesinin filmlerin ¢ekme gerilimini artirdigi fakat uzama ve
cOziinlirliik o6zelliklerini azalttig1 tespit edilmistir. Bu tespit 1sitma isleminin
polimerlerde capraz baglama saglayarak mekaniksel Ozellikleri etkilemesine
baglanmistir. Yiksek sicakliklarda daha ¢ok fonksiyonel grup olusumu g¢ekme
gerilimini artirirken daha az diizenli yap1 meydana gelmesi elastikiyetin azalmasini

aciklamaktadir (Lacroix, 2009).

2.2.3.1. Aktif 6zellikteki yenilebilir film ve kaplamalar

Aktif paketleme, paket bilesenleri ile gidanin etkilesime girerek raf Omriiniin
uzatilmasini, giivenlik ve duyusal 6zelliklerin gelistirilmesini  ve kalitenin
korunmasini saglayan bir paketleme sistemi olarak tanimlanmaktadir (Yildirim,
2011). Paketleme materyali olarak da kullanilan yenilebilir filmlerin gida ile temas
halinde olmasi1 istenilen Ozelliklerin elde edilmesi icin aktif, interaktif ve akill

paketlemede kullanimin1 saglar (Rooney, 1995). Bu amagla yenilebilir film ve
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kaplamalar gidalarin raf omriinii artirmak icin antimikrobiyal ve antioksidan gibi

farkli fonksiyonel ajanlarin tasiyicisi olarak kullanilmaktadir (Quezada-Gallo, 2009).

Aktif bilesenlerin yenilebilir filmlerle birlikte kullanim1 Sekil 2.3.’te goriildiigi gibi
gidaya aktif bilesenlerin kontrollii gecisini saglamakta ve direkt uygulanmasindan

daha fazla etki gosterebilmektedir (Yildirim, 2011).

Aktif Bilesenler
Yenilebilir film

-
:;i':

(a) (b)

Sekil 2.3. (a) Yenilebilir filmde aktif bilesenlerin kontrollii gecisi b) Aktif bilesenlerin yiizeye direkt
uygulanmasi.

Aktif bilesenler gida iiriinlerinin biitiinliigiinii bozmadan besleyiciligini ve estetik
ozelliklerini gelistirirler (Guilbert ve ark., 1996). Aktif bilesenler (antimikrobiyal,
antioksidan vb.) gida iirliniine direkt olarak eklendiginde gida maddesinin icine
difiize olmakta veya lipit, protein gibi diger gida bilesenler ile etkilesime

girebilmektedir. Bu gibi nedenlerle bilesenlerin aktivitesinde kayiplar olmaktadir.

2.2.3.3.1. Antimikrobiyal 6zellikteki yenilebilir filmler

Aktif ambalajlama yontemlerinden biri olan antimikrobiyal ambalajlama, gidadaki
canl1 mikroorganizma sayismni azaltarak gida giivenligini saglayan yeni bir
ambalajlama sistemidir (Ayana ve Turhan, 2010). Paketleme materyalleri
antimikrobiyallerin gida igerisine etkin bir sekilde salmiminda gorev alirlarken
antimikrobiyal bilesenler gida ile temas ettigi zaman yiizeydeki mikroorganizmalarin

gelisimini de Onler (Skurtys ve ark., 2010; Corrales ve ark., 2014).
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Tablo 2.2.°de antimikrobiyal katkili filmlerle kaplanmis farkli gidalarla ilgili

calismalara 6rnekler verilmistir.

Tablo 2.2. Antimikrobiyal katkilar1 igeren yenilebilir filmlerle kaplanmis farkl gida 6rnekleri iizerine yapilan
bazi ¢aligmalar.

Film Antimikrobiyal Gida Referans

Kitosan Asetik, propiyonik,  Islenmis et (Lactobacillus Ouattara ve ark.
laurik asit sakei, Serretia liquefaciens) (2000)

PASP p-aminobenzoik Sosis (Listeria Cagri ve ark.
asit/sorbik asit monocytogenes, Escherichia (2002; 2003)

coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium)

Bugday gliiteini Sorbik asit Pigmis tatli misir Carlin ve ark.

(L.monocytogenes) (2001)

Mikrobiyal gelismeyi geciktirmek ve onlemek i¢in yenilebilir film ve kaplamalarin
koruyucu bariyer etkisi antimikrobiyallerle gii¢lendirilebilir (Corrales, 2014).
Gidalarda yaygin olarak kullanilan benzoik asit, propiyonik asit, sodyum benzoat,
sorbik asit ve potasyum sorbat gibi kimyasal maddeler yada fenolik bilesiklerin
yanisira bakteriosin, kitosan gibi dogal biyokoruyucular da yenilebilir filmlere
eklenebilmektedir (Cagr1 ve ark., 2001, 2004; Skurtys ve ark., 2010; Corrales, 2014).
Ornegin; Cagr1 ve ark. (2002) yaptiklari calismada p-aminobenzoik asit ve sorbik asit
karisimmi igeren PAS protein esasli yenilebilir filmlerin L. monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium iiremesine kars1 etkisini ve
benzer sekilde; Oliveria ve ark.(2007) ise natamisin igeren seliiloz esaslt filmlerin
Penicillum roqueforti lizerine antimikrobiyal etkisini ortaya koymuslardir. Dogal
koruyucularin film bilesenlerine eklendigi bir baska calismada ise anason, feslegen,
kisnis, kekik gibi esansiyel yaglar1 iceren kitosan temelli yenilebilir filmlerin L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7 gibi patojenlere kars1 antimikrobiyal etkisi ortaya
konulmustur (Zivanovic ve ark., 2005). Sonug olarak yenilebilir filmler dogal veya
sentetik antimikrobiyal bilesenler icin iyi bir tasiyict ortam olusturmakta ve bu

bilesenlerin gidaya kontrollii diflizyonunu saglamaktadir.
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2.2.3.3.2. Antioksidan ozellikteki yenilebilir filmler

Gidalarm  oksijen ile etkilesimi kalite kayiplarmi1  Onlemek amaciyla
sinirlandirilmalidir. Bu amagla kullanilan antioksidanlar; oksidatif acilagmayz,
bozulma ve renk degisimini Onleyerek gida bilesenlerinin stabilitesini, besin
ogelerini ve rengini korurlar. Antioksidanlarn kullanimi raf Omriiniin yani sira
besleyici ozelliklerini ve tiiketici tercihini de artirmaktadwr (Park, 2014).
Antioksidanlar serbest radikallere elektron vererek aktivite gostermektedir. Yaygin
olarak kullanilan antioksidanlara asitler ve biitilhidroksiasetil, biitilhidroksitoluen,

propil gallat ve tokoferol gibi fenolik bilesenler 6rnek verilebilir.

Yenilebilir filmlerin gidalarin oksijen ile etkilesimini 6nleme mekanizmasi 2 farkl
fonksiyona dayanir. Ilk olarak oksijene kars1 gosterdigi bariyer dzelligi, ikinci olarak
ise antioksidan ajanlarin ilavesiyle olusan ortamda kazanilan spesifik aktivite
gidalarin oksidasyonunu engelleyebilmektedir (Bonilla ve ark., 2012). Yenilebilir
filmlerde antioksidanlarin gida yiizeyinde daha uzun siire tutulmas: ve kontrollii
salmimi oksidasyona kars1 daha etkili bir ortam yaratir. Yenilebilir filmler enzimatik
oksidasyon gibi enzimatik reaksiyonlar1 da azaltmaktadir (Nisperos-Carriedo ve ark.,

1990).

Yenilebilir filmlerin etkinligini artrmak amaciyla ozellikle bitki orijinli dogal
antioksidanlarm arastirilmasinin 6nemi son yillarda artmistir. Birgok bitki ve
baharatin, yaglarda ve yagl gidalarda oksidasyonu geciktirmede etkili oldugu
belirtilmistir (Puertas-Mejia ve ark., 2002; Calikoglu, 2008). Bu konuda kekik,
yenibahar veya iki bitki karigimmin esansiyel yaglarini iceren siit proteini bazli
yenilebilir filmleri sigir etlerine uygulamalarinda (Oussalah ve ark., 2004) yada
karanfil ve tar¢cin esansiyel yaglarint igeren PASP bazli filmlerle findiklar:
kaplayarak (Calikoglu, 2008) yapilan ¢alismalarda lipit oksidasyonuna kars1 basaril

sonuglar elde edilmistir.

Yag oksidasyonunun yami sira oksidasyondan etkilenen c¢esitli vitaminlerin

korunmasimnda da film ve kaplamalar dnem tasimaktadir. Ornegin; Ayranci ve Tung
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(2003, 2004), antioksidan (askorbik ve sitrik asit) iceren yenilebilir film ve
kaplamalar1 mantar, karnabahar, kayisi, yesil biber gibi farkli sebzelere uyguladiklar1
calismalarinda sebzelerde C vitamini kaybinin azaldigini rapor etmislerdir. Sonug
olarak yenilebilir filmler bariyer Ozelliklerinin yanisira tasiyict karakteriyle de
besinsel ve duyusal kalitenin korunumunda Onemli bir uygulama olarak

goriilmektedir.

2.2.3.3.3. PAS (peynir alt1 suyu) ve PAS proteini temelli filmler

Ulkemizde 10 milyon ton siitiin beste biri, yani 2 milyon ton siit peynir olarak
islenmektedir. Islenen siitiin yaklasik % 80’i peynir alt1 suyuna ayrilir ve ortaya ¢ikan
1,6 milyon ton gibi azimsanamayacak miktar1 yakin tarihlere kadar atik olarak
atilmaktadir (TUIK, 2010). Fakat giiniimiiz teknolojisiyle PAS peynir iiretimindeki
onemli Uriinlerden biri haline gelmistir. Ultrafiltrasyon ve iyon degisim teknolojileri
kullanilarak PAS’dan protein icerigi % 35-85 olan peynir alti suyu protein
konsantratlart ve % 90’dan fazla olan peynir alti1 suyu protein izolatlar1 elde
edilmektedir. PAS proteinleri 5°e ayrilmaktadir: a-laktalbumin, B-laktoglobulin, sigir
serum albumini (BSA), immunoglobulin ve proteaz peptonlar1. Ticari izolatlar iiretim
prosesine bagli olarak yaklasik olarak % 30 a-laktalbiimin ve % 60 B-laktoglobulin,

% 7 diger proteinler ve az miktarda laktoz, kiil ve yagdan olusur (Tomasula, 2009).

PAS proteinleri 65 °C’nin tiistiindeki sicakliklarda denatiire olurlar. Isil denatiirasyon
asamasi iceren bir islem ile lretilen PAS protein filmleri genellikle peynir alt1 suyu
protein izolatlarindan meydana gelmektedir (McHugh ve Krochta 1994). Protein
izolatlar1 B-laktoglobulinin jellesme ve ¢oziiniirliik 6zelliklerinden faydalanmak icin
diger peynir alti1 suyu fiirtinlerine tercih edilir (Tomasula, 2009). Ancak bazi
uygulamalarda peynir alt1 suyu protein konsantratlar1 da kullanilabilmektedir (Chen,
1995; Khwaldia ve ark., 2004; Tomasula, 2009). Ayrica peynir alt1 suyu proteininden
iiretilen filmler, kaplanan gidalarmm duyusal 6zelliklerine seffaf ve kokusuz olmasi
nedeniyle fazla etki etmediginden tercih edilmektedir (Sarikus, 2006; Cagri-
Mehmetoglu, 2010).
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Peynir alt1 suyu proteinlerinden hazirlanan filmlerin su buhar1 gegirgenlik 6zellikleri
hidrofilik yapist nedeniyle giiclii degildir (Tomasula, 2009; Cagri-Mehmetoglu,
2010). Protein filmlerin bariyer Ozelliklerini giiglendirmek i¢in bir¢cok calisma
yapilmaktadir. Ornegin filmlerin su buhar1 gegirgenligini azaltmak icin asetillenmis
monogliserid, mumlar gibi lipitler katilarak kompozit filmler elde edilmektedir
(Cagr1 ve ark., 2003). Yapilan bir ¢alismada farkli lipit ¢esitleri eklenen PAS protein
esaslt filmlerde balmumu emiilsiyon filmlerin kandelila mumu, karnauba mumu ve
susuz siit yagmna kiyasla en diisiik su buhari gecirgenlik degerini gdsterdigi
belirtilmistir. Bu ¢alismada kristal lipitlerin nem transferinde siv1 lipitlere gore daha
etkili bir bariyer oldugu ortaya konulmustur (Shellhammer ve Krochta, 1997). Bir
baska calismada ise filmlerin bariyer Ozelliklerine farkli protein ve gliserol
konsantrasyonlarinin ve pullulan ilavesinin etkisini incelemislerdir. Caligmalarinda
PAS protein sayismin artisi, gliserol ilavesi ve diisiik konsantrasyonda pullulan
ilavesi ile filmlerin potansiyel bariyer 6zelliklerini gelistirdigi gézlenmistir (Gounga

ve ark., 2007).

PAS protein filmlerinin uzama katsayilar1 ve uzama 6zellikleri yok denecek kadar
azdir (Cagri-Mehmetoglu, 2010). Bu filmlerin sert ve gevrek yapisina ¢6ziim bulmak
amaciyla plastiklestiriciler ilave edilmektedir. Plastiklestiriciler protein zincirleri
arasindaki interaksiyonu ve cam gegis sicakligini diisiiriirken esnekligi artirict etki
gostermektedir. Bunun yani sira filme plastiklestirici eklenmesi ¢ekme gerilimini de
ters yonde zayiflatmaktadir. Ornegin; Mc Hugh ve Krochta (1994) ¢alismalarmda
PAS filmlere plastiklestirici olarak farkli konsantrasyonlarda sorbitol ve gliserol
ekleyerek uzama ve ¢ekme gerilimine etkisini incelemislerdir. Hem gliserol hem de

sorbitol miktarindaki artis gekme gerilimini azaltirken uzama miktarim artirmistir.

PAS proteini filmler miikemmel oksijen bariyer 6zelligine sahiptir (Tomasula, 2009;
Cagri-Mehmetoglu, 2010). Bu o6zelliginden yararlanarak Tien ve ark. (2001)
calismalarinda oksidatif esmerlesmeyi onlemek i¢in patates ve elma dilimlerinde
PAS ve kalsiyum kazeinat filmleri kullanmiglardir. PAS filmlerin kazeinat filmlerden
oksidatif esmerlesmeyi dnlemede daha iyi oldugunu ve karboksimetilseliiloz gibi

polisakkaritlerin ilavesiyle de antioksidatif giiciin belirgin sekilde arttigini ortaya
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koymusglardir. Bu farkliligm iki protein tipinin de aminoasit bilesiminin
cesitliliginden kaynaklandig belirtilmistir. Ayrica filmlerin oksijen bariyer 6zelligine
ek olarak antioksidan etkisini artirmak amaciyla ilave edilen antioksidatif ajanlar
baz1 islenmis gidalarda hidroperoksit olusumunu ve lipid peroksidasyonunu 6nlemek
icin kullanilmaktadir. Oksidatif etkinligi artirmak amaciyla yapilan bir ¢alismada
askorbik palmitat, a-tokoferol ve gliserol ilave edilmis PAS proteini film
siispansiyonu ile kaplanmis fistiklarda oksidasyonun Onemli Ol¢iide azaldigi

gozlenmistir edilmistir (Han ve ark., 2008).

