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GELISTIRILMESI VE KASE MARGARINE UYGULANMASI
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Gida Miihendisligi Anabilim Dali
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II. Danisman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Bu arastirmada, birtakim esansiyel yaglarin ilavesiyle elde edilen zein filmlerin baz1 kiif ve
mayalar tizerine antifungal etkileri ile bu filmlerin margarin sanayiinde problem olusturan Aspergillus
fumigatus’un inhibisyonu i¢in kullanim olanaklari incelenmistir. Bu amagla bazi esansiyel yaglarin
yenilebilir Gzellikteki zein film ¢o6zeltisi igerisine eklenerek, fonksiyonel film elde edilmesi
gergeklestirilmis ve elde edilen bu filmin margarine uygulanarak, depolama siiresince kiif geligimi ve
oksidasyon olusumuna etkileri incelenmistir. Aragtirmanin ilk asamasinda; farkli konsantrasyonda
kekik (Thymus vulgaris), defne (Laurus nobilis) ve portakal (Citrus sinensis) esansiyel yaglarimi tek
baslarina ve kombinasyonlarini igeren zein filmlerin denemede kullanilan kiif ve mayalar {izerine
inhibitor etkileri, inhibisyon zon c¢aplar1 Olciilmek suretiyle belirlenmistir. Elde edilen verilerden;
kekik esansiyel yagi ve kekik-defne esansiyel yaglarini birlikte igeren filmlerin, 6nceki ¢alismalarda
kullanilan margarinlerden izole edilmis sicakliga dayanikli Aspergillus fumigatus’a karsi ¢ok etkili
oldugu tespit edilmistir Defne esansiyel yagmin radikal yakalama aktivitesinin, portakal esansiyel
yagma gore daha fazla oldugunun belirlenmesiyle birlikte; raf omrii caligmalarinda margarinin
Aspergillus fumigatus ile kontaminasyonuna ve kekik ile defne esansiyel yaglarinin zein film
igerisinde birlikte kullanilmasina karar verilmis ve Aspergillus fumigatus’a karst film ¢ozeltilerinin
icerdigi minimum inhibisyon konsantrasyonlari belirlenmistir. Arastirmanin ikinci asamasinda ise; raf
omrii ¢alismasi icin pilot tesiste iiretilen margarinler, bes farkli grup olarak hazirlanmig olup,
depolama siiresince Aspergillus fumigatusun inhibisyon durumu ile diger kimyasal O6zellikleri
incelenmistir. Depolama sonunda ii¢ margarin grubunda duyusal analiz gergeklestirilmistir.
Aragtirmanin liclincli asamasinda; Uretilen filmlerin mekanik 6zellikleri incelenmistir. Gerilme
direncini en ¢ok kekik esansiyel yagini igeren film gostermis olup, en fazla uzama yiizdesine sahip
film ise potasyum sorbat igeren zein film olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antifungal aktivite, Radikal yakalama aktivitesi, Esansiyel yaglar, Margarin,
Mekanik 6zellik, Zein film

2014, 130 sayfa



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DEVELOPMENT OF ANTIFUNGAL EDIBLE ZEIN FILM WITH SOME
ESSENTIAL OILS AND APPLICATION TO BOWL MARGARINE

Cigdem MECITOGLU GUCBILMEZ

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Omer OKSUZ
Co-Supervisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

In this research, antifungal effects of zein films, obtained by incorporation of some essential
oils, over some mold and yeasts and possibility of using these films for the inhibition of A. fumigatus
which contitutes problems at margarine industry was searched. For this purpose, obtaining functional
film by incorporating some essential oils to edible zein film solutions was carried out and by applying
this obtained film to margarine, the effect over mold growth and oxidation formation during storage
was observed. At the first stage of investigation, inhibitory effects of zein films including thyme
(Thymus vulgaris), laurel (Laurus nobilis) and orange (Citrus sinensis) essential oils alone or the
combinations of these essential oils together at different concentrations were determined over mold
and yeasts used in essay, by measuring inhibition zone diameter. From the obtained data, films
containing thyme essential oil, thyme-laurel essential oils together were determined very effective
against heat resistant Aspergillus fumigatus isolated from margarines used in previous studies. By
determining the radical scavenging activity of laurel essential oil was higher than orange essential oil,
for shelf life studies, contamination of margarine with Aspergillus fumigatus and use of thyme and
laurel essential oils together in zein film were decided and minimum inhibition concentrations that
zein film solutions contained were determined against Aspergillus fumigatus. At the second stage of
investigation, margarines produced in pilot plant, were prepared as five different groups and
investigated the case of A. fumigatus inhibition and other chemical properties during storage. At the
end of storage, sensory analysis were performed in three groups of margarine. At the third stage of
investigation, mechanical properties of produced films were searched. Film containing thyme essential
oil showed highest tensile strength whereas film having most elongation percent value was determined
as zein film including potassium sorbate.

Key words: Antifungal activity, Radical scavenging activity, Essential oils, Margarine, Mechanical
properties, Zein film.

2014, 130 pages
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1. GIRIS

Ambalaj; gidayr fiziksel, kimyasal ve biyolojik tehlikelerden koruyarak, kimyasal
katki maddelerinin kullanimini1 azaltmaya yardimci olan; depolama, tasima ve son kullanim

sirasinda gidalarin kalitesini etkileyen en Onemli faktorlerden biridir (Lindstrom ve ark.
1992).

Aktif ambalajlama ise; gidanin kalitesini siirdiiriirken, gilivenligini ve duyusal
Ozelliklerini gelistirmek veya raf Omriinii uzatmak i¢in ambalajin durumunu degistiren bir

paketleme ¢esididir (Quintavalla ve Vicini 2002).

Antimikrobiyal ambalajlama aktif ambalajlamanin bir seklidir (Appendini ve
Hotchkiss 2002). Tiiketicilerin minimum iglem gormiis ve koruyucu madde igermeyen
gidalara olan isteginin artmasiyla, gida ve ambalajlama endiistrilerinin de antimikrobiyal

paketlemeye ilgisi artmistir (Lopez ve ark. 2007).

Antimikrobiyal ambalajlamada, materyal olarak plastik veya dogal materyaller
kullanilmaktadir. Ancak plastik ambalaj materyalleri biyolojik olarak bozunuma
ugramadigindan cevresel problemler yaratmaktadir (Ayana ve Turhan 2009). Bu nedenle
biyolojik olarak yok olabilen yenilebilir film ve kaplamalar gida paketleme uygulamalari i¢in

giivenli goziikmektedir (Temiz ve Yesilsu 2006).

Yenilebilir film ve kaplamalar, yapisal maddeler1 baz alinarak protein, lipit,
polisakkarit ve tli¢liniin farkli kombinasyonlar: ile olusan karma olmak iizere dort grupta
siniflandirilabilmektedirler (Budak Bagdatli ve Kayaardi 2010, Falguera ve ark. 2011, Varela
ve Fiszman 2011). Yenilebilir film ve kaplamalarin fonksiyonel 6zellikleri; gida maddelerinin
yapisal biitiinliigiiniin mekanik darbelere kars1 korunmasi, oksijen, karbondioksit gibi gazlarin
transferlerinin yavaslatilmasi, igerisine lezzet, renk, tat maddelerinin eklenerek, gidalarin
organoleptik Ozelliklerini arttirmasi, antimikrobiyal ve antioksidan maddeler i¢in tasiyict
ylizey olarak kullanilmasi, heterojen gidalarda farkli tabakalar arasina uygulanabilmesi,
Ozellikle proteinden yapilan filmlerin gidalarin beslenme degerlerini desteklemesi olarak

sayilabilir (Anonim 1997, Yilmaz ve ark. 2007).

Protein bazli yenilebilir film ve kaplamalar, fonksiyonel ozellikleri ve besinsel
niteliklerinden dolay1 artan bir ilgi gormektedirler (Ozdemir ve Floros 2008). Misir

endosperminde bulunan ve alkolde ¢oziinen bir protein olan zeinden elde edilen filmler, iiriin



tizerinde sert, parlak, dayanikli ve mikroorganizmalar ic¢in koruyucu bir tabaka
olusturmaktadir (Temiz ve Yesilsu 2006). Zein kaplamalari, findik, sekerlemelerde kaplama
olarak kullanilmaktadir (Lindstrom ve ark. 1992).

Antimikrobiyal film ve kaplamalarin iiretiminde kimyasal ve dogal antimikrobiyal
maddeler kullanilmaktadir (Ayana ve Turhan 2009). Organik asitler, benomil, imazalil gibi
fungusitler, lisozim gibi enzimler (Seydim ve Sarikus 2006), bakteriyosinler, antibiyotikler,
alkoller, peptidler, bitkisel esansiyel yaglar, zeolit ve glimiis gibi maddeler filmlere katilarak
antimikrobiyal 6zellikler kazandirmaktadirlar (Ozdemir 2011a). Ancak tiiketicilerin sentetik
bilesiklerin tiiketimi ile olusabilen potansiyel saglik riskleri hakkinda daha bilingli hale
gelmesiyle, bu bilesiklerin etkinliklerine ragmen, dogal antimikrobiyal maddelere talep
artmaktadir (Kechichian ve ark. 2010). Dogal katkilarin kullanimina olan talep ile birlikte,
USA FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilen esansiyel yaglar gibi dogal ekstraktlarla
yapilan ¢alismalarin sayisinda da son yillarda belirgin bir artis gézlenmistir (Persico ve ark.

2009).

Bir¢ok baharat ve bitki esansiyel yag fraksiyonlarindan dolay1 antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler (Moreira ve ark. 2005). Giiglii kokuya sahip olan esansiyel yaglar, ugcucu
bilesiklerin kompleks karisimi olup, bitkilerin tomurcuk, ¢icek, yaprak, sap, dal, tohum,
meyve, kok, kabuk gibi degisik organlarinda sentezlenebilirler (Teixeira ve ark. 2013).
Esansiyel yaglarin gida katki maddesi olarak kullanimu ile ilgili yapilan ¢alismalarda, gidanin
raf Omriini uzattig1 gbézlemlendiginden, esansiyel yaglarin gidalarda kullaniminin avantaji
aciktir. Ancak sahip olduklar1 giiclii aromalarmi gidaya verebilecegi diisiliniildiigiinde,
kullanimlarinda esansiyel yag miktar1 belirleyici faktdr olmustur (Teixeira ve ark. 2013).
Nychas (1995), narenciye meyveleri, keklik otu, kekik, adacayi, biberiye, karanfil, kisnis,
sarimsak ve sogandan elde edilen esansiyel yaglarin bircok bakteri ve kiife karsi
antimikrobiyal aktivitesi oldugunu bildirmistir. Aromatik bitkilerin esansiyel yaglarinda,
monoterpenler, seskiterpenler, alkoller, aldehitler, fenoller, esterler, eter gibi bilesikler ve
kiikiirtlii, azotlu maddeler bulunmaktadir (Farjam 2012). Mikroorganizmalarin esansiyel
yaglar tarafindan inhibisyonu bircok degisik etki sekli icerir. Esansiyel yaglarin sahip oldugu
fenolik bilesiklerin hiicre membranindaki fosfolipid katmanini1 hassaslastirdigi boylece
gecirgenligi arttirarak hiicre ici hayati 6gelerin sizmasina neden oldugu veya bakterilerin

enzim sistemini zayiflatarak bu antimikrobiyal etkiyi sagladiklar1 bildirilmektedir (Singh ve
ark. 2002).



Gida ambalaj filmleri icerdigi aktif maddenin gidaya kontrollii salinimini uzun siirede
saglayarak, bu maddenin gidaya direkt eklenmesi ile gidanin tamamina hizlica diffiize
olmasiyla meydana gelebilecek nétralizasyonu (Pranoto 2005) ve olusabilecek arzu edilmeyen
fazla aromay1 6nler (Ramos ve ark. 2012). Bu sekilde antimikrobiyal ajanlarin gida yiizeyine
yavagca salinmasi saglanarak, uzun siire boyunca yiiksek konsantrasyonda gida yiizeyinde

etkili olabilmesi amag¢lanmaktadir.

Gidanin islenmesi ve depolamasi sirasinda bozulma sebeplerinden en énemlilerinden
biri lipid peroksidasyonudur. Doymamis yaglarin oksidasyonu sirasinda olusan bilesikler,
gidalarin doku yapisinda, renginde, kokusunda ve tadinda arzu edilmeyen degisimlere sebep
olur (Emir Coban ve Patir 2010). Oksidatif bozulma gida {irlinlerinin raf 6mriinii sinirlandiran
ve kalite kaybina neden olan 6nemli faktorlerden biridir (Emir Coban ve Patir 2010).
Oksidatif bozulmay1 engelleyen aromatik bitkilerin antioksidan &zelliginin yapilarinda
bulunan hidroksil gruplarindan kaynaklandigi bildirilmistir. Esansiyel yaglarin antioksidan
etkileri, izolasyon prosediiriine, ekstraksiyonda kullanilan solvent tiiriine ve bilesenlerinin
konsantrasyonuna gore degisiklik gostermektedir (Turan ve ark. 2012). Esansiyel yaglarin
koruyucu olarak kullanimi, gidalart oksidasyondan korumak i¢in uygulanan yeni bir
yaklagimdir (Deba ve ark. 2008). Onemli miktarda flavonoid ve fenolik bilesikler igermekte
olan Thymus tiirii, giiglii antioksidan aktiviteye sahiptir (Nickavar ve Esbati 2012, Ruiz-
Navajas ve ark. 2013). Ruiz-Navajas ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada, Thymus
moroderi ve Thymus piperella esansiyel yaglarinin kitosan film igerisine eklendigi ve

miikemmel 6zellikte antioksidan etkili bir aktif ambalaj elde edildigi bildirilmistir.

Yapilan bu aragtirmanin amaci; denemede kullanilan bazi kiif ve mayalar tizerine etkili
antifungal etki gosterecek, kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarindan uygun karigimli
igeren zein film iiretmek, elde edilecek zein film ile daha 6nceki ¢alismalarda margarinlerden
izole edilmis, 1s1l isleme dayanikli A. fumigatus ile kontamine edilmis kase margarinlerde bu
organizmay1 inhibe etmektir. Bu baglamda elde edilecek zein filmlerin teknolojik 6zellikleri

ile margarine olan etkileri de incelenecektir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Margarin Tanim ve Ozellikleri

Margarin, su veya siit fazinin, siirekli olan yag fazi igerisinde dagilarak meydana gelen
bir emiilsiyondur. Margarinin yag fazini olusturacak karigim; likit, hidrojene likit ve hidrojene
kat1 yaglardan olusur. Her farkli iirin i¢in belirli bir formulasyonda karisim hazirlanir.
Bundan baska yag fazi, yagda ¢6ziinen vitaminleri, renk maddeleri, esanslar ve emiilsifiye
edici maddeleri icerir. Su faz1 ise fermente edilmis siit, tat verici olarak saf ve temiz tuz,
mikroorganizma gelisimini engellemek icin koruyucu maddeler, antioksidanlari ihtiva eder.
Ayrica margarine tereyagi rengini kazandirmak i¢in (- Kkaroten, stabilite ve aroma
kazandirmak icin laktik, sitrik, asetik, formik, propiyonik asit ve diasetil karigimi ilave edilir

(Nas ve ark. 2001).

17.05.2008 tarihli resmi gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren Tiirk Gida Kodeksi
Siirtilebilir Yaglar/Margarin ve Yogun Yaglar Tebligi (Teblig No:2008/21) ile TS 2812 sayili
Bitkisel Margarin adl1 standart mecburi uygulamadan kaldirilmustir. Tlgili teblige gore, toplam
yag igeriginin en fazla % 3’i oraninda siit yagi icerebilen siiriilebilir yag olan margarin,
agirlikca en az %80, en fazla %90 oraninda yag igerigine sahip iriinii, toplam yag iceriginin
en az %10’ u en fazla %80’ i oraninda siit yag1 iceren siiriilebilir yag olan siit yagli margarin
ise agirlikca en az %80, en fazla %90 oraninda yag igerigine sahip olan f{riinii ifade
etmektedir. Bu teblige gore yag icerigi %90’dan fazla olan {iriin ise yogun yag olarak

adlandirilmaktadir (Anonim 2008).
2.2. Margarin Uretimi

Margarin tretimi; su ve yag fazi hazirlama, emiilsiyon hazirlama, sogutma ve
kristalizasyon, dinlendirme ve ambalajlama olmak iizere dort boliimde ele almabilir (Unal
1995, Alpaslan ve Demir 2013).

1. Su ve Yag Fazi hazirlanmasi: Margarinin yag fazini olusturacak karisgimdaki yaglarin
oranlari, iirline, her iiriin i¢cin mevsim sartlarina, {iriiniin kullanim alanma, beslenme
sartlarina gore hazirlanir (Nas 2001). Yine, iiretilecek margarin ¢esidine gore sulu faz
olarak; su, siit tozundan hazirlanmis rekombine siit, yagsiz siit, peynir alt1 suyu veya tozu

kullanilmaktadir (Bilisli 2012).



2. Emiilsiyon Hazirlama: Margarin tiretimini gergeklestirebilmek i¢in, sulu faz ve yagh faz
hazirlanir. Yagh fazin hazirlanmasinda kullanilacak olan katt ve sivi yaglarin 6zellikleri
ve oranlari; Uiretimi diigliniilen margarinin konsistensini belirleyecek sekilde ayarlanir. Bu
karisim tizerine vitaminler (A,D,E), B- karoten gibi boyar maddeler, laktik, sitrik, asetik,
formik, propiyonik asit ve diasetil gibi aroma gelistiriciler ve mono ve digliseritler, lesitin
gibi emiilsifiyarlar eklenerek tekrar karistirilir ve yagh faz hazirlanmis olur. Asil olarak
yag1 alinmis taze siit veya yagsiz siit tozundan yapilmis siitten olusan sulu faza ise temiz
sofra tuzu, antioksidan ve koruyucular ilave edilip karistirithir. Her iki faz da
emiilsiyonlagtirma tankina verilerek emiilsiyon olusturulur ve sonrasinda muhafaza
tankina alinir. Buradan katilagtirma iinitesine pompalanir (Nas 2001).

3. Sogutma ve Kristalizasyon: Kesikli yada siirekli olarak yapilan bu islem, yag/su
emiilsiyonunun hazirlanmasini miitakip uygulanmaktadir (Cift¢i 2006). Yiizey kaziyicilt
1s1 degistiricilerin bulundugu siirekli sistemlere, yiiksek basing pompasi ile yag ve su fazi
stirekli olarak beslenmektedir. 20-50 bar arasi bir basing uygulanmakta ve i¢ ylizey
kaziyici plastik bigaklar ile kazinmaktadir. Sogutuculu olan bu sistemde yag emiilsiyonu
hizla sogutularak kristal yap1 olusmaktadir (Glimiiskesen ve Yemis¢ioglu 2004).

4. Dinlendirme ve Ambalajlama: Yiiksek basing ile dinlendirme tiipiine génderilen margarin,
belli bir siire dinlendirildikten sonra oradan ¢ikista da ya plastik kaplara eritilip sivi

sekilde veya kati halde uygun kagit ambalajlara sarilmak suretiyle paketlenir (Unal 1995).
2.3. Yemeklik Yaglarda Oksidasyon ve Mikrobiyal Bozulma

Oksidasyon her cesit yag ve yaglh iirlinlerde olusabilen bir kimyasal bozulma olup,
iriinde istenmeyen ¢esitli degisimlere neden olabilir. Ayrica bazi margarin ¢esitleri ve yagl
iriinlerdeki su aktivitesi mikroorganizma gelismesine uygun oldugundan bu tip {irlinler
mikrobiyolojik olarak da bozulabilirler. Yaglar da olusan mikrobiyolojik bozulma digsindaki

bozulma gesitlerini 4 gruba ayrilir (Nas ve ark. 2001). Bunlar;

1. Hidroliz: Yiksek sicaklik, alkali, asit ve lipolitik enzimlerce katalize edilerek;
trigliseritlerin suyun etkisi ile gliserol ve yag asitleri arasindaki ester baglarmin kopmasi,
serbest yag asidi ve gliserol olugmas1 durumudur (Anonim 2006).

2. Ransidite: Doymamis yag asitlerinin otooksidasyonu ile ¢esitli ugucu bilesiklerin olusumu

olup sonucunda iiriinde istenmeyen bir flavor olan ransid flavor olur.



3. Doniisiim (Reversion) : Daha ¢ok c¢ift bag sayis1 fazla olan yag asitlerinde goriilen bu
durum, ozellikle rafine ve hidrojenlendirilmis yaglarda 1s1 ile, oksidasyondan 6nce balik,
ot kokusu gibi degisiklikler olusmasidir (Anonim 2006).

4. Polimerizasyon: Doymamis yag molekiillerinin iki karbon atomu arasindaki capraz
baglanma olup, doymamis kisimlarin oksijenle birbirine baglanmasi sonucu meydana

gelir.

Bu degisimlerin sonucunda oksi yaglar, hidroksi asitler, gliserol ve diger alkoller,
aldehitler, ketonlar, laktonlar olusabilir. Antioksidan bilesikler hidroliz ve reversionda etkili
degilken, ransidite ve polimerizasyonu engellemede veya azaltmada etkilidir (Nas ve ark.

2001).
2.3.1. Oksidasyonun olusumu

Oksidasyon, yemeklik kat1 ve sivi yaglarin kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir
kimyasal reaksiyonlar serisi olup, bu reaksiyonlar sonunda, gliserid molekiilleri pargalanarak
serbest yag asitleri olusup asiditeyi arttirabildigi gibi, doymamis yag asitlerinin oksijenle
yiikseltgenmesiyle de, ¢esitli aldehit, keton, hidroksiasit, alkol ve kii¢iik molekiillii yag asitleri
gibi yemeklik yaglarda istenmeyen bilesikler meydana gelebilmektedir (Targan ve ark 2008).
Hidrolitik ransidite, gliserid molekiillerinini ¢esitli sekillerde hidrolizi sonucu serbest yag
asidi igeriginin artmasiyla meydana gelir. Olusan serbest yag asitleri, daha ileri derecedeki
reaksiyonlarla yagin acimasi ve tiiketilemez duruma gelmesine sebep olur. Hidrolitik
reaksiyonlar sonucu, metil ketonlar, laktonlar ve esterler olusmaktadir. Oksidatif ransidite
(otooksidasyon) ise, atmosfer oksijeninin yag asidi molekiiliiniin ¢ift baglarina etki etmesi
sonucu olusan acilasmadir. Yaglarin bilesimindeki doymamis molekiillerin oksijenle
yiikseltgenmesi ve bunun sonucunda da aldehit, keton, hidroksi asit ve alkollerin olusumu
aslinda yaglarin genel bozulmasidir. Bu tarzdaki bozulmaya peroksidasyon da denir (Nas ve
ark. 2001). Otooksidasyon reaksiyonlarinda yagin tat ve kokusunu kétii yonde etkileyen ¢ok
fazla ara iriin meydana gelir Ki; buda yagin kalitesini bozarak ekonomik zararlara yol
acmaktadir (Basoglu 2012). Bu yiikseltgenerek bozulmayi, 1s1, 151k, nem ve bazi metaller
katalize eder. Serbest yag asitleri ve trigliseritler otooksidasyon veya lipoksijenaz enzimi ile
okside olabilmektedirler. Otooksidasyonun gerceklesmesinde, serbest radikal ve
fotooksidasyon olmak tizere iki yol tizerinde durulmaktadir.Her ikisinde de hidroperoksitler

meydana gelmektedir (Nas ve ark. 2001).



Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (Nawar 1996). Porter (1985), oksidasyonun baslangig, ilerleme ve sonug
asamalarindan olugmakta oldugunu bildirmistir. Oksidasyonun baglangi¢ asamasinda olusan
serbest radikale, ilerleme asamasinda oksijen eklenmesiyle peroksi radikali (ROO-) olugsmakta
ve bu peroksi radikali diger bir yag asidi molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile
birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeniden serbest radikallere doniismektedir. Olusan
radikallerin birbirleriyle reaksiyona girerek ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi stabil
bozunma iriinlerine doniismesi ise sonu¢lanma asamasinda ger¢eklesmektedir (Koca ve

Karadeniz 2003).

Daha uzun baslangi¢ fazi olan dirlinlerin raf omrii daha uzundur. Ticari olarak
kullanilan veya dogal iiriinlerde bulunan antioksidantlar, baglangic periyodunu uzatir.
Oksidasyonu tam olarak durduramaz. Fotooksidasyon mekanizmasi ile 1g1k ve 1518a hassas

molekiillerin varliginda farkli hidroperoksitlerin olustugu bulunmustur (Nas ve ark. 2001).
2.3.2. Mikrobiyal bozulmalar

Margarinlerde siklikla bozulmaya yol acan organizmalar kiif ve mayalar, 6zellikle

lipolitik mayalardir (Basoglu 2012).

Kat1 yaglarin bozulmasina neden olan kiifler arasinda Geotrichium, Penicillium,
Aspergillus, Cladosporium ve Monilia cinsleri bulunmakta olup, bakteriler ig¢inde ise
Pseudomonas, Micrococcus, Bacillus, Serretia, Achromobacter ve Proteus cinsleri
sayilabilmektedir. Margarinlerde yagin hidrolizine neden olan mayalar arasinda Candida

lipolytica 6nemlidir (Nas ve ark. 2001).
2.4. Yenilebilir Filmlerin Tanimi, Tarihgesi ve Ozellikleri

Diinya niifusu hizla artmakta ancak bunu karsilayacak yeterli gida iiretimi
saglanamamaktadir. Gidalarin korunmasi da tretimi kadar onemlidir (Temiz ve Yesilsu
2006). Bu amagla ¢esitli ambalaj materyalleri kullanilabilmekte ancak bunlardan bir kismi
cevre kirliligine neden olabilmektedir. Tiiketicinin mikrobiyolojik bakimdan giivenli, pratik
ve uzun raf omirli gidaya artan talebi dogrultusunda, gida endiistrisinde enzimatik ve
bakteriyel bozulmanin geciktirilmesi ile gida gilivenliginin saglanmas i¢in farkli muhafaza ve
ambalaj teknikleri kullanilmaktadir (Dursun ve Erkan 2009, Cagri-Mehmetoglu 2010).

Bunlardan biri de yenilebilir film ve kaplamalardir.



Yenilebilir film ve kaplamalar, “gidalarda kalite kayiplarint ve bozulma
reaksiyonlarint onlemek, raf omriinii uzatmak, duyusal 6zellikleri korumak amaciyla gida
bilesenleri arasinda ya da gidanin yiizeyinde olusmus ince protein, polisakkarit ve lipit
kokenli tabaka” olarak tanimlanmaktadir (Yilmaz ve ark. 2007). Yenilebilir kaplama, bir gida
tizerinde olugmus ince tabaka halindeki materyal olarak tanimlanirken, yenilebilir film ise
gida bilesenleri ya da gida iizerine 6nceden hazirlanmis ince yenilebilir materyalin

yerlestirilmesi olarak tanimlanmaktadir (Yilmaz ve ark. 2007, Falguera ve ark. 2011).

[k kullanilan kaplama 12 ve 13. yiizyillarinda Cin’de kullanilan, mumdan yapilarak
turunggiller iizerine uygulanan vaks adi verilen kaplamadir (Park 1999, Cagri-Mehmetoglu
2010). Bu kaplamalar depolama ve tasima esnasinda iiriindeki su kaybini azaltabilmek i¢in
kullanilmiglardir (Cagri-Mehmetoglu 2010). Degisik kaynaklarda da belirtildigi gibi; ayni
amagcla 16. yiizyllda Avrupa’da etlerin ylizeyi yaglarla kaplanmis, yaglarla beraber jelatin
kaplamalarin kullanilmaya baslanmasi 19. yiizyillda gergeklesmistir. Yenilebilir film ve
kaplamalarin uygulamalart bununla da simirli kalmamis, sosis gibi et iriinlerinde hayvan
bagirsagi yerine yenilebilir kollojen kiliflar kullamlmaya baslanmustir (Giirel Inanli ve
Kuzgun 2012). Yenilebilir film ve kaplamalarin, degisik kaynaklardan derlenen ticari
uygulamalari; vaks, yag, resin ve sukroz yag asidi poliesterlerinden olusan taze iiriinler igin
kullanilan kaplamalar; sosisler i¢in kullanilan kollajen kiliflar, sekerlemeler icin ¢ikolata
kaplamalar, sellaktan yapilan sekerleme kaplamalar, findik i¢leri, sekerleme ve ilaglar igin
zein bazli kaplamalar, yine ilaglar i¢in jelatin bazli kaplamalar, gida bilesenleri i¢in Seliiloz

eter bazli suda ¢6ziinebilen kesecikler olarak verilmektedir (Gennadios ve ark. 1997).

Yenilebilir film ve kaplamalar asil olarak gida sisteminin mekanik 6zelliklerini
oksijen, karbondioksit ve lipit gegisini kontrol altinda tutmak suretiyle gelistirmekte, tat ve
aroma maddelerinin kaybin1 azaltmakta ve antimikrobiyal maddeleri, antioksidanlari,
vitaminleri, pigmentleri ve esmerlesme reaksiyonlarini durduran iyonlar iriiniin igerisinde
tutarak gidanin raf 6mriinii arttirmakta, kalitesini gelistirmektedirler (Temiz ve Yesilsu 2006).
Bu kaplamalar hem gidanin duyusal 6zelliklerini iyilestirmekte, hem de gidanin yiizeyinin
daha parlak ve piiriizsiiz gortinmesini saglamaktadirlar ( Cagri-Mehmetoglu 2010). Yenilebilir
filmlerin saglik agisindan giivenilir olmasi, basit teknoloji gerektirmesi, tiretim maliyetlerinin
diisiik olmasi, dogal ve biyolojik olarak geri doniisiimlii maddelerden yapildiklari i¢in gevreyi
kirletici etkisinin olmamasi en 6nemli avantajlaridir (Sahin ve Akpinar Bayizit 2008, Giirel
Inanli ve Kuzgun 2012). Ayrica, yenilebilir kaplama ve filmlerin fonksiyonel, mekaniksel,

koruyucu, beslenme ya da duyusal o6zelliklerini arttirmak igin plastiklestiriciler, aromalar,
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antimikrobiyal ve antioksidanlar maddeler film igerigine eklenebilmektedir (Baysal ve ark.
2009). Filmin 6zelliklerini, eklenen maddelerin polar yada apolar olmasi, molekiil agirliklar

ve kimyasal yapilar etkilemektedir.
2.5. Yenilebilir Film Yapim Yontemi

Yenilebilir filmler genellikle, filmi olusturan yiiksek molekiil agirlikli polimer ve bir
plastiklestirici olmak iizere en az iki dnemli bilesenden olusmaktadirlar (Choi ve ark. 2003).
Film yapiminda kullanilan birgok yontem bulunmaktadir. Bunlar arasinda basit koaservasyon,
kompleks koaservasyon, 1sil jellesme, ¢oziicli uzaklastirilarak ve eriyigin katilastiriimasi gibi
islemler sayilabilir (Guilbert ve ark. 1996, Anonim 1997, Cagri-Mehmetoglu 2010). Iki zt
yiike sahip hidrokolloidlerin ¢ozeltisi karistirildiginda polimer kompleksi etkilesir ve ¢okelti
olusturur buna koaservasyon islemi denir. Hidrokolloid filmlerin yapiminda yaygin olarak
kullanilan diger bir yontem ¢Oziiciiniin uzaklastirilmasi islemidir. Bu islemde, molekiiller
aras1 etkilesim degisik fiziksel ve kimyasal muamele ile kararli hale getirilir ve boylece
stirekli bir yap1 olusturulur. Film ¢ozeltisindeki makromolekiiller etanol, asetikasit ya da su
gibi ¢oziicli ortaminda dispers durumundadirlar. Plastiklestirici veya diger katki maddeleri,
karisima filmin 6zelliklerini iyilestirmek i¢in eklenir. Bu film karigimi diiz bir yiizeye ince bir
tabaka seklinde dokiiliir, kurumasi saglanir ve yiizeyden soyularak c¢ikarilir (Cagri-
Mehmetoglu 2010). Plastiklestiriciler, film olusturan polimerle uyumlu olan, uguculugu az,
kiiciik molekiillerdir (Choi ve ark. 2003). Plastiklestiriciler filme esneklik saglarlar. Bunu,
hidrojen baglariyla protein polimer zincirleri arasindaki mesafeyi artirarak gerceklestirir.
Plastiklestirici maddenin miktar1 artikca ve molekiil agirligi yiikseldik¢e filmin bariyer
ozelligi ve ¢ekme gerilimi de diiser. Bu sebeple kullanilan plastiklestirici maddenin miktar1 ve
cinsi dogru se¢ilmelidir (Cagri-Mehmetoglu 2010). Gliserol, sorbitol, polyetilen glikol, mono-
, di- veya oligosakkaritler, yag asitleri, lipitler ve tiirevleri gibi plastiklestirici ajanlar filmin

kirtlganligint yok edip, esnekligini ve uzayabilirligini gelistirirler (Flores ve ark. 2007).

Yenilebilir filmler gidalara farkli yontemlerle uygulanabilirler. Daldirma Ydntemi,
Piiskiirtme Yontemi, Dokme Yontemi ve Boyama Yontemi bunlar arasinda sayilabilir (Polat
2007, Varela ve Fiszman 2011). Daldirma Yonteminde, gida film ¢o6zeltisine daldirip,
fazlasinin uzaklastirilmast ve sonrasinda kaplamanin kurutulup katilastirilmas: islemi
uygulanir. Piskiirtme yontemi ise, daldirma yontemine gére daha ince, diizgiin ve tek diize
film olusturulmasinda tercih edilmektedir. Krochta ve ark. (1997)’de belirtildigi tizere, dokme

yonteminde film yapiminda kullanilacak olan materyal, diizgiin bir ylizey {izerine istenilen



kalinlikta dokiiliir, yayilim olduktan sonra kurutularak film olusturulur (Polat 2007). Boyama
yonteminde, gida maddesinin iizerine fir¢a ile akiskan olan kaplama ¢ozeltisi siiriilerek,
kaplama islemi gerceklestirilir. Farkli yenilebilir filmler ve bunlarin g¢esitli gidalara

uygulanmasi Cizelge 2.1.”de verilmektedir.

Cizelge 2.1. Yenilebilir film/kaplamalarin gidalara degisik uygulamalar1

Uriin Materyal Ornegi Fonksiyonel Unsur Etkisi Referans

Tarcin, karanfil,
Elma Alginat limonotu,cinnamaldehyde,  Antimikrobiyal
eugenol, sitral

Raybaudi-Massilia ve
ark. 2008

Armut Metilseliiloz Askorbik asit Antioksidan Olivas ve ark. 2003

Oms-Oliu ve ark.

Kavun Alginat Kalsiyum klortir Yapi arttirict 2008

Tavuk Pevniralt: s roteini Karanfil, keklik otu Antimikrobival Fernandez-Pan ve ark.
gogiis eti y uyup esansiyel yaglari y 2014

Kéfie Soya protein Keklik otu, kekik esansiyel Antimikrobiyal Karag6z Emiroglu ve

yaglari ark. 2010

Peynir  Peyniralt1 suyu proteini Laktik asit, kitooligosakkarit Antimikrobiyal = Ramos ve ark. 2012

2.6. Yenilebilir Film Cesitleri

Yenilebilir film ve kaplamalar genellikle olusturulduklari malzemelere gore
ayrilabilirler. Yenilebilir film ve kaplamalar, yapisal maddeleri baz alinarak protein, lipit,
polisakkarit ve {giiniin farkli kombinasyonlar1 ile olusan karma olmak iizere
siiflandirilabilmektedirler (Budak Bagdatli ve Kayaardi 2010, Falguera ve ark. 2011, Varela
ve Fiszman 2011).