PAS protein filmlerinin aktif bilesenlerle birlikte kullanim1 gidaya aktif bilesenlerin
kontrollii ge¢isini saglamakta ve direkt uygulanmasindan daha fazla etki
gostermektedir (Yildirim, 2011). Filmlerin bu 6zelligi baz alarak yapilan bir
calismada p-aminobenzoik asit (PABA) ve sorbik asit (SA) igeren diisiik pH’I1 PAS
temelli filmlerle kaplanan salam ve sosislerin mekanik, nem ve antibakteriyal
ozellikleri incelenmistir. Filmlere PABA ve SA ilavesinin, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7 ve Salmonella Typhimurium patojenlerinin sayisini
sirastyla 3,4, 4,1 ve 3,6 logaritmik birim azalttig1 rapor edilmistir (Cagr1 ve ark.,
2001). Dolayisiyla gidalarin biyoaktif filmlerle kaplanmasi iizerine yapilan

calismalar elde edilen pozitif veriler 151¢1inda hiz kazanmistir.

2.3. Biyokontrol Uygulamalan

2.3.1. Antagonist mikroorganizmalarin tanim

Gida ve cevreye sentetik kimyasallarin zararlar1 hakkinda tiiketici kaygilari, son on
yilda oldukca artmustir. Gidalarin tiiketimi sirasinda, insan ve hayvanlarin bu
kimyasallara dogrudan maruz kalma ihtimali vardir (Sharma ve Tiwari, 2014).
Tiiketicilerin giivenli, yiiksek kalitede, saglikli ve kimyasal koruyucular1 daha az
iceren ya da hi¢ icermeyen iiriinlere olan talebi gida endiistrisini ve arastirmacilari
harekete gecirmistir. Arastirmacilar etkili, glivenli, diisiik maliyetli ve ¢evre dostu
gida iiretimi i¢in alternatiflerin gelistirilmesine yonelmistir. Bu alternatifler “yesil

etiketli” gidalar olarak adlandirilmaktadir. Dolayisiyla dogal antimikrobiyal
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bilesikler ve mekanizmalar iizerinde yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir (Droby ve

ark., 2009; Lacroix, 2011; Schwenninger ve ark., 2011).

Biyolojik kontrol (biyokontrol) genel anlamda insan harici biyolojik mekanizma
veya organizmalarla patojenlerin etkisinin ve popiilasyon yogunlugunun azaltilmasi
yoluyla gida giivenligi ve stabilitesinin gelistirilmesi iizerine ¢alisilan bir alandir
(Droby ve ark., 2009; Ozaktan ve ark., 2010; Lacroix, 2011). Bunu gerceklestirme
yontemlerinden biri de antagonistik mikroorganizmalarm (biyokontrol ajanlari)
kullanimidir (Ozaktan ve ark., 2010). Antagonistik etki, bir mikroorganizmanin
varliginda digerinin zarar gordiigli veya etkilesimleri sonucu aktivitesinde,
gelisiminde ve c¢ogalmasinda diisise neden olan etkilesimler olarak
tanimlanmaktadir. Antagonistik etki temelde patojen olmayanlar ile patojenler
arasinda gida ve yer rekabet ortaminda gerceklesir. Bu yolla rekabetci flora

antagonistik etkiyle baskilanmakta veya tamamen ortadan kaldirilabilmektedir
(Gautam, 2009).

2.3.2. Biyokontrol uygulamalarinin avantaj ve dezavantajlan

Biyokontrol ajanlarmin gidalarda kullaniminin kimyasal koruyuculara gore cesitli
avantaj ve dezavantajlar1 mevcuttur. Bu avantaj ve dezavantajlar1 Droby (2009);
Sharma ve Tiwari (2014)’nin belirtigi gibi asagidaki sekilde 6zetleyebiliriz.

Biyokontrol ajanlarmin avantajlari;

- Biyokontrol ajanlar1 sec¢icidir. Genellikle yalnizca hedef zararliyr ve yakin

iliskili organizmalari etkilerler.

- Toksik kalintiy1r cok az birakir veya hi¢ birakmazlar. Bu sayede ¢evre dostu

bir yaklagimdir.

- Biyokontrol ajanlarmi gelistirme maliyetleri sentetik kimyasal koruyuculara

gore daha distiktiir. Ekonomiktir.
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- Uygulanabilir, basarili ve yenilik¢i bir uygulamadir.

Biyokontrol ajanlarmnin dezavantajlari;

- Geleneksel kimyasal koruyucular ile karsilastirildiginda patojen 61diirme hizi

yavastir.

- Olumsuz ¢evre kosullarma duyarhdir ve dolayisiyla raf 6mrii sinirhidir.

- Laboratuvarda gosterdigi etkiyi gidada yeterince gosterememektedir.

- Uriiniin i¢ kalitesine etkisi heniiz tam olarak bilinmemektedir.
2.3.3. Antagonist mikroorganizmalarda bulunmasi istenen o6zellikler
Ticari Olgekte kullanim icin ideal biyokontrol ajanlarinda bazi ozellikler
aranmaktadir. Bu Ozellikler farkli kaynaklardan derlenerek asagidaki gibi
ozetlenmistir (Bora ve Ozaktan, 1998; Droby ve ark., 2009; Ozaktan ve ark., 2010,
Jones, 2011; Sharma ve Tiwari, 2014).

Ideal antagonist mikroorganizmalar;

- Giivenli olarak tanimlanmis (GRAS) olmali, hedef dis1 canlilara zararh etkisi

olmamali,

- Kolay kiiltiire almabilmeli ve genetik olarak stabil olmaly, kitle {iretimi i¢in

diisiik maliyetli iretim, uygulama ve koruma kosullarina ihtiya¢ duymals,

- Besin istegi spesifik olmamali ve uygun maliyetli bir besiyerinde gelisme

gosterebilmeli,
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- Konuk¢unun olabildigince ¢ok sayida patojenine etkili olmali ve etkinligi

tutarli olmals,

- Yasadig1 ortamda diger antagonistler ile uyumlu olmali ve diger faydali

mikroorganizmalara olumsuz etkisi olmamali,

- Duyusal 6zelliklere negatif etkisi olmamali, standart fungusitlere direngli

olmali, diger kimyasallar ve fiziksel uygulamalardan olumsuz etkilenmemeli,

- Disiik konsantrasyonda etkili olmali, depolama ve stres kosullarinda stabil

olmali, genetik yapisi de§ismemeli,

Biyopreparat haline getirildiginde pazar potansiyeli olmalidir.

2.3.4. Antagonist mayalar

Biyolojik miicadeleye dayali bilgiler ¢cok eski yillara gitmesine karsin kimyasallara
alternatif olarak kullanimi yaklasik 20 yi1l dncesine dayanmaktadir (Wisniewski ve
ark., 2007). Biyokontrol uygulamalarinda bakteri, maya, kiif gibi farkli ajanlar
kullanilabilmektedir. Bazi maya tiirlerinin 6ldiiriicti toksin, oldiiriicii faktor veya
zimosin olarak adlandirilan, hassas suslar1 inhibe ederken kendilerinin etkilenmedigi
bir enzim salgiladiklar1 bilinmektedir. Bu mayalar 6ldiiriicii maya olarak adlandirilir
(Ohta ve ark., 1984; Komiyama ve ark., 1995, 1998; Kimura ve ark., 1995; Golubev,
1998; Guyard ve ark., 2002). Oldiiriicii mayalar ilk kez 1963 yilinda Bevan ve
Makower tarafindan Saccharomyces cerevisiae min ayni tiirdeki diger suslara karsi
oldiiriicii etkisi iizerine rapor edilmistir (Makower ve Bevan, 1963). Oldiiriicii
mayalar arasinda Candida (C. valida, C. albicans), Cryptococcus (C. laurentii),
Hanseniaspora (H. uvarum), Hansenula (H. anomala, H. mrakii, H. subpelliculosa),
Kluyveromyces (K. marxianus, K. wickerhamii, K. phaffii), Pichia (P. kluyveri, P.
membrafaciens), Saccharomyces (S. cerevisiae, S. chevalieri, S. bayanus, S.

capansis, S. uvarum) sayilabilir (Vondrejs ve Palkova, 1997; Golubev, 1998).
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Biyokonrol uygulamalarinda mayalarin tercih edilme nedenleri asagidaki gibi

siralanabilir (Melin ve ark., 2007):

Alerjenik spor ve mikotoksin tiretmezler. Cogunlukla patojen degildirler.

- Cogu maya ¢esidi diisiik oksijen ve su aktivitesinde gelisebilir.

- Basit besin ortamlarma gereksinim duyarlar.

- Zorlu ¢evre kosullarinda hayatta kalabilme yetenekleri vardir.

- Mayalar gidanin besin degerini yiikseltecek vitamin, mineral ve esansiyel

aminoasitleri icerirler.

2.3.4.1. Williopsis saturnus var. saturnus antagonist mayasi

Williopsis saturnus var. saturnus (eski adiyla Hansenula saturnus) oldiiriicii toksin
iireten bir maya olarak bilinmektedir. Laktoz ve galaktozu fermente edemeyen
Williopsis spp. mayalar gidalarda aroma ve yapiya olumlu yada olumsuz etkide
bulunmazlar. Patojenik, lipolitik ve proteolitik ozellik gdstermemesi ve ugucu
metabolit tiretmemesi ideal biyokontrol ajani olarak kullanimini saglar (Liu ve Tsao,

2009).

Sekil 2.4. Williopsis saturnus var. saturnus biyokontrol mayasi (TSA + % 0,6 maya 6ziitiinda goriiniimii).
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W. saturnus var. saturnus mayast (Sekil 2.7.) bozulma yapan diger
mikroorganizmalar1 kontrol ederek kimyasal ve antibiyotik temelli katkilarin yerine
kullanilabilirler. W. saturnus var. saturnus antagonist mayasmin etkinlik
mekanizmas1 tiizerine yapilan c¢alismalar sonucunda HSK-HYI (Gen kodu, IFO
0117YT) adl bir toksin salgiladig1 ortaya konulmustur (Ohta ve ark., 1984; Kimura
ve ark., 1995, Komiyama ve ark., 1995, 1998; Guyard ve ark., 2002). Bu toksinin
oldiiriicii ve sitosidal etkisi B-1-3 glukan sentezini inhibe ederek mayalarin hiicre
duvar1 sentezini dnlemesine dayanmaktadir (Komiyama ve ark., 1998). Oldiiriicii
toksini yiiksek stabilite gosteren Williopsis spp.’nin sicakliga dayanikliliginin yiiksek
olmas1 (80 °C sicakliga 1 saate kadar) ve pH 3-11 gibi genis araliginda ¢alisgmaya
imkan vermesi antifungal ajan olarak kullanimini avantajli kilmistir (Kimura ve ark.,

1995; Marquina ve ark., 2002).

Oldiiriicii suslarm cesitli maya tiirlerine karsi etki alani genistir (Vondrejs ve
Palkova, 1997). W. saturnus (H. saturnus) mayas1 Zygosaccharomyces bailii, S.
cerevisiae, C. albicans, C. krusei, Kluyveromyces phaffii, K. marxianus, K. Fragilis,
K. Lactis ve Hansenula gibi bir ¢cok maya ¢esidine kars1 6ldiirticti etki gostermektedir
(Vondrejs ve Palkova, 1997). Ayrica W. saturnus’un Byssochlamys, Eurotium ve

Penicillium spp.’e kars1 antifungal etkisi ortaya konulmustur (Liu ve Tsao, 2010)

2.3.5. Antagonist mayalarin etkinligini belirleyen faktorler

Antagonist mayalar ekonomik agidan sentetik koruyuculara karsi cazip bir
secenektir. Maya iiretiminin genis ¢apta gerceklestirilmesi i¢cin mayanin aktivitesini
etkileyen faktorleri bilmek Onemlidir. Bunlar (besleme oranlarini belirlemek
amaciyla) inokulum etkisi, kullanilan besiyeri, uygulandigi gidanin bilesiminin
etkisi, ortam pH’si, sicaklik ve depolama-koruma kosullar1 olarak belirlenmistir
(Rodgers, 2001; Droby ve ark., 2009; Schwenninger ve ark., 2011; Sharma ve
Tiwari, 2014).
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2.3.5.1. inokulum etKkisi

Inokiiliim miktar1; antimikrobiyal maddelerin iiretim oran1 ve hizi, duyusal kalite ve
maliyet-etki iliskisinde 6nem tasir. Yapilan caligmalarda genellikle 6-10 log kob/g
diizeyindeki maya miktarlar1 kullanilmistir (Droby ve ark., 2009; Schwenninger ve
ark., 2011; Sharma ve Tiwari, 2014). Mayalarin kullanildig1 son {iriinde miktarin en
az 10 log kob/g olmasi gerekir. Inokulum miktarmmn yiiksek tutulmasmm nedeni
mayalarin gelisme oram yiiksek olsa da gelisme hizinin bakterilerden daha diisiik
olmasidir. Bu yolla fermantasyon siiresinin kisaltilmas1 bakteriler tarafindan
kontaminasyon riskini azaltacaktr (Rodgers, 2001). Ayni1 zamanda patojen
konsantrasyonuna bagli olarak antagonistik aktivitede inokulum miktar1 biiylik 6nem

tasimaktadir (Liu ve Tsao, 2010).

2.3.5.2. Kullanilan besiyeri

Antagonistlerin hizli, verimli ve ucuz fermantasyon ile seri liretimi 6nemli bir
konudur. Bu nedenle, biyolojik kontrol etkinligini korurken, minimum maliyetle
maksimum biyokiitle liretimi saglayan karbon ve azot kaynaklar1 bulmak esastir.
Gelistigi besiyeri endiistriyel atiklar veya atik materyaller olabilir (Droby ve ark.,
2009). Ornegin; Abadias ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada biyokontrol mayasi
Candida sake’nin gelisiminde seker kamisi melasini besiyeri olarak kullanmistir.
Ayrica pamuk ¢ekirdegi unu, misir 1slatma ¢dzeltisi, kismen sindirilmis pepton, maya
Oziitli gibi ucuz endiistriyel atik maddeler maya hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in besiyeri

olarak kullanilabilmektedir (Droby ve ark., 2009).

2.3.5.3. Uygulandig1 gida kompozisyonunun etKisi

Gidanin bilesimi ve yapisi antagonist kiiltlirii destekleyebilir veya engelleyebilir.
Ornegin tuzlar, asitler, baharatlar ve eklenen koruyucular kiiltiirle sinerjistik etki
gosterebilir (Rodgers, 2001). Ornegin; ortama glukoz ve kalsiyum klorit (Potjewijd
ve ark., 1995), regine esteri ve KOH soliisyonlar1 (McGuire ve Dimitroglu, 1996;
1999) ve glukoz, siikroz ve fruktoz, (NH4),SOs, fenilalanin ve asparagin (Zhang ve
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ark. ,2011) gibi katkilarin ilave edilerek biyokontrol mayasimin etkinliginin artirildig:

farkli caligmalar mevcuttur.

2.3.5.4. Ortamun pH’s1

Mayalar diisiik pH’da da (pH 3 alt1) gelisebilirler. Mayalarm bu 6zelligi bakteriyel
kontaminasyonun kontroliinde kullanilir. Ciinkii pH 5’in altinda gerceklesen
fermentasyonlarda bakteri kiiltiirlerinin  gelisememesi nedeni ile mayalarin
kontaminasyona ugrama riski diismektedir (Droby ve ark., 2009; Schwenninger ve
ark., 2011). Biyokontrol ajanlarinin enzim aktivitesi bakimindan da pH degerleri
onem tasimaktadir. Ornegin; yapilan bir ¢alismada Wickerhamomyces anomalus
antagonist mayasinin antagonistik aktivitesinin pH 4,5’te en yiliksek oldugu

belirtilmistir (Muccilli ve ark., 2013).

2.3.5.5. Ortamin sicakhgi

Sicaklik antagonist mayalarin gelisimlerini ve iirettikleri enzim konsantrasyonlarini
etkileyen onemli bir parametredir. Koruyucu kiiltiirlerin (biyokontrol ajanlart)
depolama kosullarinda canliliklarini  ve antagonistik etkilerini  korumasi
istenmektedir. Optimum sicaklikta antagonist kiiltiirler aktivitelerini maksimum
diizeyde gosterebileceklerdir (Rodgers, 2001). Ornegin; Persons ve ark. (2013)
yaptiklar1 calismada Saccharomyces cerevisiae biyokontrol mayasinin Aspergillus
flavus ve A. parasiticus kiifleri lizerine antagonistik etkisini 3 farkl sicaklikta (22 °C,
25 °C ve 32 'C) izlemiglerdir. Optimum gelisme sicakligi 15-30 “C araliginda olan S.
cerevisiae’nin kiifler tizerine en yiiksek antagonistik etkiyi 22 "C’de gosterebildigi
g6zlenmistir. Kiiflerin optimum gelisme sicakligina (25-35°C) yakin olan diger
sicaklik degerlerinin antagonist mayanin ortamdaki hakimiyetinin baskilanmasi

nedeniyle inhibisyon kapasitesini diisiirdiigii belirtilmistir.

2.3.5.6. Depolama-koruma kosullar

Mayalar1 kurutmak ve kuru ortamda veya yag siispansiyonlarinda korumak yaygin

bir yaklasimdir. Uriinler 1slatilabilir toz, dondurulmus hiicre konsantreleri veya sivi
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formiilasyon halinde kullanilabilirler. Ancak dondurularak kurutulmus hiicreler taze

hiicrelerden belirgin sekilde daha az etkilidir (Droby ve ark., 2009).

Antagonist kiiltiirler laboratuvar kosullarinda gosterdigi etkinligi gida ortaminda da
gostermelidir. Bir biyofungusitin ekonomik agidan 6 ay tercihen 2 yil etkili olmasi
beklenir. Maya Kkiiltiirlinlin  koruyucu ve tasiyict1 gibi katki maddeleri ile
desteklenmesiyle etki siiresi uzatilabilir. Ornegin fermantasyon sirasinda emiilsifiyer
kullanilarak mayalar hem kullanima uygun hale getirilir hem de raf Omiirleri

uzatilabilir (Rodgers, 2001).

2.3.6. Antagonist mayalarin etkinlik mekanizmasi

Patojen ve antagonist arasindaki etkilesim mekanizmasinin bilinmesi biyokontrol
ajanlarinin etkili bir sekilde kullanilmas1 i¢in gereklidir. Ancak bu anlasildiktan sonra
biyolojik kontrol stratejisinin hangi kosullarda basarili olunacag bilinebilir (Ozaktan

ve ark., 2010).

Mayalarin etki mekanizmalar1 arasinda besin ve yer miicadelesi, antibiyozis,
parazitizm, antioksidatif stres ve uyarilmis dayaniklilik gibi mekanizmalar sayilabilir

(Droby ve ark., 2009).

2.3.6.1. Besin ve yer miicadelesi

Mayalarin  patojen mikroorganizmalara karst antagonist etkisi temelde
mikroorganizmalarin karbonhidrat, azot, oksijen hatta 151k gibi ortamda az bulunan
bir ¢cok faktor igin yarigina dayanir (Droby ve ark., 2009; Sharma ve Tiwari, 2014,
Lacroix, 2011). Zhang ve ark. (2011) mayalarin antagonistik etkisinin, azot ve
karbon kaynagi i¢in rekabet, hidrolitik enzimlerin salinmasi ve konake1 indiiksiyon

direncinden kaynaklandigini belirtmislerdir.

Mayalar topraktaki suda ¢6ziinmeyen Fe™ formunu kullanilabilir form olan Fe™*’ye

indirgerken siderofor adli bir madde iiretirler (Ozaktan ve ark., 2010). Bu

sideroforlar patojenlerin ¢ogalmasimi, gelismesini ve viriilans etkisini Onleyerek
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biyokontrolii desteklerler. Ayrica demir eksikliginde kiiflerin katalaz aktivitesi
diiserken ROS (reaktif oksijen cisimleri) direnci de azalmaktadir (Oberegger ve ark.,
2001). Ornegin, Saravanakumar ve ark. (2008)’da yaptiklar1 ¢alismada
Metschnikowia pulcherrima antagonist mayasinin ortamda sinirli miktarda demir
varken ¢esitli kiifler misellerinin olusumunu ve tomurcuklanmasini 6nledigini ancak
disaridan yiiksek miktarda demir ilave edildiginde Oldiiriicii etkisinin ortadan

kayboldugu belirtmistir.

Mayalar yer rekabetinde hizla ¢ogalarak biyofilm olusturan ekstraseliilar polisakkarit
kapsiil olusturabilme 0Ozelligi sayesinde avantajlidir (Spadaro ve Droby, 2016).
Biyokontrol mayalarmin yiizeye yapisma, kolonize olma konusunda spesifik
ozellikleri vardir (Spadaro ve Droby, 2016). Bu 0zelligin temelinde mayalarin

biyofilm olusturabilmesinin oldugu diisiiniilmektedir.

Biyofilm mayalarin hayatta kalma siirelerini uzatwrken, patojenlerin gelisme
alanlarim1 daraltmaktadir (Droby ve ark., 2009; Lacroix, 2011; Sharma ve Tiwari,
2014). Bu konuda Ortu ve ark. (2005) ve Giobbe ve ark. (2007) tarafindan yapilan
calismalarda S. cerevisiae ve Pichia fermentans gibi maya tiirlerinin tyrosol and
farnesol gibi quorum sensing molekiilleri salgilayarak ve film olusturma o6zellikleri
sayesinde kiif gelisimini Onleyebildigi belirtilmistir. Benzer sekilde Pseudozyma
flocculosa mayas1 salgiladigr yag asidi temelli antifungal toksinleri sayesinde
kiiflerin  hiicre duvarlarindan girip membran akiciligim1i  bozarak hiicre

parcalanmasina yol acabilmektedir (Avis ve Bélanger, 2002).

2.3.6.2. Antibiyozis etkisi

Baz1 mayalar {irettikleri oldiiriicii ekstraseliiler protein, glukoprotein ve glikolipit
yapidaki antibiyotik metabolitlerle ayni veya farkl tiirlerdeki hassas hiicreleri yikima
ugratabilirler (Bora ve Ozaktan, 1998). Oldiiriicii mayalarm salgiladiklar1 dldiiriicii
toksinlerin etki mekanizmasi; f-1-3 glukan sentezini inhibe ederek hiicre membran

yapisin1 bozmak, aminoasit alimmi engellemek, DNA sentezini engelleyerek hiicre
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boliinmesini dnlemek ve membranin iyon gecirgenligini artirmak olarak sayilabilir

(Hoover, 2000; Marquina ve ark., 2002).

Oldiiriicii toksinler hassas hiicreleri cogunlukla gelisme evresinde membrana hasar
vererek oldiiriir. Ornegin; S. cerevisiae'dan salgilanan protein yapidaki K1, K2 ve
K28 toksinleri hiicre membran yapisint etkiler ve DNA sentezini inhibe ederek
hiicreyi oldiiriir. Hansenula spp. (Williopsis) ise HSK-HYT toksinleriyle patojenlerin
hiicre duvar sentezini Onlerken, Kluyveromyces hassas maya hiicrelerinin
tomurcuklanma mekanizmasini bozarak iiremelerini engeller (Vondrejs ve Palkova,
1997). Benzer sekilde Pseudozyma flocculosa mayasi salgiladigl yag asidi temelli
antifungal toksinleri sayesinde kiiflerin hiicre duvarlarindan girerek hiicrenin

parcalanmasina yol acarlar (Avis ve Bélanger, 2002).

2.3.6.3. Parazitik etki

Antagonist mayalar kiifleri tanidiktan sonra hiflerine yapisarak parazitik etki gosterir
ve tirettigi litik enzimlerle hiicreyi eritirler (Wisniewski ve ark., 2007; Sharma ve
Tiwari, 2014, Lacroix, 2011). Antagonist mayalarmn trettigi 1,3-B-glukanaz, kitinaz,
ve proteazlar gibi litik enzimlerin biyokontrol aktivitesinde olumlu etkisi vardir
(Droby ve ark., 2009; Sharma ve Tiwari, 2014, Lacroix, 2011). Yapilan bir
calismada Aureobasidium pullulans antagonist mayasmin Monilia, Botrytis ve
Penicilium kiiflerinin gelisimini 1,3-B-glukanaz ve kitinaz enzimlerinin aktivitesiyle
onleyebildigi ortaya konulmustur (Zhang ve ark., 2010). Ayrica bazi maya tiirlerinin,
gida ve yem maddelerinde mikotoksin olusumunun engellenmesinde veya {irtinde
bulunan mikotoksinlerin ortamdan uzaklastirilmasinda kullanimi bulunmaktadir

(Bata ve Lasztity, 1999).
2.3.6.4. Uyarilmis dayamkhhk etkisi
Antagonist mayalarin diger bir etki mekanizmasi, taze meyvelerde patojen

iremelerine kars1 dayanikliligin artirilmasi olarak bilinir. Bu uyarilmig dayaniklilik

olarak tamimlanir. Sistem, mayalarin, meyvelerde bagisiklik sistemini patojen
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bulagsmadan Once ¢esitli uyaricilarla uyararak, harekete gecirmesi prensibine dayanir

(Ozaktan ve ark., 2010; Spadaro ve Droby, 2016).

2.3.6.5. Oksidatif stres etkisi

Meyvelerin patojen olan veya olmayan mikroorganizmalara kars1 ilk tepkisi reaktif
oksijen cisimlerindeki artistir. Antagonist mayalarin meyve yilizeyinde olusan
oksidatif strese patojenlere kiyasla dayanimlarinin daha ytiksek olmasi diger bir etki
mekanizmas1 olarak sayilmaktadir. Siiperoksit anyonlarin {iretimi hiicreler arasi
iletisimden sorumlu quorum sensing sinyalleri ve biyofilm olusumunu da
etkilemektedir (Bolwell ve ark., 2002; Spadaro ve Droby, 2016). Ayrica etilasetat
sentezi ve ortamdaki oksijenin mayalar tarafindan hizla tiiketilmesi de biyokontrol

aktivitesinin altinda yatan nedenlerdendir (Melin ve ark., 2007).
2.3.7. Antagonist mayalarin ticari olarak kullanim

Laboratuvarda, bazi maya antagonistlerinin hasat sonrasi hastaliklarin kontrolii i¢in
biyoiiriin olarak ticarilestirilmesi bir¢ok zirai ilag sirketinin ilgisini g¢ekmistir.
Aspire™ (Candida oleophila suslar1 1-182) ve YieldPlus™ (Cryptococcus albidus),
Shemer™ (Metschnikowia fructicola), BoniProtect® (Aureobasidium pullulans),
CandiFruit (C. sake) meyve ve sebze hasat hastaliklarin1 kontrol etmek i¢in diinya
capinda kullanilan etkili biyokontrol ajanlarindandir (Droby ve ark., 2009; Sharma
ve Tiwari, 2014; Lacroix, 2011).

Oldiiriici  mayalar ilk kez 1963 yilinda Bevan ve Makower tarafindan
Saccharomyces cerevisiae’nin ayni tiirdeki diger suslara karsi 6ldiirticii etkisi tizerine
rapor edilmistir (Makower ve Bevan, 1963). Ancak gidalarda ilk biyokontrol
calismalar1 Tronsmo ve Dennis (1977) tarafindan cileklerde kiiflenmeye karsi

Trichoderma antagonist mayasinin kullanilmasiyla baslamaktadir.
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Gilintimiize kadar antagonist mekanizmasini ¢6zebilmek ve etkinligini artirmak

amaciyla bir ¢cok arastirma yapilmistir (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Antagonist mayalarin farkli gidalarda uygulanmasi iizerine yapilan ¢aligmalar.

Antagonist maya Mekanizmasi Hedef Meyve/
mikroorganizma Referans
Saccharomyces K2 ve Klus toksini Bozulma yapan Sarap (Pfeiffer
cerevisiae mayalar ve Radler,
1984)
Williopsis saturnus Yer yarist ve HM1 dldiiriicti  S. cerevisiae, K. Peynir (Liu ve
var. saturnus toksini marxianus Tsao, 2009)
Candida famata Litik enzim Colletotrichum Papaya
gloeosporioides (Bjornberg ve
ark., 1993)
C. sake Azot yarisi P. expansum Armut (Nunes
ve ark., 2001)
Aureobasidium 1,3-B-glukanaz, B. cinerea, P. Elma (Zhang
pullulans ekzokitinaz, endokitinaz, expansum ve ark., 2010)
besin ve yer yarisi
Wickerhamomyces Ugucu bilesikler A. flavus Fistik (Hua ve
anomalus (2-feniletanol) ark., 2014)

Ornegin; Zhang ve ark. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada Rhodotorula glutinis

(8 log kob/mL) antagonist mayasmi tek basina ve/veya salisilik asitle

kombinasyonuyla seftalilere uygulayarak gri kiif {iretiminden sorumlu Botrytis
cinerea’nin gelisiminin 6nlenmesi ve kalitenin korunmasi amaglanmistir. Calismanin
sonucunda R. glutinis antagonist mayasit B. cinerea’nin spor {liretimini kontrol
orneklere gore % 69,3 oraninda azaltmistir. Kalite parametrelerinde 20 °C’de 7 giin

boyunca olumsuz bir degisim gézlenmemistir.