2.6.1. Protein yenilebilir filmler

Proteinleri olusturan aminoasitler; hidrofilik, hidrofobik, pozitif veya negatif olarak
yiiklenmis farkli yan gruplara sahiptirler. Proteinlerden olusmus olan yenilebilir filmlerin ¢ok
uygun yapisal, mekanik, optik 6zellikleri olup, bu filmler yag oksidasyonunu engellemede de

Iyi bir oksijen bariyeri saglamaktadirlar (Cao ve Chang 2001, Ryu ve ark. 2002, Falguera ve
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ark. 2011). Ancak bu filmlerin oldukc¢a yiiksek su buhari gecirgenligi bulunmaktadir.
Proteinlerin tabiatinda olan hidrofilik yapisinin ve filmlerin esnekligini saglamak igin
kullanilan yine hidrofilik yapidaki gliserol ve sorbitol gibi plastiklestiricilerin, su buhar1

gecirgenliginde etkili oldugu sanilmaktadir.

Protein filmler, bitkisel ve hayvansal kaynaklardan elde edilen materyallerden
olusmaktadirlar. Misir zeini, soya proteini, bugday gluteni, yer fistig1 proteini bitkisel
kaynakli olan filmlere; peyniralt1 suyu proteini, kollajen, jelatin, kazein proteini de hayvansal

kaynakl1 olanlara 6rnek olabilir.
2.6.1.1. Zein film

Zein, yaklasik 1-2 pm c¢apinda, kiiciik yuvarlak pargaciklar seklinde misir
endosperminde bulunan ve alkolde ¢6ziinen bir proteindir (Lai ve Padua 1997, Kim ve ark.
2004, Temiz ve Yesilsu 2006). Zein a, B ve y fraksiyonlarini i¢cerebilmekte olup, ticari olarak
kullanilan zein genellikle molekiil agirligi 21000 ve 25000 arasinda olan o fraksiyonunu
icermektedir (Lai ve Padua 1997). Zein 6zellikle glutamik asit (%21-26), 16sin (%20), prolin
(9%10), alanin (%10) yoniinden zengin olup, bazik ve asidik amino asitler yoniinden eksiktir
(Shukla ve Cheryan 2001). Misir 6giitme endiistrisinin yan {riinii olan ticari zeinin, film
olusturma ozelligi tizerinde yillardir durulmakta ve ticari olarak kullanilmaktadir. Zein
proteinin sert, parlak, dayanikli, hidrofobik, yag ge¢irmez kaplamalar olusturmasi ve
mikrobiyal saldirilara karsi direnci, ticari olarak ilgilenilmesinde 6nemli etkenlerdendir
(Shukla ve Cheryan 2001, Temiz ve Yesilsu 2006). Zeinin gidalarda kullanimi1 GRAS olarak
kabul edilmektedir (Janes ve ark. 2002).

Zein film genelikle, zeinin alkol igerisindeki ¢ozeltisinin inert ve diiz bir yiizeye
dokiilmesi ve ¢oziicliniin ugmasiyla birlikte olusan filmlerin yiizeyden ¢ikarilmasini igerir.
Zeinden yapilan filmler kirilgan yapida olup, bu sekliyle gidalara uygulanmasi zordur.
Filmlerin esnekliklerini saglayabilmek igin, gliserol gibi plastiklestirici eklenmektedir.
Gliserolle plastiklestirilmis filmler yiiksek su aktivitesinde olup, plastiklestirilmemis
filmlerden bes kat daha fazla su sorbsiyon kapasitesine sahiptir (Temiz ve Yesilsu 2006).
Gliseroliin  hidrofilik 6zelligi, plastiklestirilmis filmlerin su tutma kapasitelerinin

yiikselmesine sebep olmaktadir.

Zein, findik, sekerleme iiriinleri ve ilag tabletlerinde yenilebilir kaplama olarak

kullanilmaktadir (Lai ve Padua 1997, Anonim1997, Ryu ve ark. 2002).
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2.6.1.2. Peyniralti suyu proteinleri filmi

Peynir dretimi sirasinda kazeinin ¢okmesi ve ayrilmasindan sonra kalan kisma
peyniralti suyu denmektedir. Toplam siit proteinlerinin % 20’sini olusturan peyniralt1 suyu
proteinleri 5 farkli fraksiyon igermekte olup, film olusumu i¢in en Onemlisi birinci sirada
laktoglobulin ikincisi ise laktaloumindir (Lin ve Krochta 2003,Yilmaz ve ark. 2007,
Jooyandeh 2011). Peyniralti suyu proteinleri doniisiimlii ambalajlama igin oldukga iyi bir
hammadedir. Ciinkii yenilebilir kaynaktan gelmekte olup, peynir endiistrisinin bir yan
tirtintidiir ve bu sebeple elde edilmesi olduk¢a kolay ve esasen pahali degildir (Ramos ve ark.
2012).

Yapilarini saglamlastiran kovalent disiilfit baglar1 sebebiyle, suda ¢oziinmediklerinden
suda ¢ozlinmeyen yenilebilir filmlerin olusturulmasinda kullanilmaktadirlar (Yilmaz ve ark.
2007). Peyniralt1 suyu protein filmleri, igerdikleri polar kisimlar nedeniyle ¢ok iyi oksijen
bariyeri ozelliklerine sahip olmakla beraber, hidrofilik gruplarindan dolayr nem bariyer
ozelliklerinin ¢ok iyi olmadigi saptanmistir (Yilmaz ve ark. 2007). Aroma bilesikleri ve yaga
kars1 ise mitkemmel bariyer olusturduklar1 bilinmektedir (Jooyandeh 2011). Peyniralti suyu
protein filmleri plastiklestiriciler eklenmeden ¢ok kirilgan olup, film esnekligini
saglayabilmek icin gidada kullanilabilir plastiklestiricilere ihtiya¢ vardir (Ozdemir ve Floros
2008). Sorbitol ve gliserol igeren polioller, protein zincirler arasindaki intermolekiiler gii¢leri
azaltirlar boylece esnekligi arttirip, kirilganligi azaltirlar. Peyniraltt suyu protein izolatlari,
filmlerinin miikemmel gaz bariyeri Ozelliklerinden dolayi, taze meyveleri kaplamada
potansiyel biopolimerler olarak kullanilabilirler (Cisneros-Zevallos ve Krochta 2003).
Peyniralti suyu protein bazli kaplamalar; kahvaltilik tahillar, kuru iiziimler, dondurulmus
bezelyeler ve peynir parcalari iizerinde ve yer fistiklarinda da oksijen bariyeri olarak

uygulanmistir (Gennadios ve ark. 1997).
2.6.1.3. Jelatin film

Cozinir jelatin, endiistriyel olarak kemik ve derilerdeki kollajenden elde edilmekte
olup, gida iriinlerinin elastikligini, kivamin1 ve stabilitesini gelistirmek i¢in katki olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Dursun ve Erkan 2009). Glisin, prolin ve hidroksiprolin
amino asitleri igerigi bakimindan yiiksek olan jelatin, ayrica hidrofilik karakterde ¢ift ve tek
acilmig zincirlere sahiptir (Bourtoom 2008). Jelatin, 1yi emiilsiyon 6zelligi ve film olusturma
etkisi gostermesi, suda ¢oziinebilirliginin yiiksek ve yenilebilir olmas1 sebebiyle iyi bir
kaplama materyalidir (Peker ve Aslan 2011).
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Jelatinlerin film olusturma 6zelligi direkt olarak molekiil agirligi ile orantili olup;
yiiksek molekiil agirlikli olanlar en iyi kalitede olan filmi olustururlar. Molekiil agirlig
dagilimi ise Ozellikle kollajenin capraz baglanma derecesi ve ekstraksiyon prosediirii ile
iliskilidir (Skurtys 2010). Jelatin filmler, % 20-30 jelatin, % 10-30 plastiklestiri (gliserin veya
sorbitol) ve % 40-70 su ile olusan jelin kurutulmasiyla olusur (Bourtoom 2008, Wittaya
2012).

Jelatinler, gida katkilarinin ve ilaglarin diisiik nem ve yag fazinin enkapsiilasyonu i¢in
kullanilirlar (Wittaya 2012). Jelatin filmler ayrica, oksijen, nem ve yag gecisini azaltmak igin
etlerde kaplama olarak kullanilirlar (Bourtoom 2008, Wittaya 2012). Jelatinler seffaf ve giiclii
filmler olusturmakta, gida ve ilag imalatinda mikroenkapsulasyon ve kapsiil kaplamalari
olarak da kullanilmaktadirlar (Wittaya 2012). Jelatine ait tanimlayict resim Sekil 2.1°de

verilmektedir.

a b
Sekil 2.1. Jelatin (a), misir zeini (b) tanimlayici resimleri (Bourtoom 2008)

2.6.2. Polisakkarit yenilebilir filmler

Polisakkarit filmler, nisasta, alginat, seliilozeter, kitosan, karregenan veya pektinlerden
yapilmakta olup, bir¢cok filme sertlik, kirilganlik, kompaktlik, kalinlik kalitesi, viskozite,
yapiskanlik, jel olusturma Kkabiliyeti vermektedir. Bu filmler polimer zincirlerinden
olustuklarindan milkemmel gaz gegirgenligi sergilemektedirler (Pashova ve Zhivkova 2010,
Dhanapal ve ark. 2012). Ancak polisakkaritlerin hidrofilik yapilarindan dolay1, zayif su buhari
bariyer 6zelligi bulunmaktadir (Bourtoom 2008, Pashova ve Zhivkova 2010).
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2.6.2.1. Alginat filmler

Alginat, kahverengi deniz yosunundan ekstrakte edilen, B-D-mannuronic asit (M) ve
a-L-guluronic asit (G) polimeri olan alginik asitin tuzudur (Olivas ve Barbosa-Ca'novas
2008). Polimer zincirinde, monomerler MG bloklariyla birlikte GG ve MM bloklari
doniistimlii olarak siralanirlar (Zactiti ve Kieckbusch 2006). Alginik asit, olusan herbir residii
dogal olarak karboksil grup igeren ve fonksiyonel materyal olarak birgok kabiliyete sahip olan
tek polisakkaritdir. Alginatlarin en 6nemli ve yararli 6zelligi kalsiyum iyonlar1 gibi polivalent
metal katyonlarla reaksiyona girerek, giiclii jeller ve ¢oziinmez polimerler olusturmasidir
(Rhim 2004, Norajit ve ark. 2010). Cok degerlikli iyonlarla alginat jel ag olusumu Sekil
2.2.”de gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Cok degerlikli iyonlarla alginat jel ag olusumu (Huang ve Moon 1999)

Polivalent katyonlarla c¢arpraz baglanma, filmin; suya dayaniklilik, mekanik direnc,
bariyer ozellikleri, baglilik ve sertlik gibi karakteristik 6zelliklerini gelistirmektedir (Zactiti ve
Kieckbusch 2006). Hidrofilik polisakkarit tip polimerler arasinda alginat membrant 6zel bir
ilgiye sahiptir. Ciinkii pervaporasyon dehidrasyonu igin yapilan testlerde hidrofilik
materyaller arasinda en yiiksek akis ve ayirma faktoriine sahip olma ozelligi gostermistir

(Huang ve Moon 1999).

Kalsiyum alginat jeller, gida proses endiistrisinde, et iirlinleri, sogan halkalari, ¢ilek

kokteylleri gibi tiriinlerde kullanilmaktadir (Rhim 2004).
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2.6.2.2. Nisasta filmler

Amilopektin ve amilozdan olusan nisastanin en biiyiik kaynagini, 6ncelikle misir gibi
hububatlar olusturmaktadir. Genellikle kullanilan diger kaynaklari; bugday, patates, tapyoka
ve piringtir (Dhanapal ve ark. 2012). Nisasta, bitkisel alemde en yaygin polisakkaritlerden biri
olup, tek basina veya diger sentetik polimer yada monomerlerle birlikte bir¢ok uygulamasi
bulunmaktadir (Psomiadou ve ark. 1996). Amiloz nisastanin film olusturma kapasitesinden
sorumlu olan kismidir (Garcia ve ark. 2000; Dhanapal ve ark. 2012). Yiiksek amiloz nisasta
filmleri, esnek, oksijen ge¢irmez, yaga direncli, 1s1yla kapanabilir ve suda ¢oziinebilirdirler.
Nisasta bazli filmler, plastik filmlere benzer fiziksel karakteristikler sergilerler soyle ki; toksik
olmay1p, kokusuz, tatsiz, renksizdirler, karbon diokside kars1 yar1 gegirgen ve oksijen gegisine

kars1 direnglidirler (Dhanapal ve ark. 2012).

Nisasta yenilebilir filmlerin olusumu, nigasta partikiillerinin bol suda 1sitilmak
suretiyle jelatinizasyonunu igerir. Bu prosediir, graniilden ¢oziinebilen bilesenlerin (amiloz)
stiziilmesi oldugu kadar nisasta partikiillerinin sismesi ve parcalanmasi ile sonuglanir. Vizkos
bir kitle elde edilir, sicak macun kivamindaki ¢ozeltinin sogutulmasiyla viskoelastik jel
olusur. Gliserol, sorbitol veya polietilen glikol, mono-, di-, veya oligosakkaritler, yag asitleri,
lipitler, ve tiirevleri; film kirillganligin1 6nlemek ve filmin esnekligini ve uzayabilirligini

gelistirmek i¢in kullanilir (Flores ve ark. 2007).

Elma dilimlerinin ve kurutulmus kaysilarin nisasta hidrolizatlar1 ile kaplanmasi, ¢ok
daha iyi aromayla sonuglanir ki; bu da nisasta kaplamalarmin potansiyel aroma bariyer

ozelligini gostermektedir (Miller ve Krochta 1997).
2.6.2.3. Kitosan yenilebilir film

Kitin, dogada seliilozdan sonra en ¢ok rastlanan ikinci polisakkarittir (Dutta ve ark.
2009). Kabuklularin dis kabuklarinda, mantarlarin hiicre duvarlarinda ve diger bir¢ok
biyolojik materyallerde bulunmaktadir (Bourtoom 2008). Kitinin deasetilasyonu ile elde
edilen dogal kaynakli bir biyopolimer olan kitosan gida kaynakli bakteri, kiif ve mantarlara
kars1 antimikrobiyal aktivitesi ile gidalar i¢in potansiyel bir koruyucu katki maddesidir. Kitin
ve kitosanin yapist Sekil 2.3.’de gosterilmektedir. Bu 6zelliginin yani sira film olusturabilme
ve bariyer Ozelliklerinin olmast kitosani antimikrobiyal o6zellikte yenilebilir film ve
kaplamalar i¢in ideal bir materyal haline getirmektedir (Torlak ve Nizamlioglu 2009, Torlak

ve Nizamlioglu 2011, Giirel Inanli ve Kuzgun 2012). Kitosanin Kore ve Japonya'da uzun
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yillardir gida katki maddesi olarak kullanimi yasaldir. ABD' de ise GRAS olarak
onaylanmstir (Torlak ve Nizamlioglu 2009, Torlak ve Nizamlioglu 2011).

CHOH

Sekil 2.3. Muzzarelli (1996) tarafindan resmedilen Kitin (a) ve kitosanin (b) yapis1 (Bourtoom
2008)

Kitosan antimikrobiyal aktivitesi ile gida kaynakli bakteri, kiif ve mantarlara karsi
potansiyel bir koruyucu katki maddesidir. Kitosanin yapisinda bulunan reaktif amino (NH2)-
gruplari, kitosanin fiziksel ve kimyasal Ozeliklerinin temelini olusturmaktadir. Kitosanin
polikatyonik ozellikte olmasi, antimikrobiyal etkiye sahip olmasini saglamaktadir. Bakteri,
maya, kiif ve patojenlere karsi etkili olabilmesi, negatif yiiklii maddelere karsi etkili
olmasindan kaynaklanmaktadir. Yapilan arastirmalar kitosanin antioksidan aktivitesini ise
esas olarak polimer zincirlerindeki aktif hidroksil ve amino gruplarmma bagli olarak

gosterdigini ortaya koymustur (Giirel Inanli ve Kuzgun 2012).

16



Kitosan filmler, dayanikli, esnek ve ¢ok zor yirtilabilen 6zellikte olup, bu mekanik
ozelliklerinin ¢ogu ile bir¢ok orta giicteki ticari polimerlerle yarisabilir durumdadir (Shahidi
ve ark. 1997).

Jiang ve Li (2001), Kittur ve ark. (2001), Li ve Yu (2001), Elibol (2008) tarafindan
Kitosanin film olusturma 6zelliginin, gida maddelerinin patojenlere karsi korunmasinda bu
biyopolimere oldukg¢a onemli bir 6zellik katmakta oldugunu belirtmekte olup bu kapsamda
kitosanin meyvelerin saklanmasinda potansiyel bir kaplama ajani oldugu diisiiniilmektedir

(Giirel Inanli ve Kuzgun 2012).

Kitosan gida teknolojisinde en yaygin olarak film seklinde kullanilmakta olup,
ozellikle sebze ve meyvelerin kalitelerinin korunmasi ve depolama siiresinin artirilmasinda
kitosanin kullanim potansiyeli ortaya konulmustur. Gidalarin kitosan filmi ile kaplanmasi
ambalaj i¢indeki kismi oksijen basincini azaltmakta, gida ile ¢evresi arasindaki nem transferi
ile sicakligt kontrol altinda tutmakta; su kaybimi azaltmakta, meyvelerde enzimatik
kahverengilesmeyi geciktirmekte ve solunumu kontrol etmektedir. Bostan ve ark. (2007)’de
kitosandan ayrica, dogal aromanin arttirtlmasi, tekstiiriin ayarlanmasi, emiilsifiye edici etkinin
artirtlmasi, rengin stabilizasyonu ve deasidifikasyon gibi konularda da yararlanildigini
bildirmektedir (Shadidi ve ark. 1999). Shadidi ve ark. (1999) makalelerinde; Cuero ve
ark.’larmin  N-korboksimetilkitosanin A. flavus ve A.parasiticus iiremesini yaridan aza
diisiirirken, bu kiiflerce olusturulan aflatoksin {retimini ise %90’dan fazla azalttigim
gozlemledigini bildirmislerdir. Yine ayni makalede, Savage ve Savage’nin kitosan ile
kaplanan elmalarin 12 hafta boyunca elmalarda olusan kiif olusumunda azalma oldugunu

belirttikleri anlatilmistir.
2.6.3. Lipid yenilebilir filmler

Gidalarin yag ile kaplanmasi, meyvelerin mumlanmasi ve ¢ikolata kaplamalar1 gibi
sekerleme {irlinleri i¢in eskiden beri uygulanmaktadir (Anonim 1997). Koruyucu kaplama
olarak kullanilan lipit bilesiklerin en 6nemli fonksiyonu, diisiik polaritelerinden dolayr nem
gecisini bloke etmeleridir. Tam ters olarak da, lipitler hidrofobik karakterlerinden dolay1 daha
kalin ve kirtllgan film olustururlar (Bourtoom 2008). Asetilenmis monogliseritler ve mumlar

bu grup igerisinde yer almaktadir.
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2.6.3.1. Asetilenmis monogliseritler

Nem gecisine karsi asetilenmis monogliseritler yenilebilir bariyerler olusumunda
tercih edilen bir bilesendir. Asetilenmis monogliseritler, mumsu ve nem gecisine karsi
olduk¢a sizdirmaz olan stabil a-formunda kristallere katilasirlar (Lindstrom 1992).
Asetilenmis monogliseritlerin asetilasyon derecesi arttik¢ca bariyer 6zellikleri iyilesmektedir.
Bu kaplamalar depolama siiresince dehidrasyonu 6nlemek icin parga etler ve kiimes hayvani

etlerinde kullanilmaktadir (Anonim 1997).
2.6.3.2. Mumlar

Mumlar uzun zincirli alkoller ve onlarin yag asidi esterlerinden olusmaktadir. Daha
¢ok taze meyve ve sebzelere uygulanmakta olup, en ¢ok kullanilan yenilebilir kaplamalar
arasinda yer almaktadir. Mumlar nem kaybin1 engellemekte ve vyiizey parlakligini
gelistirmektedir (Lindstrom 1992). Parafin mumlar, balmumu, carnauba ve candelilla gibi

mumlar meyve ve sebzelerin kaplanmasinda kullanilmaktadirlar (Anonim 1997).
2.6.4. Kompozit filmler

Polisakkarit, protein ve lipitlerin farkli kombinasyonlar1 ile olusturulan filmlere
kompozit filmler denilmektedir. Bu tiir filmler, filmlerin degisik ozelliklerini bir araya
getirdiginden, elde edilen filmler de daha iyi fiziksel ve bariyer Ozelliklerine sahip
olabilmektedir. Anker ve ark. 2002 yaptiklar1 ¢alismada, peynir alti suyu izolatlarindan olusan
filme lipit ekleyerek su buhart gegirgenligini, sadece peynir alti suyu izolatlarindan olusan

filmler gore 70 kat azaltmugstir.
2.7. Aktif Ambalajlama

Tarihin ilk ¢aglarindan beri insanoglu, gidasin1 daha sonraki tiiketimi i¢in, korumak ve
tasimak amaci ile ambalaji kullanmistir. Boylece ambalaj kab1 yeryiiziinde ilk {iretilen arag¢ ve
gereclerin baginda gelmektedir (Yigit 2007). Ambalaj, lirtinlerin niteliginin korunumu igin,
muhafazasi, taginmasi ve son kullaniminda rol oynayan en dnemli faktorlerden biridir (Han
1999). Ayrica gida ambalaji, kimyasal ve fiziksel hasarlara karsi gidanin korunmasini, {iriin
kullanim kolayligini, tiiketici igin riin bilgisini saglamakta olup, oksijen, nem, kimyasal
bilesikler ve gidanin niteligini bozan mikroorganizmalara karsi bariyer olusturmaktadir

(Lindstrom 1992). Gidanin aroma, koku, nem kayiplarini1 dnleyen ambalajlar, etiket bilgileri
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sayesinde de tiiketiciyi gidanin igerigi, besleyici degeri, son kullanma tarihi, iiretici firma ad,

adresi hakkinda bilgilendirir.

Tiiketici istekleri ve endiistriyel iiretim egilimlerinin, uzun raf émiirlii, az koruyucu
iceren, taze, lezzetli ve pratik gida iriinlerine olmasi sebebiyle yeni gida ambalajlama
teknikleri gelismektedir (Dainelli ve ark. 2008). Bir ambalajlama c¢esidi olan aktif
ambalajlama, paketleme sartlarin1 degistirerek, gidanin raf Omriinii uzatan, giivenilirligini ve
duyusal 6zelliklerini arttiran bu arada da niteligini koruyan bir paketleme tiiriidiir (Quintavalla
ve Vicini 2002). Genel olarak, aktif gida ambalajlama, gelencksel paketleme sistemlerinde var
olmayan birgok islevi saglamaktadir (Han 2001). Organik asitler ve tuzlari, antioksidanlar,
insektisit, fungusitler, bakteriyosinler, enzimler, alkoller, oksijen ve nem tutucular gibi
ambalaj materyallerine eklenen aktif maddeler sayesinde antimikrobiyal aktivite, antioksidan
aktivite, degisik aroma, gaz bilesiklerinin temizlenmesi veya yayilmasi gibi fonksiyonlar
saglanmaktadir. Fakat yenilebilir filmlerin ve kaplamalarin kullanilmasi durumunda
kullanilan aktif maddelerinde, gidayla ve yenilebilir filmle tiiketilebilecek ozellik ve
giivenilirlikte olmast gerekmektedir. Enzimler, proteinler, dogal yaglar, karbonhidratlar,
pigmentler, baharatlar dogal aktif ajanlara; potasyum sorbat, benzoik asit, sorbik asit asetik
asit gibi organik asitler ise gidayla kullanilabilen kimyasal ajanlara 6rnek verilebilir (Han
2001).

2.7.1. Antimikrobiyal paketleme ve cesitleri

Antimikrobiyal paketleme, aktif paketlemenin bir seklidir. Teknolojide olan
gelismelerle birlikte son yillarda antimikrobiyal gida ambalajlart da 6nemli bir gelisim
gostermistir. Bu sebeple, antimikrobiyal ambalajlarin ticari olarak liretimleri artmis, gidalarin
muhafazas1 ve raf Omiirlerinin arttirlmasindaki kullanimi da yayginlagmistir. Boylece
tiiketicilere daha giivenli ve daha saglikli gidalar sunumu olasi hale gelmistir (Ozdemir ve ark.
2011a). Aktif paketleme, istenen sonucu elde etmek i¢in, iiriin veya ambalaj materyali ve gida
sistemi arasindaki boslukla etkilesime girer. Aymi sekilde, antimikrobiyal gida paketleme,
paketlenmis gidada veya paketleme materyalinin kendisinde bulunabilen mikroorganizmalarin
gelisimini azaltacak, geciktirecek veya inhibe edecek sekilde davranir (Appendini ve
Hotchkiss 2002). Antimikrobiyal filmler etkinlikleri, antimikrobiyal maddenin gida ylizeyine
direkt temasiyla, gida ambalaji icindeki tepe bosluguna goc ederek veya film yilizeyine
immobilize haldeyken gerceklesebilir. Kimyasal ve fiziksel modifikasyonla film yiizeyine

antimikrobiyal 6zellik kazandirilmas1 da bir diger uygulamadir (Ozdemir ve ark. 2011b).
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Antimikrobiyal ambalajlama materyalleri, raf Omriinii uzatmak ve gida giivenilirligini
saglamak i¢in lag periyodu uzatmali, mikroorganizmalarin biiylime hizini diisiirmelidir (Han
2000). Antimikrobiyal ambalajlar plastik ve esnek filmlerden {iretilmekte olup,
polisakkaritler, proteinler, lipid gibi yenilebilir dogal maddelerden de antimikrobiyal film

uretimi olmaktadir.

Aktif antimikrobiyal paketlemede kullanimi deneysel ¢alismalarla arastirilan dogal
bilesikler Cizelge 2.2.”de verilmektedir.

Cizelge 2.2. Gida ambalajlamada kullanilan polimerlere direkt olarak eklenen dogal aktif

bilesenler
Aktif Bilesen Polimer/Tas1yici Substrat Referans
L. PVOH, naylon, seliiloz e o Appendini ve
Lisozim asetat Kiiltiir besiyeri Hotchkiss 1997
Laktisin Seliiloz film, PE Peynir, jambon Scannell ve ark. 2000
Glukoz oksidaz Alginat Balik Field ve ark. 1986
Greyfurt tohumlari | DPE Marul, go_yafa_sulye3| Lee ve ark_ 1998
ekstrakti filizleri

2.7.1.1. Ucucu antimikrobiyal ajanlar iceren kesecik ve pedlerin paketlerin icerisine

eklenmesi

Antimikrobiyal paketlemenin en bagarili ticari uygulamasi, ambalaj icerisine
baglanmis veya gevsekge ilistirilmis keseciklerdir. Oksijen tutucular, nem tutucular, etanol
buhar ireticileri olmak tizere gogunlukla kullanilan ti¢ sekli vardir (Appendini ve Hotchkiss
2002).

Oksijen tutucular: Gidalarin ambalajlarinda bulunan yiiksek seviyelerdeki oksijen
miktart mikrobiyal gelismeyi hizlandirir (Coma 2008). Molekiiler O obligat aerobik,
fakdiltatif anaerobik ve mikroaerofilik mikroorganizmalarin gelisimini tesvik eder, koti tat-

koku ve renk olusumuna sebep olur ve besinsel deger kaybina yol agar (Chen ve Brody 2013).
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Oksijen tutucular antimikrobiyal olarak diisiiniilmese de; oksijen miktarindaki azalma

aeroblarin ve kismen de kiiflerin gelismesini engellemektedir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Nem tutucular: Ortam nemini istenilen diizeyde tutmak, kuruma ve asirt nem
¢cekmeyi Onlemek i¢in, su buhar1 gegirgenligi ayarlanabilen filmler, nem ¢ekerler veya nemi
kontrol altinda tutan pedler kullanilmaktadir (Budak Bagdatli ve Kayayardi 2010). Nem
tutucular, aw’yi diisiirerek dolayli olarak mikrobiyal gelismeyi etkilemektedir.

Oksijen ve nem tutucular, firmcilik trtinleri, makarna ve et paketlemede, oksidasyon ve su

yogunlagmasini engellemede kullanilir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Etanol Buhar Ureticileri: Tasiyic1t materyal igerisinde bulunan veya absorblanmis ve
polimer paketleri igerisinde ekli etanolden olusur. Etanol selektif bariyerden sizarak, paket
igerisindeki bosluga salmir. Uretilen etanoliin miktar1 goreceli olarak az oldugundan ve
sadece diisiik su aktiviteli iirlinlerde etkili oldugundan (aw<0.92), uygulamalar en c¢ok
firincilik triinleri ve kurutulmus balik {irtinlerinde olusan kiifleri geciktirmek igin kullanilir.
Bu uygulamanin dezavantajlarindan biri etanoliin karakteristik kotii kokusudur (Appendini ve

Hotchkiss 2002).
2.7.1.2. Ugucu ve ucucu olmayan antimikrobiyallerin direkt polimerlere katilmasi

GRAS, GRAS olmayan ve dogal antimikrobiyaller, kagit, termoplastik ve
termosetlerin igerisine katilmig ve Listeria monocytogenes, patojenik E.coli’yi de kapsayan
cesitli mikroorganizmalar ve kiifler de dahil bozulmaya yol agan organizmalar iizerinde

denenmistir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Antimikrobiyallerin ambalaj igerisine eklenmesinin mantigi, gidalarda bozulma ve
kontaminasyonu biiyiikk oranda olusturan yilizey gelisimini engellemektir (Appendini ve
Hotchkiss 2002). Boylece gidadaki spesifik mikroorganizmalarin tireme hizini diistirerek canli
mikroorganizma sayisin1 azaltmakta, gidanin raf Omriinii ve KkaliteSini arttirabilmektedir
(Ayana ve Turhan 2010).

Antimikrobiyaller polimerler igerisine erimis haldeyken veya solvent bilesikleri
icerisine eklenebilir. Enzimler ve ugucu bilesikler gibi 1siya duyarli antimikrobiyaller
polimerlere eklenmesi igin solvent bilesikleri ¢ok daha uygun bir yontemdir. Bu yontemde
polimerde antimikrobiyalde ayni solventde ¢Oziinebilir olmalidir. Film ve kaplamalar

olusturan protein, karbonhidrat ve lipit ¢esitliliginin yaygin olmasindan dolay1, biyopolimerler

21



bu yontemle yapilan film olusturma prosesi i¢in iyi adaylardir. Eger antimikrobiyaller ugucu
degilse antimikrobiyal paketleme materyalleri gidanin yiizeyi ile temas etmelidir ki bdylece
antimikrobiyal ajanlar yiizeye diffiize olabilirler. Bu sebepten yiizey karakteristikleri ve
difiizyon kinetikleri ¢cok 6nemli olmaktadir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

Ugucu antimikrobiyallerin  salilmimin1  saglayan paketleme materyalleri de
gelistirilmektedir. Bunlar chlorine dioksit, siilfiirdioksit, karbondioksit ve allilisotiosiyanat
salinim sistemleridir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

2.7.1.3. Polimerlerin yiizeylerinin iizerine antimikrobiyallerin kaplanmasi veya adsorbe

edilmesi

Polimerlerin  prosesleri  sirasinda  kullanilan  sicakliklar1  tolere  edemeyen
antimikrobiyaller genelde olusumundan sonra materyalin {izerine kaplanir veya kalip filmlere
eklenir. Proteinler ampifilik yapilarindan dolayr adsorbsiyon igin yiiksek kapasiteye
sahiptirler (Appendini ve Hotchkiss 2002).

2.7.1.4. Antimikrobiyallerin polimerlere iyonik veya kovalent baglarla immobolizasyonu

Bu tip immobolizasyon hem antimikrobiyal hem polimer iizerinde fonksiyonel
gruplarin  varligina gereksinim duyar. Antimikrobiyallerin polimerler {izerine iyonik
baglanmasi, antimikrobiyalin gidaya yavas salinimina izin verir (Appendini ve Hotchkiss
2002).

2.7.1.5. Dogal olarak antimikrobiyal olan polimerlerin kullanilmasi

Kitosan, seliilozdan sonra dogada en fazla bulunan ikinci yenilebilir polimer olan
kitinin deasetile edilmesiyle elde edilen, glukozamin ve N-asetil glukozamin kopolimerini
igeren, modifiye ve dogal bir karbonhidrat polimeridir (Karaton Kuzgun ve Giirel Inanli 2012,
Tastan ve Baysal 2013). Polikatyonik 6zellige sahip olan kitosanin, negatif ytiklii maddelere
kars1 interaksiyon etkisi gostermesinden dolay1, bakteri, maya ve kiiflere kars1 antimikrobiyal

etki gosterdigi belirtilmektedir (Kurt ve Zorba 2005).

Kitosan, meyve sebze endiistrisinde bakteriyosidal ve fungisidal etki yaparak

antimikrobiyal 6zellik gostermektedir (Tastan ve Baysal 2013).
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2.7.2. Antimikrobiyal paketleme sistemleri

Gida ambalajlama sistemlerinin ¢ogu, ambalaj/gida sistemi veya ambalaj/tepe
boslugu/gida olmak iizere ikiye ayrilabilir (Han 2000, Quintavalla ve Vicini 2002).

2.7.2.1. Ambalaj/gida sistemi

Ambalaj materyali ile temasta kati gida iriinii, hava boslugu bulunmayan diisiik
viskoziteli ya da siv1 gida ambalaj/gida sistemi olarak verilebilir. Paketlenmis yenilmeye hazir
et Uriinleri, paketlenmis peynir, hazir yemek iriinleri en iyi 6rneklerindendir (Han 2000,
Quintavalla ve Vicini 2002). Ambalaj materyali ve gida arasindaki diflizyon ve ara yiizeydeki
bolme bu sistemde yer alan en 6nemli migrasyon olgusudur (Sekil 2.4.). Antimikrobiyal
ajanlar ambalaj materyaline basta eklenmis olabilir ve difiizyon ve boliinme sirasinda gidaya

go¢ eder (Han 2000).