Farkli biyokoruyucularin farkli kiiflerin gelisimini 6nlemesindeki etkinlik

mekanizmasinin incelendigi kapsamli bir ¢alismada 4 farkli antagonist mayanin

(Trichosporon  pullulans, Cryptococcus laurentii, R. glutinis ve Pichia

membranefaciens) kirazlarin depolanmasi sirasinda bulasabilecek ¢esitli  kiif
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patojenlerine (Alternaria alternata, Penicillium expansum, B. cinerea ve R.
stolonifer) kars1 etkisi incelenmistir. Sonucunda 25 °C biyokontrol aktivitesi en
yiiksek olan maya 7. pullulans olarak gézlenmistir (Qin ve ark., 2004).

Oldiiriicii mayalar arasinda iiziim, ¢ilek ve portakal gibi kiiflenme riski olan
meyvelerde C. laurentii, Candida guilliermondii ve Debaryomyces spp.,
Wickerhamomyces anomalus, Saccharomyces spp. ve Williopsis spp. gibi farkl tiir
mayalarin ilave edilmesiyle kiif gelisimi basta olmak iizere mikrobiyal yonden
kontrol saglandigi yapilan calismalarla ortaya konmustur (Cota ve ark., 2008;

Janisiewicz ve ark., 2008, Zhang ve ark., 2008).

2.3.8. Antagonist mayalarin yenilebilir filmlerle ilave kullamldigi baz

calismalar

Yenilebilir filmlerin aktif 06zellikleri iizerine yapilan c¢alismalar antagonist
mikroorganizmalarin film yapisina ilave edildigi biyoaktif film c¢aligmalarini ortaya
cikarmistir.  Antagonist  mikroorganizmalarin  yenilebilir  filmlerle ilave
kullanilmasmin en Onemli avantaji biyokontrol ajanlarmin stres kosullarina
toleransinin artirilarak ekolojik yarista 6ne gecmesinin saglanmasidir (Marin ve ark.,
2016). Boylece ajanlar uygulandig1 gidanin ylizeyine daha iyi tutunarak daha uzun
siire canliliklarini koruyabilmektedir (Droby ve ark., 2009).

Antagonist mikroorganizmalarm yenilebilir filmlere ilave edildigi caligmalarin tarihi
yeni olmakla birlikte birkag¢ calisma mevcuttur. Ornegin; portakallarin kaplanmasi
iizerine sodyum aljinat ve kec¢i boynuzu 06zl temelli yenilebilir filmler
(Wickerhamomyces anomalus, 7 log kob/mL) ve seliiloz temelli ¢esitli kaplamalarin
(Candida guillermondii US7 veya Debaryomyces spp. 230) kullanildig1 farkl
calismalar mevcuttur. Film yapisindaki antagonist mayalarin korunumu W. anomalus
icin % 60 ve C. guillermondii US7 veya D. hansenii 230 i¢in ise % 85°den fazla
olmustur. Biyokontrol mayasinin meyve yiizeyine direkt piskiirtiilerek
uygulanmasma kiyasla film ile kombinasyonu canliligin korunumunu artirdigi
belirtilmistir. Ayn1 zamanda film yapisindaki biyokoruyucu ajanlarin portakalin

dogal florasindaki kiiflerin yanisira disaridan eklenen P. digitatum kiifline karsi
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antifungal etkisi (4 log kob/cm®) incelendiginde % 73’ten fazla inhibisyon
gozlenmistir. Bu inhibisyonun film yapisindaki antagonist mayalarin kiif suslarinin
gelisim ve spor olusturmasmi Onlemesine baglanmistir. Ek olarak filmlerin
portakallarin sertligini korudugu ve agirlik kaybini azaltig1 goriilmiistiir (Potjewijd ve
ark., 1995; Aloui ve ark., 2015). Benzer sekilde turunggil meyvelerinde yapilan bir
calismada Pantoea agglomerans (Canamas ve ark., 2008a; 2008b) ve C. sake
mayasinin (Cafiamas ve ark., 2011) Fungicover® kaplamalarla birlikte kullanimiyla
mayalarin canliliginin korundugu goriilmiistiir. Filmlerin biyokontrol ajanlarinin
ekolojik yarismi destekledigi ve stres toleransini artirmasinin yanisira P. digitatum
kiifline kars1 antifungal etkisinin kontrol 6rneklerinden % 50°den fazla oldugu

vurgulanmustir.

Uziimlerde siklikla kalite kayiplarna neden olan P. digitatum ve P. italicum
gelisimini  Onlemek amaciyla yapilan bir calismada sellak temelli yenilebilir
kaplamalara C. oleophila (6 log kob/cm®) antagonist mayasi eklenerek kaplama
yapilmistir. Kaplama bilesiminde mayalarin canliliklarii ve aktivitelerini korumalari
icin farkli pH ve alkol ilavesi gibi uygulamalar denenmistir. Kaplanan iiziimlerde
maya canliligi 13 °C’de 4 ay boyunca 4-5 log kob/cm’ seviyesinde korumustur.
Yalnizca kaplama yapilan (biyokontrol ajani igermeyen) kontrol 6rneklerine kiyasla
maya iceren kaplama ile kaplanan tiiziimlerin raf Oomriinde artis gozlenmistir
(McGuire ve Hagenmaier, 1996; 1999). Yine iiziimlerde yapilan bir bagka ¢alismada
maya ile film uygulamasi ayr1 yapilarak kombinasyonu saglanmistir. Caligmada
Cryptococcus laurentii (8 log kob/mL) mayasi, liziimlerin hasat1 dncesinde ylizeye
spreylenirken hasat sonrasinda kitosan filmle kaplanarak tiziimlerin raf 6 mriine etkisi
incelenmistir. Hasat dncesi maya spreylenmesi bozulma indeksini diistirtirken, hasat
sonras1 kitosan kaplama spreylemenin etkinliginin depolama sirasinda korunmasini
saglamistir. Uziim yiizeyine kaplama uygulamasi; mikrobiyal 6zelliklerin
korunmasimni saglamanin yanisira kaplamanin bariyer ozelliklerine bagli olarak
agirlik kaybmi da azaltmistir. Ayrica ilizlimlerin polifenol oksidaz gibi dogal
koruyucu enzimlerinin etkinligi de artmistir (Meng ve ark., 2010). Benzer sekilde

Marin ve ark. (2016) iiztimlerdeki kiiflenme problemine kars1 C. sake biyokontrol
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mayasini farkli kaplamalara ilave ederek Botrytis cinerea kiif gelisiminin 7-12 giin

arasinda % 80 oraninda 6nlendigini sonucuna varimistir.

Cileklerin C. laurentii (9 log kob/mL) biyokontrol mayas: iceren filmle kaplandigi
bir ¢alismada mayalar 20 giinliik depolama siiresi boyunca maya canliliginin yarisi
korunmuslardir. Ozellikle karbon kaynag: olarak glukoz eklenen drneklerde en az %
75 oraninda canhilik tespit edilmistir. C. laurentii meyve yapisindaki kiiflerin
gelisimini % 30 oraninda azaltmistir. Bunun yani sira, kaplanan ¢ileklerin renk ve
antosiyanin igerigi degismezkeni, su kayb1 dnlenmistir (Fan ve ark., 2009). Yapilan
calismalar 1s1¢inda  biyokontrol ajanlarinin  yenilebilir filmlerin  yapisinda
kullaniminin canhiliklarmin, dolayisiyla uygun ortamlarda aktivitelerinin de
korunumunda etkili oldugu ortaya konulmustur. Bu yeni engel konsepti, gidalari
mikrobiyal bozulmalardan korumanin yami sira ticari kalitesini de gelistirebilecek

potansiyele sahiptir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Yenilebilir film ve kaplamalarin iiretiminde kullanilan materyaller

Film yapiminda kullanilan, peynir alt1 suyu protein konsantresi (> % 80) Milkas
Gida San. ve Dis Tic. Ltd. Sti.’den (Istanbul) temin edilmistir. Film iiretiminde
plastiklestirici olarak kullanilan gliserol Sigma-Aldrich (Stenheim,Almanya)’den;

filmin pH’sin1 ayarlamada kullanilan NaOH Merck (Almanya)’ten temin edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

Williopsis saturnus var. saturnus mayas1 Cukurova Universitesi Gida Miihendisligi
Bolimii Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (Adana, Tiirkiye) temin edilmistir. Mayanin
cogaltilmas1 ve korunmasi amaciyla % 0,6 (a/h) maya 6ziitii (Merck, 103753) igceren
Triptic Soya Agar (Merck, 105458) besiyerinde gelistirilen koloniler 6ze yardimiyla
almarak % 0,6 maya 6ziitii iceren Triptic Soya Broth (Merck, 1.05459) tiiplerinin
icerisine aktarilmistir. Kiiltiirler 30 °C’de 24 saat inkiibasyon ile 2 kez
aktiflestirildikten sonra gelistirildikleri sivi besiyerine % 15 gliserol (h/h) ilave
edilerek -18 °C’de depolanmustir.

Kiif suslar1 Penicillium expansum ve Aspergillus niger TUBITAK-MAM ’dan temin
edilmistir. Kiif suslarmin ¢ogaltilmasi ve korunmasi amaciyla TSA (Merck, 105458;
Merck, 103753) besiyerinde 30 °C’de 5 giin inkiibe edilen kif sporlari drigalski
spatiilii yardimiyla % 0,6 maya 0ziitli iceren TSB iceren sivi besiyeriyle ylizeyden
styrilmistir. Suglar gelistirildikleri sivi besiyerine % 15 (h/h) gliserol ilave edilerek -
18 °C’de depolanmustir.
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3.2. Metot

3.2.1. Antagonist maya iceren film iiretimi ve mayanin filmin o6zelliklerine

etkisinin belirlenmesi

3.2.1.1. Antagonist mayanin gelisim kurvesi

Stok kiiltiirden 10 mL TSB + % 0,6 maya 6ziitii besiyerine 1 6ze inokiile edilerek 30
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu Kkiiltiirler 2 kez
aktiflestirilmistir. Besiyerinde gelistirilen aktif kiiltliriin  spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1240, Japonya) spektral taramasi yapilarak tepe noktasi
belirlenmistir (360 nm). Kiiltiir besiyerinin spektrofotometrede 360 nm’de 2 saatte 1
olacak sekilde okumasi yapilmistir. Ayn1 zamanda aktif kiiltiirtin TSA + % 0,6 maya
Oziitii besiyerine yayma yOntemiyle ekimi yapilarak 24 saat boyunca mayanin
gelisim kurvesi elde edilmistir. Sonuglar aktiflestirilen Williopsis saturnus var.
saturnus mayasinin 10 mL TSB + % 0,6 maya 6ziitii besiyerine 1 6ze inokiilasyonu
sonucu 30 °C’de 24 saat inkiibasyonda 7 log/mL kiiltiir elde edilecegini gostermistir.
Filmlere ilave edilecek maya konsantasyonlari bu hesap gdzoniinde bulundurularak

yapilmistir.

3.2.1.2. Antagonist mayanin elde edilmesi

Teflon tepsilere ( 150 x 180 cm® ) dokiilecek film soliisyonlar: igerisinde istenilen
maya miktarlarma ulasabilmek igin gerekli hesaplamalar kob/cm® film iizerinden
yapilmustir. Filmin 8,8 log kob/cm® maya i¢ermesi icin 1 L TSB + % 0,6 maya oziitii
besiyerine aktif kiiltiirden 1 mL; 6,8 log kob/cm” miktar1 icin 10 mL besiyerine 1 6ze
ve son olarak 10 mL besiyerine 1 6ze aktiflestirme sonrasi uygun seyreltmeler
yapilarak 3,2 log kob/cm® sayisma ulasilmistir. Besiyerleri 30 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrast 9000 rpm 15 dakika 4 °C’de maya Kkiiltiirleri
santrifiijlenerek  (Hettich,Universal-320R,  Almanya) {istte kalan besiyeri

dokiilmiistiir. Dipte kalan pelet 2 kez 10 mL steril destile su ile besiyeri igeriginin
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uzaklastirilmas1 amaciyla santriftij edilerek yikanmistir. Sonucunda; elde edilen pelet

film ¢bzeltisine ilave edilmeye hazir hale getirilmistir.

3.2.1.3. Antagonist maya iceren yenilebilir film iiretimi

Peynir alt1 suyunun % 5 (a/h)’lik yiiksek proteinli konsantresi destile steril su ile
hazirlanmistir (Sekil 2.11.). PASP soliisyonunun pH’st 0,5 N NaOH kullanilarak
pHmetrede (Mettler Toledo Seven Compact, IonS220, Isvigre) 8,0’e ayarlanmistir.
Asitligi ayarlanan soliisyon 90 + 2 °C’ye ayarh ¢alkalayicili su banyosunda 30
dakika (JSR, JSSB-30T, Kore) tutulmustur. Isitmanin son 5 dakikasinda
plastiklestirici olarak % 2,0 (a/h) gliserol eklenerek karistirilmistir. Film soliisyonu
su banyosundan ¢ikarildiktan sonra buz kaliplar1 eklenmis baska bir su banyosunda
hizla sogutulmustur. Santriftij islemiyle elde edilen W. saturnus var. saturnus (0; 3,2
:6,8 ve 8,8 log kob/cm®) mayast film soliisyonlarina ayarlanan miktarlarda eklenerek
vorteksle (IKA,MS3 basic, Amerika) iyice karistirilmistir. Daha sonra elde edilen
film soliisyonunda ¢6zlinmiis hava kabarciklar1 20 dakika siiresince vakum pompasi
yardimiyla uzaklastirilmistir (Buchi V700, Isvicre). Elde edilen 4 farkli maya
miktarim iceren (0; 3,2; 6,8 ve 8,8 log kob/cmz) film soliisyonlar1 150x180 cm’
ebatlarindaki Onceden steril edilen teflon tepsilere dokiilmiistiir. iklimlendirme
kabininde (Binder, KMF 720, Almanya) 25 + 2 °C ve % 50 + 5 bagil nemde 48 saat
kurumaya birakilmistir. Kurumanin sonunda filmler teflon tepsilerden soyularak
cikarilmistir. Farkli miktarlarda maya igeren ve igermeyen peynir alti suyu
proteininden elde edilmis filmler uygun boyutlarda kesilip analizler i¢in
hazirlanmistir. Film drnekleri vakum paketleme makinasi (Reepack RV 300, italya)
ile vakumlu ve vakum uygulanmadan paketlenerek 28 giin boyunca 25 + 2 °C ve %
75 + 5’te depolanmistir. Depolamanin 0, 7, 14, 21 ve 28. gilinlerinde mikrobiyal
(maya/kiif, toplam bakteri, laktik asit bakterisi), antimikrobiyal 6zellikleri, mekanik
(cekme dayaniklilig1 ve ¢cekmede % uzama), optik ve fiziksel (su buhar1 gecirgenligi,
gaz gecirgenligi, suda ¢oziinebilirlik, kallik, su aktivitesi, ve elektron mikroskobu

ile gdzenek yapilarinin belirlenmesi) 6zellikleri test edilmistir.
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3.2.2. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin mikrobiyolojik analizleri

Biyoaktif yenilebilir film 6rnegi 10 cm® kesilip vakumlu/ vakumsuz olarak
paketlenerek 25 + 2 °C ve % 75 = 5 bagil nemde depolanmistir. Depolamanin 1, 7,
14, 21 ve 28. giinlerinde mikrobiyal analizler yapilmistir. Mikrobiyal analizlerde film
ornekleri 99 mL % 0,1 (h/h) peptonlu su (Merck, Almanya) icerisinde parcalayici
(Interscience, Bagmixer 400, Fransa) ile 2 dakikada homojen hale getirilmistir.
Toplam bakteri, maya/kiif, laktik asit bakterisi ve antagonist maya sayis1 PCA,
OGYE, MRS + % 0,2 Sorbik asit (Acros Organics, Amerika) ve MRS igeren
besiyerlerinde yayma ve dokme yontemleriyle sirasiyla 30 °C, 25 °C, 42 °C ve 25

°C’de 2-5 giinliik inkiibasyon sonucu sayim yapilmistir.