Ambalaj Gida
Difilizyon i
) —>
Kimyasal
—
Immobilizasyon

Sekil 2.4. Ambalaj/gida sistemi (Quintavalla ve Vicini 2002)

2.7.2.2. Ambalaj/tepe boslugu/gida sistemi

Ambalaj/tepe boslugu/gida sistemi, esnek paketlerde, kaplarda ve karton kutularda
paketlenen gidalar olarak gosterilebilir. Buharlagma veya bir maddenin tepe boslugu, ambalaj
materyali ve/veya gida arasindaki dengelendirilmis dagilimi, 0 maddenin ara yiizey dagilimin
degerlendirmek i¢in en dnemli migrasyon mekanizmasi pargasi olarak diisiiniilmelidir (Sekil
2.5). Ugucu bir aktif madde bu sistemde kullanilabilir ve bu madde ambalaj ve gida arasindaki

tepe boslugu ve hava bosluklarina gog edebilir (Han 2000, Quintavalla ve Vicini 2002).
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Sekil 2.5. Ambalaj/tepe boslugu/gida sistemi (Quintavalla ve Vicini 2002)

2.7.3. Antimikrobiyal ambalajlamanin etkisini belirlemeye yonelik metodlar

Antimikrobiyal paketlemenin gidalarda bulunan mikroorganizmalar iizerine etkisini
degerlendirmek i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) metodu, agar difiizyon

metodu ve sallanan erlen metodu kullanilmaktadir (Appendini ve Hotchkiss 2002).
2.7.3.1. Minimum inhibisyon konsantrasyonu metodu

MIC, polimerin antimikrobiyal giiciinii gosterir ve polimerin antimikrobiyal
aktivitesini, sade antimikrobiyal maddenin kendisi ile kiyaslanmasina izin verir. Bu metodda
gelisme besiyeri igeren tiiplere hedef mikroorganizma ekimi yapilir ve degisik
konsantrasyonlarda antimikrobiyal madde igeren polimerler eklenir. Tiipler daha once
belirlenen zaman periyodu siiresince inkiibe edilir ve bulaniklik gézle kontrol edilir. MIC, test
edilen mikroorganizmanin tamamen inhibe oldugu polimer igerisindeki antimikrobiyalin
minimum konsantrasyonudur. Sonuglar, polimerin boyutlarini, kompozisyonunu ve érnekten

ornege degisen konu ile ilgili diger 6zellikleri kapsar (Appendini ve Hotchkiss 2002).
2.7.3.2. Agar plaka metodu

Agar plaka metodunda, antimikrobiyal film, test mikroorganizmasini i¢eren kat1 agar
besiyeri tlizerine yerlestirilir. Agarlar tireme goriiliinceye kadar inkiibe edilir. Filmlerin
etrafindaki seffaf zonlar, filmden antimikrobiyal difiizyonunun ve sonrasinda da gelisme
inhibisyonunun bir gostergesidir. Filmin sadece altinda gelismenin olmamasi, inhibisyonun
gostergesi olabilir fakat gerekli kontrollerin de yapilmasi gerekir ¢iinkii bu oksijenin basit
kisitlanmasindan da kaynaklanabilir. Agar difiizyon metodu, gidalarda filmin kontamine
yiizeylerle temas ettiginde ve filmden gidaya antimikrobiyal madde gegisinde ne olabilecegini

gosterebilir. Filmlerin etrafindaki seffaf zonlarin ¢aplarmin 6l¢iilmesiyle metod nicel hale

24



gelebilir (Appendini ve Hotchkiss 2002). Antimikrobiyal plastik filmlerin Aspergillus niger

tizerine etkisi Sekil 2.6.’de verilmektedir.

~ .

L \ e
Kontrol filmler Antimikrobiyal filmler

Sekil 2.6. Antimikrobiyal plastik filmlerin Aspergillus niger iizerine etkisi (Appendini ve
Hotchkiss 2002)

2.7.3.3. Sallanan erlen metodu

Sallanan erlen metodu, antimikrobiyal kinetigi hakkinda daha detayli bilgi
saglayabilir. Siv1 besiyeri (tampon, gelisme besiyeri veya gidalar) hedef mikroorganizmalarla
ekilir ve antimikrobiyal polimer eklenir. Erlenler hafif ¢alkalama ile inkiibe edilir. MIC
testten farkli olarak, zaman igerisinde Ornekler alinir ve sayim yapilir. Bu test dnemli bir
gelisme olsa bile gelisme hizindaki disiisii 6lgebilir. Tampondaki deneyler polimerlerin
mikrosidal 6zellikleri hakkinda bilgi saglarken, besiyerindeki deneyler mikrobiyal gelisme
kinetigi ve polimerlerin antimikrobiyal davranis modu hakkinda bilgi saglar. Antimikrobiyal
filmleri, sallanan erlen yontemi test ederken, filmin yiizey alaninin, besiyeri ya da iiriiniin

hacmine orani goz ontinde tutulmalidir (Appendini ve Hotchkiss 2002).
2.7.4. Gida ambalajlarina katilan antioksidanlar

Hava oksijeninin etkisiyle yag ve yag igeren gidalar oksidasyona ugramakta, hava

oksijeni ile gidanin bilesenleri arasinda kendiliginden meydana gelen bu olaya otooksidasyon
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denilmektedir. Oksidasyonla bozulma sonucu, kat1 ve sivi yaglar ile yag iceren gidalarda
ransit tat ve aroma olusumu, toksik oksidasyon {iriinleri olusumu, pigmentlerde renk agilmasi,
tirtinde tat ve koku kayb1 ve bozukluklari, tekstiiriinde degismeler, vitaminler (A, D ve E) ve
esansiyel yag asitlerinin (6zellikle linoleik asit) bozulumundan dolay: besleyicilik degerinin

azalmas1 meydana gelmektedir (Cakmake¢1 ve Gokalp 1992).

U.S. FDA, antioksidanlari, “oksidasyondan kaynaklanan bozulma, acilagsma ve renk
kaybini geciktiren koruyucular” olarak tanimlamaktadir (Specchio 1992). Antioksidantlar,
gida endiistrisinde, normal sicakliklarda atmosfer oksijeninin etkisini geciktirerek, gidanin
acilagsmasini ve bozulmasi belli bir miiddet engelleyen en etkili maddelerdir (Cakmak¢1 ve
Gokalp 1992).

Butillenmis hidroksianisol (BHA) ve Butillenmis hidroksitoluen (BHT), propil gallat
(PG), Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar genellikle islem gérmiis
gidalarda kullanildig1 halde bu antioksidanlarin yan etkileri oldugu bildirilmektedir (Yildirim
ve ark. 2000, Oztiirk ve ark. 2004). Tiiketicilerin de insan saghg iizerine ciddi etkileri
bulunan sentetik koruyuculardan kacarak, dogal olanlara yonelimleri gida endiistrisini de

dogal antioksidan kaynaklart aramaya yoneltmistir.

Antioksidanlar birinci veya uzun donem ve ikinci veya islem antioksidanlari olarak
siiflandirilabilirler. Birinci olanlar, aktif radikal siipiiriiciileri, hidrojen donorleri veya zincir

reaksiyon kiricilari iken, ikinciler ise peroksit ayristiricilaridir (André ve ark. 2010).

Antimikrobiyal ajanlarin ambalaj materyallerine katilimi yaninda, antioksidanlarin da
eklenmesi popiiler olmaya baslamistir. Ciinkii oksidasyon gida kalitesini etkileyen en dnemli
problemlerdendir (Mecitoglu Giigcbilmez ve ark. 2007). Cizelge 2.3.’de antioksidan yenilebilir

filmlerin gidalara yapilan uygulamalar1 bulunmaktadir.
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Cizelge 2.3. Antioksidan yenilebilir filmlerin uygulamalari

: Antioksidan .
Film veya Kaplama Bilesik Uygulama  Analizler Referans
Hidroksimetilseliiloz,karboksi ~a-tokoferol, _ Hegzan  Baldwin ve
o Pekan cevizi  duyusal Wood
metilseliiloz BHA, BHT .
analiz 2006
Oregano
Kalsiyum kaseinat ve ve/veya Sigir eti Oussalah
e iraltlys isolat1 filmleri Pimento kagslarl TBA ve ark.
peyn uy esansiyel 2004
yaglari
PV, TBA,
Rosemary Toplam Gomez
Kitosanl1 ve kitosansiz jelatin veya Soguk-fiime pla
bazli filmler Oregano sardalya fenolik,  Estaca ve
: FRAP ark. 2007
esansiyel
- metodlari
yaglari
Agirlik
. kaybi,
Peyniralt1 suyu konsantrati ASkc.)rbl.k renk, Perez
asit, sistein, Elma Gago ve
veya balmumu . duyusal
4-hegzil 9 . ark. 2006
degerlendir
me
Metilseliiloz-polietilen glikol ffs\istkzgg’lii Kayisi ve Su kaybi, Ayranci ve
(39:1 ml) stearik asit ési t yesil biberler vitamin C  Tunc 2004

2.7.4.1. Sentetik Antioksidanlar

Gidalarda en fazla uygulanan sentetik fenolik antioksidanlar, BHA, BHT, PG ve
TBHQ’ dir (Wanasundara ve Shahidi 2005). BHA ve BHT antioksidan aktif paketlemede en
cok kullanilan iki sentetik antioksidan olmakla beraber, polimerlere eklenen PG ve TBHQ
antioksidanlarinin gida ve gida benzerlerine gecisi ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir
(Jamshidian ve ark. 2012). Sentetik antioksidanlardan BHT ve BHA’un aktif paketleme
uygulamalarina 6rnekler verilebilir; HDPE-LDPE, PP, PVC, PET’ den siv1 ve yag iceren gida
benzeri triinlere BHA ve BHT gecisi (Dopico-Garcia ve ark. 2007), Asadero peynirlerine
LDPE’den BHT gecisi (SotoCantu ve ark. 2008), HDPE, EVOH ve LDPE’den yapilmis ¢ok
katli co-extruded filmlerden siit tozuna BHT gegisi (Granda-Restrepo ve ark. 2009) gibi.
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Antioksidanlarin salinimi, difiizyon ve diisiik molekiil agirlikl bilesiklerin ambalajdan

gida veya gida benzeri {irlinlere gecisini kapsayan denge prosesinin sonucunda olugmaktadir

(Jamshidian ve ark. 2012).
2.7.4.2. Dogal Antioksidanlar

Endiistriyel proseste, gidanin depolama esnasindaki stabilitesini saglamak igin
genellikle sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Toksikolojistler ve diyetisyenler, gida
islemede kullanilan BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin zararlarina uzun zamandan
beri dikkat ¢ekmektedirler (Karpinska ve ark. 2001). Ames (1983) ve Baardseth (1989), BHT
ve BHAnin canlilarda kansorejen etki gosterebilecegini bildirmislerdir (Karpinska ve ark.
2001). Sherwin (1990) ve Wanasundara & Shahidi (1998)’nin bildirdigine gore; tiiketicinin
gida katki maddelerinin giivenilirligi ile ilgili artan bilinciyle birlikte, BHA ve BHT nin
toksik olabilecegi ile ilgili raporlar, tokoferol gibi dogal antioksidanlarin yiiksek iiretim
maliyeti ve diisik verimi, dogal ve daha giivenilir alternatif gida antioksidanlarina olan

ihtiyact dogurmustur (Moure ve ark. 2001).

Meyve ve sebzenin gesitli hastaliklara karsi koruyucu olmasimin vitamin C, vitamin E,
a-tokoferol, B-karoten ve polifenolik bilesikler gibi igerdigi gesitli antioksidanlarla iligkili
oldugu diistiniilmektedir. Biyolojik antioksidanlar, 6zellikle E vitamini ilk ¢alisilanlardandir.
Canlilarda beslenme ile ilgili antioksidanlar (a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit) ve endojen
enzimler (stiperoksit dismutaz, glutation peroksidaz, katalaz) oksidasyondan kaynaklanan

hasarlara karsi koruma saglarlar (Moure ve ark. 2001).

Vitamin E, yagda c¢oziinebilen, giiclii antioksidan aktiviteye sahip biyolojik bir
antioksidandir. Fakat diger sentetik antioksidanlara gore tokoferollerin dayaniksiz olmasi,

kullaniminda giicliiklere neden olmaktadir (Soycan Oneng ve Acikgdz 2005).

Bilaloglu ve Harmandar (1999) ve Harbone ve Williams (2000), dogal
antioksidanlarin, basta flavonoitler olmak iizere sinnamik asit tiirevleri, kumarinler,
tokoferoller, organik asitler gibi bitkilerde ikincil metabolit olarak olusan fenolik maddeler
oldugunu bildirmislerdir (Oztiirk ve ark. 2004). Eski gaglardan beri yiyeceklerin tadin1 ve
stabilitesini iyilestirmek igin ilave edilen pek ¢ok aromatik bitki ve baharatlar, zararsiz dogal
antioksidan maddelerdir (Oztiirk ve ark. 2004). Baharatlar; flavonoitler ve fenolik asitler gibi
fenolik bilesikler yoniinden zengin olup, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri de iceren

genis alanda biyolojik etki gostermektedirler (Coma 2008). Esansiyel yaglarin et iiriinleri gibi
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gidalara direkt eklenmesi bakteri populasyonunda hemen bir diisiis saglarken, eklenen gidanin
duyusal o6zelliklerini degistirebilir. Bu sebeple esansiyel yaglarin, yenilebilir filmlere
eklenmesi Ozellikle ilgi ¢ekicidir (Coma 2008). Contini ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada,
PET tepsi tizerine turunggil meyvesi ekstrakti ve a-tokoferol piiskiirterek hazirladiklar: aktif
paketleri pisirilmis hindi eti tizerine uygulamiglardir. Turunggil meyve ekstrakti ile yaptiklar
uygulamada oksidasyonda kayda deger bir diisiis goriirken, a-tokoferol higbir antioksidan etki

gosterememistir.

Protein, peptit ve amino asitler de antioksidanlar olarak kullanilabilmektedir. Ornegin
kazein proteininin hem antioksidan hem de emiilsifiye kapasitesi bulunmaktadir (Hu ve ark.
2003). Le Tien ve ark. (2001) yaptiklari g¢alismada, kazeinat ve peynir alti suyu
kaplamalarinin  dilimlenmis patates ve elmalarda oksidatif esmerlesmeyi basariyla

engelledigini bulmuslardir.
2.8. Esansiyel Yaglarin Tanimi Tarihgesi ve Elde Edilme Yontemleri

Esansiyel yaglar; bitkilerin yaprak, ¢igek, kabuk, tohum ve kdklerinden, su buhari
distilasyonu veya ekstraksiyon yontemi ile elde edilen, kolayca kristallesebilme 6zelliginde
olan, oda sicakliginda genellikle s1vi formda bulunan, ¢ogunlukla renksiz veya agik sart renkli
bilesimlerdir (Sengezer ve Giingdr 2008). En belirgin 6zellikleri kokular1 ve oda sicakliginda
ucucu olmalart olan ve asil olarak terpenlerden olusan esansiyel yaglar, suda ¢dziinmeyen
fakat organik ¢oziiclilerde kolayca ¢oziinebilen karigimlardir. Esansiyel yaglarin {iretiminde
kullanilan distilasyon metodu ilk énce doguda (Misir, Hindistan ve Iran) 2000°den fazla
yildan 6nce kullanilmis olup, 9. Yiizyilda Araplar tarafindan gelistirilmistir (Burt 2004).
Esansiyel yaglar 13. yiizyilda eczacilar tarafindan yapilmaya baslanmis olup, farmakolojik
etkileri ila¢ kitaplarinda anlatilmigtir ancak kullanimi Avrupa’da 16. Yiizyila kadar
yayginlagmamustir. Esansiyel yaglarin buharlarinin bakterisidal 6zelliklerinin ilk deneysel
Ol¢iimiiniin ise 1881 yilinda De la Croix tarafindan yapildigi sdylenmektedir (Burt 2004).
Gilinlimiizde, yaklasik 3000 esansiyel yag bilinmekte olup bunlardan 300 adedi eczacilik,
tarim, gida, temizlik, kosmetik, parfiim endiistrisinde ticari olarak onem arz etmektedir
(Bakkali ve ark. 2008).

Bitkilerdeki ugucu yag miktarina, cinsine ve bitki kismina gore degisik sekillerde elde
edilen esansiyel yaglari elde etmede kullanilan yontemler; Distilasyon Yontemi, Mekanik
Yontem (Presleme), Anfloranj Yontemi (Ekstraksiyon), Tiiketme Yontemi (Coziicii ile

Ekstraksiyon) olmak {izere dort grupta toplanir (Sengezer ve Giingor 2008).
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Grassman ve ark. 2003, Oztiirk ve ark. 2002, Iscan ve ark. 2002, ugucu yaglar1 iceren
bitki familyalar1 olarak Apiaceae (Maydonozgiller), Asteraceae (Papatyagiller), Brassicaceae
(Turpgiller), Chenopodiaceae (Sirkengiller), Compositaceae (Bilesikgiller), Cupressaceae
(Servigiller), Iridaceae (Siisengiller), Lamiaceae (Ballibabagiller), Lauraceae (Defnegiller),
Myrtaceae (Mersingiller), Pineaceae (Camgiller), Poaceae (Bugdaygiller), Rosaceae
(Gtilgiller), Rutaceae (Sedefotugiller), Zingiberaceae (Zencefilgiller) belirtmislerdir (Evren
ve Tekgitiler 2011).

Baz1 esansiyel yaglarin elde edildigi bitkiler, 6nemli bilesenleri ve ugucu yag

miktarlar1 Cizelge 2.4.’de verilmektedir.

Cizelge 2.4. Bazi esansiyel yaglarin elde edildikleri bitkiler, dnemli bilesikleri ve ugucu yag

miktarlar1 (Sengezer ve Giingér 2008)

Bitki Ada Elde Edildigi Bitki Onemli Bilesikleri Ucucu Yag Miktar1 %
Camphor 6-15
a-Pinene 4-5
Adagay1 Salvia officinalis L. B-Pinene 2-10
1,8-Cineole 6-14
A-tujone 20-42
a -Pinene 8
Limonene+f- 39
Phellandrene
Bergamot Citrus bergamia . 9
y-Terpinene
(meyveleri) . 11
Linalool
28
Linalyl acetate
a-Pinene 2-25
Bomyl acetate 0-17
Biberiye Rosmarinus officinalis Camphor 2-14
1,8-Cineole 3-89
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Limonene 51

Trans-Dihydrocarvone 10
Dere Otu Anethum sowa Carvone 20
Dillapiole 37
Eugenol 75-85
Karanfil Syzygium aromaticum
Eugenyl acetate 8-15
Thymol 10 - 64
Kekik Thymus vulgaris Carvacrol 2-11
y-Terpinene 2-31
p-Cymene 10 -56
Citrus sinensis L. Limonene 92
Portakal
(meyve kabugu)

2.8.1. Kekik (Tymus vulgaris) esansiyel yag

Lamiaceae familyasinda yer almakta olan kekik (Thymus vulgaris) bitkisi, ¢imenlik
tarla kiyilarinda, orman kenarlarinda, ¢ayirlardaki karinca yuvalarinin iistiinde yer almaktan
hoslanir, giines ve sicak sevdigi i¢in toprak sicakliginin fazla oldugu kayalik ve daglik
bolgelerde ¢ogalir (Benli ve Yigit 2005, Ertiirk ve ark. 2010, Emir Coban ve Patir 2010).
Kendine has bir kokusu olan kekik 6zellikle timol ve karvakrol adl1 aktif maddeleri igerir. Bu
maddeler, kekige kendine 6zgii kokusunu veren, antimikrobiyal, antifungal (Loziené ve ark.
2007) ve antioksidan Ozellik kazandiran fenolik bilesiklerdir (Ertirk ve ark. 2010, Emir
Coban ve Patir 2010). Karvakrol ve timoliin yapist Sekil 2.7.’de verilmistir. Kekik yaginda
bulunan fenolik bilesikler, mikroorganizmalarin hiicre zarinda bulunan fosfolipit tabakasini
uyarirlar béylece mikroorganizmalarin enzim sistemlerini bozarlar ya da hiicre i¢i yasamsal

yapilarin gecirgenligini artirirlar (Lambert ve ark. 2001, Ertiirk ve ark. 2010).

Thymus cinsi, en Onemlilerinden biri olan Thymus vulgaris ile birlikte 215 tiir
igermektedir. Thymus vulgaris ekstraktlarinin igerisinde, flavonoidler ve vitamin E gibi ugucu
olmayan antioksidanlar da bulunmaktadir. Bu nedenle kekikden elde edilen esansiyel yaglar

gida endiistrisinde dogal koruyucular olarak kullanilabilirler (LoZiené ve ark. 2007).
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Cizelge 2.5° de T.vulgaris’ten elde edilen kekik yagmin spesifik 6zelliklerine ait

bilgiler yer almaktadir.

Sacchetti ve ark (2005) yaptiklari ¢alismada, 11 esansiyel yagin, fonksiyonel gida
bileseni olmasiyla iliskili 6zelliklerini degerlendirmisler, bu 6zellikler, referans bilesen olarak
kullanilan Thymus vulgaris esansiyel yagi ile karsilagtirilmistir. Calismada referans olarak
kullanilan Thymus vulgaris esansiyel yagi DPPH serbest radikalleri siipiirme denemesinde %
75,6 +£0,53 inhibisyon gosterirken, B-Karoten agartma testinde de % 90,9+0,64 ile en yiiksek

antioksidan aktiviteyi gostermistir.

“Hs

OH

(a) (b)
Sekil 2.7. Karvakrol (a) ve timoliin (b) yapist (Emir Coban ve Patir 2010)

Cizelge 2.5. T.vulgaris’ten elde edilen kekik yaginin spesifik dzellikleri (Emir Coban ve Patir

2010).
Gorliniis Keskin kokulu, yesil yada kirmizi renkli, sivi
Ozgiil agirlik (25 °C) 0,915-0,935
Kirilma indisi (20 °C) 1,495-1,505
Coziinebilirlik % 80’ lik etanolde, 1:2 oraninda
Fenol igerigi % 40’dan daha az
Agir metal icerigi <% 0,02

Yapilan bir diger ¢alismada; kekik, zater ve karanfil esansiyel yaglarmin antifungal
aktiviteleri besiyerinde ve domates sal¢asinda Olglilmiistiir. Sonuglar gostermistir ki; kekik,
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zater ve karanfil esansiyel yaglarmin A. flavus’a karsi in vitro olarak antifungal aktivitesi
oldugu, kekik esansiyel yaginin 350 ppm’de A. flavus’u tamamen inhibe ederek en ¢ok etkiyi
gosterdigi bulunmustur. Domates salgasinda bu etkinin biraz daha az oldugu goriilmiistiir

(Omidbeygi ve ark. 2007).

Kekik ve nane ugucu yaglarinin 21 bakteri ve 7 maya iizerindeki antimikrobiyal
etkinligi disk difiizyon yontemi kullanilarak test edilmis, kekik ugucu yagiin Pseudomonas
aeruginosa disindaki test edilen diger mikroorganizmalarin tamamina giiglii antimikrobiyal
etki gosterdigi, test edilenler arasinda Candida tiirlerinin en hassaslar1 oldugu belirlenmistir
(Ertiirk ve ark. 2010).

2.8.2. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yag:

Laurus cinsi, Defnegiller (Laureceae) familyasinin 40 cinsinden biridir. Defne
yapraklarinin elde edildigi 5-10 m boyunda olan defne agaci, daima yesilligini korumakta
olup, siirgiin verme kabiliyeti oldukc¢a fazladir (Sekil 2.8). Defnenin yapraklari 5-10 cm
uzunlugunda, 2-4 cm eninde ve eliptik yapidadir ve serttir. Ust yiizleri parlak koyu yesil,
altylizleri ise mat ve daha agik yesil renktedir (Sekil 2.8.).

Defne yapraklarinin bilesiminde %1-4 oraninda ugucu yag, tanen ve aci maddeler
bulunur. Ugucu yagin bilesiminde %35-50 oraninda sineol bulunmakta olup (Karaogul ve ark.
2012), ayrica yapraklar seskuiterpenoid lakton ve isokuinolin alkoloit igcermektedirler
(Skerget ve ark. 2005). Igerdigi ugucu yag miktar1 yetisme yoresine gore degisir. Ulkemiz
yillik defne yapragi iiretimiyle diinya defne ticaretinin %97’sini karsilamakta olup, ihracat

gelirlerimizde 6nemli bir yer tutmaktadir (Karaogul ve ark. 2012).

Yvon ve ark. (2012) yaptiklar1 ¢alismada Juniperus phoenicea, Thymus capitatus,
Lauris nobilis, Melaleuca armillaris ve Eucalyptus gracilis’den elde edilen alt1 adet esansiyel
yagin antioksidan oOzelliklerini incelemis, Thymus capitatus’dan sonra en fazla fenolik
miktarina ve en gii¢lii antioksidan etkiye Lauris nobilis esansiyel yaginin sahip oldugunu

tespit etmislerdir.
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Sekil 2.8. Laurus nobilis agaci ve yapraklari (Karaogul ve ark. 2012)

2.8.3. Portakal (Citrus sinensis) esansiyel yagi

Citrus cinsi Rutaceae (Sedefotugiller) familyasinda yaklagik 16 tiir igermektedir ve
genellikle astropikal bolgelerde yetistirilmektedir (Fisher ve Philips 2008). Portakal,
mandalina, misket limonu, limon gibi bir¢ok 6nemli meyveyi i¢inde bulunduran Citrus cinsi,
diinyadaki en fazla meyve mahsuliinii olusturmakta olup bunun da %60’ portakal meydana
getirmektedir (Velazquez-Nunez ve ark. 2013). Citrus esansiyel yaglari diinyada en fazla
tiretimi olan (Tirado ve ark. 1995) ve en yaygin kullanilan esansiyel yaglardir (Bousbia ve
ark. 2009). Bunlar %85-99 arasi ugucu bilesikler, %1-15 aras1 ugucu olmayan bilesikler igerir.
Ucgucu bilesikleri monoterpen ve seskiterpen hidrokarbonlari ve onlarin oksijenlenmis
tirevleri olan aldehit (sitral), keton, asit, alkoller ve esterleri olusturmaktadir. Yag asitleri
citrus yaglarinin 6nemsiz bir yiizdesini olustururken (%0,2 v/v), tiirler arasindaki ayrimi
yapmada kullanilan diger bir grup bilesiklerdir. Flavonoidlerin alti smifi bulunmaktadir.
Bunlar flavanon, flavonol, isoflavonoid, antosiyanin ve flavanlar olup, yaglarin ugucu

olmayan kismini olustururlar (Fisher ve Philips 2008).

Citrus yaglart GRAS olarak kabul edilmekte ve gidalarda kullanilmakta olup, direkt
yag olarak ya da buhar formunda mayalar, kiifler, gidada bozulmaya yol acan bakteriler
yaninda, hem Gram-pozitiflere hem de Gram-negatiflere karsi da inhibisyon etkisi
bulunmaktadir (Mexis ve ark. 2012, Fisher ve Philips 2008).

Piacentini 1949 yilinda ilk kez Citrus yaglarinin antimikrobiyel o6zelliklerinden
bahsetmis olup, sivi formda fenol gibi dezenfektanlardan daha etkili oldugu bildirmistir

(Fisher ve Philips 2008). Subba ve ark. 1967°de, 2000 ppm konsantrasyonundaki portakal ve
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limon yaglarinin, nutrient agarda Bacillus subtilis sporlarinin gelismesini inhibe ettigini

ispatladiklarini belirtmislerdir.

Limon, portakal, bergamut esansiyel yaglarinin, disk difiizyon yontemi kullanilarak
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli 0157 ve
Campylobacter jejuni’ye kars1 antimikrobiyal etkilerine bakilmis; sonuglar bergomat
esansiyel yagi basta olmak iizere, citrus esansiyel yaglarinin, gida zehirlenmelerine en yaygin

sebep olan bakterilerin gelisimini engelledigi goriilmiistiir (Fisher ve Philips 2006).

Yapilan bir calismada ise Citrus sinensis, Citrus aurantium, Citrus deliciosa, Citrus
paradises ve Citrus limon esansiyel yaglarinin Penicillium digitatum’a kars1 sirayla 2180,2,
1015,4, 713,3, 910,3, 1056,4 ppm dozlarda etkili oldugu degerlendirilmistir (Caccioni 1998).

Singh ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 500 ppm konsantrasyonda, C. maxima, C.
sinensis ve ikisinin kombinasyonunun Aspergillus flavus tizerine sirasiyla % 48,1, % 46,2 ve
%44,0 inhibisyon etkisi gosterdigini ve yine 500 ppm konsantrasyonda, C. maxima, C.
sinensis ve ikisinin kombinasyonunun AFB;: iretimini tamamen inhibe ettigini
bildirmektedirler. Ayrica bu ¢alismada, C. maxima, C. sinensis yaglarina ait ICso degerlerinin,
8,84 ve 9,45ul/ml oldugu belirlenmis olup, bu degerlerin de esansiyel yaglarin yiiksek
antioksidan aktivitesine dikkat ¢ektigi belirtilmektedir.

Yapilan bir diger ¢alismada ise, A. niger, A. flavus, P. chrysogenum, P. verrucosum
tizerine, portakal, limon, mandalina ve greyfurt esansiyel yaglarinin antifungal etkilerine
bakilmistir. Portakal esansiyel yaginin A. niger tizerine en etkili oldugu bulunurken, A. flavus
lizerine en 1yi inhibisyon etkinin mandalina yag: tarafindan saglandig: belirlenmistir. Greyfurt
yagmin ise P chrysogenum, P. verrucosum iizerine daha etkili oldugu saptanmistir (Viuda-
Martos ve ark. 2008Db).

Citrus sinensis esansiyel yagmin A. niger ftizerinde 3 upg/ml konsantrasyonda
fungusidal oldugu tespit edilmistir (Sharma ve Tripathi 2006). Viuda-Martos ve ark. 2008Db,
birgok yazarin citrus esansiyel yaglarmin antifungal kapasitelerinin igeriklerinde degisik
konsantrasyonlarda bulunan D-limonen, linalool veya citral ile iligkili oldugunu
bildirdiklerini, bazi yazarlarin ise igeriginde bulunan fenolik iceriginden kaynaklandigini

sOylediklerini belirtmislerdir.
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Lucini ve ark. (2006), misel gelisimi inhibisyonunun esansiyel yaglarda bulunan
monoterpenlerden kaynaklandigini, bu bilesenlerin hidroksil, alkoksil, alkoperoksil gibi

reaktif oksijen tiirlerini arttirarak hiicre membran yapisini degistirdiklerini séylemektedirler.
2.9. Esansiyel Yaglarin Ozellikleri ve Aktif Ambalaj Uygulamalari
2.9.1. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zellikleri ve aktif ambalaj uygulamalari

Gida kaynakli mikroorganizmalardan kaynaklanan saglik tehlikelerini ve ekonomik
kayiplar1 azaltmak icin, dogal bilesiklerin antibakteriyel olarak kullanimi, patojen bakterilerin
varligin1 kontrol etmede ve islem goérmiis gidanin raf dmriiniin uzatilmasinda dikkat ¢ekici bir

yol olarak goziikmektedir (Oussalah ve ark. 2007).

Organik asitler, lisozim gibi enzimler, benomil, imazalil gibi fungusitler, baharatlar
gibi dogal antimikrobiyal bilesikler, gida ambalajlarinda gosterdikleri antimikrobiyal
aktivitelerinden dolayr kullanimi Onerilen bilesiklerdir. Bu bilesikler ¢ogunlukla

antimikrobiyal ve bir kism1 da antioksidan ozellikler tasirlar (Seydim ve Sarikus 2006).

Yal¢in ve ark. (1997), baharatlarda bulunan eugenol, timol, humulon, lupulon, allil
izotiyosiyanat gibi bilesiklerin antimikrobiyal etkiye sahip olmasi baharatlarin ¢ogunu gram
pozitif bakteriler ve kiiflere karsi etkili hale getirmekte oldugunu, karigim halinde

kullanilmalarinin bu etkiyi daha da artirdigini bildirmektedirler (Coskun 2006).

Bitkilerden elde edilen esansiyel yaglar ve ekstraktlar1 son zamanlarda popiilarite
kazanmig ve bilimsel olarak da ilgilenilmeye baslanmistir (Tepe ve ark. 2005). Saglik ve
ekonomik endiselerden dolayr aragtirmacilar, fungusit ve bakterisit yerine kullanilabilecek,
boylece kiif ve bakterileri tamamen veya kismen inhibe edebilecek esansiyel yaglari bulmaya
yonelmislerdir (Soliman ve Badeea 2006). Bitkilerden veya baharatlardan elde edilen
esansiyel yaglar terpenoid ve organik asitler gibi biyolojik olarak aktif bilesiklerin zengin
kaynaklaridir ve bu esansiyel yaglarin birgcogunun antimikrobiyal 6zellikleri oldugu uzun
zamandir bilinmektedir (Zinoviadou ve ark. 2011). Esansiyel yaglar GRAS olarak kabul
edilmekle beraber (Burt 2004); organoleptik kriterleri (Oussalah 2007) ve gidalarin tadini
degistirebilecek giiclii aromalar1 (Rojas-Grai ve ark. 2009) gidalarda kullanim miktarlarini

siirlayan en 6nemli etkendir.

Esansiyel yaglarda bulunan kimyasal bilesiklerin farkli gruplarinin sayilarinin fazlalig

diistiniilecek olursa, antibakteriyel aktivitelerinin sadece tek bir spesifik mekanizmadan
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kaynaklanmadig1 anlasilabilir. Esansiyel yaglarin ve bilesimlerinin en 6nemli karakteristik
ozellikleri hidrofobisitesi olup, bu 06zellik onlarin bakteri hiicre membran ve mitokondri
lipitlerini pargalara ayirmasimi saglar. Boylece yapiyr bozarak gegirgenligi arttirir (Viuda-
Martos ve ark. 2008a, Sikkema ve ark. 1995). Iyonlar ve diger hiicre bilesenleri sizar (Viuda-
Martos ve ark. 2008a, Lambert ve ark. 2001). Denyer ve Hugo (1991), belli bir miktara kadar
sizmanin yasanabilirli§in kaybini tolere ettigini, hiicre bilesenleri kaybi, 6nemli molekiil ve
iyonlarin ¢ikisinin arttikga Oliimiin gegeklestigini bildirmislerdir (Viuda-Martos ve ark.
2008a).

Ayni bitkiden elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinde ¢ogu kez
biiytik farkliliklar gézlemlenmektedir. Bu degiskenligin sebepleri, cografik kaynaklar, hasat
mevsimi, genotip, iklim, kurutma prosediirii ve bitkinin distilasyon yapilan kismimin farkli

olmasindan kaynaklanabilir (Oussalah 2007).

Oregano, savory ve thyme antimikrobiyal aktiviteleri 1950’lerden beri bildirilmekte
olup, inhibisyon etkilerinin, en etkili bitkisel antibakteriyel ajanlar olarak bilinen timol ve
karvakrol fenolik bilesiklerini (Seydim ve Sarikus 2006) yiiksek konsantrayonda
icermesinden kaynaklandigi yayinlanmistir (Oussalah 2007).

Nguefack ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢aligmada, Cymbopogon citratus, Ocimum
gratissimum ve Thymus vulgaris esansiyel yaglarinin ve aktif fraksiyonlarinin, A. ochraceus,
P. expansum ve P. verrucosum’un her birinin iki mikotoksijenik suslari iizerine gidalarda
yiiksek koruyucu etkileri oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada potasyum sorbatin da
antifungal aktivitesine bakilmis olup, her {i¢ esansiyel yagin da potasyum sorbattan daha etkili

oldugu tespit edilmistir.

Yine Cavar ve ark. (2008) yaptiklart calismada, Lamiaceae (Ballibabagiller)
familyasina ait olan Satureja cinsinden esansiyel yaglarin S. aureus, S. epidermidis, E. coli, P.
aeruginosa, B. subtilis tizerine etkilerini belirlemek i¢in kagit disk metodunu kullanmis ve

esansiyel yag 6rneklerinin biitiin mikroorganizmalari inhibe ettigini bulmuslardir.

Tiirkiye’den elde edilen Thymus revolutus Celak esansiyel yaginin etkisi 11 bakteri ve
dort maya tizerine denenmis olup, aralarinda E. coli, K. pneumoniae, L. monocytogenes gibi
bakteri ve C. albicans, C. tropicalis, S. cerevisiae gibi mayalarinda bulugu gruplara

antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir (Karaman ve ark. 2001).
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Origanum vulgare L. esansiyel yaginin da gidada bozulmaya yol agan mayalar iizerine

etkili oldugu Souza ve ark. (2007) yaptiklar1 calismada gosterilmektedir.

Gida ambalaj filmleri icerdigi aktif maddenin gidaya kontrollii salinimini uzun siirede
saglayarak, bu maddenin gidaya direkt eklenmesi ile gidanin tamamina hizlica diffiize
olmasiyla meydana gelebilecek nétralizasyonu (Pranoto 2005) ve olusabilecek istenmeyen
fazla aromay1 engeller (Ramos ve ark. 2012). Gida yiizeyine yavasca salinan antimikrobiyal
ajanlar, uzun siire boyunca yiiksek konsantrasyonda gida yiizeyinde etkili olabilirler.
Antimikrobiyal madde olarak gida ambalaj materyallerinde bulunan esansiyel yaglarla ilgili

caligmalar yapilmaktadir.