3.2.3. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin antimikrobiyal 6zellikleri

Antimikrobiyal Ozelliklerin tespitinde Aloui ve arkadaslar1 (2015); Parafati ve
arkadaslar1 (2016)’nin kullandiklar1 disk diflizyon yontemi modifiye edilmistir.
Depolamanin 0. ve 7. giinlinde filmler steril olarak 6 mm capinda yuvarlak disk
seklinde kesilmistir. Laktik asit kullanilarak 2 farkli pH’a (pH 4,5 ve 5,2) ayarlanmis
15 mL Triptic Soy Agar + % 0,6 maya 0ziitii besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan bu
besiyerlerinin ortasina dnceden aktiflestirilmis 4 log kob/mL Penicillium expansum
ve Aspergillus niger kiiflerinden 10 pL inokiile edilmistir. Kontrol gruplarina ayni
kosullardaki P. expansum ve A. niger’in misel ¢aplarmin 6l¢iilmesi i¢in sadece kiif
suslar1 inokiile edilmistir. Diger petrilere farkli miktarlardaki (0; 3,2; 6,8; 8,8
kob/cmz) film ornekleri kiif susuna 3 mm uzakliktaki bir kisma yerlestirilmistir.
Petriler 5 giin 25 °C’de inkubasyona birakilmistir ve kiiflerin misel caplar1 cetvelle

(1/10 mm) dl¢iilerek 5 6lglimiin ortalamasi hesaplanmastir.
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Sonuglar % inhibisyon formiiliine gore verilmistir (Denklem 2.1.).
%1 ="=%100 2.1)

% I= Ylizde inhibisyon.
C= Yalnizca kiif gelisiminin oldugu petrilerde kiif misel ¢aplarinin ortalamasi (mm).
T= Antagonist maya igeren filmlerin bulundugu besiyerindeki kiif misel ¢aplarinin

ortalamasi (mm).

3.2.4. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin fiziksel 6zellikleri

3.2.4.1. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin kalinhk 6l¢iimleri

Film kalinlig1 0,001 mm hassasiyetli Pittsburgh (47257, Amerika) marka dijital
mikrometre kullanilarak filmin 5 farkhi yerinden 6lgiilerek yapilmustir. Olgiimlerin
ortalamas1 su buhar1 gecirgenligi ve diger mekanik Ozelliklerin belirlenmesinde

kullanilmastir.

3.2.4.2. Antagonist maya iceren film Orneklerinin su buhar gecirgenliginin

olciilmesi

Filmlerin su buhar1 gecirgenligi standart ASTM 96-80 (ASTM 1992) yontemi
kullanilarak gravimetrik olarak test edilmistir. “Kap metodu” olarak bilinen bu
yontemde i¢inde su veya desikant olan bir kabin yiizeyindeki filmlerin zamana dayali
gecirgenlik izlemesi yapilmistir (McHugh ve Krochta, 1994). Filmler, igerisinde nem
cekici olarak 3 gram susuz kalsiyum siilfat bulunan kaplarin iizerine hava sizdirmaz
sekilde sarilmistir. Kaplarin derinlikleri 3 ¢cm ve agiz agikligmm alam 27 cm®’dir.
Kaplar nem oran1 % 85 ve sicaklig1 37 °C olan ¢emberde 12 saat birakilmis ve her iki
saatte bir kaplarin agirhigi l¢iilmiistir. Aym zamanda kare seklinde 9 cm’ ebadinda
kesilmis film pargalar1 da ayni sartlarda altinda bekletilip agrlik degisimi
kaydedilmistir. Tartimlar, + 0.0001 g duyarliliga sahip hassas terazi kullanilarak

yapilmistir. Agirlik-zaman iliskisinin dogrusal oldugu bilindiginden, dogrularin
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egimleri bulunarak esitlikte yerine konulmustur. McHugh ve arkadaslarmin (1993)
yaptig1 su buhar1 gegirgenligi hesaplamalar1 baz almarak, filmin iki tarafindaki su
buhar1 basing farki ve film kalinlig1 g6z Oniine almarak filmin su buhar1 gecirme
hizindan su buhar1 gegirgenligi hesaplanmistir. Analizler 3 tekerriirlii olarak

yapilmistir (Denklem 2.2.).

Egim+Kalinlik g.mm
( )

Su buhar gecirgenligi = (2.2)

Alan*Ap m?xgiin*kPa

Ap = 5942 kPa.
Ap: Gazlarm kismi basing farki (37 °C ve % 85 nem, kPa).

3.2.4.3. Antagonist maya iceren film Orneklerinin taramah elektron

mikroskobu ile gozenek yapilarinin belirlenmesi

Film materyallerinin homojenligi, katman yapisi, ylizey yumusakligi ve gozenek
yapisini belirlemek amaciyla Jeol JSM 6060 LV( Japonya) marka Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Filmlere altin-paladyum kaplama Polaron Range
SC 7620 (ingiltere) cihaziyla yapildiktan sonra analizler yiiksek vakumda ve sivi
azot varliginda 20 kV arasinda degisen voltajlarda gerceklestirilmistir (McHugh ve
Krochta, 1994).

3.2.4.4. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin renk ol¢iimleri

Renk Lovibond RT 300 Series Reflectence Tintometer (ingiltere) marka kolorimetre
cthazi ile her bir film 6rneginin, beyaz standart yiizey tizerinde L* (beyaz-siyah), a*

(kirmizi-yesil) ve b* (sar-mavi) renk parametreleri 6l¢iilmiistiir.
3.2.4.5. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin suda coziinebilirlik 6zellikleri
Filmler 2x2 cm® kare seklinde kesilmistir. Film ornekleri 105 + 2 °C 24 saat

kurutulmustur. Her bir film hassas terazide tartilmistir. Sonrasinda 6rneklere 50 mL

destile su ilave edilerek 25 °C’deki galkalayicili su banyosunda (JSR, JSSB-30T,
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Kore) 24 saat bekletilmistir. Filtre edilen orneklerden geriye kalan filmlerin suda
¢coziinmeyen kismi 105 + 2 °C 24 saat kurutulmustur. Kurutma sonrasi tartilarak
Denklem 2.3.’e gore suda ¢oziinebilirlik yiizdesi hesaplanmistir (Rangel-Marrén ve

ark., 2013).

Wi-Ws

i

% Suda ¢oziinebilirlik = * 100 (2.3)

Wi=Kuru materyalin ilk agirlig1 (g).
Ws=Kuru materyalin 24 saat suda bekleyen son agirligi (g).

3.2.4.6. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin su aktivitesi dl¢iimleri

Filmlerin su aktivitesi vakumlu ve vakumsuz paketlenen 6rneklerde depolamanin 0.,
14. ve 28. giinlerinde Olgtilmiistiir. Film ornekleri 3 paralelli olacak sekilde kiigiik
parcalara kesilerek ornek kaplarina yerlestirilmistir. Cihazin kalibrasyonu a,, (viz.
LiClI=0.114, MgCLL=0.329, K,C0O3=0.443, Mg(NOs),=0.536, NaBr=0.653 ve
KCI=0.821) 6 tane doyurulmus soliisyon ile yapilmistir. Su aktivitesi degerleri
mikrobiyel gelisimin yanisira filmlerin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerinin

degerlendirilmesinde kullanilmistir.

3.2.5. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin mekanik ozellikleri

Film yapisindaki antagonist mayanin mekaniksel 6zelliklerde meydana getirdigi
degisim cekme gerilimi (tensile strength) ve % uzama (elongation) 6zellikleri ile
incelenmistir. Analizde Instron Universal Testing 3367 (ABD) ile standart methot
ISO 1924-2-1994 kullanilmistir (Sekil 3.12.).

Sekil 3.6. Instron cihazi (Instron Universal Testing 3367, ABD).
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Filmler oncelikle 100-15 mm ebatlarinda serit seklinde kesilip analiz 6ncesinde 25
°C ve % 75 = 2°de bekletilmistir. Analizde cihazin iki ¢enesi arasina yerlestirilen
ornekler 200 mm/s ¢ekme hizi ile test edilmistir (Aloui ve ark., 2015). Filmlerin
kopma aninda O6rnege uygulanan maksimum kuvvet ve kopma anindaki uzama
miktar1 mekanik test cihazina bagl bilgisayar programi Bluehill 2 (Norwood, MA,
ABD) programi yardimiyla hesaplanmistir.

3.2.6. istatistiksel analiz

Williopsis saturnus var. saturnus antagonist mayasi ile zenginlestirilen peynir alt1
suyu proteini temelli yenilebilir film Orneklerinin mikrobiyolojik, fiziksel ve
mekaniksel Ozelliklerinden elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 20 paket
programu kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Tek yOnlii varyans
analizi (ANOVA), denemeler arasinda onem farkliliklarinin karsilastirilmasinda,
Duncan ¢oklu karsilastirma testi, gruplar arasindaki farkliliklarin karsilagtirilmasinda

kullanilmistir (P<0,05).



BOLUM 4. SONUCLAR VE TARTISMA

Farkl sayilarda W. saturnus var. saturnus antagonist mayast (0; 3,2; 6,8 ve 8,8
kob/cm?) ilave edilerek hazirlanan peynir alt1 suyu proteini temelli biyoaktif filmler
vakumlu ve vakumsuz olarak paketlenmis ve 25 °C ve % 75 bagil nem
depolanmistir. Antagonist maya katkili film yapisinda meydana gelen mikrobiyal,
antimikrobiyal (Penicillium expansum, Aspergillus niger’e karst), fiziksel (kalmlik,
bariyer, suda ¢oziinebilirlik, renk, gozenek yapisi ve su aktivitesi) ve mekaniksel
(cekme gerilimi, % uzama) O6zelliklerdeki degisimler 28 giinliikk depolama siiresince

incelenmistir.

4.1. Antagonist Maya Katkih PASP Yenilebilir Film Orneklerinin
Mikrobiyolojik Analiz Sonug¢lar

4.1.1. Antagonist maya katkih film 6rneklerinde maya sayisimin belirlenmesi

Antagonist maya W. saturnus var. saturnus ilave edilen filmlerin yapisindaki maya
canlilig1 28 giinliik depolama siiresinde haftalik yapilan analizlerle incelenmistir
(depolama kosullari, 25 °C ve % 75 bagil nem). Boylece farkli sayilarda maya igeren
filmlerin depolama siiresi sonundaki etkin maya miktarmin belirlenmesi
amacglanmistir. Mayanin sayisindaki degisim depolama siiresi ve paketleme ¢esidine

bagli olarak Sekil 4.7.’de gosterilmistir.

Depolamanin ilk haftasinda vakum paketli 3,2 log kob/cm’ maya igeren film
Srneklerinin maya sayisinda degisim meydana gelmezken; 6,8 ve 8,8 log kob/cm’
olan film Orneklerinde swrasiyla 1,1 ve 1,52 logaritmik birim azalma meydana

gelmistir. Kontrol 6rneklerinde depolama boyunca maya gelisimine rastlanmamistir.
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Sekil 4.7. Farkli sayilarda W. saturnus var. saturnus mayasini iceren PASP temelli filmlerin antagonist maya
sayilarinin zamanla degisimi (log;o kob/cm?).

Depolamanm 14. giiniinden itibaren 3,2 log kob/ cm’ maya igeren film drneklerinin
vakumlu ve vakumsuz paketlerinde maya sayis1 2 log’un altina diismiistiir. Vakum
uygulanan ve uygulanmayan 6rneklerin maya sayisinda istatistiksel agidan 6nemli bir

fark goriillmemistir (P>0,05).

Sekil 4.7. incelendiginde depolama siiresi sonunda biitiin film 6rneklerinin maya
sayisinda birbiriyle paralel olacak sekilde istatistiksel agidan 6nemli derecede azalma
meydana gelmistir (P<0,05). Depolamanin sonunda 6,8 ve 8.8 log kob/cm’
antagonist maya iceren filmlerin vakum paketlerinde 4,3 log; vakum uygulanmayan
paketlerinde ise 3,3 log azalma gdzlenmistir. Depolama sonunda maya canliliginin
korunumu 8,8 log kob/cm’ maya iceren filmlerde % 60 (4-5 log); 6,8 log kob/cm®
maya igeren filmlerde ise % 36 (2-3 log)’dan fazla olmustur. Maya icerigi 3,2
kob/cm® filmlerde ise depolama sonunda canhilik korunamamistr. McGuire ve
Hagenmaier (1996) tarafindan yapilan benzer ¢alismada antagonistik etki acisindan
filmlerin igerisindeki antagonist mikroorganizma sayisinin 4 log kob/cm?, tercihen 6

log kob/cm” olmasi gerektigi belirtilmistir.
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Calismamizda film yapisindaki antagonist maya canliliginm 8,8 log kob/cm® maya
iceren filmlerde % 60’dan fazla korunumu yapilan c¢alismalarla da paralellik
gostermektedir. Ornegin; sellak ve sellak ester yenilebilir film yapisina Candida
oleophila antagonist mayasmin ilave edildigi benzer bir c¢alismada maya
korunumunun % 65’ten fazla oldugu belirtilmistir (McGuire ve Hagenmaier, 1996).
Aynmi sekilde Wickerhamomyces anomalus antagonist mayasi ilave edilen sodyum
aljinat ve keci boynuzu 6zl temelli yenilebilir filmlerde maya popiilasyonunun %
85’ten fazla korunmustur (Aloui ve ark., 2015). PASP filmlerin yapisma laktik asit
bakterilerinin ilave edildigi bir baska c¢alismada ise canliigin % 65°ten fazla
korundugu belirtilmistir (Pereira ve ark., 2016). Yapilan c¢alismalarda maya
canliliginda ortaya ¢ikan farklilik, antagonist suslarin ve film bilesimlerinin

farkliligindan kaynaklanmaktadir.

Film soliisyonlarna glukoz gibi farkli destekleyicilerin katilarak antagonist
mikroorganizmalarin  depolama boyunca canliligmin korunmaya calisildig:
calismalarda mevcuttur. Ornegin; karbon kaynagi olarak glukoz ilave edilen seliiloz
temelli kaplamalarda C. guilliermondii US7 ve Debaryomyces sp. 230 mayalarmin
canliligit % 60’dan fazla (Potjewiyd ve ark., 1995); sodyum aljinat filmlerde
Cryptococcus laurentii mayasi ise en az % 75 oraninda korunmustur (Fan ve ark.,
2009). Film yapisinda maya gelisimini tesvik etmek amaciyla eklenen katkilar diger
mikroorganizmalarin gelisimini artirabilecegi gibi mayanin metabolik faaliyeti
sonucu ortaya ¢ikan metabolit miktarmi da artirabilir. Ayn1 zamanda ortamda fazla
miktarda besin bulunmas1 antagonist etkinin temelinde yatan besin miicadelesini de
azaltabilir. Sonug¢ olarak film yapisinin duyusal, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde
degisime neden olabilecegi diistiniilmektedir. Bu nedenle olumsuz ¢evre kosullarinda

ve diisiik besin ortamlarinda gelisme gosteren suslarla calismak avantaj tagimaktadir.

Calismamizda kullanilan biyokontrol ajami W. saturnus var. saturnus mayasi
fakiiltatif anaerobik Ozellik gostermesinden dolayr vakum uygulamasi canliligini
etkilememistir (Ayhan, 2000). Ayrica W. saturnus var. saturnus laktozu ve galaktozu
fermente edememesi sebebiyle (Liu ve Tsao, 2009) PASP filmleri besin olarak

kullanamamaktadir. Dolayisiyla depolama boyunca ortamda besin bulamayan
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antagonist mayalarin sayisi filmlerin diisiik su aktivitesindeki degerleri (0,59-0,65)
nedeniyle diislis gostermektedir. Ancak antagonist mikroorganizmalarin filmlerle
birlikte kullanilmas1 biyokontrol ajanlarmin stres kosullarina toleransini artirmakta
ve ekolojik yarista One gegmesi saglamaktadir (Marin ve ark., 2016). Ornegin;
Cafiamas ve arkadaglar1 (2007) Pantoea agglomerans mayasini turuncgil
meyvelerinin yiizeyine direkt olarak veya film yapisina ilave ederek 2 farkli sekilde
uyguladiklarinda maya canliligmin film yapisinda direkt yiizeye uygulanmasina gore

1,2-2,8 log kob/cm’ daha fazla korundugunu ortaya koymuslardur.

4.1.2. Antagonist maya katkih filmlerin TMAB, laktik asit bakterisi ve kiif

sayimi sonuclari

Farkli sayilarda biyokontrol ajan1 W. saturnus var. saturnus ilave edilen vakumlu ve
vakumsuz paketlenerek depolamanm 0., 7., 14., 21. ve 28. glinlerinde TMAB, kiif ve
laktik asit bakteri sayimlar1 yapilmistir. Depolama boyunca tiim film 6rneklerinde
kiif ve laktik asit bakterisine rastlanamamistir. Sekil 4.8.°de PASP film
orneklerindeki TMAB sayisindaki degisim zamana bagli logjo kob/cm® cinsinden

gosterilmistir.

Sekil 4.8. incelendiginde depolamanin 0. giininde TMAB sayis1 kontrol film
rneklerinde 0,15 log kob/cm® iken maya sayist 3,2; 6,8; 8,8 log kob/cm® olan film
Srneklerinde sirasiyla 0,74 log; 0,85 log ve 0,95 log kob/cm® oldugu gozlenmistir.
Kontrol ve 3,2 log kob/cm’ maya iceren film O6rneklerinde TMAB sayist depolama
boyunca azalarak 21. giinden itibaren sayilamamistir. PASP film O6rneklerinin
vakumlu ya da vakumsuz paketlenmesinin TMAB konsantrasyonuna belirgin bir
etkisi olmamistir (P>0,05). Depolama siiresi sonunda biitiin film 6rneklerinde TMAB

sayisinda istatistiksel agidan 6nemli derecede azalma meydana gelmistir (P<0,05).
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Sekil 4.8. Farkli sayilarda maya iceren PAST temelli filmlerin depolama siiresi boyunca toplam mezofil aerobik
bakteri sayilarinin zamanla degisimi (log;o kob/cm?).

Bu azalmada mikroorganizmalarin gelisiminde belirli besin maddelerinin, ortam
sicaklignin, su aktivitesi degerlerini ve oksijen durumunun etkisi gosterilebilir.
Mikroorganizmalarin smirli besin ortaminda ortaya ¢ikan rekabet dolayisiyla
gelismeleri icin ihtiya¢ duyduklar: belirli besin maddelerine ulasamamis olmalar1 bu
disiise neden olmus olabilir. TMAB sayisinin depolama boyunca diisiis
gostermesinde bir diger onemli faktor ise filmlerin diisiik su aktivitesi degerleridir.
Ciinkii mikrobiyal gelisim, asit liretimi ve sporlarin ¢imlenmesi gibi mikrobiyal
faaliyetlerde minimum su aktivitesi degerleri dnem tagimaktadir (Ayhan, 2000).
Filmlerin su aktivitesi degerleri 0,59-0,65 araliginda bulunmus ve bu diisiik su
aktivitesi degerlerinin laktik asit bakterilerinin ve diger mikroorganizmalarin

gelismesini engelledigi diistintilmiistiir.

4.2. Antagonist Maya Katkih Filmlerin Antimikrobiyal Etkisi

PASP filmlere ilave edilen farkli sayilardaki antagonist (6ldiiriicii toksin tireten) W.

saturnus var. saturnus mayasmin Aspergillus niger ve Penicillium expansum
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kiiflerinin gelisim ve canlilifina kars1 antimikrobiyal etkisini saptamak amaciyla

depolamanin 0. ve 7. giinlerinde analizler yapilmistir.

4.2.1. Antagonist maya katkih filmlerin Aspergillus niger Kkiifiine karsi

antimikrobiyal etkisi

Calismada kiif susu ve film orneklerinin ayni besi ortaminda 5 giinliik inkiibasyonu
sonucunda kiif misellerinin gelisme ¢aplar1 Olciilerek filmlerin antimikrobiyal etkisi
degerlendirilmistir. Antagonist maya ilave edilen film orneklerinin 4. niger kiifiine

kars1 antimikrobiyal etkisi Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Tablo 4.4. Farkli sayida antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren vakumlu ve vakumsuz paketlenmis
filmlerin 4. niger kiif susunun misel gelisimine TSA + % 0,6 maya 6ziitli igeren besi ortaminda 5
giinliik inkiibasyon sonundaki etkisi (mm).

Glin pH Kiif misellerinin gelisme c¢aplari (mm)
. Kontrol 3,2 log 6,8 log 8,8 log
e (mayasiz) kob/cm? kob/cm? kob/cm?

4,5 60,30+£0,20°  60,33+0,41* 59,33+0,25° 49,63+0,15°  48,50+0,20¢
0 Vakumsuz

5,2 60,29+0,15"  60,30+0,25" 59,40+0,36" 49,71£0,20°  48,50+0,25¢

4,5 60,36+0,40"  60,35+0,30" 60,30+0,32° 55,53+£0,40°  52,53+0,20°

Vakumlu
5,2 60,23+£0,25*  60,21+0,26* 60,23+0,47° 56,13+0,15°  53,36+0,37¢

4,5 60,33+£0,20"  60,30+0,40" 60,31+0,41° 55,43£0,15°  52,30+0,43¢

Vakumsuz
5,2 60,30+0,20°  60,29+0,25? 60,30+0,35% 56,50+0,43°  52,26+0,37°

a-d: Ayni satirda yer alan farkli 6rnekler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05; n=6).

Tablo 4.4.’teki1 kiif misel ¢aplar1 incelendiginde depolamanin 0. giiniinde pH 4,5 ve
pH 5,2°de A. niger’in 6nemli derecedeki en diisiik inhibisyonu i¢in gerekli antagonist
maya sayismin 3,2 log kob/cm® oldugu goriilmektedir (P<0,05). Depolamanm 7.
giinlinde yapilan analizde ise pH 4,5; 5,2°de 4. niger kiifiine kars1 6,8 log kob/cm? ve
istiinde maya igeren film Orneklerinde 6nemli diizeyde antifungal etkinin oldugu

sOylenebilir.
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W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin 4. niger kiif susuna inhibsyon etkisi (%)
Sekil 4.9 ve Sekil 4.10’da gosterilmistir. En yiiksek inhibisyon pH 4,5’te 8,8 log
kob/cm’® maya igeren filmlerde % 19 olarak ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.9). Filmlere
vakum paketleme uygulamasinin maya canliligini etkilememesi dolayisiyla A. niger

kiifliniin inhibisyonunu da énemli derecede degistirmemistir (P>0,05).

@b 3 ) log maya igeren
pH 4,5 film
= 6,8 log maya iceren
S 20 film
§ : 8,8 log maya iceren
2 - film
215 |
=
W= r
’ 4
5 \
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Sekil 4.9. Farkli sayilarda antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin depolamanin 0. ve 7.
glinlerinde pH 4,5’a ayarli TSA + % 0,6 maya 0ziitii iceren besi ortaminda A. niger kiif susuna zamana
dayal1 inhibisyon etkisi (%).
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Sekil 4.10. Farkli sayilarda antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin depolamanm 0. ve 7.
glinlerinde pH 5,2’ye ayarl1 TSA + % 0,6 maya 0ziitii iceren besi ortaminda A. niger kiif susuna
zamana dayal1 inhibisyon etkisi (%).
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Sekil 4.11.°de farkli sayilarda antagonist maya iceren filmler ve mayasiz (kontrol)

film 6rneklerinin A. niger kiifiine kars1 inhibisyon etkisi goriilmektedir.

Inhibisyon
zonu

Inhibisyon
zonu

32
log

(b)

Sekil 4.11. Farkli sayilarda antagonist maya iceren filmlerin 4. niger kiif susu lizerine antifungal etkisinin laktik
asit ile (a, b) pH 5,2 ve (c) pH 4,5’e ayarl1 TSA + % 0,6 maya 6ziitii igeren besiyerlerinde goriiniimii.
K: Kontrol film émekleri; 3,2 log: 3,2 log kob/cm® antagonist maya iceren film érnekleri; 6,8 log: 6,8
log kob/cm? antagonist maya igeren film ornekleri; 8,8 log: 8,8 log kob/cm? antagonist maya igeren
film 6rnekleri.

W. saturnus var. saturnus biyokoruyucu mayasinin 4. niger kiif susuna inhibisyonun
incelendigi bir ¢alisma literatiirde bulunmamaktadir. Buna karsin yapilan benzer
calismalarda A. flavus ve A. parasiticus K7 kiiflerinin geligimini inhibe etmede
Debaryomyces hansenii (Donmez, 2010) ve Saccharomyces cerevisiae (Persons ve
ark., 2013) mayalarinin etkili oldugu vurgulanmustir. Ayrica Pichia guiliermondii
(Paster ve ark., 1993) ve P. anomala (Petersson ve Schnurer, 1995) mayalarinin da

Aspergillus spp. lizerine antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir.
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4.2.2. Antagonist maya katkih filmlerin Penicillium expansum Kkiifiine karsi

antimikrobiyal etkisi

Film Orneklerinin P. expansum kiifiine kars1 gosterdigi antimikrobiyal etki Tablo
4.5.’te gosterilmistir.
Tablo 4.5. Farkli sayida antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren vakumlu ve vakumsuz paketlenmis

filmlerin P. expansum kiif susunun misel gelisimine TSA + % 0,6 maya 0ziitii igeren besi ortaminda 5
giinliik inkiibasyon sonundaki etkisi (mm).

Kif misellerinin gelisme ¢aplari (mm)

Gii H
un P Kontrol

Kaf (mayas1z)

3,2 log 6,8 log 8,8 log

4,5  27,63+0,15° 27,60£025®  27,62+0,25 23,53+0,15° 19,600,104

0  Vakumsuz

52  26,43+0,30"  26,42+0,40° 26,46+0,40" 23,50+0,26° 19,56+0,25°

45  27,56+0,25"  27,52+0,47"  27,55+0,77°  24,33+0,25° 21,66+0,20°

Vakumlu

52  27,33%0,25*  27,30+0,25° 27,29+0,77*  24,23+0,32° 22,46+0,32°

45  27,50+0,20°  27,53+0,15"  27,51+0,25"  24,56+0,25 21,96+0,50°

Vakumsuz

52  27,36x0,15*  27,30+0,36" 27,36£0,25"  24,33+0,25 21,7340,32°

a-d: Ayni satirda yer alan farkli 6rnekler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05; n=6).

Tablo 4.5.’teki kiif misel caplar1 incelendiginde depolamanin 0. giiniinde P.
expansum ‘un inhibisyonu i¢in 6nemli derecedeki en diisiik antagonist maya sayisi
pH 4,5°de 3,2 log kob/cm® iken pH 5,2 ’de 6,8 log kob/cm” oldugu goriilmektedir
(P<0,05).

Depolamanm 7. giliniinde yapilan analizde pH 4,5; 5,2’de antifungal etki 6,8 log
kob/cm’ ve 8,8 log kob/cm” maya iceren filmlerde ortaya ¢ikmustir. P. expansum kiif
susuna en yiiksek inhibisyon ise pH 4,5’te 8,8 log kob/cm’ maya iceren filmlerde %
29°dur (Sekil 4.13). Filmlere vakum paketleme uygulamasi maya canliligmi
etkilememesi dolayisiyla P. expansum kiifiiniin inhibisyonunu da 6nemli derecede

degistirmemistir (P>0,05).
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Sekil 4.12.°de farkli sayilarda antagonist maya igeren ve kontrol film 6rneklerinin P.

expansum kiifline kars1 inhibisyon etkisi goriilmektedir.

Kontrol

3,2 8,8
log log

8,8
log

(a) (b)

Sekil 4.12. Farkli sayilarda antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin P. expansum kiifiine
antifungal etkisinin laktik asit ile (a) pH 4,5 ve (b) pH 5,2’ye ayarl1 TSA + % 0,6 maya 6ziitii iceren

besiyerlerinde incelenmesi.

Sekil 4.13. ve Sekil 4.14.de W. saturnus var. saturnus mayasinin P. expansum

kiifine inhibisyon etkisini (%) gosteren grafikler verilmistir.
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Seki 4.13. Farkli sayilarda antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin depolamanin 0. ve 7.
glinlerinde pH 4,5’¢ ayarli TSA + % 0,6 maya 0ziitii iceren besi ortaminda P. expansum kiif susuna
inhibisyon etkisi (%).
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Sekil 4.14. Farkli sayilarda antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren filmlerin depolamanm 0. ve 7.
glinlerinde pH 5,2’ye ayarli TSA + % 0,6 maya &ziitii igeren besi ortaminda P. expansum kiif susuna
inhibisyon etkisi (%).