Kekik ve keklik otu esansiyel yaglarini i¢eren soya proteininden olusan yenilebilir
filmlerin E.coli, E. coli O157:H7, S aureus, P. aeruginosa ve Lactobacillus plantarum iizerine
inhibisyon zonu testleri yapilan ¢alismada (Karagéz Emiroglu ve ark. 2010), ayrica filmlerin
sigir etinden yapilan koftelerin iizerine etkisi de incelenmistir. Inhibisyon zonu testlerinde,
E.coli, E. coli O157:H7, S aureus iizerinde daha etkili oldugu bulunurken, gidada yapilan
uygulamada ise sadece Pseudomonas spp. ve koliform bakterilerinde diisiis oldugu

gozlemlenmistir.

Rojas-Graii ve ark. (2007), alginat-elma piiresi yenilebilir filmlere karvakrol, keklik
otu esansiyel yagi, limon otu esansiyel yagi, sitral, tar¢in esansiyel yagi, sinamaldehit
eklemistir. Karvakrol ve keklik otu esansiyel yagini i¢eren filmlerin E. coli O157:H7’ye kars1
bariz bir sekilde daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirmistir.

2.9.2. Esansiyel yaglarin antioksidan ozellikleri ve aktif ambalaj uygulamalari

Proses ve depolama esnasinda gida {rlinlerinin bozulma sebeplerinden en
onemlilerinden biri lipid peroksidasyonudur. Peroksidasyon sonucu olusan iirtinler, diger gida
bilesenlerini etkileyerek, tat ve aromayr degistirir ve insan saglig1 lizerinde de istenmeyen

etkiler olusturur (Kumar ve ark. 2007).

Antioksidanlar ransit {iriinleri ortadan kaldirmaz ya da oksidasyonu geri ¢evirmezler
ancak gidalara ilave edilerek oksidasyonun sekillenmesini geciktirir yada engellerler.
Besinlerin muhafaza siiresini uzatmak i¢in endiistriyel islemlerde asil olarak sentetik
antioksidanlar kullanildig1 halde tiiketiciler genelde dogal antioksidanlari sentetik olanlara

tercih etmektedir (Emir Coban ve Batir 2010).
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Kendilerine 6zgii lezzet ve aromalari, antimikrobiyal ve antioksidan Ozellikleri
nedeniyle, bitki ve baharatlar gida sektoriinde alternatif olarak kullanilabilecek dogal
antioksidanlar olarak da giderek dnem kazanmustir. Bu bitkilerin yapilarinda bulunan fenolik
bilesiklerin antioksidan etkisi serbest radikalleri temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma
ve tekli oksijen olusumunu engelleme gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Emir Coban ve
Batir 2010). Bir¢ok esansiyel yag oksidasyona dayanikli hatta antioksidan 6zellikler gosteren
bilesenlere sahiptir (Pokorny 2001). Esansiyel yaglarin koruyucu olarak kullanimi, gidalari
oksidasyondan korumak i¢in uygulanan yeni bir yaklasimdir (Deba ve ark. 2008).

Thymus tiirii 6nemli miktarda flavonoid ve fenolik bilesikler i¢ermekte olup, giiclii
antioksidan aktiviteye sahiptir (Nickavar ve Esbati 2012, Ruiz-Navajas ve ark. 2013)
yaptiklart ¢aligmada, Thymus moroderi ve Thymus piperella esansiyel yaglarini kitosan film
icine eklediklerini ve miikemmel 6zellikte antioksidan etkili bir aktif ambalaj elde ettiklerini

bildirmislerdir.
2.10. Cahismada Kullanmilan Kiif ve Mayalar

Aspergillus toprakta bulunan en yaygin kiiflerden olup, biitiin diinya iizerinde
dagilmistir (Kang ve ark. 2013). Yayinlanan yaklagik 250 tiirii tanimlanmis olup, yeni tiirler
kesfedildik¢e toplam sayisi artmaktadir (Geiser ve ark. 2007). Mikotoksin olusturmalarindan
dolay1, Aspergillus tiirleri gida ve gida giivenliginde ¢ok onemli rol oynamaktadir (Klich
2007). Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus ¢ok zararli mikotoksin
retimleri ile bilinmektedirler. Aspergillus fumigatus spor olusturan bir kiif olup, konidiyum
diye adlandirilan bu sporlar 2-3 um c¢apindadir. Konidiyumlarin yiizeyleri son derece
hidrofobik olup, bu 6zelligi havada uzun siire kalabilmesini saglamaktadir (Rivera ve ark.
2006). A. fumigatus, taksonomik olarak iyi tanimlanmis tiirlerden olup, digerlerinden makro-
morfolojik karakteristikleri ile ayrilirlar. Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotii
pastorizasyondan sonra gida lizerinde bozulma yapabilen kiiflerdendir. Istya dayaniklilik
Ozellikleri baslica askospor ve/veya kalin duvarli klamidospor veya hiflerden

kaynaklanmaktadir (Gumus ve ark. 2010).

Paecilomyces tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar az olup, genellikle yabanci bir
viicutta, anatomik bozuklukda veya bagisiklik sistemi eksikliginde goriilmektedir (Wang ve
ark. 2005). Paecilomyces variotii kosmopolitan, filamentous kiif olup, toprakta ¢iirlimis bitki
ve gidalarda bulunmaktadirlar. Yaygin saprofit bir kiif olan Paecilomyces variotii, nadiren

insanlarda enfeksiyona neden olur (Salle ve ark. 2005).
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Aflatoksinler toksik ve kansorojen ikincil metabolitler olup, 6zellikle Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus olmak {izere birgok Aspergillus tiirleri tarafindan
tiretilmektedir (Razzaghi-Abyaneh ve ark. 2008, Jayashree ve Subramanyam 2000). Bu kiifler
kozmopolit organizmalardir ve tahil taneleri, yagl tohumlar, pamuk tohumlarini da igeren
genis alandaki dogal substratlari kontamine etmektedirler (Razzaghi-Abyaneh ve ark. 2008).
Aspergillus parasiticus ve irettigi aflatoksinler, depolama siiresince gidanin Onemli

kontaminanti1 olup, halk sagligini da tehdit etmektedir (Ozcan 2003).

Gumus ve ark. 2010, yaptiklar1 ¢alismada margarinden izole edilen ve 1s1ya dayanikli
kiifler olan Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotti’te kars: portakal, defne, mersin,
kekik, adagay1 bitkilerine ait esansiyel yaglarin inhibisyon o&zellikleri incelenmis; kiif
gelisimini engelleyici 6zelliklerinin ¢oktan aza dogru kekik=portakal>adacayi>kekik>mersin
olarak tespit etmislerdir. Calismada, Paecilomyces variotti’nin, Aspergillus fumigatus’dan
daha dayanikli oldugu da belirtilmektedir.

Mayalar dogada genis Olclide dagilmislardir. Sarap, peynir, sirke, icecekler, meyve
sulari, meyveler, salatalar, et gibi bircok giday1r bozabilmekte, koku, renk, tat, ve yapida
degisikliklere yol agmaktadirlar (Souza ve ark. 2007). Candida da gidalar1 bozabilen 6nemli
mayalardandir (Souza ve ark. 2007). C.sake, C. lambica, C. kefyr, C. zeylanoides Candida

tiirleri igerisinde sayilabilir.

C. sake gidalardan, baliktan, bira, sarap, sebze ve meyve sular1 gibi iceceklerden izole
edilebilmektedir. Diisiik su aktivitesine ve asidik ortamlara toleranslidir. Dondurulmus
gidalarda arzu edilmeyen goriinlis ve aroma olusturmasi sebebiyle tiiketici tarafindan kabul
edilebilirligi yok etmektedir (Tyrer ve ark. 2004). Candida tiirleri igerisinde Candida kefyr’in
ise, kan akig1 enfeksiyonlari ile iligkili oldugu diisiincesi artis gostermektedir (Gomez-Lopez
ve ark. 2010).

40


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508000627
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160508000627
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0732889309002417

3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Arastirma materyallerini kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarmin ilavesiyle
iiretilmis yenilebilir zein filmler ile bu filmlerin etkinliginin iizerinde denendigi margarinler
olusturmaktadir. Raf dmrii uygulamasi i¢in materyal olarak kullanilan margarinler, Corlu’da
Unipro A.S. yag fabrikasmin pilot tesisinde potasyum sorbat ve Vitamin A, D, E ilave

edilmeyen kase margarin olarak tiretilmistir.

Esansiyel yag olarak kullanilan kekik yagi Thymus vulgaris, defne yagi Laurus nobilis
ve portakal yagi Citrus sinensis Talya Bitkisel Uriinler Tic. ve San. Ltd. Sti.’den temin

edilmistir.

Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus, Paecilomyces variotii,
Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii’niin kiiltiir
koleksiyonundan, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2, Candida
lambica ve Candida sake Erciyes Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii’nden temin

edilmistir.

Denemelerde ve analizlerde kullanilan Potato dextrose agar (PDA), Dichloran rose-
bengal kloramfenikol agar (DRBC), asetik asit, nisasta, dietil eter, kloroform, sodyum
hidroksit (NaOH), sodyum karbonat (Na.COz), Folin-Ciocalteu, etanol (EtOH), metanol
Merck KGaA (Almanya), Oxytetracycline Glucose Yeast Extract agar (OGYE-CM0545) ve
Plate Count Agar (PCA-CMO0325) Oxoid (ingiltere), zein, gliserin, gallik asit ve 2,2-Difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich (Co ABD), potasyum iyodiir (KI) Panreac (Ispanya),
potasyum sorbat Fluka, Sigma-Aldrich GmbH (Almanya) firmasindan alinmstir.

Bu c¢alisma, Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Bolimii’niin, Corlu Meslek Yiiksekokulu, Gida Teknolojisi Programinin ve Unipro A.S. yag

fabrikasinin laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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3.2. Metod

3.2.1. Esansiyel yag ve potasyum sorbat iceren filmlerin antifungal aktivitelerinin

belirlenmesi
3.2.1.1. Kiif ve maya Kkiiltiirlerin gelistirilmesi

Kiifler ve mayalar her kullanimdan 6nce yatik PDA besiyerinde 30°C’de 4 giin

stiresinde gelistirilmistir. Yenilenen kiiltiirler +4 °C’de muhafaza edilmistir.
3.2.1.2. Zein film hazirlanmasi

Esansiyel yag (kekik, defne, portakal) ve potasyum sorbat igeren zein filmler, Padgett
ve ark. (1998) tarafindan agiklandigi gibi hazirlanmistir. 1,4178 g musir zeini 8,1 ml etanol
(%97) igerisinde 25 dakika boyunca yavase¢a karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra 0,39
ml gliserol ortama eklenmis ve karisimin sicakligi kaynamaya baslayana kadar arttirilmistir.
Kaynama baglar baglamaz karistirma igslemi durdurulmus ve film solisyonu 5 dk daha
kaynatilmistir. Hazirlanan zein film ¢dzeltisi, oda sicakligina sogutulduktan sonra igerisine
daha once yapilan benzer caligsmalardan elde edilen sonuglar goz onilinde bulundurularak
belirlenen konsantrasyonlarda esansiyel yaglar veya potasyum sorbat eklenip, tekrar
karistirtlmistir. Karisimin 4,82 grami daha once etanolle silinmis 9x9 ebadindaki cam plakaya
yayilmistir. Cam plakalar oda sicakliginda 24 saat kurutulmustur. Kuruduktan sonra film cam
plakadan ¢ikarilmigtir. Filmin farkli noktalarindan mikrometre ile yapilan 10 adet Olgim
sonucunda filmlerin ortalama kalinlig1 belirlenmistir. Antifungal aktivitelerinin belirlenmesi
icin, elde edilen filmlerden mantar delici aparat ile (1,1 cm gapinda) aseptik kosullar altinda
diskler hazirlanmistir. Elde edilen filmlerin antifungal etkisi Agar Diflizyon Metoduna gore
test edilmistir (Appendini ve Hotchkiss 2002).

3.2.1.3. Kekik (Thymus vulgaris) esansiyel yag iceren zein filmin antifungal aktivitesinin

belirlenmesi

Yatik PDA besiyerinde gelistirilen kiif ve mayalardan, Mc Farland 0.5 standardina
gore ayarlanmis ve yaklasik 10° kob/ml konsantrasyonunu igeren diliisyonlar hazirlanmustir.
Hazirlanan diliisyonlardan DRBC besiyerlerine 0,1 ml 6rnek eklenip, drigalski spatiilii
yardimiyla yayilarak ekimler gerceklestirilmistir. %3, 3,5, 4, 5, 6 (v/w) konsantrasyonlarda
kekik esansiyel yagi igceren ¢ozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan, igerdigi ortalama

esansiyel yag miktar1 1,8x1073-2,7x102 ml arasinda degisen diskler, kiif ve maya (Aspergillus
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parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotii, Candida kefyr,
Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2, Candida lambica, Candida sake) ekimi
gerceklestirilmis besiyeri lizerine 3’er adet yerlestirilerek 25 °C’de 3 giin inkiibasyona
birakilmistir. Sonrasinda %1, 1,5, 1,6, 1,7, 1,85, 2, 2,5 (v/w) konsantrasyonlarda kekik
esansiyel yagi iceren g¢ozeltilerden elde edilen filmlerden, icerdigi ortalama esansiyel yag
miktar1 0,5x1073-1,6x1073 ml arasinda degisen diskler yalnizca Aspergillus fumigatus iizerinde
denenmistir. Inkiibasyon sonunda zein film diskleri etrafinda zon olusumuna bakilmis ve

zonlarin ¢aplar1 6l¢iilmiistiir.

3.2.1.4. Defne (Laurus nobilis) esansiyel yag iceren zein filmin antifungal aktivitesinin

belirlenmesi

Defne esansiyel yagim % 3, 4, 5, 7, 8 (v/w) konsantrasyonlarinda igeren ¢ozeltilerden
elde edilen filmlerden hazirlanan, icerdigi ortalama esansiyel yag miktari 1,8x1073-4,8x10° ml
arasinda degisen diskler, kif ve maya (Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus
fumigatus ve Paecilomyces variotii, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida
zeylanoides 2, Candida lambica, Candida sake) ekimi gergeklestirilmis besiyeri tizerine 3’er
adet yerlestirilmis ve 25 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda zein film

diskleri etrafindaki zon olusumuna bakilmistir.

3.2.1.5. Portakal (Citrus sinensis) esansiyel yag iceren zein filmin antifungal

aktivitesinin belirlenmesi

Portakal esansiyel yagmi % 3, 4, 5 6, 8 (v/w) konsantrasyonlarinda igeren
cozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan, igerdigi ortalama esansiyel yag miktari
1,6x1073-3,9x10° ml arasinda degisen diskler, kiif ve maya (Aspergillus parasiticus NRRL
465, Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotii, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1,
Candida zeylanoides 2, Candida lambica, Candida sake) ekimi gergeklestirilmis besiyeri
lizerine 3’er adet yerlestirilmis ve 25 °C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonunda zein film diskleri etrafinda zon olusumuna bakilmaistir.
3.2.1.6. Potasyum sorbat iceren zein filmin antifungal aktivitesinin belirlenmesi

Potasyum sorbat1 % 1,6, 2,5, 3,5 (w/w) konsantrasyonlarinda iceren ¢ozeltilerden elde
edilen filmlerden hazirlanan, igerdigi ortalama potasyum sorbat miktar1 0,9x103-2,3x107 gr

arasinda degisen disklerin antifungal etkisi, yalnizca Aspergillus fumigatus iizerinde
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denenmistir. Inkiibasyon sonunda zein film diskleri etrafinda zon olusumuna bakilmis ve

zonlarin ¢aplart 6l¢tilmiistiir.

3.2.1.7. Farkh esansiyel yaglar1 birlikte iceren zein filmlerin antifungal aktivitesinin

belirlenmesi

Zein film igerisine ilave edilen konsantrasyonlarda, kiif ve mayalara etkili olan
esansiyel yagin kekik olarak belirlenmesi {izerine; kekik ile defne ve/veya portakal esansiyel
yaglarinin belirtilen konsantrasyonlarda kombinasyonlariyla elde edilen filmlerin kiifler ve
mayalar iizerine antifungal etkisine bakilmistir. %3 (v/iw) kekik ve %3 (viw)
konsantrasyonunda defne, %3 (v/w) kekik ve %4 (v/w) konsantrasyonunda defne esansiyel
yaglarini birlikte iceren cozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan, igerdigi ortalama
esansiyel yag miktar1 sirasiyla 2,5x1073-3,4x10 ml olan diskler, %3 (v/w) kekik ve %3 (v/w)
portakal esansiyel yaglarini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen filmden hazirlanan, i¢erdigi
ortalama esansiyel yag miktar1 3,6x107 ml olan diskler, %3 (v/w) kekik ve %1,5 (v/w) defne
ve %1,5 (v/w) portakal esansiyel yaglarini birlikte igeren cozeltiden elde edilen filmden
hazirlanan, icerdigi ortalama esansiyel yag miktar1 3,9x10° ml olan diskler kiif ve maya
(Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus ve Paecilomyces variotii, Candida
kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2, Candida lambica, Candida sake) ekimi
gerceklestirilmis besiyeri tizerine 3’er adet yerlestirilmis ve 25 °C’de 3 giin inkiibasyona

birakilmustir. Inkiibasyon sonunda zein film diskleri etrafinda zon olusumuna bakilmistir.

Daha sonra %1,5, %1,6, %1,65 (v/w) konsantrasyonlarinda kekik ve defne esansiyel
yaglarimi birlikte iceren cozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan, igcerdigi ortalama
esansiyel yag miktarlar1 1,7x1073-1,9x10° ml arasinda olan disklerin antifungal etkisi,
yalmzca Aspergillus fumigatus iizerinde denenmistir. Inkiibasyon sonunda zein film diskleri

etrafinda zon olusumuna bakilmis ve zonlarin ¢aplar1 l¢tilmiistiir.

3.2.2. Esansiyel yag ve potasyum sorbat iceren zein filmlerin mekanik 6zelliklerinin

belirlenmesi

Kekik, defne, portakal, kekik ve defne, potasyum sorbat iceren ve igerigine hicbir
madde eklenmemis sade zein filmler, Sekil 3.1.’de gdsterilen 50 N yiik hiicresi donanimli
T.A.HD Plus model (Stable Micro Systems, Ingiltere) tekstiir analiz cihazi kullanilarak germe
ve kesme testleri 23°C sicaklik ve %65 nisbi nem sartlarinda uygulanmistir. Germe testi

uygulamasi i¢in filmler, 2,5x10 cm boyutundaki seritler halinde kesilmis, ¢apraz kafa hiz1 25
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mm/dak olarak ayarlanmistir. Ol¢iim sartlart ASTM D-882 standardi baz alinarak biraz
degisiklik yapilmak suretiyle uygulanmistir (ASTM 2001).

Farkli kompozisyonlardaki her bir film i¢in dort adet germe testi uygulanmis ve elde

edilen sonuglar kullanilarak gerilme direnci (GD) ve uzama yiizdesi (U(%)) hesaplanmustir.
GD = Fmaks/A (3.1)

Fmaks=Filmin kopmasini saglamak i¢in uygulanan maksimum yiik (N)
A=Filmin enine kesit alan1 (filmin kalinlig1 X eni)

U (%) = (L/Lo) x 100 (3.2)
L= Filmin kopma anindaki uzunluk farki
Lo= Filmin orijinal uzunlugu veya baslangi¢ ayarlama uzunlugu

Formiillere gore yapilan hesaplamalar sonucu ortalama degerler alinmistir.

Kesme testinde ise her bir olglim i¢in 4 film kullanilmis ve bunlarin ortalamasi
almmistir. Kesme testi uygulamasi igin ise baslatma giicii 10 g force, test oncesi hiz1 0,5
mm/s, test hiz1 ise 1 mm/s, test sonrasi hiz 10,0 mm/s ve basing uzakligr ise 0,3 mm olarak
ayarlanmistir. Kesme kurvelerinde, kesmenin oldugu pikteki maksimum gii¢, sonuglarin

verilmesinde kullanilmastir.

Sekil 3.1. Tekstiir analiz cihazi
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3.2.3. Esansiyel yaglarin DPPH radikali yakalama aktivitesi tayini

Esansiyel yaglarin bir hidrojen atomu veya elektron verebilme yetenegi ve DPPH
radikalini siiptirmesi, Blois (1958)’de belirtilen metodun modifiye edilerek kullanilmasiyla
belirlenmistir. Bu metod, metanolde hazirlanan mor renkli DPPH ¢o6zeltisinin renginin
acilmasi esasma dayanir. Serbest radikal yakalama aktivitesinin gostergesi, reaksiyon

karisiminin absorbansinin diismesidir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan esansiyel yaglarin (0,752-848,1 g/L) ve standart
¢ozeltinin (1,25-6,25 mg/L) 1 mL’si, DPPH’nin metanolde hazirlanan 0,1 mM, 4 mL
¢ozeltisine ilave edildi. Karisim saglandiktan sonra oda kosullarinda karanlikta 30 dakika
bekletildi ve 517 nm’de absorbanslari okundu. Kontroliin absorbansi ise, 6rnek ve standart

madde yerine 1 mL metanol kullanilarak ayni sartlarda dlgiilerek belirlendi.

% DPPH radikali yakalama aktivitesi asagida verilen formiil ile hesaplandi.

Kontroliin Absorbansi — Ornek Absorbansi

DPPH Radikali Yakalama Aktivitesi(%) =

x 100(3.3)

Kontroliin Absorbansi

IC50 degeri ise, DPPH’in % 50’sinin inhibisyonunu saglayan esansiyel yag ve standart
madde konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Esansiyel yag konsantrasyonlarina karsi
inhibisyon yiizdelerinin grafige gegirilmesi ile IC50 degeri kekik, defne ve portakal esansiyel

yaglari ve gallik asit standardi igin ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
3.2.4. Esansiyel yaglarin toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarinda bulunan fenolik bilesik miktarinin
belirlenmesi icin Ozkan ve ark. (2007) tarafindan belirtilen ‘Toplam Fenolik Bilesikler
Tayini’ metodu uygulanmigtir. Bu metot, fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin-Ciocalteu
ayracin1 indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma doniistiigii bir redoks reaksiyonuna
dayanmakta olup, ayra¢ burada oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon
sonucunda, indirgenmis ayracin olusturdugu mavi renk fotometrik olarak dl¢iilmekte, boylece

analizi yapilan 6rnekteki fenolik bilesiklerin toplam miktar1 hesaplanabilmektedir.

75 ml saf su igeren 100 ml’lik balon jojeler igerisine, saf su ile 1/10 oraninda
seyreltilmesi yapilan kekik esansiyel yagindan 10 pl, defne ve portakal esansiyel yaglarindan
seyreltilme yapilmadan sirasiyla 50 ve 20 pl ilave edilip, tizerine 5 ml Folin-Ciocalteu ayraci

eklendikten sonra balon joje iyice galkalanmistir. 3 dakika beklemeden sonra, iizerine 10 ml
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doymus Na,COs eklenmis ve saf su ile gizgisine kadar tamamlanmistir. Bir saat bekleme
sonunda spektrofometrede 720 nm dalga boyunda, ayni sekilde hazirlanmis sahite karsi
okuma yapilmistir. Deney sonucunda kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarina ait okunan
aborbans degerlerinin gallik asit cinsinden esdegeri olan fenolik bilesik miktar1 gallik asitten

hazirlanan standart egri yardimiyla bulunmustur.
3.2.5. Margarinlere zein film uygulamalar: ve raf 6mrii calismalari
3.2.5.1. Zein filmlerin hazirlanmasi

Margarin uygulamalar igin; %21,6 kekik ve %1,6 defne esansiyel yaglarimi birlikte
iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film, %3,5 potasyum sorbat i¢eren ¢ozeltiden elde edilen
zein film, higbir madde icermeyen zein film olmak {izere 3 g¢esit film {retimi

gerceklestirilmistir.

Hazirlanan zein film ¢dzeltisi, oda sicakligina sogutulduktan sonra icerisine %1,6
(v/w) kekik ve %1,6 (v/iw) defne yagi eklenerek tekrar 10 dk karistirilmis, %3,5 (w/w)
potasyum sorbat eklenerek 30 dakika karistirilmistir. Karigimlarin 5,13 grami daha 6nce
etanolle silinmis 11,5X7,5 ebatindaki cam plakaya yayilmistir. Higbir madde icermeyen zein
film solusyonu da ayni sekilde cam plakalar {izerine dokiilmiistiir (Sekil 3.2.). Cam plakalar
oda sicakliginda 24 saat kurutulmustur. Kuruduktan sonra film cam plakadan ¢ikarilmus,

agirlik Olglimii yapilmis ve margarinlere uygulanmak iizere 2 giin siireyle buzdolabina

kaldirilmistir.

Sekil 3.2. Cam plakalara dokiilmiis zein film Srnekleri
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3.2.5.2. Margarinlere zein film uygulamasi

Raf 6mrii uygulamasi i¢in {iretilen potasyum sorbat ve vitamin A,D,E ilave edilmeyen
kase margarinler 5 farkli boliime ayrilmistir. 4 boliimde kase margarin 6rneklerinin agikta
olan iist yiizeyi Mc Farland 0.5’¢ gore ayarlanmis 10° kob/ml konsantrasyonundaki
Aspergillus fumigatus diliisyonunun 0,136 ml’si ile kontamine edilmistir. Inokule edilen
hacim, margarinlerin yiizeyine drigalski spatiilii yardimi ile yayilmistir. Bu ylizey {izerine
%1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/iw) defne esansiyel yagini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen
zein film (KDZ), %3,5 potasyum sorbat igeren ¢6zeltiden elde edilen zein film (PSZ), hi¢cbir
madde i¢cermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film (Z) uygulanmis (Sekil 3.3.) ve ayrica
sadece kontaminasyon yapilmis fakat film uygulanmamis (F) kase margarin ornekleri de
hazirlanmistir. 5. bolim margarinler ise kontamine edilmemis ve film uygulanmamis (M)
grup olup, diger gruplarla uygulama birligi olmasi agisindan tizerindeki folyo agilip, tekrar

kapatildiktan sonra, {iretildigi sekliyle raf Omrii c¢alismasina katilmistir. Margarinler

buzdolabinda +4 °C’de depolanmustir.

Sekil 3.3. Potasyum sorbat igeren zein filmle kaplanmis kase margarin (a), zein filmle
kaplanmis kase margarin (b), defne ve kekik esansiyel yaglarini iceren zein filmle
kaplanmis kase margarin (c)
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3.2.5.3. Margarinlere depolama siiresince uygulanan analizler

Uretilen kase margarinlerde 0. giinde toplam kiif, maya ve toplam bakteri’ye bakilmis
ve kimyasal analiz olarak da peroksit sayisi tayini, serbest yag asitligi, toplam fenolik madde
tayini, demir-nikel-bakir analizi, yag asidi kompozisyonu analizi yapilmistir. Margarine
uygulanan bu analizlerden bir kism1 ve Aspergillus fumigatus sayisinin belirlenmesi depolama
stiresince belirli donemlerde devam etmistir. Tiim analizler iki tekerriirlii ve her bir tekerriir
de iki paralel olarak gergeklestirilmistir. Depolama sonunda kontamine edilmemis ve film
uygulanmamis margarin grubu, hi¢bir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film ve
%1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/iw) defne esansiyel yagim birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen

zein film uygulanan margarin gruplarinda duyusal analiz yapilmistir.
3.2.5.3.1. Toplam aerobik mezofilik bakteri ve maya-kiif sayisinin belirlenmesi

Uretilen kase margarinlerde 0. giinde kiif, maya ve toplam aerobik mezofilik
bakteri’ye (TAMB) bakilmistir. TAMB sayimi, dokme plak yontemi kullanilarak, Plate Count
Agar (PCA) besiyeri ile TS 7703 EN ISO 4833 standardina gére gerceklestirilmistir. Petriler
30+1°C’de 24-48 saat inkiibe edilmis ve gelisen koloniler sayilmistir (Anonim 2004).

Kiif-Maya sayim1 Oxytetracycline Glucose Yeast Extract agar (OGYE) besiyeri ile
dokme plak yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Petrileri 25£1°C’de 3-5 giin inkiibe
edilmis ve gelisen koloniler sayilmistir (Roberts and Greenwood 2003).

3.2.5.3.2. Aspergillus fumigatus sayisinin belirlenmesi

10 g agirliginda yaklasik 5x3x0,5 cm boyutunda margarin 6rneginde bulunan
Aspergillus fumigatus sayisini belirlenmek igin, 10* diliisyondan, petri kutusunda hazirlanan
steril DRBC besiyerine ekim yapilmigtir. 25 °C’de 3 giinliik inkiibasyon sonunda koloni
saymmi yapilmistir. Ayni islemler margarinin merkezinden ayni sekilde alinan 6rnek iginde

tekrar edilmistir.
3.2.5.3.3. Serbest yag asitleri tayini

Anonymous 1990°da bahsedilen serbest yag asitligi tayini yontemi temel alinip,
modifiye edilerek uygulanmistir. Bir erlen igerisine margarinin yiizeyinden yaklasik 5 g
agirh@inda 6rnek alinarak tartilmig, su banyosu igerisinde erimesi saglanmig ve 30-40 ml etil
alkol-dietileter [1/1 (v/v)] karisimi eklenerek ¢oziindiiriilmesi saglanmistir. Coziindiiriilen yag

fenolftalein indikatorliigiinde 0,1 N NaOH ile titre edilmistir.
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Ayni islemler margarinin merkezinden ayni sekilde alinan 6rnek iginde tekrar edilmistir.

Harcanan 0,1 N NaOH (ml)x2,8
Margarin Agirligi (g)

Serbest Yag Asitleri = (3.4)

3.2.5.3.4. Peroksit sayisi tayini

Anonymous 1989 (AOCS Official Method Cd8-53)’da bahsedilen peroksit sayisi
tayini yontemi temel alinip, modifiye edilerek uygulanmistir. Bu metod, potasyum iyodiiriin
yagdaki peroksit oksijeni ile okside olarak iyodun serbest hale ge¢cmesi ve bu serbest haldeki

iyodun da tiyosiilfat ile titre edilerek miktarinin bulunmasi ilkesine dayanmaktadir.

Bir erlen igerisine margarinin yiizeyinden yaklasik 2 g agirlifinda 6rnek alinarak
tartilmis, erlenin agz1 kapatilmis ve su banyosu igerisinde erimesi saglanmistir. Ornek {izerine
10 ml Kkloroform ve 15 ml asetik asit eklenerek ¢6ziindiiriilmiis ve 1 ml doymus potasyum
iyodiir ¢ozeltisi de eklenerek 5 dakika karanlikta bekletilmistir. Bu siire sonunda 75 ml saf su,

1 ml nisasta ¢ozeltisi ilave edilmis ve 0,01 N sodyum tiyosiilfata karsi titre edilmistir.

Aynt islemler margarinin merkezinden ayni sekilde alinan Ornek icinde tekrar

edilmistir.

Harcanan 0,01 N sodyum tiyostlfat (ml)x10 (3 5)

Peroksit Degeri =
g Tartilan yag miktari (g)

3.2.5.3.5. Yag Asitleri Kompozisyonu Tayini

Bu metod ile gaz-likit kromotografisinde, yag asitleri metil esterleri yiiksek polarize
edilmis kapiler kolondan gegirilip, cinsine ve miktarina gore ayristirilarak tayin edilmektedir.
Incelenen margarin 6rnekleri David ve ark. (2005)’de belirtilen metod baz almarak, kiigiik
degisiklikler yapilmak suretiyle analize tabi tutulmustur. 250 mg margarin Ornekleri agzi
kapakli santrifiij tiipiine almir. Uzerine 0.5 ml Metanolik KOH (2N) ve 4.5 ml n-Heptan
eklenir. Santrifiij kapag kapatilip, vortex karistiricida 1 dakika calkalanir ve sonrasinda
reaksiyonun tamamlanmasi i¢in 1 dakika beklenir. 2000 devirde, 5 dakika santrifiij sonrasinda
list fazdan 1 ml alinarak, ikinci bir santrifiij tiipiine aktarilir. Ikinci santrifiij tiipiine 4.5 ml n-
Heptan ilave edilir. Kapagi kapatilip c¢alkalanir ve santrifiij tlipiindeki Ornek siringa ile
filtrelenip viale aktarilir. Ornek haznesi {initesi ile numune vialinden GC’ye 1 pL injekte
edilir. Yag asitleri kompozisyonu analizi i¢in gaz kromotografisi cihazi (Hewlet Packard,
model 6890) kullanilmigtir. GC kolonu olarak, HP 88 kapiler kolon (60 m x 0,25 mm ID, 0,2
um HP 88) ve dedektor olarak da, alev iyonlastirici dedektor kullanildi. injeksiyon hacmi 0,5
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ul ve injeksiyon sicakligi 250 °C olarak ayarlanmistir. Dedektor Ha akis hizi 40 ml/dk, kuru
hava akis hiz1 450 ml/dk degerinde olup, toplam analiz siiresi 50 dakika olarak kaydedilmistir.
Herbir margarin i¢in hem yiizey, hem de merkezden Ornek alinarak analizleri ayr1 ayri

yapilmustir.
3.2.5.3.6. Demir, bakir, nikel analizi

Raf 6mrii ¢alismalarinda kullanilacak olan margarinlerin iiretimden hemen sonra, 0.
ginde demir, bakir, nikel analizi Perkin Elmer, AAS 700 model atomik absorbsiyon
spektrofotometre cihazi ile TS 1SO 8294:1997/T1 standardina gore yapilmistir (Anonim
2005).

25 g margarin bir kaba alinarak 60 °C’deki etiive konulmustur. Cihazda demir analizi
icin 302,1 nm, bakir analizi i¢in 324,8 nm, nikel analizi i¢in ise 232 nm dalga boylari
ayarlanmigtir. Yanma sicakliklari ise yine demir, bakir ve nikel igin sirasiyla; 2600, 2300,
2500 °C’lere ayarlanmigtir. Her bir analiz i¢in yine aymi sirayla 10, 20, 20 pl 6rnek cihaza

verilmis ve 6l¢lim yapilmistir.

3.2.5.3.7. Toplam fenolik madde tayini

Margarinler de toplam fenolik madde tayini yiizey ve merkezinde olmak {iizere
depolama siirecinin baginda 90. giinde ve 180. giinde olmak tizere 3 kez yapilmistir. Fenolik
bilesik miktarmin belirlenmesi i¢in Ozkan ve ark. (2007)’de belirtilen ‘Toplam Fenolik

Bilesikler Tayini’ metodu uygulanmistir. Ornekler etiivde bekletilerek erimesi saglanmistir.

75 ml saf su igeren 100 ml’lik balon jojeler igerisine, eriyen drnekten 100 pl eklenip,
tizerine 5 ml Folin-Ciocalteu ayraci eklendikten sonra balon joje iyice ¢alkalanmistir. Eklenen
ornek miktar1 bulaniklik yaratmasindan dolayr 1/10 oraninda azaltilarak kullanilmistir.
Sonuglarin hesaplamasinda bu oran goz Oniinde bulundurulmustur. 3 dakika beklemeden
sonra, tizerine 10 ml doymus Na>COz eklenip saf su ile ¢izgisine kadar tamamlanmistir. Bir
saat bekleme sonunda spektrofometrede 720 nm dalga boyunda, ayni sekilde hazirlanmis

sahite kars1 okuma yapilmistir.
3.2.5.3.8. Duyusal degerlendirme

Depolamanin son giinii, % 1,6 kekik ve % 1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte iceren
¢ozeltiden elde edilen zein film ve hi¢bir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film

uygulanmis margarinler ile kontamine edilmemis, iretildigi sekliyle raf omrii ¢alismasina
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katilmis margarin 6rneginde, aydinlatilmasi ve havalandirilmasi uygun bir odada 10 kisilik bir

panelist grubu ile duyusal analiz yapilmistir.

Ornekler panelistlere igerigi hakkinda bilgilendirilmeden sunulmus, degerlendirme

esnasinda her bir 6rnek arasinda agizda kalan tadi gidermek icin su kullanilmistir.

Margarin orneklerinin goriiniis, yapi, tat, koku bakimindan degerlendirilmesinde
Meilgaard ve ark. (1999)’da belirtilen yontem modifiye edilerek kullanilmis olup, 6rneklerin
duyusal degerlendirilmesinde 9’lu hedonik skala (1: Cok kétii, 2-3: Kotii, 4-5: Orta, 6-7: lyi,
8-9: Cok iyi) uygulanmistir. Duyusal degerlendirmede kullanilan formda Bitkisel Margarin
Standard1 (TS 2812) ve Tirk Gida Kodeksi Siiriilebilir Yaglar/Margarin ve Yogun Yaglar
Tebligi’nde (Teblig No:2008/21) belirtilen, margarinin sahip olmasi gereken duyusal

ozellikler g6z 6nitinde bulundurulmustur (Ek 1).
3.2.6. Istatistiksel Analiz

Uygulamalarin incelenen parametrelere etkilerinin 6nemli olup olmadigin tespit
etmek icin, verilere variyans analizi (ANOVA) uygulanmis olup, uygulamalar arasi
farkliliklar, % 5 giiven araliginda (P<0,05) belirlenmeye c¢alisilmistir. Ortalamalarin
karsilagtirilmasinda ise Duncan’s Coklu Karsilastirma Testi MSTAT-C istatistik paket
programi kullanilmistir (Anonim 1988).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Kekik Esansiyel Yagi iceren Zein Filmin Antifungal Aktivitesi

Calismamizda kullanilan esansiyel yaglardan birisi olan kekik zein film ¢ozeltisi
igerisine %3, %3,5, %4, %5 ve %6 (v/w) olmak tizere 5 farkli konsantrasyonda eklenmistir.
Belirtilen konsantrasyonlarda kekik esansiyel yagi iceren ¢ozeltilerden elde edilen filmlerden
hazirlanan disklerin, kiif ve mayalara kars1 antifungal etkisini belirlemek i¢in, agar difiizyon
yontemi uygulandiktan sonra film etrafinda olusan seffaf zonlarin alanlar1 hesaplanmis ve

Cizelge 4.1.’de verilmistir.

Film ¢ozeltisine eklenen kekik esansiyel yaginin konsantrasyonu arttik¢a film
¢oOzeltisinin daha akigkan oldugu gozlenmistir. Cam plaka tizerine dokiilen film ¢dzeltisinin
24 saat sonunda kurumasiyla olusan filmin yapisinin, kekik konsantrasyonunun artmasiyla

esnekliginin arttigi goriilmiistiir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, yalnizca %3 kekik esansiyel yagi igeren
¢ozeltiden elde edilen filmin Aspergillus parasiticus NRRL 465 ve Paecilomyces variotii’yi
tamamen inhibe edemedigini, diger konsantrasyonlardaki cozeltilerden elde edilen tiim
filmlerin ¢alismada kullanilan her i¢ kiifii de tamamen inhibe ettigi (hi¢ lireme yok)
belirlenmistir. Ayrica yine %3 oraninda kekik esansiyel yagini igeren ¢ozeltiden elde edilen
filmlerin, C. lambica disindaki mayalarda yapilan uygulamalarinda diskler etrafinda zon

olusumu gbézlenmemistir.

Film c¢ozeltisi icerisindeki kekik esansiyel yagi konsantrasyonunu %3,5’a
cikarilmasiyla birlikte, filmden elde edilen disklerin her ii¢ kiifii de tamamen inhibe ettigi
goriilmiis, tim mayalar iizerinde yapilan uygulamada ise diskler etrafinda seffaf zon olusumu

tespit edilmistir

Film ¢ozeltisi icerisindeki kekik esansiyel yagi konsantrasyonlarinin %4, %5, %6 gibi
degerlere ¢iktikca, kiiflerin tamamen inhibisyonu devam etmis, mayalarda ise elde edilen
inhibisyon zon alanlarinda artis gozlenmistir. Ancak zon alanlar1 degerlerinin bazen ufak
sapmalar gosterdigi tespit edilmistir. Buna filmlerin ve dolayisiyla filmlerden elde edilen
disklerin kalinliklarindaki farkliliklarin sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Ciinkii kalinliklart
ve agirliklar1 farkli olan disklerin igerisinde yer alan esansiyel yag miktarlar1 da farkli

olmaktadir (Cizelge 4.1.). Filmlerden elde edilen disklerdeki kekik esansiyel yag1 ortalamalari
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Cizelge 4.1. Kekik esansiyel yag igeren zein filmlerin kiifler ve mayalar iizerinde olusturduklar inhibisyon zon alanlar1™

Disklerin
Zein Film Cozeltisi  Icerdigi . . Aspergillus : : . .
Icerisindeki Kekik Ortalama Aspe.r gillus Paecnt_)m_yces parasiticus  Candida kefyr Cand_lda Cand_lda Cand_lda Candida
. 9 . fumigatus variotii zeylanoides 1  zeylanoides 2 lambica sake
Esansiyel Yag1 Esansiyel NRRL 465 Zon alam
5 Zon alam Zon alam 2 Zon alam Zon alam Zon alam Zon alam
Konsantrasyonu Yag (cm?) (cm?) Zon alan (cm?) (cm?) (cm?) (cm?) (cm?)
(Yoviw) Miktari (cm?)
(mlI*1000)
3 18 "ljarr?anll 0,9540,42 1.26+0.26 Zon olusumu  Zon olusumu  Zon olusumu 0.7740.24 Zon olusumu
Inhibe yok yok yok yok
Tamami Tamami Tamami Tamami
3,5 2,1 inhibe inhibe inhibe 1,40+0,11 2,27+0,15 1,69+0,47 inhibe 2,08£8,08
Tamami Tamami Tamami
4 2,0 inhibe inhibe inhibe 0,44+0,13 0,50+0,05 1,20+0,36 3,52+0,81 1,64+0,45
Tamami Tamami Tamami Tamami Tamami
S 21 fnhibe fnhibe fnhibe 238+0,03 1262039 2,740,11 inhibe inhibe
Tamami Tamami Tamami Tamami
6 2,3 inhibe inhibe inhibe 2,22+40,30 1,18+0,26 2,51£0,52 inhibe 2,360

*: Ortalama + standart sapma (n=3)

1. Besiyerinde iireme tespit edilmedi.
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dikkate alindiginda, %3,5 (v/w) kekik esansiyel yagi iceren ¢ozeltiden yapilan filmden elde
edilen disklerin; %4 konsantrasyona sahip olandan daha fazla miktarda kekik esansiyel yagi
icerdigi goriilmektedir. Bu durum, %3,5 (v/w) konsantrasyona sahip ¢ozeltiden elde edilen
filmin ve disklerin daha kalin ve agirliginin da daha yiiksek oldugunun bir gostergesidir.
Olusan inhibisyon zon alanlarina filmin igerdigi esansiyel yag miktar1 etkili olurken, film

kalinlig1 da film igerisindeki aktif maddenin salinimin1 etkileyebilmektedir.

Cizelgeden de anlasilacag: tlizere, kekik esansiyel yag1 iceren filmlere karsi en duyarli

kif A. fumigatus, maya ise C.lambica’dir.

Nguefack ve ark. (2009) yaptiklari ¢alismada, Thymus vulgaris esansiyel yaginin, A.
ochraceus, P. expansum ve P. verrucosum’a ait ikiser mikotoksijenik sus iizerinde etkili

oldugunu bildirmektedir.

Gida yiizeyindeki mikrobiyal gelisimler gida bozulmalarinin en 6nemli sebebidir.
Fakat farkli makalelerde belirtildigi gibi; antibakteriyel maddelerin direkt gida ylizeyine
uygulanmasinin yararlar1 sinirlidir. Clinkd, bu aktif maddeler gidayla temasta notralize veya

gidanin tamamina hizlica difiize olabilmektedir (Pranoto ve ark. 2005).

Glinlimiizde esansiyel yaglarin filmlere eklenmesiyle olusturulan antimikrobiyal

ozellikteki filmler hakkinda ¢alismalar yapilmaktadir.

Rodriguez ve ark. (2007), gliclendirilmis tar¢in esansiyel yagmi iceren kagit
ambalajlari, C. albicans ve A. flavus iizerinde 71 giinliikk test periyodunda denemis ve

inhibisyon aktivitesini kaybetmedigini gérmiislerdir.

Timol igeren zein filmlerin Bacillus cereus, Candida lusitaniae ve Pseudomonas spp.
kars1 antimikrobiyel etkinlikleri dl¢tildiigiinde, 6zellikle 20% ve 35% timol igerenlerin test
boyunca mikrobiyal gelisimi inhibe ettigi; 5%, 10% igerenlerinse biiylime dongiisiinii

yavaglattig1 bildirilmistir (Del nobile ve ark. 2008).

Disk difiizyon teknigi kullanilarak Thymus vulgaris ve Thymus daenensis’in
antimikrobiyal aktivitelerinin Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Candida albicans ve Aspergillus niger’e kars1 denendigi ¢alismada, her iki esansiyel yagin

etkili oldugu goriilmiistiir (Behbahani ve ark. 2013).
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Yaptigimiz ¢alismada, kekik esansiyel yagini yenilebilir bir film olan zein igerisine
ekledigimizde, elde edilen filmlerin test edilen kiiflere, test edilen mayalardan daha fazla etki

ettigi, en hassas organizmanin A. fumigatus oldugu belirlenmistir.
4.2. Defne Esansiyel Yag Iceren Zein Filmin Antifungal Aktivitesi

Calismamizda kullanilan esansiyel yaglardan bir digeri olan defne, zein film ¢ozeltisi
igerisine %3, %4, %5, %7 ve %8 (v/w) olmak tizere 5 farkli konsantrasyonda ilave edilmistir.
Bu konsantrasyonlara ait ¢ozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan disklerin igerdikleri
ortalama esansiyel yag miktarlar1 aym siralamayla 1,8x10° ml, 2,4x10° ml, 3,3x10° ml,
4,5x10° ml ve 4,8x10° ml olarak belirlenmistir. Ancak film ¢ozeltisi igerisine eklenen
konsantrasyonlarda Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus ve
Paecilomyces variotii, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2,

Candida lambica, Candida sake’e kars1 antifungal etki tespit edilememistir.

Film ¢ozeltisi igerisine eklenen defne esansiyel yaginin konsantrasyonu arttikga film
cozeltisinin de daha bulanik ve kekik esansiyel yagini igeren filmlere gore biraz daha viskoz
yapida oldugu gozlenmistir. Cam plaka iizerine dokiilen film ¢ozeltisinin 24 saat sonunda
kurumasiyla olusan filmin kirilganliginin, defne esansiyel yaginin konsantrasyonunun

artmastyla biraz daha arttig1 goriilmiistiir.

Laurus nobilis esansiyel yaginin antifungal aktivitesi ile ilgili yeterli yayimna
rastlanamamistir. Ertiirk (2006), Lauris nobilis’in etanolik ekstraktlarinin MIC metodu ile
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, E.coli, P aeruginosa, C. albicans ve
A.niger lizerine antibakteriyel ve antifungal aktivitelerine bakmig, MIC degerlerini tim test
edilenlere kargt 5 mg/ml olarak belirlemistir. A.niger ve C. albicans iizerine steril kagit
disklerde uygulanan disk diflizyon metodunda ise 22-25 mm/15 pl zon capr olusturdugu
bildirilmistir.

Bir antimikrobiyal paketleme sistemi gelistirilirken, antimikrobiyal madde ile substrat
secimi ¢ok Onemlidir. Antimikrobiyal ajan paketleme materyaline eklendigi zaman,
materyalin dogas1 geregi sahip oldugu fiziko-mekanik o6zelliklerini etkileyebilir. Polimere
katki eklenece§i zaman, bu eklenecek maddenin polaritesi, molekiil agirligi gozoniinde
bulundurulmalidir. Eklenen maddenin molekiil agirlig, iyonik yiikii, ¢oziintirliigii, polimerden

diftizyon hizin1 degistirebilir (Suppakul ve ark. 2003).
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Ertiirk (2006)’da defne esansiyel yag: steril kagit disklerle A.niger ve C. albicans’a
kars1 uygulandiginda antifungal etki gostermistir. Yaptigimiz calismada yine defne esansiyel
yagi igeren zein filmin kullanilan kiif ve mayalara karsi etki gostermeyisinin sebebi, defne
esansiyel yagmin film materyaline gosterdigi afinitesi, bdylece difiizyonun engellenmesi

olarak dustintilmektedir.
4.3. Portakal Esansiyel Yagi iceren Zein Filmin Antifungal Aktivitesi

Denemelerimizde kullanilan esansiyel yaglardan biri olan portakalin zein film
icerisinde %3, %4, %5, %6, ve %8 (v/w) olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda {iretimi
yapilmistir. Bu konsantrasyonlara ait ¢ozeltilerden elde edilen filmlerden hazirlanan disklerin
icerdikleri ortalama esansiyel yag miktarlar1 aym siralamayla 1,6x10° ml, 1,7x10° ml,
2,6x107° ml, 3,8x10° ml ve 3,9x10° ml olarak belirlenmistir. Ancak film icerisine eklenen
konsantrasyonlarda Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus ve
Paecilomyces variotii, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2,

Candida lambica, Candida sake’e kars1 antifungal etki tespit edilememistir.

Film ¢ozeltisi berrak ve kekik esansiyel yagi iceren filmlere gore daha akiskan
yapidadir. Cam plaka tizerine dokiilen film ¢6zeltisinin 24 saat sonunda kurumasiyla olusan
filmin portakal esansiyel yagi konsantrasyonunun artmasiyla kirilganliginin biraz daha arttigi

gorilmiustir.

Citrus sinensis L. esansiyel yagmin agar dilisyon metodu ile A. niger, A. flavus,
Penicillium chrysogenum ve Penicillium verrucosum iizerine etkilerine bakilmis ve hepsine
kars1 antifungal aktivite gosterdigi ancak A.niger iizerinde en etkili oldugu sonucuna

varilmistir (Viuda-Martos ve ark 2008b).

4.4. Farkh Esansiyel Yaglan Birlikte iceren Zein Filmlerin Antifungal Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Zein film ¢ozeltisi icerisine ilave edilen konsantrasyonlarda kiif ve mayalara etkili
olan esansiyel yagin kekik olarak belirlenmesi iizerine; kekik ile diger iki esansiyel yag
Cizelge 4.2.°de belirtilen konsantrasyonlarda beraber eklenerek, belirtilen kiif ve mayalar
lizerine antifungal etkisine bakilmistir. Film ¢o6zeltisi icerisinde %3 konsantrasyondaki
kekigin diger esansiyel yaglar ile birlikte kombine edildiginde kiif ve mayalar {izerindeki

antimikrobiyal etkisinin arttig1 tespit edilmistir.
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%3 kekik esansiyel yag1 igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film sadece A. fumigatus’u
tamamen inhibe etmisken, %3 kekik ve %3 defne esansiyel yagini birlikte igeren ve %3
kekik ve %3 portakal esansiyel yagii birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film A.
parasiticus NRLL 465’i de tamamen inhibe etmistir. P. variotti {izerinde olusan inhibisyon

zon alanini da arttirmastir.

%3 kekik esansiyel yagi igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film sadece C. lambica’ya
etki ederken, %3 kekik ve %3 defne esansiyel yagii birlikte iceren ve %3 kekik ve %3
portakal esansiyel yagini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film diger mayalar tizerine

de etki gostermeye baslamistir.

Her ii¢ esansiyel yagi da igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film, A. parasiticus NRLL
465’e olan antifungal etkisini %3 kekik esansiyel yagini iceren ¢ozeltiden elde edilen filme
gore arttirirken, tamamen inhibisyon saglayamamistir. P. variotti iizerine olan antifungal
etkisini ise oldukga fazla arttirmistir. C.kefyr haricindeki mayalara da antifungal aktivite

gostermistir.

Al-Bayati (2008) yaptig1 ¢alismada, Thymus vulgaris ve Pimpinella anisum esansiyel
yaglarinin gram pozitif ve gram negatif patojenik bakteriler lizerine MIC metodu ile ayr1 ayri
ve birlikte etkilerine bakmis ve iki esansiyel yagin kombinasyonunun ¢ogu patojene daha

giiclii etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Bir diger ¢alismada, C. citratus, O. gratissimum ve T. vulgaris fraksiyonlari arasinda
yapilan 23 karisimin, P. expansum un mikotoksin olusturan iki susu iizerine denemeler
yapilmustir. 4 karisimin sinerjik etki, 1 karisimin additif etki, 18 tanesinin de antogonistik etki

gosterdigi bulunmustur (Nguefack 2012).

Bizim ¢alismamizda elde edilen verilerden ise, yapilan kombinasyonlarin antifungal
etkileri arttirdigi goriilmiis olup, kiifler iizerine yapilacak denemelerde 6zellikle ikili

kombinasyonlarin uygun olacagi sonucuna varilmastir.
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Cizelge 4.2. Farkli kombinasyonlarda esansiyel yag iceren zein filmlerin kiifler ve mayalar iizerinde olusturduklar1 inhibisyon zon alanlar1”

Zein Film Cézeltisi [;iSk'j[if‘ Asserdil
Igerisindeki Esansiyel SErAIEl  Aspergillus  Paecilomyces SPErgiiuis : Candida Candida Candida )
< Ortalama . L2 parasiticus Candida kefyr . . ; Candida sake
Yag Konsantrasyonlari . fumigatus variotii zeylanoides 1 zeylanoides 2 lambica
0 Esansiyel NRRL 465 Zon alani Zon alam
(% viw) o Zon alan1 Zon alani 5 Zon alam Zon alam Zon alam 2
Yag (cm?) (cm?) Zon alam (cm?) (cm?) (cm?) (cm?) (cm?)
Miktar (cm?)
Kekik Defne Portakal (ml*1000
3 3 - 25 Tamami 4 60 4t Tamamiinhibe — 020-tt-zy  Diskkenarlar o Diskkenarlan 5 43 ) ) 4110912y
Inhibe lireme azalmasi ilireme azalmasi
3 4 . 3.4 Tamami 3 49,602 Tamamiinhibe  tt-zy-z tt-zy-zy Diskkenarlan ) 0500 0,30£0,04- 2
! Inhibe ’ ’ y-zy y-2y lireme azalmasi ’ ’ ’ ’ y
3 - 3 36 Tamam 2,560.02  Tamamiinhibe 2O ONUSUMU 6 1640 5y tt-zy-zy 3,3140,39  0,52+0,12
Inhibe yok
3 15 15 39 Tlfﬁ)f‘ 5,78+0,47 1,540,61 Zon ;Lulfum“ 0,49+0,07 0,07+0,01  291£0,37  2,540,29- i

*: Ortalama + standart sapma (n=3)

1. Besiyerinde iireme tespit edilmedi.

ti: Paralelin birinde tam inhibisyon gbzlendi

tt: Paralelin birinde tek tarafli zon olugumu gozlendi

zy: Paralelin birinde zon olusmadi
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45. Esansiyel Yaglarim  Zon Olusumunu Saglayan Minimum inhibisyon

Konsantrasyonlari

Elde edilen verilerden; kekik esansiyel yagi ve kekik-defne esansiyel yaglarmi birlikte
igeren filmlerin Aspergillus fumigatus’a karsi ¢ok etkili oldugu anlagilmistir. Kekik esansiyel
yaginin, margarinlerde duyusal olarak defne esansiyel yagi ile portakal esansiyel yagindan
daha uyumlu olacagi da diisiiniildiigiinden ve antioksidan etkisinin de portakala gore daha
fazla oldugu anlasildigindan; kekik ile defne esansiyel yaglarin yenilebilir film igerisinde
birlikte kullanilmasina karar verilmistir. Boylece sadece kekik, kekik ve defne, potasyum
sorbat igeren filmlerde Aspergillus fumigatus’a karsi, disk difiizyon yontemiyle, zon
olusumunu saglayan film ¢ozeltisi igerisideki minimum konsantrasyonlari belirlemek igin
calismalara devam edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.3., Cizelge 4.4. ve Cizelge
4.5.°de verilmistir. Buna gore, sadece kekik esansiyel yagi igeren film i¢in %1,7 (v/w); kekik
ve defne esansiyel yaglarini birlikte iceren filmler i¢in %1,6 (v/w); potasyum sorbat igeren
zein film iginse % 3,5 (w/w), film ¢ozeltisi icerisindeki inhibisyonu saglayan minimum

konsantrasyon olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Kekik esansiyel yagi igeren zein filmlerin A. fumigatus tizerinde olusturduklari
inhibisyon zon alanlar1”

Zein Film Cozeltisi [;'St'g.rf.r‘ Asperaillus
icerisindeki Kekik gercigl perg
. 9 Ortalama fumigatus
Esansiyel Yagi . <
Esansiyel Yag Zon alam
Konsantrasyonu . >
(% viw) Miktar (cm?)
(mI*1000)
1,00 0,5 Zon olusumu yok
1,50 0,8 Zon olusumu yok
1,60 1 Zon olusumu yok
1,70 0,9 0,65+0,26
1,85 0,9 0,66+0,14
2,00 1,2 5,23+0,60
2,50 1,6 7,18+1,02

*: Ortalama + standart sapma (n=3)
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Cizelge 4.4. Kekik ve defne esansiyel yaglarini igceren zein filmlerin A. fumigatus tizerinde
olusturduklari inhibisyon zon alanlar1”

Zein Film Cozeltisi Disklerin
Icerisindeki Esansiyel Icerdigi Aspergillus
Yag Konsantrasyonlar1 ~ Ortalama fumigatus
(viw) Esansiyel Zon alam
Yag Miktar: (cm?)
Kekik Defne (mI*1000)
1,50 1,50 1,7 Zon olusumu yok
1,60 1,60 1,9 0,94+0,06
1,65 1,65 1,8 0,97+0,00

*: Ortalama + standart sapma (n=3)

Cizelge 4.5. Potasyum sorbat i¢eren zein filmlerin A. fumigatus tizerinde olusturduklari
inhibisyon zon alanlar1”

Disklerin
Zein Film Icerdigi :
Cozeltisi Ortalama Aspe_rglllus
s 7L . fumigatus
Icerisindeki Potasyum
Zon alam
Potasyum Sorbat Sorbat (cm?)
Konsantrasyonu Miktari
(% w/w) (gr*1000)
1,60 0,9 Zon olusumu yok
2,50 1,8 Zon olusumu yok
3,50 2,3 0,65+0,26

*: Ortalama + standart sapma (n=3)

Elde edilen sonuglardan goriildiigii gibi; sadece %1,6 kekik esansiyel yagi iceren
cozeltiden elde edilen filmlerde A. fumigatus {izerine herhangi bir antifungal etki tespit
edilemezken, %1,6 kekik ve %1,6 defne esansiyel yaglarimi birlikte iceren c¢ozeltiden elde

edilen filmlerde inhibisyon zonu gozlemlenmistir (Sekil 4.1).

Film ¢ozeltisi igerisinde %3,5 (w/w) konsantrasyona kadar A. fumigatus iizerine
herhangi bir antifungal aktivite gosteremeyen potasyum sorbat i¢eren filmlerin, A. fumigatus

tizerinde olusturduklari inhibisyon zon alani Sekil 4.2.”de verilmistir.
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Sekil 4.1. %1,6 (v/iw) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yaglar1 iceren ¢ozeltiden elde
edilen zein filmin A. fumigatus iizerinde olusturduklar1 inhibisyon zon alan:

Sekil 4.2. %3,5 (w/w) potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein filmin A. fumigatus
tizerinde olusturduklari inhibisyon zon alan

4.6. Zein Filmlerin Kalinhg:

Zon olusumunu saglayan minimum konsantrasyonlarin belirlenmesinin ardindan bu
ozellikteki filmlerin kalinlik Ol¢limleri film {izerindeki on farkli noktada mikrometre

yardimiyla yapilmis, ortalamalar1 Cizelge 4.6.’da, goriintiileri ise Sekil 4.3.’te verilmistir.
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Cizelge 4.6. Zein filmlerin kalinliklar1”

Zein Film Céozeltisi icerisindeki

Esansiyel Yag (% v/w) ve Potasyum Film
sorbat (w/w) Konsantrasyonlar: Kahnhg
(mm)
Kekik Defne Portakal Potasyum
sorbat
- - - - 0,139+0,008?2
1,6 - - - 0,100+0,003"
- 1,6 - - 0,132+0,0202
- - 1,6 - 0,104+0,003"
1,6 1,6 - - 0,131+0,008?2

- - - 3,5 0,112+0,003"
*: Ortalama + standart hata (n=10)

b . Ayni siitun icinde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0,05).

Sekil 4.3. % 3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film (a), %1,6 kekik ve
%1,6 defne esansiyel yaglarini igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film (b), zein film
(c), %1,6 defne esansiyel yagi iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film (d), %1,6
kekik esansiyel yagi igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film (e), %1,6 portakal
esansiyel yagi iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film (f)
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Hazirlanan yenilebilir filmlerin kalinliklar1 0,100-0,139 mm arasinda tespit edilmistir.
Iceriginde higbir madde bulunmayan zein filmin kalmligmin en fazla oldugu, kalinlik
miktarlarmin sirasiyla zein film> defne esansiyel yag iceren> defne ve kekik esansiyel yag
igeren> potasyum sorbat igeren> portakal esansiyel yag iceren> kekik esansiyel yag iceren
zein film oldugu gériilmiistiir. Iceriginde hicbir madde bulunmayan zein film, defne esansiyel
yag iceren, defne ve kekik esansiyel yag igeren zein filmlere ait kalinliklar kendi iglerinde
benzerlik gosterirken, digerlerine gére 6nemli seviyede daha kalin bulunmustur (P<0,05).

Sonuglara ait varyans analiz tablosu Ek 2’de verilmistir.
4.7. Esansiyel yag ve potasyum sorbat iceren zein filmlerin mekanik o6zellikleri

Elde edilen verilerden, %1,6 (v/w) konsantrasyonda kekik ve defne esansiyel yaglarini
iceren ¢oOzeltiden elde edilen zein filmin, disk difiizyon yontemiyle A. fumigatus’a karsi
inhibisyon zonu olusturan en diisiik konsantrasyon oldugu belirlenmis ve bu ozellikteki
filmlerin margarinlere uygulanmasina karar verilmistir. Dolayisiyla film ¢ozeltisindeki
esansiyel yag konsantrasyonu olarak %1,6 baz alinarak hazirlanan tiim filmlerin gerilme
direnci ve uzama ylizdesi Ozelliklerine bakilmistir. Potasyum sorbat igeren zein filmin
mekanik ozelliklerini belirlemek i¢in ise A. fumigatus’a karsi inhibisyon gosterdigi minimum
konsantrasyon olan %3,5 kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.7.’de, sonuglara ait
varyans analiz tablosu ise Ek 3’de verilmistir. Hi¢bir madde igermeyen zein film ile potasyum

sorbat igeren zein filmin uzayabilirlikleri arasindaki fark Sekil 4.4’de goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Zein filmlerin gerilme direncleri ve uzama yiizdeleri”

Zein Film Cézeltisi I¢erisindeki
Esansiyel Yag (% v/w) ve Potasyum  Gerilme Uzama

sorbat (w/w) Konsantrasyonlari Direnci Yiizdesi
(Mpa) (%)
Kekik Defne Portakal Potasyum
sorbat
- . - - 3,5740,83¢ 0,53+0,08°
1,6 - - - 7,79+0,68% 1,50+0,22°
- 1,6 - - 3,50+0,24" 0,89+0,05°
- - 1,6 - 3,66+0,24" 0,80+0,10°
16 16 - - 2,9140,33" 1,50+0,30°

] ; ; 35 0,96+0,08°  164+11°

*: Ortalama =+ standart hata

&C¢: Ayni siitun i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0,05).
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Elde edilen sonuglardan goriildiigii iizere; %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde
edilen film 0,96 MPa ile en diisiik gerilme direncini gosterirken, %164 ile de en fazla uzamay1
saglamistir. Gerilme direnci degeri 7,79 MPa ile kekik esansiyel yagimi igeren film igin
onemli olgiide yiiksek bulunurken (P<0,05), onu sirasiyla portakal esansiyel yagini igeren,
hicbir madde icermeyen, defne esansiyel yaginmi igeren, defne ve kekik esansiyel yaglarim
birlikte iceren filmler takip etmistir. En yiiksek uzama yiizdesi olan, %164 ile uzama yiizdesi
degeri digerlerine gore 6nemli derecede yiiksek tespit edilen potasyum sorbat igeren film olup
(P<0,05); daha sonra % 1,50 ile kekik, kekik ve defne esansiyel yaglarini birlikte igeren, %
0,89 ile defne esansiyel yagmi igeren, % 0,80 ile portakal esansiyel yagini iceren filmler

olmustur. En diisiik uzayabilirlik, % 0,53 uzama yiizdesine sahip olan, hi¢bir madde

icermeyen zein film olmustur.

(b)

Sekil 4.4. Gerilme direnci ve uzama yiizdesi 6lglimii esnasinda hi¢bir madde icermeyen zein
film (a), %3,5 (w/w) potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film (b)

Sade zein filmin 3,57 MPa olarak Olciilen gerilme direnci, Herald ve ark. (1996)’ca
verilen 3,9 ile benzerlik gostermektedir. Sonuglardan da anlasilacag lizere, potasyum sorbat,
zein filmin esnekligini saglamada cok biliylik bir katki saglamistir. Bunun yaninda

kullandigimiz esansiyel yaglarin tiimii filmin esnekligini sade zein filme gore bir miktar
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arttirmis olup, en biiylik etkiyi kekik esansiyel yagi gdstermistir. Ancak potasyum sorbat
iceren zein filmin uzama ylizdesi degerlendirmeye alindiginda, diger bes c¢esit zein filmin
uzama yiizdeleri bakimindan birbirleri arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (P>0,05). Kekik
esansiyel yagmin da film icerisindeki konsantrasyonunun artmasiyla esnekligi artiracagi
diistiniilmektedir. Zaten bu durum antifungal 6zelliklerini belirlemek i¢in % 6 konsantrasyona

ciktigimizda da oldukga agik bir sekilde gdzlemlenmistir.

Kekik yaginin antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerinin yaninda, zein filmin esnek

olmayan yapisini iyilestirmesi, gida uygulamalar1 agisindan ¢ok dnemli bir katkidir.

Yayinlanan ¢aligmalar, protein filmlere lipit eklenmesiyle filmlerin  mekanik
ozelliklerinde olusan etkinin farkli farkli oldugunu gostermistir (Pires ve ark. 2011). Gontard
ve ark. (1994), filmlere lipit eklenmesinin filmin mekanik 6zelliklerine etkisinin, lipitin
ozelligine ve protein matriksi ile etkilesme kapasitesine bagli oldugunu belirtmislerdir (Pires
ve ark. 2011). Oyle ki, birgok ¢alisma bugday gluteninden, sodyum kazeinattan, suda
¢oziinebilen balik proteinlerinden ve jelatinden elde edilen filmlerde lipit konsantrasyonu
arttik¢a gerilme direncinin diistiigiinii gosterirken, kazein filmlere degisik lipitlerin eklendigi,
soya proteini izolatlar1 filmine tar¢in esansiyel yagmin katildigi gibi diger bir kisim
calismalarda da lipit konsantrasyonu arttik¢a gerilme kuvvetinin arttigi belirtilmistir (Pires ve
ark. 2011).

Pires ve ark. (2013), barlam balig1 protein filmlerine kekik, citronella (giiney asya
otu), tarhun otu ve kisnis esansiyel yaglarini ekleyerek mekanik ozelliklerini arastirmistir.
Calisma sonunda, kontrol filmin gerilme direnci 6,16 MPa olarak bulunurken, citronella
esansiyel yagi igeren film 7,06 MPa ile en yiiksek gerilme direncini, kekik esansiyel yagi
iceren film ise 4,33 MPa gerilme direnci gostermistir. Ayn1 ¢alismada; kontrol drneginin
uzama yiizdesi % 147,9 iken kekik esansiyel yagi i¢eren filmin ise %111,2 olarak tespit

edilmistir.

%0-1,5 arasinda 4 farkli konsantrasyonda oregano esansiyel yagi iceren alginat
filmlerin ise konsantrasyonu arttik¢a, gerilme direnglerinin azaldigi, uzama yiizdesinin ise
%2,2den 3,7 ye kadar arttig1 belirtilmistir (Benvides ve ark. 2012).

Sayanjali ve ark. (2011), yaptiklar1 ¢alismada, karboksi metil seliiloz filmlere %1-4

(w/v) araliginda sorbat eklemisler, kontrol filmlere kiyasla gerilme direncinin azaldigini,
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uzama yiizdesinin ise 6,61°den 28,82’ye kadar arttigini gérmiislerdir. Gerilme direncindeki

azalig ile uzama yiizdesinde artis olmasi bizim 6rnegimizle paralellik gostermektedir.

Esansiyel yaglarin fenolik bilesiklerce zengin olmasi ve ayrica dogal fenolik
bilesiklerin gidanin oksidatif ve mikrobiyal durumunu iyi anlamda gelistirmesi bunlarin gida
ambalajlamada kullanilmasini tesvik etmektedir (Aguirre ve ark. 2013). Damodaran (1996)
belirttigi gibi, fenolik bilesiklerin molekiiler agirlig1 ve yapisi biiyiik degiskenlik gostermekte
ve proteinlerin peptid karbonil gruplariyla H bag1 yapabilecek farkli sayida hidroksil gruplar
icermektedir (Aguirre ve ark. 2013). Bu durum, farkli esansiyel yaglarin, yine farkli protein
yapidaki yenilebilir filmler igerisine eklendiginde, filmlerin degisik mekanik o6zellikler

sergilemesini agiklamaktadir.

Germe testi ile ayn1 konsantrasyonda esansiyel yag ve potasyum sorbat iceren zein
filmlere yapilan kesme testinde uygulanan kuvvet degerleri Cizelge 4.8.’de, sonuglara iliskin
varyans analiz tablosu Ek 4’de verilmistir. Kesme testi uygulamasi goriintiisii ise Sekil 4.5.’de

verilmektedir.

Cizelge 4.8. Zein filmlere uygulanan kesme kuvvetleri®

Zein Film Cézeltisi Icerisindeki
Esansiyel Yag (% v/w) ve Potasyum sorbat Kesme

(w/w) Konsantrasyonlari Kuvveti
. Potasyum N)
Kekik Defne Portakal
sorbat

- - - - 281+10P
1,6 - - - 348+17°
- 1,6 - - 3444112
- - 1,6 - 298+2720

1,6 1,6 - - 291+9P
- - - 3,5 313+12%

*: Ortalama =+ standart hata

&ab: Aym siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0,05).

Gerilme direnci en yiiksek olan kekik esansiyel yagi iceren zein filmlere uygulanan

kesme kuvveti de en yiiksek olarak tespit edilmistir. Ancak diger germe testiyle es icerikli
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filmlerin, gerilme direnci ile filmlere uygulanan kesme kuvvetinin paralellik gosterdigi
soylenemez. Higbir madde igermeyen zein filmlere uygulanan kesme kuvvetinin, kekik veya
defne esansiyel yagini igeren zein filmlerle karsilastirildiginda 6nemli seviyede diisiik oldugu
tespit edilmistir (P<0,05). Filmlerin kesilebilmesi i¢in uygulanan kuvvetin biiyiikliigiiniin,

filmin kalinligi, filmin igerdigi maddelerden farklilagan yapisi ile iliskili olabilecegi

distiniilmektedir.

Sekil 4.5. Zein film tlizerine kesme testi uygulamasi

4.8. Esansiyel yaglarin DPPH radikali yakalama aktivitesi

Yaptigimiz ¢alismada, kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarinin, DPPH radikali
yakalama aktivitelerine bakilmis ve antioksidan aktivitesi varligini bildigimiz gallik asit de
standart olarak kullanilmigtir. Sonuglar Sekil 4.6.’da goriilmekte olup, her biri i¢in hesaplanan
ICso degerleri ise Cizelge 4.9.’da verilmektedir.