Biyokontrol mayas1 W. saturnus var. saturnus’un P. roqueforti ve P. candidum’a
kars1 antifungal etkisi Liu ve Tsao (2010) tarafindan yogurt drneklerinde yapilan bir
calismada ortaya konulmustur. Farkli antagonist mayalarla yenilebilir filmlerin
kombinasyonunun Penicillium spp.’nin inhibisyonu iizerine yapilan bazi ¢aligmalar
da mevcuttur. Ornegin; Aloui ve ark. (2015) sodyum aljinat ve kegiboynuzu 6zii
temelli filmlere Wickerhamomyces anomalus mayasi ilave ettikleri ¢calismalarinda P.
digitatum kifiiniin gelisiminin %36’nin {stiinde inhibe olmustur. Benzer sekilde
Parafati ve ark. (2016) ke¢iboynuzu 6zii temelli kaplamalar1 farkli antagonist
mayalarla (W. anomalus, Metschnikowia pulcherrima ve Aureobasidium pullulans)
ve McGuire ve Hagenmaier (1996) ise Candida olephila’y1 sellak kaplamalara ilave

edilmesiyle Penicillium spp.’nin inhibe oldugunu ortaya konulmustur.

Sonu¢ olarak; film yapisindaki antagonist mayanin P. expansum pH 4,5’te pH
5,2’den daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Bu durum W. saturnus var. saturnus
antagonist mayasinin salgiladigi, kiif suslarinin hiicre duvarlarini parcalayarak inhibe
eden 1,3-B-glukanaz enziminin optimum pH degerleri ile iliskilendirilebilir. Benzer
sekilde Parafati ve ark. (2016) ve Muccilli ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada antagonist mayalarin pH 4,5’te maksimum diizeyde toksin salgiladigi

vurgulanmustir.
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W. saturnus var. saturnus antagonist mayasmin A. niger ve P. expansum kiiflerini
inhibisyonunda besin/yer yarisi1 basta olmak {izere salgiladigi HYI (HSK) toksini ile
kiiflerin hiicre duvar1 sentezinde gorev alan 1-3- B-glukan sentezini inhibe etmesi,
patojenin hiflerine yapisarak parazitik etki gostermesi gibi mekanizmalarin etkili
oldugu diisiiniilmektedir (Komiyama ve ark., 1995, 1998; Guyard ve ark., 2002; Liu
ve Tsao, 2009). Sonug olarak antagonist mayanin iirettigi 1,3-B-glukanaz enziminin

film yapisinda etkin dagilim gosterdigi sdylenebilir.

4.3. Antagonist Maya iceren Filmlerin Fiziksel Ozellikleri

4.3.1. Antagonist maya iceren film 6rneklerinde kalinhk 6l¢iimii

Depolama boyunca farkli sayilarda maya igeren ve kontrol film 6rneklerinin kalinlik
degerleri arasinda onemli bir fark gbézlenmemis ve film Orneklerinin ortalama
kalinlig1 136,8 + 0,008 um olarak bulunmustur (P>0,05). Film kalinlig1 filmlerin su
buhar1 gegirgenligi gibi bariyer Ozelliklerinde Onem tasimaktadir (Baldwin ve

Hagenmaier, 2012).
4.3.2. Antagonist maya iceren film 6rneklerinde su buhar gecirgenlik analizi

Yenilebilir film ve kaplamalar gidanin tasimmasi ve depolanmasi sirasinda cevre ile
arasindaki nem transferini kontrol altina almakta dolayisiyla kuruma ve nem ¢ekme
gibi kalite kayiplarini dnleyebilmektedir. Film eldesindeki uygulama farkliliklarinin
yanisira yapiya ilave edilen katkilar da filmlerin gecirgenlik Ozelliklerini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle artan maya sayisinin PASP temelli film 6rneklerinin
su buhar1 gecirgenlik degerlerine etkisi deolamanin 0. ve 28. giinlerinde analiz

edilmistir (Tablo 4.6.).
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Tablo 4.6. Antagonist maya igeren film Orneklerinin depolamamin 0. ve 28. giiniinde su buhar1 gecirgenlik
degerlerindeki degisim (g.mm/m’ giin.kPa).

Su Buhar1 Gegirgenligi (g.mm/m’.giin.kPa)

3,2 log 6,8 log 8,8 log
Gilin Kontrol kob/cm? maya kob/cm? maya  kob/cm” maya
(Mayasiz) . . .
igeren film igeren film igeren film
0 Vakumsuz ~ 21,6842,48" 23,58+2,46 28,91+1,63° 31,91+3,31°
Vakumsuz 19,27+2,05 22,1042,21° 26,05+2,39° 28,90+2,55°
28
Vakumlu 19,74+2,43° 22,06+2,46" 26,25+2,36° 28,99+2,49°

a-b: Ayni satirda yer alan farkli 6rnekler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05; n=6).

Tablo 4.6. incelendiginde depolamanin 0. giiniinde filmlerin su buhar1 geg¢irgenlikleri
kontrol o6rneklerinde 21,68 g.mm/mz.giin.kPa olarak Olclilmiistiir. Artan maya
sayistyla birlikte 3,2; 6,8 ve 8,8 log kob/cm® maya iceren filmlerde su buhari
gecirgenlikleri  swrasiyla  23,58; 28,91 ve 31,91 g.mm/mz.giin.kPa olarak
belirlenmistir. Maya sayis1 6,8 ve 8,8 log kob/cm® olan filmlerin su buhari
gecirgenlikleri arasinda onemli bir fark gézlenmemisken bu filmlerin kontrol ve 3,2
log kob/ cm” maya igeren filmlerden istatistiksel agidan daha fazla gegirgenlige sahip

oldugu goriilmiistiir (P<0,05).

Yapilan benzer bir ¢alismada Aloui ve ark. (2015) sodyum aljinat ve keci boynuzu
ozii filmlere antagonist maya ilavesinin su buhari bariyer 6zelliklerinde istatistiksel
acidan fark meydana getirmedigini belirtmistir (P>0,05). Benzer sekilde Sanchez-
Gonzéalez ve ark. (2013) ise sodyum kazeinat ve metil seliilloz temelli filmlere
Lactobacillus acidophilus ve L. sakei bakterilerini ilave ettikleri ¢alismalarinda su
buhar1 ge¢irgenliginin 6nemli derecede arttigmi goézlemlemislerdir (P<0,05).
Arastirmacilar film yapisinda maya varligi dolayisiyla polimer matrikslerde ortaya

cikan diizensizliklerin su buhar1 gecirgenligini artirabilecegini vurgulamislardir.

Yenilebilir filmlerin bariyer 6zellikleri film kompozisyonu ve g¢evre kosullarindan
(nem, sicaklik gibi) etkilenmektedir (Guilbert ve ark., 1996). Ayrica film yapisina

eklenen antioksidan, antimikrobiyal ve besin degerini artirici bilesenlerin polar-
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apolar olmas1 ve molekiill agirliklarma bagli olarak film bariyer 0Ozellikleri
degisebilmektedir (Cagri-Mehmetoglu, 2010). Protein filmlerden PASP filmlerin su
buhar1 gegisine diisiik direnci, hidrofilik yapis1 ve yiiksek suda ¢dziinebilirliginden
kaynaklanmaktadir (Donhowe ve Fennema, 1994). Film yapisina mayalarin
ilavesiyle film konsantrasyonun artis1 su buhar1 bariyer o6zelligini zayiflattigi
diisiiniilmektedir. Ornegin; Gounga ve ark. (2010) film konsantrasyonun artiginin
hava kabarciklarinin artigina ve genis porlara neden oldugunu belirtmislerdir. Bu da
su molekiilleri i¢in hidrofilik ge¢is noktalar1 olusturarak su buhar1 gegirgenligini
artrmistir. Maya ilave edilen filmlerin su buhar1 gegirgenliginin yiiksek olmasinda
bir diger etken ise mayanin heterojen bilesenlerinin filmlerde kohezyon kuvvetini

diistirmesidir (Ramos ve ark., 2012).

4.3.3. Antagonist maya iceren film drneklerinin taramal elektron mikroskobu

ile yiizey ozelliklerinin incelenmesi

Taramali elektron mikroskobu goriintiileri (SEM) filmlerin ylizey homojenitesi,
katman yapisi, por ve cukurlari, yiizey piirlizsiizligli ve kalinligi hakkinda bilgi
vermektedir (Garcia ve ark., 2009). Taramal1 elektron mikroskobunda giézlenen film
yapisi1 filmlerin kaplandiklar1 yiizeye yapisma Ozellikleri, su buhar1 gegirgenlik
degerleri ile iliskilendirilebilir (Garcia ve ark., 1999; Ramos ve ark., 2012).

Farkli sayilarda antagonist maya igeren ve maya icermeyen PASP film 6rneklerinin
yapist taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. SEM’de belirlenen

ylizey yapilar1 sekil 4.15.te gosterilmistir.

Yiizey mikrograflar1 incelendiginde, maya icermeyen kontrol ve 3,2 log kob/cm’
maya igeren PASP filmlerin homojen, parlak ve piiriizsiiz bir ylizey yapisina sahip
oldugunu sdylemek miimkiindiir. Filmlerde igne deligi ya da hava kabarcigina
rastlanmamustir. Maya sayisi 6,8 ve 8,8 log kob/cm® filmlerde ise mayanmn film
yapisi igerisine tutunabildigi ve homojen bir dagilim gosterdigi goriilmistiir. Yiizey

mikrograflarindaki yapisal biitiinliikk ayn1 zamanda bilesenlerin birbiriyle uyumunun
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gostergesi olarak diisiliniilebilir (Kibar, 2010). Yiizey yapis1 piiriizlii olmasina ragmen

sik1 bir film yapis1 gozlenmistir.

PASP temelli film yapisina laktik asit bakterilerinin ilave edildigi Tavera-Quiroz ve
ark. (2015) ve Pereira ve ark. (2016) tarafindan yapilan caligmalarda da yiizey
ozellikleri agisindan benzer sonuglar elde edilmistir. Ornegin; Marin ve ark. (2016)
farkl kaplama formiilasyonlarina Candida sake biyokontrol ajaninini ilave ettikleri

film 6rneklerinde mayalarin homojen dagildigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.15. PASP temelli film yiizeylerinin elektron mikroskop griintiileri.(a) Kontrol (maya igermeyen) film, (b) 3,2 log kob/cm?® maya igeren film, (c) 6,8 log kob/cm’ maya igeren
film, (d1) 8,8 log kob/cm” maya igeren film yiizey alanlari (d2) 8,8 log kob/cm® maya igeren film kesit alani.
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4.3.4. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin renk ol¢ciimleri

Filmlerin renk degerleri kaplandigi gida ylizeyinde tiiketici tarafindan kabul
edilebilirligini etkilemektedir. Farkli sayilarda biyokontrol ajan1 W. saturnus var.
saturnus ilave edilen ve vakumlu-vakumsuz paketlenen filmlerin depolamanin 0., 14.
ve 28. giinlerinde L", a*, b parametreleri analiz edilmistir. L aydinlik (+) ve karanlik
(-) degeri (0-100); a* degeri kirmizilik (+), yesillik (-) ve b* degeri sarilik (+),

mavilik (-) degerlerini belirtmektedir.

Tablo 4.7. incelendiginde L (aydinlik) degerleri depolamanin 0. giiniinde kontrol
orneklerinde 91,22 + 0,08 iken 3,2; 6,8 ve 8,8 log kob/cm® maya iceren filmlerde
srrasiyla 90,45 £ 0,01; 88,24 + 0,07 ve 85,32 £ 0,12 olarak 6l¢iilmiistiir. Artan maya
sayisi L degerlerinde onemli derecede diisiise neden olmustur (P<0,05). Kontrol
filmlerinde ve 8,8 log kob/cm’® maya iceren filmlerde depolamanin basinda sirasiyla
91,22 + 0,08 ve 85,32 + 0,12 olan L degeri depolama sonunda vakumsuz 6rneklerde
91,14 £ 0,08 ve 85,18 = 0,10 degerlerine diismiistiir. Bu diisiis istatistiksel agidan
onem tasimaktadir (P<0,05). Depolamanmn 14. ve 28. giinlerinde filmlerin L

degerleri 6l¢iildiigiinde zamana bagh diislis gézlenmistir (P<0,05).

Calismamizda film yapisina ilave edilen biyokontrol mayasi aydmlik degerinde (L)
diistise neden olmustur. Ancak Pereira ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada laktik
asitlerinin film yapisina ilave edilmesi sonucu renk parametrelerinde bir degisim
gozlenmedigini vurgulamislardir (P<0,05). Buna karsin filmlerin renk parametreleri
calismamiza paralellik (L>90,88) gostermektedir. Film yapisina ilave edilen
antimikrobiyal gibi katki maddelerinin renk parametrelerini etkiledigi bilinmektedir.
PASP film yapisina antimikrobiyal maddelerin ilave edildigi Cagr1 ve ark. (2003)
tarafindan yapilan calismada benzer sekilde L degerlerinde diisiis oldugu ortaya

konulmustur.



Tablo 4.7. Antagonist maya igeren film drneklerinin L*, a* ve b* degerlerinde zamana bagli degisim (depolamanin 0., 14. ve 28. giinlerinde, vakumlu-vakumsuz paketli)

67

L=
Giin Kontrol 3,2 log kob/cm” maya igeren film 6,8 log kob/cm” maya igeren film 8,8 log kob/cm” maya igeren film
Vakumlu Vakumsuz Vakumlu Vakumsuz Vakumlu Vakumsuz Vakumlu Vakumsuz

0 91,22+£0,08"*  91,22+0,08*  90,45+0,01"*  90,45+0,01"  88,24+0,07*  8824+0,07"  8532+0,12*  8532+0,12

14 91,20+ 0,07**® 91,23 £0,08**  90,32+0,03°®  90,34+0,03"®  88,17+0,05°  88,21+£0,09*"  85,19+0,04"®  85,19+0,05"

28 91,13+ 0,07"  91,14£0,08 90,18 +£0,06°°  90,20+0,09°C  88,15+0,04"  88,15+0,04  8521+0,04"" 85,18+0,10"
a

0 -0,94+0,01*  -0,94+0,01** -0,70 0,02 0,70 +0,02°*  -0,80+0,03*  -0,80 + 0,03 -0,82+0,01°*  -0,82+0,01

14 20,94+ 0,01*  -0,94+0,02**  -0,70£0,01"* -0,70£0,01°*  -0,80+0,01°*  -0,80+0,01°* -0,82+0,01°*  -0,82+0,01

28 -0,95+0,01**  -0,95+0,02**  -0,71£0,01"* -0,70£0,02°*  -0,81+0,01"*  -0,80+0,01"* -0,82+0,01*  -0,82+0,01*
b

0 19,47+0,01*  19,47+0,01"*  20,14+0,02°*  20,14+0,02*  23,17+0,02**  23,17+0,02°*  2574+0,05 25,74 +0,05*"

14 19,49 +£0,02*  19,48+0,05* 20,16+0,03*  20,12+0,07*  23,13+0,04"  23,14+0,08*  2569+0,06" 25,68 +0,05"

28 19,48 £0,03*  19,50+0,03"* 20,15+0,05*  20,12+0,06*  23,18+0,1"  23,26+0,06™  2532+0,07**  25,65+0,09*"

a-d: Ayni satirda yer alan farkli 6rnekler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05; n=6).