Cizelge 4.9. Esansiyel yaglarin 1Csg degerleri

Esansiyel Yaglar
Kekik  Defne Portakal Gallik asit
1Cs0(g/L) 3,90 54,27 709,61 0,004
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Elde edilen veriler gostermektedir ki, DPPH radikallerinin % 50’sini inhibe etmek i¢in
gereken gallik asit ve esansiyel yag konsantrasyonlart biiylikten kiiciige soyle siralanmaktadir;
portakal> defne> kekik> gallik asit. Bu da bize denemelerini yaptigimiz esansiyel yaglar
igcerisinde en yliksek radikal giderme aktivitesine kekigin, en diisiik aktiviteye ise portakalin

sahip oldugunu gostermektedir.

Kodal (2008), yaptigi ¢alismada bahge kekigine (Thymus vulgaris L.) ait ICso degerini,
7,62 g/L olarak bulurken; Sokmen ve ark. (2004), Thymus spathulifolius esansiyel yagina ait
ICs0 degerini, 243,2+7,20 pg/ml olarak tespit etmislerdir. Thymus vulgaris esansiyel yaginin
kullanildig1 ¢alismamizda bu esansiyel yaga ait 1Cso degeri 3,90 g/L olarak bulunmustur.
Yapilan ¢alismlardan elde edilen veriler degerlendirildiginde; radikal giderme aktivitesinin
Thymus spathulifolius esansiyel yaginin en yiiksek oldugu, Thymus vulgaris’in radikal
giderme aktivitesinin ise Thymus vulgaris L.’den yaklasik 2 kat fazla oldugu anlasilmaktadir.
215 tiir igeren Thymus cinsinin (LoZiené ve ark. 2007), bu tiirlerinin antioksidan 6zelliklerinin
de birbirinden farkli olabilecegi, elde edilen verilerden anlagilmaktadir. Ayni bitkiden elde
edilen yaglarin antimikrobiyal aktivitelerinde bile genellikle biiyiik farkliliklar olmaktadir. Bu
degiskenlik bitkilerin elde edildigi cografik kaynaklarin, hasat mevsiminin, genotipinin,
iklimin, kurutma prosediiriiniin ve bitkinin distilasyon yapilan kisminin farkliliklarindan
kaynaklanabilmektedir (Oussalah 2007). Bu durum gbz Oniine alindiginda antioksidan

aktivitelerinde de farkliliklar olabilecegi sonucuna varilmaktadir.

Defne (Laurus nobilis) ve portakal (Citrus sinensis) esansiyel yaglarinin antioksidan
aktiviteleriyle ilgili sinirli sayida ¢alismaya rastlanmis olup, Yvon ve ark. (2012) yaptiklar
calismada Lauris nobilis esansiyel yaginin ICso degerini 236,3+2,9 mg/L olarak vermislerdir.
Bu sonuca gore arastirmada kullandigimiz defne esansiyel yaginin antioksidan aktivitesi daha
distiktiir. Ayrica Singh ve ark. (2010) yaptiklari ¢alismada, C. maxima, C. sinensis yaglarina
ait 1ICsg degerlerinin, 8,84 ve 9,45 pl/ml oldugu bildirmislerdir.

Esansiyel yaglarin lipid peroksidasyonunda 6nemli bir rol oynayan serbest radikaller
tizerine etkilerinin belirlendigi deneylerimizin sonucu olarak, kekik esansiyel yagiyla birlikte
defne esansiyel yagiin da yenilebilir filmlerde antioksidan amagli kullanmaya uygun oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.6. DPPH giderme aktivitesi gallik asit (a), kekik esansiyel yagi (b), defne esansiyel yagi (c), portakal esansiyel yagi (d)
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4.9. Esansiyel Yaglarin Toplam Fenolik Bilesik Miktarlar:

Yaptigimiz ¢alismada, kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarinin, fenolik bilesik
miktarlar gallik asit esdegeri olarak belirlenmistir. Sonuclar Cizelge 4.10°da, sonuglara iliskin

varyans analiz tablosu ise Ek 5’de verilmektedir.

Cizelge 4.10. Esansiyel yaglarin toplam fenolik madde degerleri”

Toplam Fenolik Madde

Esansiyel Yag (mg/L)
Kekik 273833+82092
Portakal 3308+78°
Defne 3157433

*: Ortalama + standart hata (n=4)

a.b: Ayni siitun icinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

Buna gore fenolik bilesik miktar1 gallik asit esdegeri olarak; kekik esansiyel yagi i¢in
273833+8209 mg/L, portakal esansiyel yagi igin 3308+78 mg/L, defne esansiyel yagi icin
3157433 mg/L olarak hesap edilmistir. Portakal ve defne esansiyel yaginin toplam fenolik
madde miktar1 arasinda istatistiki olarak Onemli bir fark bulunmazken, kekik esansiyel

yagmin toplam fenolik miktar1 digerlerine gére Onemli seviyede yiiksek bulunmustur
(P<0,05).

Portakal esansiyel yagina ait ICso degeri, defne esansiyel yagindan 13 kat fazla oldugu

halde fenolik bilesik miktar1 daha fazla ¢itkmustir.

Sun ve ark. (2002)’ye ait bir ¢alismada, toplam 11 meyvede yapilan deneyde, sahip
olunan antioksidan Ozellikle, toplam fenolik bilesiklerin direkt iligkisi bulundugu tespit
edilmistir. Ancak Mohammadian ve ark. (2011)’nin yaptig1 bir diger c¢alismada; toplam
fenolik iceriginin radikal giderme aktivitesi ile iliskili olmadigi, ancak antioksidan aktivitenin
flavonoid igerigi ile bir baglantis1 oldugu bildirilmistir. Fenolik bilesiklerin oranlarindaki
farkliliklar antioksidan aktivitede de farkliliga sebep olabilirler. Bu yiizden toplam fenolik
icerigi yiiksek olsa bile toplam antioksidan aktivitesinin diisiik olabilmektedir (Li et al. 2006,
Mohammadian et al. 2011).
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Nitekim, Wojdyto ve ark. (2007), antioksidan aktiviteye sahip fenoliklerin 6zellikle
fenolik asitler ve flavonoidler olarak bilindigini belirtmektedirler. Yaptiklari ¢alismada,
flavon ve flavonoller gibi flavonoid ve fenolik asitleri HPLC metodu ile belirlemis ve en
yiiksek konsantrasyondaki fenolik asitleri, 100 g kuru agirliklar1 (dw) bazinda ve gallik asit
esdegerinde T. vulgare (1700 mg/100 g dw), M. officinalis (969 mg/100 g dw), L. officinale
(630 mg/100 g dw) ve Thymus vulgaris (607 mg/100 g dw) yapraklarinin ekstraktlarinda
bulmuslardir. T.longicaulis’in methanolle elde edilen ekstraktlarinda tespit edilen toplam
fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri olarak (GA) ise 126,51 + 1,99 ug GA/ mg ekstrakt
olarak belirtilmistir (Sarikurkcu ve ark. 2010)

Skerget ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada defne yapraginin metanolle elde edilen
ekstraklarma ait toplam fenolik madde miktarin1 99,7 g GA/Kg olarak tespit etmistir. Yine
defne yapraklarmin asetonla elde edilen ekstraktlarinda yapilan toplam fenolik madde
6lgtimiinde sonug, 20,94 + 0,97 mg GA/g dw olarak hesaplanmistir (Ouchikh ve ark. 2011).

Literatiirde, kekik, defne ve portakal esansiyel yaglarina ait toplam fenolik madde
sonuclariyla ilgili calismaya rastlanamadigindan, ancak ekstraktlarina ait bilgiler verilebilmis
fakat calismamizda elde edilen verilerin karsilastiritlmasi yapilamamistir. Anagnostopoulou ve
ark. (2006)’a ait bir diger ¢alismada ise, portakal kabugunun cesitli ekstraktlarinin ve
fraksiyonlarinin fenolik bilesiklerine ve DPPH radikali giderme aktivitesine bakilmis, toplam

fenolik bilesik miktari ile radikal giderme aktivitesi arasinda diisiik bir iligski gézlemlemistir.
4.10. Margarinlere Depolama Siiresince Uygulanan Analizler
4.10.1. Toplam bakteri ve maya-Kkiif sayisi

Margarinlere tiretimden hemen sonra inokulasyondan 6nce yapilan mikrobiyolojik
analizlerde, toplam aerobik mezofilik bakteri, kiif ve maya igerikleri incelenmistir. Yapilan
tiim ekim ve inkiibasyon sonuglarinda, herhangi bir koloni gelisimi olmamistir. Sonug olarak,

tiretimde mikrobiyal kontaminasyon bulunmamaktadir.
4.10.2. Margarin iiretiminde kullanilan zein filmlerin agirhklar:

Margarinlerde depolama siireci i¢in hazirlanan filmlerin agirliklar1 Olglilmiis ve
ortalamasi alinarak Cizelge 4.11°de verilmistir. Sonuglara iliskin varyans analiz tablosu ise Ek
6’da verilmektedir. Uygulamalarda kullanilacak olan potasyum sorbat igeren zein filmlere ait

ortalama agirlik 0,97 g olarak tespit edilmis olup, kekik ve defne esansiyel yaglarini birlikte
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iceren ve higbir madde igermeyen zen filmlerin ortalama agirliklarina gore istatistiki olarak

Oonemli seviyede yiiksek bulunmustur (P<0,05).

Cizelge 4.11. Zein film agirliklart”

Zein Film Cozeltisi icerisindeki
Esansiyel Yag (% v/w) ve Potasyum Film

sorbat (w/w) Konsantrasyonlari Agirhg
. Potasyum ©)
Kekik Defne Portakal
sorbat
- - - - 0,85+0,02°
16 16 - - 0,86+0,02°

) ) ; 3,5 0,97+0,01°

*: Ortalama =+ standart hata

b Ayni siitun i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark énemlidir (P<0,05).

4.10.3. Aspergillus fumigatus sayisi

Hazirlanan biitiin margarin érnekleri, +4 °C’de depolanmis olup, 180 giin boyunca
belirli araliklarla mikrobiyolojik analiz yapilmistir. Bu analizler, margarinin hem
merkezinden, hem de ylizeyinden alinan 6rneklerde 2 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
Aspergillus fumigatus ile kontamine edilmis margarinlerin yilizey analizlerinde olusan
koloniler sayilarak, degerler 7,5 cm®liik kisim dikkate alinarak kob/7,5 cm? birimi ile Cizelge
4.12.°de verilmistir. Sekil 4.7.’den anlagildig1 gibi tiim margarin 6rneklerinin merkezlerinde

herhangi bir gelismeye rastlanmamastir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, Aspergillus fumigatus ile kontamine edilmemis
margarinlerin Ornekleri yiizeyi olan MY’de, depolama boyunca yapilan mikrobiyolojik

analizlerde herhangi bir gelismeye rastlanmadig: goriilmektedir.

Yapilan ¢alismada, sadece kontaminasyon yapilmis fakat film uygulanmamis kase
margarin 6rneklerinin ylizeyi olan FY degerleri, 1. giin analizinde en yliksek degeri gostermis,
depolama siiresince degerlerde genel olarak artis olmamakla birlikte zaman iginde bir miktar
diisiis de gozlenmistir. Bunun nedeni ortamda bulunan oksijen zaman igerisinde kiifler
tarafindan kullanildigindan, basta hizli olan gelisimin, ortamda oksijenin azalmasiyla beraber

diistis gostermesi olabilir.
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Cizelge 4.12. Farkli uygulamalar yapilmis margarin rneklerinde +4 °C’de depolama siiresince A. fumigatus sayisindaki degisimler”

Depolama Periyodu (giin)

Ornek
1 15 30 45 60 75 105 150 180

MY Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gozlenmedi gozlenmedi gdzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi

MM Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gbzlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi

FY 2400+627" 2150+404 3500+794 11254472 1100+497 850+212 7754377 725+71 525+171

EM Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gozlenmedi gozlenmedi gdzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi

zY 1425+150 1250+191 2250+1526 1000+648 1050+208 775+£562 500+163 375+250 600+115

ZM Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gozlenmedi gozlenmedi gdzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi
KDZY 1133551 625450 6334513 6254206 3504300 167+58 20082 Koloni Koloni
gozlenmedi gozlenmedi

KDZM Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gbzlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi
PSZY 1425126 2754263 Koloni 200£100 Koloni [Koloni Koloni Koloni Koloni
gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi

PSZM Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni Koloni
gbzlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gozlenmedi gbzlenmedi

*:Ortalama + standart sapma (2 tekerriir, n=2)

MY: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamig margarin yiizeyi FY: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin yiizeyi ZY:
Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢cbir madde igermeyen ¢6zeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin yiizeyi KDZY: Aspergillus fumigatus
diliisyonu ile kontamine edilmis ve %1,6 kekik , %1,6 defne esansiyel yaglarim birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin yiizeyi PSZY:
Aspergillus fumigatus dillisyonu ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin yiizeyi MM: Kontamine
edilmemis ve film uygulanmamis margarin merkezi FM: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamig margarin merkezi ZM: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin merkezi KDZM: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %1,6 kekik , %1,6 defne esansiyel yaglarim birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin merkezi PSZM: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin - merkezi
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Sekil 4.7. Depolama siiresince margarin gruplarinda tespit edilen A. fumigatus sayisi
(kob/7,5 cm?®)

Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis, hicbir madde igermeyen zein
film uygulanan margarin 6rneklerinin yiizeyi olan ZY grubunda tespit edilen A. fumigatus
say1s1, kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin yiizeyi orneklerine gore ilk 45
giinde, diger giinlere gore daha iyi bir diislis gostermis olup, daha sonraki giinlerde yapilan
Ol¢tim sonuglar1 dalgalanma gostermekle beraber; yinede ZY grubunda tespit edilen A.
fumigatus sayisi kontamine edilmis fakat film uygulanmamig margarin yiizeyi grubuna goére

diisiik bulunmustur.

Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis, % 1,6 kekik ve % 1,6 defne
esansiyel yaglarini birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulamasinin yapildigt
margarin Orneklerinin yiizeyinde yapilan sayim sonucunda; kontamine edilmis fakat film

uygulanmamis margarin yiizeyi 6rneklerine gore daha ilk giinde 1267 kob/7,5 ¢cm® birim
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azaldig1 gortilmustiir. Daha sonraki giinlerde de o6nemli bir azalis gosterdigi, hatta 150.

giinden itibaren iiremenin gergeklesmedigi tespit edilmistir.

Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis, % 3,5 potasyum sorbat i¢eren
¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanan margarin 6rneklerinin ise; ilk giinde kontamine
edilmis fakat film uygulanmamis margarin yiizeyi 6rneklerinden 975 kob/7,5 cm?® daha diisiik
bir degere sahip oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.12’ye bakildiginda depolamanin 60. giiniinden

itibaren yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda da gelisim gozlenmedigi anlasilmaktadir.

Gliniimiizde; antimikrobiyal O6zellik gosteren yenilebilir filmlerle ilgili caligmalar
artmaktadir (Ponce ve ark. 2008). Bu filmler; gidalart bozucu veya patojen
mikroorganizmalarin lag fazim1 uzatarak ve/veya gelisme hizim1 disiirerek bu
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engeller ve bdylece gidalarin giivenligini saglayarak raf
omriinii uzatabilirler (Quintavalla ve Vicini 2002). Ustelik filmlerin icerisinde yer alan
antimikrobiyaller, gidanin yiizeyine kademe kademe salinabildigi i¢in, istenen raf omriine
ulagabilmek icin antimikrobiyal maddelerin gidanin yilizeyine direkt uygulamasina kiyasla,
daha az miktarlarda antimikrobiyal ajana gereksinim duyulmaktadir (Min ve Krochta 2005).
Gidaya direkt katilmasindansa, paketleme materyaline uygulanmasinin diger bir yarar1 da
artan bir antimikrobiyal etkinlik gostermesidir (Marcos ve ark. 2013). Zein film igerisinden
margarine esansiyel yagin yada potasyum sorbatin gegisi ile ilgili olarak deneysel ¢alismalar
yapilmadigindan, bu maddelerin margarine ne kadarmin gegtigi ile ilgili kesin bir sonuca
varillamamaktadir. Ancak bu aktif maddelerin filmden hepsinin salindigini varsayarsak,
Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne
esansiyel yagi birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulamasi yapilan margarin
grubunun igerisinde toplam %0,06 (v/w) oraninda kekik ve defne esansiyel yagi, Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde
edilen zein film uygulamasi yapilan margarin grubunun igerisinde %0,07 (w/w) oraninda
potasyum sorbat oldugu sonucuna varilmaktadir. Margarinde “koruyucu madde olarak sorbik
asit veya sorbik asitin Na, K veya Ca tuzu her biri veya karigim halinde toplam olarak 1 kg
margarinde en ¢cok 1000 mg bulunabilir” denilmektedir (Basoglu 2012). Buda potasyum
sorbat i¢in oran olarak %0,1’e denk gelmektedir. Yapilan calismamizda potasyum sorbatin

filmden margarine hepsinin gegtigi varsayilsa dahi, bu oranin altinda kalmaktadir.

Bizim ¢aligmamizda da 6zellikle kekik ve defne esansiyel yaglarinm birlikte iceren zein

filmin margarine uygulanmasinda; zaman igerisinde antifungal etkinin arttig1 tespit edilmistir.
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Antimikrobiyal olarak potasyum sorbat igeren zein filmin margarin uygulamalarinda,
antifungal etki ¢cok daha hizli gerceklesmis, depolamanin daha 30. giiniinde gelisime
rastlanmamistir. Bu da bize potasyum sorbatin, kekik ve defne esansiyel yaglarina gore zein
filmden daha hizli diffiize oldugunun bir gostergesidir. Film soliisyonuna eklenen maddelerin
polar veya apolar olmasi, molekiil agirliklar: ve kimyasal yapilari filmin 6zelliklerini etkileme
derecesini belirlemektedir (Cagri-Mehmetoglu 2010). Antimikrobiyallerin film diskinden
difiizyonu, difiize olan molekiiliin boyut, sekil, kimyasal yapisina ve polaritesine bagli oldugu
gibi, molekiiler capraz baglanma derecesine de baglidir. Difflize olan molekiiliin diiz, dall,
halkal1 gibi sekillerde olmasi da difiizyon hizin1 etkileyebilir. Cagri ve ark. (2001) yaptiklart
calismada, peynir alt1 suyu proteini izolat1 zincirlerine sorbik asitin, benzen halkasina sahip
olan p-aminobenzoik asitten daha kolay niifuz ettigini belirtmislerdir. Ayrica sorbik asit ve p-
aminobenzoikasit gibi katkilarin filmdeki paketleme zincirini zayiflatarak daha gevsek bir
yapt olusturdugunu bunun da su hareketliligini arttirdigin1  belirtmiglerdir. Bizim
calismamizda kullanilan ve sorbik asitin potasyum tuzu olan, potasyum sorbatin da zein film
yapisinda daha gevsek bir yap1 olusturarak hizli bir sekilde diffiize oldugu, depolamanin daha
15. giiniinde koloni sayisinin 275+263 kob/7,5 cm?® diismesinden ve 60. giinden itibaren ise

gelisim gozlenmemesinden anlasilmaktadir.
4.10.4. Serbest yag asitleri tayini

Depolama siiresince margarin gruplarina ait serbest asitlik degerleri (% oleik asit)
%0,04-0,71 arasinda degismektedir (Cizelge 4.13., Sekil 4.8.). Sonuglara iligkin varyans
analiz tablosu Ek 7’de verilmistir. Ana muamele etkisi olarak uygulamalarin 0. giinden 180.
giine kadar olan depolama periyodu siiresince serbest yag asitligi degerine etkisi 0 ve 30.
giinlerde istatistiki olarak dnemli olmazken, diger giinlerdeki etkisi istatistiki olarak onemli
bulunmustur (P<0,05). Depolamanin 45, 60, 135. giinlerinde, Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilerek, %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulamasinin yapildigt margarinlerde tespit edilen serbest yag asitligi degeri diger
uygulamalardan 6nemli seviyede yiiksek bulunurken (P<0,05), 105. ve 120. giinlerinde,
Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, %3,5 potasyum sorbat igeren
cozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin grubu ve kontamine edilmemis, film
uygulanmamis margarin gruplarinda belirlenen serbest yag asitligi degerleri, kontaminasyon
yapilmis fakat film uygulanmamais, hicbir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulanmis, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini birlikte i¢eren ¢ozeltiden

elde edilen zein film uygulamasi yapilmis margarin gruplarina gore istatistiki olarak onemli
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Cizelge 4.13. Depolama periyodu boyunca margarin gruplarinin serbest asitlik degerlerine ait ortalamalar1 (% oleik asit)

Depolama Periyodu (giin)

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 180
Uygulama
M 0,04+0,00 0,41£0,01  0,53+£0,02 0,49+0,02° 0,52+0,01° 0,61£0,02  0,52+0,01  0,62+0,01* 0,61+0,01* 0,59+0,01® 0,58+0,01  0,61+0,01
F 0,04+0,00 0,42+0,00  0,48+£0,01 0,54+0,02®® 0,56+0,01* 0,57+0,01  0,54+0,01  0,55+0,01° 0,56+0,01° 0,54+0,01% 0,56+0,01  0,58+0,01
z 0,04+0,00 0,39+0,01 0,52+£0,02 0,51£0,02° 0,56+0,01% 0,53+0,00  0,56+0,03  0,55+0,01° 0,57+0,02° 0,57+0,02° 0,56+0,01  0,610,01
KDz 0,04+0,00 0,42+0,01  0,47£0,01 0,50+0,01° 0,51+0,01° 0,57£0,01  0,58+0,03  0,54+0,01° 0,57+0,01° 0,53+0,02¢ 0,54+0,02  0,59+0,01
PSZ 0,04£0,00 0,45+0,01  0,53£0,02 0,58+0,00® 0,60+0,03% 0,65£0,02  0,63+0,01  0,64+0,002 0,62+0,00® 0,62+0,012 0,63+0,00  0,64+0,01
Bolge
Y 0,04+0,00 0,42+0,00  0,52+0,01% 0,52+0,02 0,55+0,01 0,61£0,01  0,59+0,01  0,60+0,01* 0,61+0,00° 0,59+0,01*> 0,59+0,00  0,63+0,01
M 0,04£0,00 0,41£0,01  0,49£0,01° 0,53+0,01  0,55£0,01  0,56£0,01  0,54+0,01  0,56+0,01° 0,56+0,01° 0,55+0,01° 0,56+0,00  0,58+0,01
Uygulama*Bélge
MY 0,04+0,00 0,39+0,00%  0,54+0,02 0,45+0,03 0,50+£0,01  0,63£0,02°  0,51+0,01% 0,65£0,00 0,62+0,01 0,59+0,02  0,59+0,01° 0,62+0,02°
MM 0,04£0,00 0,44+0,01®  0,52+0,04 0,52+0,01  0,55+0,02  0,58+0,01%% 0,54+0,01° 0,58+0,00 0,59+0,01 0,58+0,01  0,57+0,00% 0,600,00°
FY 0,04+0,00 0,42+0,01% 0,49+0,01 0,57+0,03 0,58+0,01  0,59+0,02°¢ 0,56+0,01° 0,56+0,02 0,57+0,01 0,56+0,00 0,56+0,01¢9 0,60+0,01
FM 0,04£0,00 0,420,01%¢  0,48£0,02 0,52+0,00  0,54+0,02  0,55£0,01¢% 0,53+0,00°¢ 0,53+0,02 0,54£0,01 0,52+0,01  0,55+0,00¢ 0,56+0,00°
zY 0,04£0,00 0,40£0,01%%  0,56£0,01 0,50+0,00  0,57+0,02  0,53£0,01¢  0,64+0,012  0,58+0,00 0,61£0,00 0,59+0,03 0,57+0,01% 0,62+0,02°
ZM 0,04+0,00 0,38+0,02¢  0,47£0,03 0,52+0,05 0,56+0,01  0,53£0,00¢  0,49+0,019 0,53£0,01 0,54+0,02 0,54+0,01  0,56+0,01°¢ 0,60+0,00
KDZY 0,04£0,00 0,43£0,01%  0,47£0,00 0,51£0,03  0,53+0,01  0,60£0,01*  0,64+0,012  0,54£0,01 0,59+0,02 0,57+0,01  0,58+0,00% 0,62+0,02°
KDZM 0,04+0,00 0,4120,01%% 0,46+£0,02 0,49+0,01  0,50+0,02  0,54+0,01% 0,51+0,01% 0,54+0,01 0,54+0,00 0,49+0,02 0,50+0,02¢ 0,57+0,01°
PSZY 0,04+0,00 0,48+0,01°  0,56+0,03 0,55+0,01 0,61£0,04 0,71£0,03  0,61+0,02* 0,68£0,01 0,64+0,01 0,63+0,01  0,66+0,01* 0,710,012
PSZM 0,04+0,00 0,4240,01°¢ 0,50+0,03 0,61+0,01  0,60+0,04  0,58+0,03%% 0,64+0,02% 0,59+0,01 0,60+0,01 0,62+0,01  0,61+0,01° 0,56+0,01°

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

&¢: Aynu siitun iginde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus dillisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢cbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilmis ve %1,6 kekik , %1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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derecede yiiksek belirlenmistir (P<0,05). Bununla birlikte, depolamanin 105 ve 120.
giinlerinde, Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, %3,5 potasyum sorbat
iceren c¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis ve kontamine edilmemis, film
uygulanmamis margarin gruplari ile kontaminasyon yapilmis fakat film uygulanmamis, higbir
madde i¢cermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6
(v/w) defne esansiyel yagimi birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig

margarin  gruplarmin  kKendi  aralarindaki farkliliklar 6nemsiz  olmustur (P>0,05).

Depolamanin 0, 45, 60. giinleri hari¢ diger giinlerinde uygulamalar ile birlikte ylizey
ve merkezin de istatistiki olarak énemi belirlenmis (P<0,05) ve bu durum 15, 75, 90, 150,
180. giinlerde serbest yag asitligi degeri bakimindan istatistiki olarak onemli farkliliklar
olarak ortaya cikmistir (P<0,05). Bu giinlerde serbest yag asitligi degeri bakimindan en
yiiksek deger 0,71 degeri ile Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %3,5
potasyum sorbat i¢eren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin ylizeyi olarak
adlandirilan PSZY interaksiyonunda goriiliirken, en diisiik deger ise 0,38 degeri ile 15. giinde,
kontamine edilmis ve hi¢cbir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig

margarin merkezi interaksiyon grubunda tespit edilmistir.

Basglangic periyodu ve son periyot degerlendirildiginde, biitiin gruplar icerisindeki en
biiyiik artis PSZY 6rneklerinde gdzlemlenmektedir. Orneklerin merkez ve yiizeyleri arasinda
bir degerlendirme yapilacak olursa; sapmalar olmakla beraber kontamine edilmemis ve film
uygulanmamis margarin grubu ornekleri disindakilerde merkeze ait serbest yag asitligi
degerleri genel olarak biraz daha diisiik ¢ikmistir. Biitlin margarin gruplarinda serbest yag
asitligi degerlerindeki en biiyiik artis ilk 15 giiniin sonunda olmustur. Depolama periyodunun
geri kalan doneminde margarin gruplarinda meydana gelen artiglar daha az diizeydedir.
Uretimden ¢ikan margarinlerin, raf émrii uygulamasi igin, dncelikle kapaklar1 acilmis ve 4
grup Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmistir. Bu gruplarin {igiine film
uygulamalar1 yapilmistir. Geri kalan bir grup iiretildigi sekliyle depolama siirecine katildiysa
da; sartlarin ayn1 olmasi amaciyla margarinlerin kapaklari ve tizerlerinde bulunan folyo agilip
kapatilmistir. Dolayisiyla 5 grup margarin de raf 6mrii siirecine girmeden 6nce havayla temas
etmek durumunda kalmis ve oksidasyon olugsmaya baslamistir. Oksidasyon bir kimyasal
reaksiyonlar serisi olup, bu reaksiyonlar sonunda gliserit molekiilleri pargalanarak serbest yag
asitleri olusup, asiditeyi arttirabilir (Nas ve ark. 2001). Ilk 15 giindeki hizl1 artisin margarinin
depolama siirecine girmeden 6nceki havayla temasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Depolama siirecinden 6nce, havayla temas sonras1 3 grup margarin 6rneklerinin yiizeyi farkl
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icerige sahip zein filmle tamamen kaplandig: i¢in depolama siirecinin geri kalan kisminda
serbest yag asitligi degerindeki artis azalmistir. Sadece Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilen ancak herhangi bir film uygulamas: olmayan FY grubunda tespit edilen
serbest yag asitlik degerinin daha yiiksek olmasi beklenirken, sonucglar diger gruplarla
benzerlik gostermistir. Mikroorganizmalar solunum igin oksijen isteyenler, az oksijen
isteyenler, oksijen istemeyenler ile oksijenli ve oksijensiz ortamda gelisenler olarak 4 gruba
ayrilirlar. Kiifler, bakterilerin biiyiik bir boliimii oksijene gerek duyarlar ve oksijen olmadan
gelisemezler. (Anonim 2014b). FY grubu margarinlerde Aspergillus fumigatus’un mevcut
oksijeni kullandigi bu sebeple serbest yag asitlik degerlerinde olusabilecek artis1 dnledigi

distiniilmektedir.

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, kekik ve defne esansiyel yaglarini birlikte
iceren zein film uygulamasi yapilmis margarinlerin depolama siirecinin ¢ogunlugunda biraz
daha diisiik serbest asitlik degerine sahip oldugu goriilse de, depolama siirecine genel olarak
bakildiginda, igerisinde kekik ve defne esansiyel yaglarini birlikte bulunduran zein filmin,
serbest yag asitlerinin olusumunu engellemede, hi¢bir madde igermeyen zein filmden ¢ok

daha etkili oldugu sonucuna ulagilamamaktadir.

Tirk Standartlar1 Enstitiisii, “Bitkisel Margarin Standardi” (TS 2812)’ye gore
kahvaltilik margarininin % oleik asit cinsinden asitlik derecesi en fazla 1,5 olmalidir (Basoglu
2012). Gruplarin asitlik derecesi Olglimlerinin sonuglari altt aylik periyotta bu degeri

asmamistir.
4.10.5. Peroksit sayisi tayini

Depolama siiresince yapilan peroksit sayisi analizlerine ait degerler Cizelge 4.14.’de
ve Sekil 4.9.°da verilmis olup, degerlerin 0-20,57 meq Oz/kg yag arasinda degistigi
goriilmektedir. Sonuglara iliskin varyans analiz tablosu Ek 8’de verilmistir. Ana muamele
etkisi olarak uygulamalarin 0. giinden 180. giine kadar olan depolama periyodu siiresince
uygulamalarin peroksit sayisina etkisi 0, 45, 75, 105, 135 ve 180. giinlerde istatistiki olarak
onemli olmazken, 15, 30, 60, 90, 120 ve 150. giinlerdeki etkisi istatistiki olarak Onemli
bulunmustur (P<0,05). Depolama periyodunun 15. giiniindeki kontamine edilmemis, film
uygulanmamis Ve kontaminasyon yapilmig fakat film uygulanmamis kase margarin
uygulamalarinin peroksit sayist degeri, Aspergillus fumigatus dilisyonu ile kontamine

edilerek, hicbir madde icermeyen ¢o6zeltiden elde edilen zein film, %1,6 (v/iw) kekik ve
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Cizelge 4.14. Depolama periyodu boyunca margarin gruplarimin peroksit sayisina ait ortalamalari” (meq O2/kg margarin)

Depolama Periyodu (giin)

Uygulama 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 180

M 0,00+0,00 1,80+0,10% 2,07+0,15% 2,19+0,18 4,55+0,16% 6,52+0,32  8,83+0,26% 9,49+0,31 10,89+0,392 12,62+0,62 16,450,628 18,76+0,72

= 0,00+0,00 1,72+0,112 1,47+0,09® 1,84+0,18 2,09+0,08° 3,27+0,05 5,53+0,23¢  3,7+0,10 4,73+0,14¢  6,16+0,17 7,79+0,374 11,58+0,67

b 0,00+0,00 0,85+0,32Y 1,54+0,15" 1,80+0,09 2,00+0,16® 2,17+0,19 4,55+0,13¢  3,8+0,24 5,33+0,30¢  6,98+0,29 9,05+0,31¢ 9,10+0,30

KDZ 0,00+0,00 0,85+0,33Y 1,60+0,14° 1,60+0,07 2,32+0,10° 2,58+0,06 4,52+0,119 4244022  5,69+0,26°  8,03+0,09 9,34+0,58¢ 11,4+0,48

PSZ 0,00+0,00 0,39+0,25" 1,51+0,13P 1,67+0,17 2,32+0,13° 2,54+0,19 7,43+£0,34> 7,04+0,35 7,81+0,30°  8,64+0,37 10,76+0,53  15,51+1,01

Bolge
Y 0,00£0,00 1,25+0,20 1,57+0,11 1,86+0,10 2,58+0,24 3,74+0,40 6,41+0,43% 6,08+0,54  7,46+0,552 9,2+0,61 11,650,782  14,53+0,97
M 0,00£0,00 0,99+0,19 1,70+0,08 1,78+0,10 2,72+0,22 3,09+0,34  5,93+0,39° 5,234+0,54 6,32+0,51°  7,77+0,45 9,71+0,67° 12,01+0,68
Uygulama*Bélge

MY 0,00+0,00 1,83+0,17 2,13+0,22 2,40+0,14 4,62+0,20 7,20+0,20*  9,03+0,40 9,64+0,46% 11,61+0,24 14,06+0,44% 18,01+0,11  20,57+0,212
MM 0,00+£0,00 1,77+0,13 2,00£0,23 1,97+0,32 4,47+0,26 5,84+0,34°> 8,63+0,36 9,34+0,48% 10,17+0,56 11,19+0,48"> 14,89+0,40 16,95+0,42°
EFY 0,00+0,00 1,82+0,22 1,4440,17 1,69+0,23 2,02+0,10  3,30+0,09° 6,01+026 3,72+0,19¢F 491+0,18 6,57+0,16¢ 8,66+0,15 13,19+0,47°¢

EM 0,00+£0,00 1,62+0,04 1,49+0,11 1,99+0,28 2.16+0,13  3,23+0,05¢ 5,04+0,17 3,68+0,13¢F  4,54+0,17  5,76+0,03f 6,93+0,32 9,96+0,36

7Y 0,00+£0,00 0,88+0,51 1,29+0,20 1,76+0,14 2,11+0,31 2,53+0,08%% 4,60+0,22 4,39+0,13% 6,04+0,17 7,63+0,15¢ 9,48+0,23 9,74+0,13F

ZM 0,00+£0,00 0,83+0,48 1,79+0,16 1,83+0,12 1,88+0,13 1,81+0,279 4,49+0,17 3,2240,16" 4,61+£0,22  6,33+0,28¢ 8,63+0,54 8,47+0,369
KDZY 0,00+0,00 0,95+0,56 1,5240,13 1,64+0,06 2,17+0,05 2,64+0,09% 4.59+0,19 4,72+0,19¢ 6,19+0,30  8,18+0,06¢ 10,26+0,45  10,68+0,86¢f
KDZM 0,00+0,00 0,74+0,43 1,6840,27 1,55+0,14 2.47+0,18 2,53+0,08%% 4.45+0,14 3,77+021¢F 5,19+022  7,87+0,15¢ 8,42+0,9 11,81+0,49%
PSZY 0,00+£0,00 0,78+0,45 1,48+0,29 1,78+0,26 2,01+0,10 3,05+0,07°¢ 7,80+1,63 7,94+0,08° 8,53+0,14 9,58+0,17¢ 11,85+0,42 18,15+0,22°
PSZM 0,00+£0,00 0,00+0,00 1,54+0,04 1,56+0,25 2,63+0,10 2,04+0,04™ 7,06+024 6,13+0,11¢  7,09+0,23  7,70+0,16¢ 9,67+0,56 12,86+0,22¢d

*. Ortalama =+ standart hata (2 tekerriir, n=2) &0: Ayni siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilmis ve %1,6 kekik , %1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Sekil 4.9. Depolama periyodu boyunca margarin gruplariin peroksit sayisina ait ortalamalari
(meq O2/kg margarin)

%1,6 (v/w) defne esansiyel yagin birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film ve %3,5
potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin gruplarindan
onemli seviyede yiiksek bulunmustur (P<0,05). Bununla birlikte, kontamine edilmemis, film
uygulanmamis ve kontaminasyon yapilarak film uygulanmamis margarin grubu uygulamalari
ile Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, hicbir madde icermeyen
¢ozeltiden elde edilen zein film, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini
birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde
edilen zein film uygulanmis margarin gruplarinin kendi aralarindaki farkliliklar 6nemsiz

olmustur (P>0,05).

Depolamanin 30. ve 60. giiniinde, kontamine edilmemis, film uygulanmamis margarin
uygulamasinin peroksit sayis1 degeri diger 4 uygulamaya gore 6nemli seviyede yiiksek tespit
edilirken (P<0,05), 90. giinden itibaren 180. giine kadar tespit edilen peroksit sayilari
incelendiginde, Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilen margarinlere yapilan
%3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulamasi ile kontaminasyon

yapilmis fakat film uygulanmamis, higbir madde icermeyen ¢o6zeltiden elde edilen zein film
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uygulanmis, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini birlikte iceren ¢ozeltiden
elde edilen zein film uygulanmis margarin gruplar1 arasinda da 6nemli seviyede fark olustugu
goriilmektedir (P<0,05). Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, %1,6 (v/w)
kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film ve
hicbir madde i¢cermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin gruplari ise
genel olarak benzerlik gostermistir. Depolamanin 75. giinii itibari ile uygulamalar ile birlikte
yiizey ve merkezin de istatistiki olarak onemi belirlenmis (P<0,05) ve bu durum 75. 105. 135.
ve 180. giinlerde peroksit sayilar1 bakimindan interaksiyon gruplar1 arasindaki istatistiki
olarak onemli farkliliklar seklinde ortaya ¢ikmistir (P<0,05). Bu giinlerde peroksit sayisi
bakimindan en yiliksek deger kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin yiizeyi
interaksiyonunda goriiliirken en diisiik peroksit sayis1 degeri ise kontamine edilmis ve higbir
madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin merkezi interaksiyon

grubunda goriilmiistiir.

Baslangic periyodu ve son periyot degerlendirildiginde, biitiin gruplar igerisinde

peroksit sayisindaki en biiyiik artis kontamine edilmemis margarinlerde tespit edilmistir.

Depolama periyodu sonunda peroksit sayisi degerleri Kontamine edilmemis ve film
uygulanmamis margarin grubu yiizeyi i¢in 20,57+0,43 meq O2/kg yag, kontamine edilmemis
ve film uygulanmamig margarin grubu merkezi icin ise 16,5+0,84 meq Oz/kg yag olarak

bulunmustur.

Sonuglardan da goriilecegi ilizere tiim film uygulamas: yapilmis margarinler,
kontamine edilmemis margarinlerden daha diisiik peroksit degerlerine sahiptir. Ancak kekik
ve defne esansiyel yaglarini iceren filmlerin uygulandigi margarin 6rnekleri ile sade zein
filmin uygulandig1 margarin 6rneklerindeki peroksit degerleri benzerlik gosterirken, potasyum
sorbat iceren filmlerin uygulandigi margarin degerlerine ait peroksit degerleri biraz daha
yiikksek bulunmustur. Protein ve peptitlerin antioksidan aktiviteleri ile hidrofobisiteleri
arasinda yakin bir iliski oldugu da bildirilmektedir. Ornegin, hidrofobik protein olan zeinin,
antioksidan aktivitesinin doymamis lipitlere baglanma o6zelligine dayandirildigindan
bahsedilmektedir (Arcan ve Yemenicioglu 2007). Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda
kullanilan zeinden yapilmis olan yenilebilir filmin zaten bir antioksidan 6zelligi mevcuttur.
Ayrica zein filmin, margarinin iizerine tamamen kapatilmasiyla, orneklerin havayla temasini
kesmesi, boylece oksidasyon derecesini azaltmasi da miimkiindiir. Ancak potasyum sorbat

iceren zein filmlerin uygulandigr margarin degerlerine ait peroksit degerlerinin biraz daha
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yiiksek olmasi, potasyum sorbatin bu filmlerin gegirgenligini bir miktar arttirdiginin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir. Film soliisyonuna eklenen maddelerin polar veya apolar
olmasi, molekiil agirliklar1 ve kimyasal yapilari filmin 6zelliklerini etkileme derecesini
belirlemektedir (Cagri-Mehmetoglu 2010). Filme elastikiyet ozelligi kazandirmak igin
eklenen plastiklestirici maddelerin filmin gecirgenligini olumsuz yonde etkiledigi
bildirilmekte, kullanilan plastiklestirici maddenin miktarinin artmasi1 ve molekiil agirliginin
yiikselmesiyle birlikte filmin bariyer 6zelliginin ve ¢ekme geriliminin diistiiglinden

bahsedilmektedir (Cagri-Mehmetoglu2010).

Filme antimikrobiyal 6zellik kazandirmak amaciyla koyulan potasyum sorbat ise adeta
bir plastiklestirici gibi davranmis ve %164 uzama yiizdesiyle filmin elastikiyetini kayda deger
bir sekilde arttirmistir. Bu durum filmin oksijen gecirgenligini olumsuz etkilemis ve higbir
madde icermeyen zein filmlerin margarine uygulanmalar1 sonucu elde edilen sonuglarla
karsilagtirildiginda, peroksit sayisinda artiga yol agmustir. Cagri ve ark. (2001) yaptiklar
calismada, peynir alti suyu protein bazli film igerisindeki sorbik asit konsatrasyonunun
%0’dan %1,5’a arttirildi@inda, uzama yiizdesinin %6,37°’den %74,28’¢ arttigini, gerilme
direncinin ise azaldigin1 gérmiiglerdir. Sorbik asidin diiz zincir seklindeki yapisinin peynir alti
suyu protein bazli film zincirlerine sizarak, protein zincirleri arasinda hareketlilik sagladigin
boylece daha esnek yapida ve daha diisiik diizeyde gerilme direncine sahip filmler
olusturdugunu belirtmislerdir. Ayrica sorbik asit gibi katkilarin filmdeki paketleme zincirini
zayiflatarak, daha gevsek bir yap1 olusturdugunu bdylece su gecis hareketini arttirdigini
bildirmislerdir. Sayanjali ve ark. (2011) ise karboksi metil seliiloz filmlere eklenen potasyum
sorbatin, filmin polimer yap1 baglarinda azalmaya sebep oldugunu belirterek, film ¢ozeltisi
igcerisindeki potasyum sorbat iceriginin %3’e (w/v) ¢ikmasiyla uzamanin %6,61°den %

28,82’ye arttigini tespit etmislerdir.

Elde edilen sonuclardan goriildiigii lizere; sadece kontaminasyon yapilmis fakat film
uygulanmamis kase margarin Orneklerinin peroksit degerlerinde de depolama siiresince
kontamine edilmemis margarinlere gore diisiis gozlenmistir. Depolama sonunda kontamine
edilmis fakat film uygulanmamis margarin yiizeyi grubunun peroksit sayis1 degeri 13,19 meq
O2/kg olarak tespit edilirken, kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin grubu
yiizeyi Orneklerinin peroksit degeri 20,57 meq O2/kg olarak bulunmustur. Kiifler gibi bazi
mikroorganizmalar biiylimek icin oksijene gerek duyarlar (Glinerhan 2007). Kiiflenmeyi
engelleyebilmek i¢in gida maddelerinin hava ile temas etmeyecek sekilde ambalajlanmalari

gerektiginden bahsedilmektedir (Anonim 2014a). Kontaminasyon yapilmis fakat film
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uygulanmamis margarin gruplarinda depolama siirecine girmeden 6nce, Aspergillus fumigatus
ile kontamine edilmek i¢in, kapaklar1 ve kapak altinda bulunan folyo agilmak siiretiyle hava
ile temas edilmis ve daha sonra kapaklari kapatilmistir. Bu gruba ait peroksit sayisi
degerlerinin diisiik olmasi, ortamda kalan oksijeninin kiifler tarafindan kullanildiginin ve

bdylece oksijenin elimine oldugunun bir gdostergesi olabilir.

Orneklerin merkez ve yiizeyleri arasinda bir degerlendirme yapilacak olursa; serbest
asitlik degerlerinde oldugu gibi, baz1 sapmalar disinda merkeze ait peroksit sayisi1 degerleri
genel olarak daha disik c¢ikmistir. Daha 6nce de belirtildigi iizere iiretimden ¢ikan
margarinlerin, raf émrii uygulamasi igin, oncelikle kapaklari agilmistir. Dolayisiyla 5 grup
margarinde raf omrii siirecine girmeden once havayla temas etmek durumunda kalmistir. Yag
ve yag iceren gidalar hava oksijeninin etkisiyle oksidasyona ugramaktadirlar (Cakmake¢1 ve
Gokalp 1992). Sonug olarak oksijenle temas sonucunda margarinin yiizeyinde meydana gelen
peroksit yapisindaki iiriinlerin miktar1 merkeze gore fazla olmus, peroksit sayis1 degerleri de

merkeze gore yiiksek tespit edilmistir.

Tiirk Standartlar1 Enstitiisi, “Bitkisel Margarin Standardi” (TS 2812)’ye gore
kahvaltilik margarininin peroksit miktar1, miliekivalant peroksit/1000 g numune, en ¢ok 5

olarak verilmektedir (Basoglu 2012).

Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin yiizeyi, kontamine edilmemis
ve film uygulanmamig margarin merkezi interaksiyon gruplar1 5 degerini 75. giinde asarken,
Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamig margarin
yiizeyi, kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin merkezi, kontamine edilmis ve
%3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin yiizeyi,
kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulanmig margarin merkezi interaksiyon gruplar1 90. giinde bu degeri ge¢mistir. Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢6zeltiden elde edilen
zein film uygulanmis margarin ylizeyi, kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne
esansiyel yaglarmi birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin
yiizeyi, kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %]1,6 defne esansiyel yaglarmi birlikte iceren
cozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin merkezi interaksiyon grubu margarinler
120. giinde, kontamine edilmis ve hi¢gbir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulanmis margarin merkezi interaksiyon grubu ise 135. giinde 5 degerinin iizerine

cikmustir. 5 farkli uygulamaya sahip margarinlerin de depolama siirecine girmeden dnce hava

86



ile temas ettigi gdz Oniine alinirsa kontamine edilmemis, film uygulanmamis ve kontamine
edilerek filmle kaplanmamis grubu uygulamalarda gidanin yiizeyini tamamen kaplayan bir
film bulunmadigindan margarin yiizeyinin oksijenle temasi ylizeyde olusan peroksit
tirtinlerinin siiresini kisaltmistir. Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, zein
filmle yada kekik ve defne esansiyel yaglarini birlikte iceren zein filmle kaplanmis 6rneklerin,
kontamine edilmemis ve filmle kaplanmamis orneklere ve kontamine edilerek filmle
kaplanmamis Orneklere gore 1,5 ay daha fazla siire peroksit sayisi limitini gegmedigi hatta
margarinin raf 6mrii olan 4 ay1 tamamladig goriilmiistiir. Yag oksidasyonu baslangi¢ faz1 ve
iistel faz olmak {lizere iki belirgin faz halinde devam eder. Normalde diisiik hizda olan
baslangi¢ faz1 gecildiginde oksidasyon iistel olarak artmaktadir. Bu sebeple yag iistel fazda
hizla bozulmaktadir. Baslangic fazi yagin raf omriiniin veya oksidatif stabilitesinin ana
indikatoriidiir. Daha uzun baslangi¢c fazli yag iirlinleri daha uzun raf Omriine de sahiptir.
Antioksidanlar ise baglangic periyodunu uzatir ama olusan oksidasyonu tam olarak
durduramaz (Nas ve ark. 2001). Daha oncede bahsedildigi iizere; zaten antioksidan yapida
olan zein filmin bu o6zelligiyle birlikte, Orneklerin havayla temasini kestigi bdylece
oksidasyon derecesini azalttig1 diislintildiigiinde; zein film ve kekik ve defne esansiyel
yaglarini birlikte igeren zein filmlerle kaplanmis olan 6rneklerde, margarinde olusan baslangi¢
faz1 siiresinin uzadig1 direkt olarak fark edilmistir. Potasyum sorbat iceren filmlerde ise
potasyum sorbatin filmin yapisini degistirerek, oksijen gegirgenligini olumsuz etkilemesinden

dolay1 peroksit sayisinda artis oldugu diisiiniilmektedir

Protein ve peptidlerin hidrofobisiteleri ve antioksidan aktiviteleri arasinda yakin bir
iliski oldugu bildirilmektedir. Ornegin hidrofobik bir protein olan zeinin antioksidan aktivitesi
doymamis lipitlere baglanma ve gizleme Kkabiliyetine dayandirilmaktadir (Arcan ve
Yemenicioglu 2007). Bu baglamda zein filmlerin de kendilerine 6zgii antioksidan aktivitesine

sahip olabilecekleri diistiniilmektedir. Sonuclar da bu diisiinceyi destekleyici yondedir.

% 1,6 kekik (v/w) ve % 1,6 defne (v/w) esansiyel yaglarimi igeren ¢ozeltiden elde
edilen zein film, margarinde bulunan A. fumigatus inhibisyonunu saglamada ¢ok basarili
olurken; oksidasyonu engellemede daha da iyi sonuglarin eldesinde zein filmin elde edildigi
cozelti icerisindeki ylizdesini bir miktar arttirmanin uygun olacabilecegi diisiincesine

ulasilmustir.

Nitekim; Koldal (2008) yaptig1 ¢alismada; % 5 oraninda Thymus vulgaris L. esansiyel

yagini igeren film c¢ozeltisinden elde edilen soya proteini izolatlar1 filmini uyguladig:
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kiymalarda 12 giinliik siirecte; peroksit sayisi degerlerinde dalgalanmalar oldugu goriilmiistiir.
10. giinde kontrol grubuna goére Thymus vulgaris L. esansiyel yagini igeren filmlerde 2,46

degerinde diisiis gozlenirken, 12. glinde 0,11°lik bir azalma tespit edilmistir.

Calismamizda, film igerisindeki kekik ve defne esansiyel yagi oran1 diisiik tutulmasina
ragmen, Aspergillus fumigatus dilisyonu ile kontamine edilerek, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6
(v/w) defne esansiyel yagimi birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis
margarin grubunun depolama periyodu siiresince peroksit sayisi degerleri, kontamine
edilmemis ve film uygulanmamis uygulama grubununkiyle karsilastirildiginda aradaki farkin

onemli seviyede diisiik oldugu goriilmektedir (P<0,05).
4.10.6. Yag asidi kompozisyonu tayini

Denemelerde kullanilan margarinin baslangigtaki yag asiti bilesimi olan 0. giin
degerleri ve farkli uygulamalara tabi tutulan margarin 6rneklerinin depolama periyodunun 90.
giinline ait % yag asidi kompozisyonlari, Cizelge 4.15.’de verilmistir. Ayrica depolama
periyodu sonu olan 180. giin yag asidi kompozisyona ait degerler ise Cizelge 4.16.’da

verilmektedir. Sonuglara iligskin varyans analiz tablosu Ek 9 ve Ek 10’da verilmistir.

Ana muamele etkisi olarak uygulamalarin yag asidi kompozisyonuna etkileri
incelendiginde, depolamanin 90. giiniinde, C10:0, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:2 CIS,
C18:3 CIS, C22:0, Digerleri, SAFA, MUFA, PUFA, Omega 3, Omega 6, MUFA+PUFA yag
asitlerinde uygulamalar aras1 farkliliklarin 6nemli oldugu belirlenirken (P<0,05), C12:0,
C14:0, C16:0, C18:1 CIS, C18:2 CIS, SAFA, MUFA, PUFA, Omega 6, MUFA+PUFA yag
asitlerinde ise bolgeler arasi farklililar 6nemli bulunmustur. Depolamanin 90. giiniinde yag
asitleri kompozisyonu bakimindan interaksiyon gruplari arasindaki farkliliklar istatistiki
olarak 6nemli olmamistir (P>0,05). Depolamanin 180. giinline gelindiginde uygulamalar
arasinda, C14:0, C16:0, C18:1 CIS, C18:2 CIS, Omega 6 yag asitlerinde istatistiki olarak
farkliliklar tespit edilmis olup, C12:0, C14:0, C16:0, C18:0, C18:1 CIS, C18:2 CIS, C 22,
Digerleri, SAFA, PUFA, Omega 6 yag asitlerinde bolgeler arasi farkliliklar goriilmiistiir.
Deneysel ¢aligmalarimizda daha 6ncede belirtildigi gibi, 5 farkli margarin uygulamasinin, her
birinin yiizey ve merkezinden olmak iizere 6rnekler alinmis ve bunlarin deney sonuglari
Uygulama*Bolge interaksiyonu adi altinda verilmistir. Bu interaksiyonlarin hicbirinde yag

asitleri gruplar1 arasinda istatistiki olarak farkliliklar dnemli olmamuistir (P>0,05).
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Cizelge 4.15. Margarinin 0. giine ve margarin gruplarimin 90. giine ait yag asidi kompozisyonu (%)

Depolama

Periyodu

(Giin)
C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 Ci16:1 C18:0 C18:1 CIS
Margarin 0 0,26+0,03  3,35+£0,06 1,55+0,02 18,68+0,08 0,16+0,00 5,09+0,03 31,67+0,07

Uygulama
M 90 0,250,012 3,33+0,012 1,54+0,01%® 18,33+0,10° 0,16+0,00 4,92+0,02°¢ 31,92+0,04
F 90 0,23+0,00° 3,29+0,022® 1,53+0,01° 18,39+0,11° 0,14+0,02 5,06+0,09%° 32,06+0,06
z 90 0,25+0,012 3.33+0,02% 1,55+0,01* 18,46+0,08% 0,16=+0,00 4,90+0,02¢ 31,84+0,05
KDZ 90 0,23+£0,00° 3.3440,012 1,55+0,012 18,460,092 0,16+0,00 4,96+0,03% 31,96+0,06
PSz 90 0,23+0,00° 3.25+0,03° 1,52+0,01° 18,70+0,12% 0,15+0,00 5,17+0,042 31,93+0,11
Bolge
Y 90 0,244+0,00 3,2840,01° 1,52+0,01° 18,30+0,07° 0,15+0,01 4,98+0,05 32,04+0,04°
M 90 0,244+0,00 3,34+0,01* 1,56+0,01% 18,63+0,04® 0,15+0,00 5,02+0,03 31,84+0,032
Uygulama*Balge

MY 90 0,26+0,01  3,30+0,01 1,5240,01 18,10+0,09 0,17+0,00 4,88+0,03 32,00+0,03
MM 90 0,25+0,01 3,36+£0,01 1,55+0,01 18,56+0,07 0,16+£0,01 4,95+0,02 31,85+0,04
FY 90 0,23+0,00 3,27+0,01 1,5140,01 18,32+0,24 0,12+0,04 5,10+0,19 32,17+0,08
FM 90 0,24+0,00 3,32+0,03 1,55+0,01 18,46+0,04 0,16+0,01 5,02+0,03 31,94+0,02
Y 90 0,24+0,00 3,29+0,01  1,53+0,00 18,28+0,08 0,16+0,00 4,88+0,04 31,93+0,04
M 90 0,2540,01  3,37+0,02 1,57+0,00 18,63+0,03 0,16+0,00 4,91+0,02 31,74+0,06
KDZY 90 0,2340,00 3,32+0,02  1,544+0,01 18,25+0,08 0,16+0,01 4,91+0,03 32,09+0,05
KDZM 90 0,24+0,00 3,36+0,02 1,57+0,01 18,67+0,08 0,16+0,01 5,02+0,02 31,84+0,05
PSZY 90 0,2240,01  3,23+0,06 1,50+0,02 18,55+0,19 0,15+0,00 5,13+0,07 32,02+0,17
PSZM 90 0,23+0,01  3,28+0,04 1,54+0,02 18,85+0,11 0,15+0,00 5,20+0,05 31,84+0,14

*. Ortalama =+ standart hata (2 tekerriir, n=2)
&¢; Ayni siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).
!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamis yag asitleri 3: Coklu doymams yag asitleri

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus dilisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢cbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilmis ve %1,6 kekik , %1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat i¢ceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Cizelge 4.15. Margarinin 0. giine ve margarin gruplarinin 90. giine ait yag asidi kompozisyonu (%) (Devami)

Depolama
Periyodu
(Giin) o .
C18:2CIS C18:3CIS (C20:0 C20:1 C22:0 Digerleri TOPLAM
Margarin 0 36,40+0,08 1,77+0,08 0,33+0,11 0,30+0,10 0,21+0,12 0,00+0,00 99,76+0,01
Uygulama
M 90 36,61+0,06% 1,75+0,04% 0,42+0,01 0,34+0,05 0,33£0,05% 0,07+0,022  100+0,00
F 90 36,624+0,06 1,65+£0,01° 0,36+0,05 0,34+0,05 0,32+0,05% 0,02+0,01°  100+0,00
Z 90 36,59+0,072 1,69+0,012 0,41+0,00 0,38+0,00 0,37+0,002 0,08+0,022  100+0,00
KDz 90 36,46+0,06° 1,66+0,01° 0,42+0,00 0,39+0,00 0,37+0,012 0,05+0,02% 100+0,00
PSz 90 36,52+0,08% 1,64+0,01° 0,34+0,02 0,37+0,01 0,18+0,07° 0,02+0,01° 100+0,00
Bolge
Y 90 36,71£0,022 1,68+0,01 0,37+0,02 0,36+0,02 0,31+0,03 0,05+0,01 100£0,00
M 90 36,41£0,03°  1,68+0,02 0,40+0,01 0,36+0,02 0,31£0,03 0,04+0,01 100£0,00
Uygulama*Balge
MY 90 36,75+£0,05  1,73+£0,02 0,41+0,00 0,39+0,00 0,38+0,01 0,12+0,01  100+0,00
MM 90 36,48+0,04 1,78+0,09 0,42+0,01 0,28+0,09 0,27+0,09 0,03+0,03 100£0,00
FY 90 36,75+0,05 1,65+0,01 0,31+0,10 0,29+0,10 0,27+0,09 0,01+0,01  100+0,00
FM 90 36,49+0,07 1,66+0,01 0,41+0,00 0,39+0,00 0,37+0,00 0,02+0,02  100+0,00
zY 90 36,74+0,06  1,70+0,01 0,41+0,00 0,38+0,00 0,37+0,01 0,08+0,03  100+0,00
ZM 90 36,43+0,03 1,69+0,01 0,41+0,00 0,38+0,00 0,38+0,00 0,08+0,03  100+0,00
KDZY 90 36,61+0,03  1,68+0,02 0,42+0,00 0,39+0,00 0,37+0,01 0,06+0,04  100+0,00
KDZM 90 36,31+£0,06  1,64+0,00 0,42+0,00 0,38+0,00 0,37+0,01 0,05+0,04  100+0,00
PSzY 90 36,71+0,06 1,65+0,01 0,32+0,03 0,36+0,01 0,18+0,10 0,00£0,00  100+0,00
PSZM 90 36,34+0,05  1,64+0,01 0,35+0,03 0,37+0,01 0,18+0,10 0,03+0,02  100+0,00

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2) &C. Aymi siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamus yag asitleri 3: Coklu doymamis yag asitleri
M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus dillisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢cbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile

kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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izelge 4.15. Margarinin 0. giine ve margarin gruplarinin 90. gline ait yag asidi kompozisyonu (%) (Devami
Cizelg g gl garin grup g yag pozisyonu (%) ( )

Depolama Yag Asitleri
Periyodu
(Giin) SAFA! MUFA? PUFA3 Omega3 Omega6 MUFA+PUFA
Margarin 0 29,70+0,12 32,13+0,11 38,17+0,14  1,77£0,08 36,40£0,08  38,63+0,05
Uygulama
M 90 28,32+0,49° 33,31+0,45% 38,37+0,06* 1,75+0,04* 36,61£0,06*  39,69+0,46°
F 90 29,20+0,13% 32,53+0,09° 38,27+0,06® 1,65+0,01° 36,62+0,062  38,75+0,09"
z 90 29,260,122 32,45+0,05° 38,28+0,07% 1,69+0,01 36,59+0,07%  38,82+0,07°
KDz 90 29,360,147 32,52+0,07° 38,12+0,07° 1,66+0,10° 36,46+£0,06°  38,66+0,07°
PSZ 90 29,39+0,16% 32,45+0,11° 38,17+0,08™ 1,64+0,01° 36,52+0,08%°  38,68+0,08°
Bolge
Y 90 28,78+0,19° 32,83+0,17% 38,39+0,03% 1,68+0,01 36,71+0,02%  39,13+0,182
M 90 29,43+0,12% 32,48+0,11° 38,09+0,03° 1,68+0,02 36,41+0,03>  38,70+0,11°
Uygulama*Bolge
MY 90 27,70£0,73 33,82+0,67 38,48+0,06 1,73+0,02 36,75+0,05  40,19+0,73
MM 90 28,94+0,57 32,80+0,58 38,26+0,06 1,78+0,09 36,48+0,04  39,18+0,52
FY 90 29,02+0,24 32,58+0,19 38,40+0,06 1,65+0,01 36,75+0,05  38,81+0,18
FM 90 29,37+0,08 32,49+0,01 38,14+0,07 1,66+0,01 36,49+0,07  38,69+0,06
zZY 90 29,01+0,13 32,55+0,07 38,44+0,06 1,70+0,01 36,74+0,06  38,98+0,06
ZM 90 29,52+0,07 32,36x0,04 38,12+0,03 1,69+0,01 36,43+0,03  38,66+0,03
KDZzY 90 29,05+0,10 32,66+0,07 38,29+0,03 1,68+0,02 36,61+0,03  38,83+0,04
KDZM 90 29,68+0,12 32,38+0,06 37,95+0,06 1,64+0,00 36,31+0,06  38,49+0,06
PSZY 90 29,12+£0,21 32,53+0,17 38,35+0,06 1,65+0,01 36,71+0,06  38,87+0,07
PSZM 90 29,65+0,16 32,36+0,14 37,98+0,05 1,64+0,01 36,34+0,05  38,50+0,05

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

&¢: Ayni siitun i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamis yag asitleri 3: Coklu doymams yag asitleri

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarim birlikte igeren ¢6zeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Cizelge 4.16. Margarin gruplarinin 180. giine ait yag asidi kompozisyonu (%)

Depolama Periyodu (180. Giin)

Yag Asitleri

C10:0 C12:0 C14:.0 C16:0 Ci6:1 C18:0 C18:1CIS

Uygulama
M 0,24+0,00 3,30+0,02 1,52+0,01% 17,93+0,1%¢ 0,16+0,00 4,81+0,03 32,31+0,06%
F 0,24+0,00 3,29+0,03 1,50+0,02% 17,84+0,17°° 0,16+0,00 4,78+0,03 32,27+0,1%¢
Z 0,23+0,00 3,30+0,02 1,53+0,012 18,16+0,112 0,16+0,00 4,87+0,05 32,16+0,06
KDZ 0,24+0,01 3,32+0,02 1,53+0,01* 18,07+0,10%® 0,16+0,00 4,80+0,02 32,15+0,05¢
PSzZ 0,24+0,00 3,29+0,03 1,50+0,01° 17,71+0,13¢ 0,16+0,00 4,75+0,03 32,35+0,082

Bolge
Y 0,24+0,00 3,26+0,01° 1,49+0,00° 17,68+0,07° 0,16+0,00 4,76+0,02° 32,39+0,04?
M 0,24+0,00 3,35+0,01% 1,54+0,00®8 18,20+0,042 0,16+0,00 4,84+0,012 32,10+0,02°
Uygulama*Bolge

MY 0,24+0,00 3,32+0,03 1,50+0,01 17,70+0,11 0,16+0,01 4,79+0,05 32,44+0,08
MM 0,24+0,01 3,34+0,02 1,54+0,00 18,17+0,04 0,16+0,01 4,83+0,02 32,18+0,02
FY 0,23+0,01 3,23+0,05 1,46+0,03 17,48+£0,20 0,16+0,01 4,71+0,03 32,46+0,13
FM 0,24+0,01 3,35+0,01 1,54+0,00 18,20+£0,07 0,16+0,01 4,85+0,03 32,07+0,03
zY 0,23+0,00 3,28+0,02 1,50+0,01 17,96+0,15 0,16+0,01 4,84+0,09 32,29+0,08
ZM 0,24+0,00 3,33+0,02 1,55+0,00 18,36+0,06 0,16+0,01 4,91+0,05 32,02+0,02
KDzZY 0,244+0,00 3,29+0,03 1,51+0,01 17,86+£0,11 0,16+0,01 4,78+0,04 32,25+0,06
KDZM 0,25+0,01 3,36+0,02 1,55+0,00 18,29+0,04 0,17+0,01 4,82+0,02 32,05+0,02
PSzY 0,24+0,01 3,24+0,02 1,47+0,01 17,42+0,12 0,16+0,00 4,67+0,02 32,50+0,10
PSZM 0,244+0,00 3,35+0,03 1,53+0,01 18,00+0,09 0,16+0,01 4,82+0,03 32,20+0,06

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

&C: Ayni siitun i¢inde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0,05).

1: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamis yag asitleri °: Coklu doymamus yag asitleri

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile

kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarimi birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Cizelge 4.16. Margarin gruplarinin 180.

gline ait yag asidi kompozisyonu (%) (Devami)

Depolama Periyodu (180. Giin)

Yag Asitleri
C18:2CIS Ci18:3CIS C20:0 C20:1 C22:0 Digerleri  TOPLAM
Uygulama

M 36,88+0,09*° 1,81+0,06 0,41+0,00 0,24+0,07 0,36+0,01 0,03£0,01 100+0,00
F 37,05+0,16® 1,83+0,07 0,40+£0,00 0,28+0,06 0,32+0,05 0,04+0,01 100+0,00
Z 36,79+0,10¢ 1,85+0,07 0,40+0,01 0,24+0,07 0,28+0,06 0,04+0,01 100+0,00
KDz 36,80+0,10¢ 1,7740,06 0,41+0,00 0,39+0,00 0,37+0,00 0,08+0,02 100+0,00
PSz 37,09+0,122 1,70+0,01 0,41+£0,00 0,39+0,00 0,37+0,00 0,05+0,01 100+0,00

Bolge
Y 37,17£0,06 1,82+0,04 0,40+0,00 0,29+0,04 0,31+0,03° 0,03+0,01° 100+0,00
M 36,67+0,03° 1,76+0,04 0,41+0,00 0,29+0,04 0,37+0,00° 0,07+0,01* 100+0,00

Uygulama*Bolge

MY 37,08+0,09 1,78+0,09 0,40+0,00 0,29+0,10 0,36+0,01 0,02+0,02 100+0,00
MM 36,68+0,02 1,85+0,10 0,41+0,00 0,20+0,11 0,36+0,01 0,06+0,02 100+0,00
FY 37,41£0,17 1,88+0,12 0,40+0,00 0,28+0,09 0,27+0,09 0,03+0,02 100+0,00
FM 36,69+0,06 1,78+0,09 0,41+0,00 0,29+0,10 0,37+0,00 0,05+0,02 100+0,00
zY 37,00+0,11  1,87+0,09 0,38+0,02 0,28+0,09 0,19+0,11 0,02+0,02 100+0,00
ZM 36,58+0,05 1,83+0,11 0,41+0,00 0,19+0,11 0,37+0,00 0,06+£0,00 100+0,00
KDzZY 37,02+0,12  1,88+0,11 0,40+0,00 0,19+0,11 0,37+0,01 0,06+£0,03 100+0,00
KDZM 36,59+0,04 1,67+0,01 0,41+0,00 0,39+0,00 0,38+0,00 0,10+0,02 100+0,00
PSzY 37,37+£0,09 1,72+0,02 0,41+0,00 0,39+0,00 0,38+0,01 0,04+0,02 100+0,00
PSZM 36,81+0,07 1,68+0,01 0,41+0,00 0,38+0,00 0,37+£0,00 0,06+£0,01 100+0,00

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

¢ Ay siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0,05).

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamis yag asitleri 3: Coklu doymams yag asitleri

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile

kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %]1,6 defne esansiyel yaglarim birlikte igeren ¢6zeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Cizelge 4.16. Margarin gruplarinin 180. giine ait yag asidi kompozisyonu (%) (Devami)

Depolama Periyodu (180. Giin)

Yag Asitleri
SAFA! MUFA? PUFA3 Omega3 Omega 6 MUFA+PUFA
Uygulama

M 28,18£0,39 33,13£0,39 38,69+0,44 1,81+0,10 36,88+0,06°  39,50+0,09

F 28,40+0,28 32,72+0,.28 38,88+0,11 1,83£0,21 37,05+0,07%  39,32+0,16

Z 28,80+0,17 32,56+0,17 38,64+0,10 1,85+0,10 36,79+0,07° 39,04+0,1
KDz 28,41+0,34 33,01+0,34 38,57+0,36 1,77+£0,16 36,80+0,06° 39,39+0,1
PSzZ 28,29+0,20 32,92+0,20 38,78+0,08 1,70+0,12 37,09+0,012 39,33+0,12
Bolge

Y 28,15+0,22° 32,85+0,22 39,00+0,232 1,82+0,04 37,17+0,062 39,45+0,04
M 28,68+0,00% 32,89+0,00 38,43+0,00° 1,68+0,00 36,67+0,03°  39,19+0,01

Uygulama*Bolge

MY 28,26+0,16 32,89+0,14 38,85+0,14 1,78+0,09 37,08+0,09 39,30+0,09
MM 28,09+0,83 33,38+0,91 38,53+0,10 1,85+0,10 36,68+0,02 39,70+0,81
FY 27,81+0,37 32,90+0,13 39,29+0,28 1,88+0,12 37,41+0,17 39,73+0,24
FM 28,99+0,10 32,54+0,13 38,47+0,10 1,78+0,09 36,69+0,06 38,92+0,05
zY 28,40+0,13 32,73+0,11 38,87+0,06 1,87+0,09 37,00+0,11 39,31+0,08
ZM 29,20+0,08 32,39+0,11 38,41+0,09 1,83+0,11 36,58+0,05 38,77+0,07
KDZY 28,45+0,14 32,65+0,08 38,90+0,21 1,88+0,11 37,02+0,12 39,27+0,12
KDZM 28,37+0,73 33,38+0,71 38,25+0,04 1,67+0,01 36,59+0,04 39,52+023
PSZY 27,83+0,16 33,08+0,08 39,09+0,08 1,72+0,02 37,37+0,09 39,64+0,08
PSZM 28,76+0,12 32,76+0,06 38,48+0,06 1,68+0,01 36,81+0,07 39,02+0,06

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

¢ Ay siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark dnemlidir (P<0,05).

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamus yag asitleri 3: Coklu doymamis yag asitleri

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve hi¢bir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin KDZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu
edilmis ve %3,5 sorbat iceren ¢Ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yizey M: Merkez

ile kontamine potasyum
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4.10.7. Demir, bakir, nikel analizi

Margarinlerde iiretim sonrasi demir, bakir ve nikel analizi yapilmis olup sadece demire

0,18+0,05 ppm diizeyinde rastlanmistir (Cizelge 4.17).