A-D: Ayni siitunda yer alan analiz giinleri arasindaki fark istatistiksel agidan dnemlidir (P<0,05; n=6).
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Filmlerin a" kirmuzilik (+)/yesillik (-) degerleri depolamanin 0. giiniinde kontrol
orneklerinde -0,94 + 0,01 iken 3,2; 6,8 ve 8,8 log kob/cm® maya i¢eren filmlerde
srrasiyla -0,70 + 0,02; -0,80 £ 0,03 ve -0,82 + 0,01 olarak ol¢iilmiistiir. En yiiksek a’
degeri kontrol orneklerinde gozlenirken artan maya sayisi a degerlerinde 6nemli
derecede artisa neden olmustur (P<0,05). Kirmizilik/yesillik degerleri ¢esitli dalga
boylarindaki radyal enerjinin film ylizeyindeki absorpsiyonundaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir (Cagr1 ve ark., 2003). Filmlerin a degerlerinin artan maya
sayisina dayali olarak (-) degerlerde azalan yonde c¢ikmasi yesillik yoniinde

azalmanin oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Filmlerin b sari (+)/mavi (-) degerleri depolamanin 0. giiniinde kontrol drneklerinde
19,47 £ 0,01 iken 3,2; 6,8 ve 8,8 log kob/cm? maya ig¢eren filmlerde sirasiyla 20,14 +
0,02; 23,17 + 0,02 ve 25,74 £ 0,05 olarak Olciilmiistiir. Maya sayisinin artisi b*
degerlerinde oOnemli derecede artisa neden olmustur (P<0,05). Sarilik/Mavilik
degerlerinin 6lgiildiigii b~ degerlerinin artan maya sayisma dayali olarak (+)
degerlerde artis gdstermesi sarilik yoniinde egilimin oldugunu ortaya cikarmustir.
Mayalarin dogal krem-sar1 rengi de filmde bu degisime neden olmus olabilir.
Filmlerin 14. ve 28. analiz giinlerinde a* ve b* degerleri arasinda onemli bir fark

bulunamamaistir (P>0,05).

Vakumlu paketleme uygulamasinin film 6rneklerinin L*, a*, b* degerlerine 6nemli
bir etkisi ortaya ¢ikmamistir (P>0,05). Sonu¢ olarak film yapisindaki artan maya
sayis1t mavi dalga boyundaki 15181 absorplarken yesil ve sar1 dalga boyundaki 15181

yansitmistir.

4.3.5. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin suda ¢o6ziinebilirligi

Suda c¢oOziinebilirlik yenilebilir filmlerin depolama veya islem esnasinda su ile
temasta bulunabilmesi nedeniyle 6nemli bir 6zelliktir (Pérez-Gago ve ark., 1999).
Yenilebilir film 6rneklerinin suda ¢6zilinebilirlik degerlerindeki degisim Sekil 4.16.

ve Sekil 4.17.°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Antagonist maya
orneklerinin suda ¢oziinebilirlik degerlerinde zamana dayali degisim (%).

W. saturnus var. saturnus igeren vakum uygulanmadan paketlenmis film
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Sekil 4.17. Antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren vakum uygulanmadan paketlenmis film

orneklerinin suda ¢oziinebilirlik degerlerindeki zamana dayali degisim (%).

Suda ¢oziinebilirlik degeri depolamanin 0. giintinde kontrol 6rneklerinde % 22,32 +

2,15 olarak oOlgiilmiistiir. Artan maya sayisina bagl olarak 3,2; 6,8 ve 8,8 log

kob/cm’ antagonist maya igeren film érneklerinde ise suda ¢oziinebilirlik degerleri

sirasiyla % 22,88 + 3,41; 27,85 + 3,62 ve 36,75 + 2,13 olarak ol¢iilmiis ve degerler

artan maya konsatrasyonuna bagli olarak ©Onemli derecede artis gostermistir

(P<0,05). Depolamann 14. ve 28. giinlerinde kontrol ve 3,2 log kob/cm® maya igeren

film 6rneklerinin suda ¢oziinebilirlik degerlerinde istatistiksel agidan dnemli bir fark

meydana gelmemistir (P>0,05). Maya sayis1 6,8 ve 8,8 log kob/cm’ film drneklerinde
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ise depolama siiresi filmlerin suda c¢oziinebilirlik degerlerini 6nemli derecede
distirmistiir (P<0,05). Filmlerin vakumlu yada vakumsuz paketlenmesi suda

coziinebilirlik degerlerinde 6nemli bir fark ortaya ¢ikarmamistir (P>0,05).

Yenilebilir film yapisina eklenen maddeler hidrofilik filmlerde artan nem oraniyla
suda ¢oOziinebilirlik ve su buhar1 gecirgenli§ini artirmaktadir. Bu durum eklenen
maddenin camsilik gegis sicakligmi diisirmesiyle ilgilidir. Ayrica eklenen maddenin
molekiil agirlig: kadar sekli de film ozelliklerini etkilemektedir (Cagri-Mehmetoglu,
2010). Biyokontrol mayasinin film yapismma kolayca diflize olamamasi suda
coziinebilirlik degerini artirmaktadir. Filmlerin suda ¢6ziinebilirliginin  yiiksek
olmasimin bazi avantajli durumlar1 da bulunmaktadir. Ornegin; protein esasl filmler
gidanin tiiketim Oncesi 1sitilmasi sirasinda kolayca ¢oziinmesiyle gidanin tadinda

degisime neden olmamaktadir (Donhowe ve Fennema, 1994).

4.3.6. Antagonist maya iceren film 6rneklerinin su aktivitesi 6l¢ciimleri

Filmler 25 °C’de % 75 bagil nemde depolanarak su aktivitesi 6l¢timleri 0., 14. ve 28.
glinlerde vakumlu ve vakumsuz oOrneklerde yapilmistir. Tablo 4.8.’de depolama

boyunca a,, 0,59 - 0,65 araliginda 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4.8. Antagonist maya igeren film Orneklerinin vakumlu ve vakum uygulanmadan paketlenmesiyle
depolamanin 0., 14., ve 28. giiniinde 6l¢iilen su aktivitesi degerleri.

Giin Kontrol 3,2 log kob/cm? 6,8 log kob/cm® 8,8 log kob/cm?
(Mayasiz) maya iceren film maya igeren film  maya igeren film
0  Vakumsuz 0,643+0,017**®  0,633+0,025® 0,628+0,019%8 0,652+0,004™
” Vakumsuz ~ 0,613+0,004™*  0,615+0,005™*  0,608+0,024"* 0,601+0,010*®
Vakumlu  0,616+0,008°*  0,619+0,016™ 0,611+0,013%4 0,618+0,016°*
Vakumsuz ~ 0,61140,004™*  0,596+0,026"* 0,595+0,012°* 0,613+0,014°
28
Vakumlu  0,613+0,004**  0,611+0,008*®  0,607+0,010°*®  0,624+0,0208"*

a-d: Ayni satirda yer alan farkli 6rnekler arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemlidir (P<0,05; n=6).
A-D: Ayni siitunda yer alan analiz giinleri arasindaki fark istatistiksel agidan énemlidir (P<0,05; n=6).

Yapilan benzer calismalarda laktik asit bakterisinin ilave edildigi film 6rneklerinin su

aktivitesi degerleri benzer sekilde 0,549-0,738 araligindadir (Pereira ve ark., 2016).
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Maya sayisina ve depolama siliresine bagli olarak Orneklerin su aktivitesi
degerlerinde onemli bir degisim gdzlenmemistir (P>0,05). Su aktivitesi degerlerinde
onemli bir degisim gozlenmemis olmasmin depolama kosullarinda nem ve sicakligin
sabit olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Filmlerin su aktivitesinin diisiik
olmasmin mekaniksel 6zelliklerden ¢ekme gerilimini artirirken, uzama katsayisini

diisiirdiigli ayrica mikrobiyal gelisimi baskiladig1 diistiniilmiistiir.

4.4. Antagonist Maya iceren Filmlerin Mekaniksel Ozellikleri

Yenilebilir film ile kaplanan gidalarin taginmasi, depolanmasi ve kullanimi sirasinda
biitlinliigiiniin korunmasi amaciyla mekaniksel ozellikler 6nem tasimaktadir.
Filmlerin kimyasal yapilar1 ile iliskili olan mekaniksel direnci tanimlamak icin
maksimum stresi belirleyen ¢ekme gerilimi ve kopma anindan 6nceki elastikiyeti
belirleyen yiizde uzama katsayis1 gibi parametrelerden faydalanilir. Film igerisindeki
mayalarin aktivite ve canliligmin depolama siiresi boyunca mekaniksel 6zelliklerden
cekme gerilimi ve c¢ekmede yiizde uzama degerlerinde zamana bagli meydana

getirdigi degisimi sekil 4.18. ve sekil 4.19.’da gosterilmistir.

= 10 Kontrol
E 3.2 log maya iceren fim
E 8 '[ 6,8 log maya iceren film
?: 8,8 log maya iceren film
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0 14 28
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Sekil 4.18. Farkli sayida antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren film 6rneklerinin depolamanm 0., 14.
ve 28. giinlerinde ¢ekme gerilimi degerlerindeki degisim (MPa).

Sekil 4.18.”deki verilere dayanarak ¢ekme gerilimi depolamanin 0. giiniinde kontrol
filmlerinde 1,564 + 0,22 MPa olarak 6l¢iiliirken maya ilave edilen film 6rneklerinden

istatistiksel agidan degisim olmamistir (P>0,05). Depolamanin 14. giiniinde 6,8 ve
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8,8 log kob/cm” maya igeren film 6rnekleri; kontrol ve 3,2 log maya iceren film
orneklerine kiyasla daha yiliksek cekme gerilimi degerleri gostermistir. Benzer
sekilde depolamanin 28. giiniinde 8,8 log maya iceren film 6rnegi 6,57 = 0,77 mPA
ile diger orneklerden daha yiliksek ¢ekme gerilim 6zelliklerine sahiptir. Analiz edilen
tim film Orneklerinin ¢ekme gerilimi degerlerinde depolama siiresi arttikca dnemli

derecede artisin meydana geldigi goriilmiistiir (P<0,05).

Farkli maya sayilarini igeren filmlerin ¢ekmede % uzama degerlerinin depolama
siiresine bagli olarak degisimi Sekil 4.19.’da verilmistir. Depolamanin 0. giiniinde
kontrol filmlerinde % 23,15 + 4,50 mPa olarak 6l¢iilen uzama degeri filmlere maya

ilavesi ile istatistiksel agidan degismemistir (P>0,05).
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< fim
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= { film
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315 I
1 T
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Sekil 4.19. Farkli sayida antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren film 6rneklerinin depolamanm 0., 14.
ve 28. gilinlerinde ¢cekmede uzama degerlerindeki zamana bagli degisimi (%).

Filmlerde ¢ekme gerilimi ile ¢ekmede % uzama katsayis1 birbirine zit yonde gelisme
gostermekte ve bu iki degerin belli bir dengede olmasi istenmektedir. Cekme gerilimi
degerleri depolamanin 0. giiniinde 6rnekler arasinda fark meydana getirmemisken,
28. giiniinde 8,8 log kob/cm® maya iceren film 6rneklerinin daha yiiksek oldugu
ortaya c¢cikmistir (P<0,05). Cekmede % uzama katsayisi ise depolama siiresinde
degisim gdostermemistir (P>0,05). Bunun nedeninin depolama boyunca film

materyalindeki kuvvetli disiilfit baglarmin sayisinin artmasiyla filmin mekaniksel
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ozelliklerinin iyilesmesinden kaynaklandigi diistiniilmiistiir (McHugh and Krochta,
1994). Aloui ve ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada maya katkili filmlerin
cekme gerilimi ve uzama katsayis1 degerlerindeki degisim 6nemli bulunmamustir.
Pereira ve ark. (2016) ise laktik asit bakterisi ilave ettikleri PASP izolat1 temelli
filmlerin ¢cekme gerilimi degerlerinin diistiigiinii, uzama katsayisinin degismedigini

belirtmislerdir.



BOLUM 5. GENEL SONUCLAR VE ONERILER

- Antagonist maya Williopsis saturnus var. saturnus’un peynir alti suyu
proteini temelli yenilebilir filmlere farkli konsantrasyonlarda ilavesiyle

biyoaktif film materyalleri gelistirilmistir.

- Gelistirilen 8,8 log kob/cm’ antagonist maya igeren filmlerin yapisinda
antagonist mayanin canlilig1 28 giinliikk depolama siiresinin sonunda % 60’1n

iistiinde korunabilmistir.

- Film yapisindaki W. saturnus var. saturnus antagonist mayasinin Penicillium
expansum kiifine % 29; Aspergillus niger kiifiine % 19 oraninda antifungal

etkisinin oldugu rapor edilmistir.

- Filmlerin vakumlu veya vakum uygulanmadan paketlenmesi film

ozelliklerinde 6nemli bir degisime neden olmamastir.

- Artan maya konsantrasyonuna bagl filmlerin su buhar1 gecirgenligi, suda
cOziinebilirlik ve ¢ekme kuvveti degerleri artarken, uzama katsayis1 degerleri
diisiis gostermistir. Renk parametrelerinden L* degeri azalmis, a* ve b*

degerleri ise sar1 ve yesil renk yoniinde egilim gostermistir.

- Gidalarm maya katkili yenilebilir filmlerle kaplanmasi kiif gelisimini
engelledigi gibi fiziksel, kimyasal ve mekaniksel Ozelliklerini gelistirme
potansiyeline de sahiptir. Dolayisiyla gida endiistrisine bu calismada
gelistirilen antagonist maya W. saturnus var. saturnus igeren biyoaktif filmler
ozellikle kiif gelisimine duyarli gida iriinlerinin kaplanmasinda kullanimi

Onerilmektedir.
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Sonraki calismalar i¢in film yapismmi gelistirebilecek farkli katkilarin

ilavesinin Onerilebilir.

W. saturnus var. saturnus antagonist mayasmin farklh kiif suslarma karsi
antifungal etkisini yiliksek dilizeyde gosterebildigi farkli yenilebilir film

yapilariyla kombinasyonlari iizerine ¢alismalar yapilabilir.
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