Yaglara kontamine olabilen nikel, demir ve 6zellikle de bakir giiclii prooksidantlardir.
Yagin bakirla kontaminasyonu diisiik bir ihtimal olmakla beraber, kontamine oldugu zaman
ise hizla okside olur. Demirin yaga, isleme ekipmanlar1 veya borulardan bulagsma ihtimali
bulunmakta iken; nikel ise katalist olan nikelin hidrojenasyondan sonra tamamen

uzaklastirilmamasi sonucu yagda kalabilir (Nas ve ark. 2001).

Cizelge 4.17. Margarinde tespit edilen demir, bakir, nikel miktarr”

Margarindeki Miktarlar1 (ppm)
Demir Bakir Nikel

0,18+0,05 - -

*: Ortalama + standart sapma

1 kg margarinde en ¢ok 1,5 mg demir (Fe) bulunabilecegi Basoglu (2012)’de
belirtilmistir. Denemelerde kullanilan margarinde tespit edilen deger bu limitin altinda

bulunmaktadir.
4.10.8. Toplam fenolik madde tayini

Margarin gruplar1 uygulamalarinda 0, 90 ve 180. giinlerde toplam fenolik madde
Ol¢timii gerceklestirilmistir (Cizelge 4.18.). Sonuglara iligkin varyans analiz tablosu Ek 11°de
verilmistir. Depolamanin 90. giinlinde kontamine edilmemis, film uygulanmamis margarin ve
kontamine edilerek film uygulanmis margarin gruplarinin toplam fenolik madde miktarinda
diistisler gozlenmistir. A. fumigatus ile kontamine edilerek, hi¢cbir madde igermeyen
¢ozeltiden elde edilen zein film, %1,6 (v/iw) kekik ve %1,6 (v/iw) defne esansiyel yagini
birlikte iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film, %3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde
edilen zein film uygulamalarinin yapildigt margarinlerin kendi aralarindaki farkliliklar ile
kontamine edilmemis, film uygulanmamis margarin grubu ve kontamine edilerek film

uygulanmamis margarin gruplarinin kendi aralarindaki farkliliklar 6nemsiz bulunurken
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(P>0,05), A. fumigatus ile kontamine edilerek, higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen
zein film, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini birlikte iceren ¢ozeltiden
elde edilen zein film, %3,5 potasyum sorbat iceren ¢Ozeltiden elde edilen zein film
uygulamalarinin yapildigr margarinlerde tespit edilen toplam fenolik madde miktar1 diger iki
uygulamaya gore onemli seviyede yiiksek tespit edilmistir (P<0,05). Depolama periyodunun
bu doneminde margarinlerin bdlgeler ve interaksiyon gruplari arasindaki farkliliklar istatistiki
olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05). Elde edilen sonuglardan; fenolik madde miktarindaki
en biiyiik artisin yiizey olarak A. fumigatus ile kontamine edilerek, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6
(v/w) defne esansiyel yagim birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis
margarin grubunda oldugu, bunu sirasiyla A. fumigatus ile kontamine edilerek, %3,5
potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film, higbir madde igermeyen ¢6zeltiden

elde edilen zein film uygulanmis margarin gruplarinin takip ettigi goriilmiistiir.

Cizelge 4.18. Depolama periyodunun 0, 90 ve 180. giinlerinde margarin gruplarinda 6lgiilen
gallik asit esdegeri olarak toplam fenolik madde miktarlarina ait ortalama

degerleri” (mg/L)
Depolama Periyodu (giin)
Uygulama Bolge Uygulama*Bolge 0 90 180

M 35+1,89 32,50+2,500 13,63+1,65
F 35+1,89 33,80+1,83° 31,13+£2,09
Z 35+1,89 211,30+27,282 26,00+2,36
KDz 35+1,89 251,30+21,912 63,63+11,8

PSz 35+1,89 258,80+10,6? 164,50+39,54
Y 35+1,15 164,50+27,41 44,55+7,08

M 35+1,15 150,50+23,56 75,00+22,26

MY 35+2,89 30,004,08 12,50+2,60¢

MM 35+2,89 35,00+£2,89 14,75+2,25%

FY 35+2,89 32,50+2,50 29,00+2,31%

FM 3542,89 35,00+2,89 33,25:+3,48¢%

zY 35+2,89 240,00+49,16 31,00+2,00%

ZM 35+2,89 182,50+22,5 21,00+£2,31%

KDZY 35+2,89 270,00+35,36 87,75+7,17°

KDZM 3542,89 232,50+27,50 39,50+14,5%

PSZY 35+2,89 250,00+14,72 62,50+17,45°

PSZM 35+2,89 267,50+16,01 266,50+7,58¢2

*: Ortalama + standart hata (2 tekerriir, n=2)

&€ Aymi siitun iginde farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmanug margarin F: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine
edilmis fakat film uygulanmamis margarin Z: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve higbir
madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin KDZ: Aspergillus fumigatus dilisyonu
ile kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarim birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein
film uygulanmis margarin PSZ: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat
igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin Y: Yiizey M: Merkez
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Merkezde en biiyiik artis, A. fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, %3,5
potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin grubunda tespit
edilmis olup, bunu sirayla A. fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, %1,6 (v/w) kekik ve
%1,6 (v/w) defne esansiyel yagimi birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film, higbir
madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin gruplar izlemektedir.
A. fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, hi¢cbir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen
zein film ve %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagini birlikte i¢eren ¢6zeltiden
elde edilen zein film uygulamalar1 yapilmis margarinlerde ise ylizeyde 6lgiilen toplam fenolik
madde miktarinin merkezden daha fazla oldugu belirlenmistir. Misirin fenolik madde
icerigine sahip oldugu, Oguz (2008) ve Diken (2009) yaptiklar1 ¢alismada belirtilmistir.
Buradan bir misir proteini olan zeinden elde edilen filmin de fenolik madde icerdigi sonucuna
varilabilmektedir. Bu igeriginde filmden margarin ylizeyine ve merkezine gectigi, Cizelge
4.18’de belirtilen baslangi¢ ve 90. giin 6l¢imlerinde higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde
edilen zein film, %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/iw) defne esansiyel yagini birlikte iceren
cozeltiden elde edilen zein film ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein
film uygulamalarmin yapildigi A. fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis margarin
gruplarinin hem merkez hem de yiizeyinde belirlenen artigtan anlagilmaktadir. Fenolik madde
icerigi bakimindan KDZY>ZY ve KDZM>ZM oldugu sonuglardan anlagilmaktadir. Buradan
kekik ve defne esansiyel yaglarmin icerdigi fenolik maddelerin margarin ylizey ve
merkezinde meydana gelen artisa sebep oldugu disiiniilmektedir. %3,5 potasyum sorbat
igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulama grubunda ise yiizey ve merkezde bulunan
fenolik maddelerin higbir madde icermeyen c¢ozeltiden elde edilen zein film uygulama
grubundan fazla oldugu tespit edilmigtir. Sorbik asitin filmdeki paketleme zincirini
zayiflatarak filmde daha gevsek bir yapi olusturdugu bilinmektedir (Cagr1 ve ark. 2001).
Caligmamizda zein filmin elastikiyetini kayda deger sekilde arttiran potasyum sorbatin, ayni
etkiyi zein filmin yapisinda da olusturdugu bu sebeple yapisi degisen zein filmden margarine
gecen fenolik madde miktarinin daha yiiksek seviyeye ulagsmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Film yapisinda degisiklik yapan potasyum sorbatin ayni zamanda oksijen gegisini de
arttirdigindan yiizeydeki fenolik bilesikleri parcalamis olabilecegi bu yiizden de ylizeydeki
fenolik bilesiklerin miktarinin merkezden diisiik oldugu sonucuna varilmaktadir. Morellé ve
ark. (2004) yaptiklar1 c¢alismada, yaglarin depolama boyunca toplam fenolik madde
igerigindeki diislisiin daha kompleks formda olusan bozulma ve oksidasyon aktivitelerinin

sonucu oldugunu belirtmislerdir. Depolamanin 90. giiniinde, kontamine edilmemis, film
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uygulanmamig ve kontamine edilerek film uygulanmamis uygulama gruplarinin yiizeyinde

cok az miktarda diigiis gézlenirken, merkezlerinde herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Depolamanin 180. giinii itibari ile uygulamalar ile birlikte, bolgeler aras1 fark ve
dolayisiyla interaksiyon gruplari arasindaki farkliliklar da istatistiki olarak 6nemli tespit
edilmistir (P<0,05). Toplam fenolik madde bakimindan en yiiksek deger 266,50 mg/L ile
Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat iceren
cozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin merkezi olarak adlandirilan PSZM
interaksiyon grubunda goriilirken, en diisiik toplam fenolik madde miktarma sahip
interaksiyon grubu 12,50 mg/L ile kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin

grubu yiizeyi olarak belirlenmistir.

Depolama siireci sonunda; PSZM interaksiyon grubu hari¢ tiim gruplarda fenolik
madde igeriginde oldukga belirgin diisiisler gozlenmistir. Del Caro ve ark. (2006), Bosana cv
ekstra ham zeytinyaglarinda depolama siiresince fenolik madde igeriklerini 6lgmiis. 16 aylik
depolama sonrasinda toplam fenoliklerin %40’inda asagisinda bir diislise ugradigi
goriilmiistiir. Bu diisiisiin literatiirde belirtildigi iizere, bu bilesiklerin bozulma prosesinden ve
oksidatif aktivitesinden kaynaklandigin1 belirtmislerdir. Goémez-Alanso ve ark. (2007) ham
zeytinyaglarinin toplam fenolik bilesik iceriginin depolama siiresi boyunca azaldigini tespit
etmigler buradan da uygun sartlarda bile fenolik bilesiklerin ¢ok kararli olmadiklarini
bildirmislerdir. Depolama sonunda fenolik madde igeriginde, margarin gruplarinda gbzlenen
azalma diger calismalarla uyum igerisindedir. %3,5 potasyum sorbat igceren ¢ozeltiden elde
edilen zein film uygulamasinda, potasyum sorbatin zein filmin yapisinda gergeklestirdigi
diistiniilen sebeplerden dolayi, depolama siireci boyunca filmden margarine fenolik madde
gecisinin devam ettigi, bu sebeple merkezde diisiis gozlenmedigi ancak yine film yapisinda
meydana gelen degisimin margarin yiizeyine oksijen gecisini artirmasindan otiirii yiizeydeki

fenolik madde miktarinda azalma oldugu sonucuna varilmistir.
4.10.9. Duyusal degerlendirme

Zein film ve kekik, defne esansiyel yaglarini birlikte igeren zein film uygulamalarinin
margarinin duyusal Ozellikleri iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla depolamanin 180.
giiniinde panelistler tarafindan gruplarin goriiniis, yapi, tat, koku gibi o&zellikleri
degerlendirilmis ve duyusal degerlendirme sonuglari Cizelge 4.19’de verilmistir. Sonuglara

iliskin varyans analiz tablosu Ek 12°de verilmistir. Yapilan duyusal degerlendirmede, yap, tat
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ve koku bakimindan panelistlerin fikirleri benzer olmakla beraber, goriiniis bakimindan biraz

farklilik bulunmaktadir.

Cizelge 4.19. Depolama periyodunun 180. giinlinde margarin gruplarinda yapilan duyusal
degerlendirme sonuglar1”

Uygulama Goriiniis Yapi Tat Koku
M 8,40+0,40° 5,80+0,33° 8,80+0,13% 8,800,132
Z 2,50+0,40°  8,40+0,40* 1,10+0,10° 1,80+0,39°

KDZ 2,50+£0,40° 8,40+0,40° 8,70+0,15% 8,60+0,22°

*: Ortalama + standart hata (n=10)

b Ayni siitun icinde farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0,05).

M: Kontamine edilmemis ve film uygulanmamig margarin Z: Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine
edilmis ve higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin KDZ: Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarmi birlikte igeren
¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmig margarin

9-8: Cok iyi 7-6: Iyi 5-4: Orta 3-2: Kétii 1: Cok kotii

Goriiniis bakimindan higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film ve %1,6
(v/w) kekik ve %1,6 (v/iw) defne esansiyel yagini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein
film uygulama gruplarinda filmin renginden de kaynaklanabilecegi diisiiniilen koyu sar1 renk
olusumu goézlenmistir. Panelistlerden biiyiikk bir kismi bu goriinlisiin standardin diginda
oldugunu ve tiiketici de olumsuz etki yaratacagini diistinmektedir. Kontamine edilmemis ve
film uygulanmamis uygulama grubunun aldigi1 puan digerlerine gore istatistiki olarak 6nemli

seviyede yiiksek bulunmustur (P<0,05).

Film uygulamasi yapilan margarinlerin, yapisinin daha iyi oldugu bildirilmektedir.
Higbir madde icermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film ve %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/iw)
defne esansiyel yagini birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulama gruplarinin
yapt yoniinden 8,40 puan alarak, kontamine edilmemis ve film uygulanmamis uygulama
grubunu 5,80 puanla geride birakmistir (P<0,05). Filmin, margarinin yiizeyine temas ederek
tamamen kaplanmasiyla, hava ile temasla olusabilecek kurumanin 6nlenmesinin yapinin stabil
kalmasimi saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir. Yenilebilir film ve kaplamalarin oksijen,
karbondioksit ve lipit transferini kontrol altinda tutarak, gida sisteminin mekanik 6zelliklerini

gelistirdigi belirtilmektedir (Temiz ve Yesilsu 2006).
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Misir zeininin, higbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulama
grubunda olusturdugu tat ve koku begenilmemistir. 1,10 ve 1,80 puan alarak bu iiriiniin kabul
edilemeyecegi sonucuna varilmistir. Kontamine edilmemis, film uygulanmamis grup ve %1,6
(v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yagim birlikte igeren ¢6zeltiden elde edilen zein
film uygulama gruplar ile arasinda panelistler tarafindan verilen puan bakimindan istatistiki

olarak 6nemli seviyede fark bulunmustur (P<0,05).

Ancak kekik ve defne iceren zein film uygulamasinin, margarinlere hos bir aroma
kattig1, bu margarinlerin kahvaltilik olarak bir alternatif olusturabilecegi ve kekigin
kullanildigi yemeklerde de rahatlikla kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Tat ve koku
yoniinden 8,70 ve 8,60 puanlar1 alarak neredeyse tam puana yaklagsmis ve panelistler

tarafindan kabul gérmiistiir.
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5. SONUC

Bu arastirmada, oncelikle kekik, defne, portakal esansiyel yaglari zein film igerisine
farkli konsantrasyonlarda eklenmis Aspergillus parasiticus NRRL 465, Aspergillus fumigatus,
Paecilomyces variotii, Candida kefyr, Candida zeylanoides 1, Candida zeylanoides 2,

Candida lambica, Candida sake tizerine antifungal 6zelliklerine bakilmistir.

Kekik zein film igerisine, %3, %3.5, %4, %5 ve %6 (v/w) olmak iizere 5 farkhi
konsantrasyonda eklenmistir. Zein filmlerin 5 konsantrasyonda da Aspergillus fumigatus’u
tamamen inhibe ettigi ancak Aspergillus parasiticus NRRL 465 ve Paecilomyces variotii’nin
tamamen inhibisyonunu %3’ten sonraki konsantrasyonlarda saglayabildigi goriilmiistiir.
Calismada kekik esansiyel yagi iceren zein filmlerden; %3 konsantrasyona sahip olan film
sadece C. lambica etrafinda seffaf zon olustururken; zein filmin elde edildigi ¢ozelti
icerisindeki esansiyel yag konsantrasyonun %3,5 ¢ikmasiyla birlikte, biitlin mayalara karsi
etkisinin oldugu belirlenmistir. Konsantrasyonlarin artigtyla beraber seffaf zonlarin ¢aplarinda
da artis oldugu tespit edilmistir. Elde edilen verilerden anlasilmistir ki; kekik esansiyel yagi
iceren zein filmlerin inhibisyon etkisinin en giiglii oldugu mikroorganizma calismada

kullanilan kiifler i¢erisinde A. fumigatus, mayalar icerisinden de C. lambica’ya karsidir.

%3-%8 (v/w) araliginda defne esansiyel yagi veya portakal esansiyel yagi iceren
cozeltiden elde edilen zein filmlerin ayn1 kiif ve mayalar iizerine inhibisyon etkisine bakilmus,

bu filmlerin belirtilen konsantrasyonlarda antifungal etki gostermedigi anlagilmistir.

Bu bulgular tizerine %3 konsantrasyonundaki kekik diger esansiyel yaglarla kombine
edilerek zein film icerisinde kullanilmistir. Yapilan farkli konsantrasyonlardaki ikiserli ve ya
ticerli kombinasyonlari iceren zein filmlerin antifungal etkilerinin arttig1 tespit edilmistir.
Esansiyel yaglarin antioksidan etkilerine bakimindan gii¢liiden zayifa dogru kekik, defne ve
portakal esansiyel yaglari olarak siralandigi tespit edilmistir. Kekik esansiyel yaginin,
margarinlerde duyusal olarak defne esansiyel yagi ile daha uyumlu olacagi géz oOniinde
bulunduruldugunda kekik ile defne esansiyel yaglarinin yenilebilir film igerisinde birlikte
kullanilmasina karar verilmistir. Elde edilen film antifungal 6zellik bakimindan Aspergillus
fumigatus’a kars1 en etkili oldugundan; kekik ve defne, potasyum sorbat i¢eren filmlerde
Aspergillus fumigatus’a karsi, disk difiizyon yontemiyle, zon olusumunu saglayan filmin elde
edildigi ¢ozelti igerisideki minimum konsantrasyonlar hesaplanmis ve sirasiyla %1,6 (v/iw), %

3,5 (w/w) olarak tespit edilmistir.
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Raf omrii uygulamasi igin 6zel iretilen ve 5 boliime ayrilmis olan kase margarin
orneklerinin st yilizeyi Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis dort
boliimiiniin tigline %1,6 kekik ve %1,6 defne esansiyel yaginm birlikte igeren ¢ozeltiden elde
edilen zein film, %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film, higbir madde
icermeyen zein film uygulanmis, bir boliimii ise kontamine haliyle raf omrii ¢aligmasina
katilmistir. 5. bdliim margarinler ise iiretildigi sekliyle +4 °C’de depolanmustir. Uretim sonrasi
margarinde yapilan mikrobiyolojik analiz sonucunda bakteri, maya ve kiif olusumu tespit

edilmemistir.

Yine baglangicta bir kereye mahsus olmak iizere demir, bakir, nikel analizi yapilmis

olup; sadece demire 0,18+0,05 ppm diizeyinde rastlanmistir.

+4 °C’de 180 giinliik depolama siiresinde belirli periyotlarda Aspergillus fumigatus
sayist belirlenmistir. Kontamine edilmis ve hi¢gbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen
zein film uygulanmig margarin yiizeyi grubunda tespit edilen koloni sayisi, kontamine edilmis
fakat film uygulanmamis margarin ylizeyi grubuna gore ilk 45 giinde, daha hizli bir disiis
gostermis olup, daha sonraki giinlerde yapilan Ol¢lim sonuglar1 dalgalanma gostermekle
beraber; yinede kontamine edilmis ve hi¢cbir madde igermeyen ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulanmis margarin yiizeyi grubunda tespit edilen A. fumigatus sayisi, kontamine edilmis
fakat film uygulanmamis margarin yiizeyi grubuna gore diisiik bulunmustur. Aspergillus
fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis ve %1,6 kekik, %1,6 defne esansiyel yaglarini
birlikte igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanmis margarin yiizeyinde gozlenen
koloniler kontamine edilmis fakat film uygulanmamis margarin ylizeyi gruplarina goére daha
ilk glinde kayda deger bir azalis gostermis, depolama periyodu boyunca tespit edilen koloni
sayilar1 daha da azalarak 150. giinde sifira ulagmigtir. Aspergillus fumigatus diliisyonu ile
kontamine edilerek, % 3,5 potasyum sorbat iceren ¢ozeltiden elde edilen zein film uygulanan
margarinler olan PSZY gruplarinda ise depolamanin 15. giiniinde dahi koloni olusumunda ¢ok

hizli bir diisiis olmus, 60. giinden itibaren ise koloni tespit edilmemistir.

Depolama siiresince, oksidasyondaki degisimleri belirlemek amaciyla serbest yag
asitligi ve peroksit sayist degerlerine de bakilmistir. Serbest yag asitligi bakimindan
degerlendirildiginde, baslangi¢ periyodu ve son periyot gdz Oniine alininca en biiylik artig
kontamine edilmis ve %3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film
uygulanmig margarin ylizeyi grubunda goézlenmistir. Depolama siirecinin ¢ogunlugunda,

Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilerek, kekik ve defne esansiyel yaglarini
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birlikte igeren zein film uygulamasi yapilmig margarinlerin bir miktar daha diisiik serbest
asitlik degerine sahip oldugu istatistiki olarak da goriilmiistiir. Genel olarak depolama
siirecine bakildiginda, igerisinde %1,6 (v/w) kekik ve %1,6 (v/w) defne esansiyel yaglarini
birlikte bulunduran ¢ozeltiden elde edilen zein filmin, hi¢cbir madde igermeyen zein filme
gore, Aspergillus fumigatus diliisyonu ile kontamine edilmis margarinlerde serbest yag
asitlerinin olusumunu bariz bir sekilde engelledigi tespit edilememistir. Depolama boyunca 5
grup Ornegin peroksit sayilarindaki degisimler degerlendirildiginde ise; film uygulamasi
yapilmig biitiin margarinlerin, kontamine edilmemis ve film uygulanmamis margarin gruplari
merkez ve ylizeyinden daha diisiik peroksit sayilarina sahip oldugu, ancak hi¢bir madde
icermeyen zein filmle ve kekik ve defne esansiyel yaglarini igeren zein filmle kaplanan
orneklerin peroksit sayist degerleri benzerlik gdsterirken; potasyum sorbat igeren zein filmle
kaplananlarin daha yiiksek peroksit sayisina sahip oldugu goriilmistiir. Sonuglar
degerlendirildiginde; zein filmin ve kekik, defne esansiyel yaglarini birlikte i¢eren zein filmin
oksidasyonu engellemedeki etkisi agik olarak goriilmekle birlikte; serbest radikalleri
yakalama aktivitesi 6zelligini belirledigimiz kekik ve defne esansiyel yaglarinin, zein film
icerisinde %]1,6’sar (v/w) oraninda bulundugu zaman margarinlerde tespit edilen peroksit

sayist degerlerine bu 6zelliklerinin yansimadigi anlagilmaktadir.

Zein filmin, disk diflizyon yontemiyle A. fumigatus’a karsi inhibisyon zonu
olusturdugu, film ¢ozeltisi igerisindeki minimum konsantrasyonun % 1,6 (v/w) kekik ve %
1,6 (v/w) defne olarak belirlenmesi iizerine; film ¢d6zeltisi igerisindeki esansiyel yag
konsantrasyonu olarak %]1,6 baz alinarak hazirlanan tiim filmlerin gerilme direnci, uzama
yiizdesi 6zelliklerine bakilmistir. Potasyum sorbat iceren zein filmin 6zelliklerine belirlemek
icin ise A. fumigatus’a karsi inhibisyon gosterdigi, film ¢ozeltisi igerisindeki minimum

konsantrasyon olan %3,5 kullanilmistir.

%3,5 potasyum sorbat igeren ¢ozeltiden elde edilen zein film, 0,96 MPa ile en diisiik
gerilme direncini gosterirken, %164 uzama yiizdesi degeri digerlerine gore dnemli seviyede
yiiksek degere (P<0,05) sahip olmustur. Oyle ki; ikinci sirada % 1,50 uzama yiizdesi ile kekik
esansiyel yagini igeren zein film gelmektedir. Gerilme direncini 7,79 MPa ile en ¢ok kekik
esansiyel yagini igeren film gostermis olup, onu sirasiyla portakal esansiyel yagini igeren,
hicbir madde icermeyen, defne esansiyel yagini igeren, defne ve kekik esansiyel yaglarini
birlikte i¢eren filmler takip etmistir. Potasyum sorbatin, zein filmin esnekligini saglamadaki
biiylik katkist belirlenirken; kullanilan esansiyel yaglarin tiimii filmin esnekligini sade zein

filme gore bir miktar arttirmis, kekik esansiyel yagi en biiyiik etkiyi gostermistir. Bu durum
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ayrica kekik esansiyel yaginin antifungal 6zelligini belirlemek tizere film ¢6zeltisi igerisindeki
konsantrasyonu %6 (v/w)’ya c¢ikarildiginda daha fazla esneklik artis1 olmasinin
gbzlemlenmesiyle de anlagilmistir. Kekik yaginin kirilgan olan zein filmin yapisini esnek hale
getirebilmesi, antimikrobiyal ve antioksidan o&zelliklerinin yaninda, gida uygulamalar

agisindan ¢ok onemli bir katkidir.

Yapilan duyusal analiz sonucunda tat, koku puanlar1 acgisindan kekik ve defne igeren
zein film uygulamasmin, margarinlere hos bir aroma kattigi, bu margarinlerin kekik
kullanilarak yapilan yemeklerde rahatlikla kullanilabilecegi, kahvaltilik olarak da iyi bir
alternatif olabilecegi sonucuna varilmistir. Ancak filmin renginden kaynaklanabilecegi
diisiiniilen margarin yiizeyinde olusan koyu sar1 renk, panelistlerin bir kismi tarafindan
standart dig1 olarak ifade edilmis ve tiiketicide olumsuz etki yaratacagi diisiincesine

varilmstir.

Gidalarda kullanilan kimyasal koruyucular ve plastik ambalaj materyalleri, tiiketici de
gerek saglik yoniinden gerekse ¢evresel agidan kaygilar olusturmaktadir. Bu sebeple 6zellikle
dogal antimikrobiyal maddeler olmak {izere bunun yaninda dogal antioksidanlarin da
yenilebilir filmlerde kullanilmasiyla olusturulan ambalaj sistemlerinin kullanimina olan ilgi

artmaktadir.

Bitki tiirleri agisindan zengin olan iilkemizin, ayrica énemli miktarda kekik ihracatina
sahip olmast (Bayram 2003), kekik basta olmak iizere antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklere sahip diger esansiyel yaglarin da yenilebilir filmlerde kullanimma yonelik

caligmalarin 6nemini gostermektedir.

Tim bu bilgiler gbéz Oniine alinarak, c¢alismadan elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde; zein film igerisinde 6nemli Glgiide antifungal aktivite gostermekte olan
kekik esansiyel yaginin, defne ve/veya portakal esansiyel yaglariyla birlikte film igerisinde
kullanildig1 zaman, elde edilen filmin antifungal aktivitesinde artis oldugu tespit edilmistir.
Kekik ve defne esansiyel yaglarmin zein ile birlikte formule edilmesiyle olusturulan
yenilebilir filmlerin margarine uygulanmasi sonucunda, 6 aylik depolama siirecinde goriilen
antifungal etkinin artis1, antimikrobiyalin gidaya kademe kademe salinabildiginin bir
gostergesi olmustur. Marcos ve ark. (2013), antimikrobiyalin gidaya direkt katilmasindansa,
paketleme materyaline uygulanmasinin en biiyiik yararimin artan bir antimikrobiyal etkinlik

gostermesi oldugunu belirtmislerdir.
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Oldukea iyi antioksidan aktiviteleri oldugu belirlenen kekik ve defne esansiyel yaglari
kullanilarak elde edilen ayni zein filmlerin depolama boyunca antioksidan etkilerine de
bakilmistir. Film kullanilmayan margarin gruplarina gore daha diisiik peroksit sayisi
degerlerine sahip oldugu belirlenmis fakat esansiyel yag olarak tek baslarina sahip olduklari
antioksidan aktiviteyi film igerisinde ayni diizeyde gosteremedikleri anlasilmistir. % 1,6 (v/w)
kekik ve % 1,6 (v/w) defne esansiyel yaglarini igeren ¢ozeltiden elde edilen zein filmlerin
antioksidan etkilerinin arttirilabilmesi i¢in igerdikleri esansiyel yag konsantrasyonlarinin biraz

daha yiikseltilmesi gerektigi diistiniilmektedir.

Esansiyel yaglarin gidalarda kullanimini kisitlayan en 6nemli etkenlerden birisi yogun
aromasi oldugundan, kullanilan esansiyel yagin, gidanin 6zelliklerine uygun olarak dikkatle
secilmesi ve gidaya direkt ilave edilmektense ayni miktarin filme eklenerek gidaya
uygulanmasi, esansiyel yagin arzu edilmeyen yogun organoleptik Ozelliklerini azaltmada
Oonem arzetmektedir. Bizim ¢alismamizda da margarinde kullanimi tat ve aroma bakimindan
uygun olabilecek kekik ve defne esansiyel yaglari tercih edilmis ve yapilan zein film
uygulamasi ile rahatsizlik verebilecek bir duyusal etkinin 6niine geg¢ilmistir. Yapilan duyusal

testlerde de, s6z konusu uygulama tat ve koku agisindan olumlu puanlar almistir.

Bu calisma, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikteki esansiyel yaglar kullanilarak
elde edilen yenilebilir filmlerin, gidalarin raf omrii siiresince mikrobiyal ve oksidatif
bozulmalarin1 6nlemede Onemli bir alternatif ambalaj materyali olabilecegini ortaya
koymustur. Bu sayede hem tiiketicide kaygi yaratan kimyasal katki maddelerinin kullanimi

azalmis olacak hem de ¢evrenin korunmasina fayda saglanacaktir.
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EKLER

Ek 1. Margarin igin duyusal degerlendirme formu

Panelist Ad:

Degerlendirme Kriteri

Ornek No Goriiniis  Yap Tat Koku

1
2
3

9-8: Cok iyi 7-6: Iyi 5-4: Orta 3-2: Kétii 1: Cok kétii
Gorlinilis: Beyaz veya sarimsi renkte

Yapi: Homojen

Tat-Koku: Kendine has tat ve kokuda

Ek 2. Zein film kalinliklarina ait varyans analiz tablosu

F Degeri

Varyasyon Kaynagi  S.D Film Kalinlig

Uygulama 5 7,817
Hata 54 0,000346
Toplam 59

* 1 %5 seviyesinde onemli
**: %1 seviyesinde 6nemli
S.D: Serbestlik derecesi

Tarih:

Ek 3. Zein filmlerin gerilme direngleri ve uzama yiizdelerine ait varyans analiz tablosu

F Degeri

Varyasyon Kaynagi ~ S.D Gerilme U.zama.
Direnci Ytuzdesi

Uygulama 5 21,677 226,94
Hata 18 0,921 77,9
Toplam 23

* 1 %S5 seviyesinde onemli
**: %1 seviyesinde dnemli
S.D: Serbestlik derecesi
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Ek 4. Zein filmlere uygulanan kesme kuvvetlerine ait varyans analiz tablosu

Varyasyon Kaynagi ~ S.D Kesme_
Kuvveti

Uygulama 5 3,23"

Hata 18 977

Toplam 23
* 1 %S5 seviyesinde onemli

** 1 %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi

Ek 5. Esansiyel yaglarin toplam fenolik madde degerlerine ait varyans analiz tablosu

F Degeri
Varyasyon Kaynag1 Toplam Fenolik
SD Madde
Uygulama 2 1086,49™
Hata 9 89861267

Toplam 11

* 1 %5 seviyesinde onemli
**: %1 seviyesinde 6nemli
S.D: Serbestlik derecesi

Ek 6. Zein fim agirliklarina ait varyans analiz tablosu

F Degeri
< Film
K S.D
Varyasyon Kaynagi Agirhin
Uygulama 2 14,917
Hata 105 0,0104

Toplam 107
* 1 %S5 seviyesinde onemli

**: %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi
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Ek 7. Depolama periyodu boyunca margarin gruplarinin serbest asitlik degerlerine ait varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasyon
Kaynagi S.D 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 180
Uygulama 4 0 7,03 2,4 3,44" 6,31 15,14™ 18,61 1583 16,19 13,69* 29,64™ 5,82"
Bolge 1 0 1,79 4,94" 0,52 0,21 31,21™ 37,77 20,76™ 63,477 21,51 357 49,62
Uygulama x Bolge 4 0 7,29%* 0,87 1,55 1,46 42" 22,98™ 2,23 14 2,02 5,65™ 9,82™
Hata 30 0,0000333 0,000462 0,002691 0,003325 0,00171 0,001021 0,000657 0,000947 0,000329 0,000869 0,000341 0,000643
Toplam 39
* 1 %5 seviyesinde 6nemli
** 1 %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi
Ek 8. Depolama periyodu boyunca margarin gruplarinin peroksit sayist degerlerine ait varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasyon
Kaynagi S.D 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 180
Uygulama 4 . 585" 3,12" 2,34 75437  239,29™ 74,22 204,19™ 174,29™ 199,17 107,32  163,82™
Bolge 1 - 1,32 1,08 0,32 1,56 40,21** 573" 28,91™ 44,15™ 81,56™ 44,15™ 88,04™
Uygulama x Bélge 4 . 035 07 089 1,9 5,89™ 0,74 3,92" 1,48 78" 1,57 15,47
Hata 30 - 05146 0,1546 0,177 0,1205 0,106 0,39 0,253 0,292 0,251 0,859 0,718
Toplam 39

* 1 %S5 seviyesinde 6nemli
**: %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi
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Ek 9. Margarin gruplarinin 90. giine ait yag asitleri degerlerine iliskin varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasyon
Kaynagi S.D C10:0 C12:0 C14.0 Cl6:.0 Cl6:1 C18:0 Ci18:1CIS C18:2CIS C18:3 CIS
Uygulama 4 58" 3,62" 3,76" 2,82" 1,16 512" 1,78 3,58" 4,65™
Bolge 1 0,32 10,86 26,92 20,58 0,24 0,73 14,51™ 89,25™ 0,00
Uygulama X Bolge 4 0'41 0,13 0,16 0,56 1,08 0,56 0,11 0,34 0,51
Hata 30 0,0001975 0,002836 0,000455 0,0555 0,0006717 0,01975 002799 0,01005  0,003513
Toplam 39

* 1 %5 seviyesinde 6nemli
** 1 %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi

Ek 9. Margarin gruplariin 90. giine ait yag asitleri degerlerine iliskin varyans analiz tablosu (Devami)

F Degerleri
Varyasyon
Kaynagi S.D C20:0 C20:1 C22:0 Digerleri  Toplam SAFA! MUFA? PUFA® Omega3 Omega6 MUFA+PUFA
Uygulama 4 2,32 0,6 3,3 3,52" 0,97 3,87 307" 603" 465" 3,58 4,39
Bolge 1 1,83 0,01 0 0,81 0,10 10,39 351  69,82* 0,00 89,25 5,44*
Uygulama x Bolge 4 0,76 1,4 0,71 2,29 0,58 0,57 0,81 0,60 0,51 0,34 0,66
Hata 30 0,004907 0,007378 0,01516 0,001934 0,0000258 0,4104 0,3551 0,01293 0,003513 0,01005 0,3415
Toplam 39
* 1 %5 seviyesinde 6nemli ~ ** : %1 seviyesinde 6nemli S.D: Serbestlik derecesi

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamus yag asitleri 3: Coklu doymamis yag asitleri
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Ek 10. Margarin gruplarinin 180. giine ait yag asitleri degerlerine iliskin varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasyon Kaynagi S.D C10:0 C12:0 C14:0 C16:0 C16:1 C18:0 C18:1CIS Ci18:2CIS C18:3CIS
Uygulama 4 1,01 0,45 2,95 5,28"™ 0,41 2,54 3,27* 1,77 1,03
Bolge 1 3,87 25,19  57,80™  54,60™ 0,19 10,85  40,65™ 76,44 1,39
Uygulama x Bolge 4 0,22 0,58 0,94 0,72 0,41 0,82 0,5 1,12 0,77
Hata 30 0,0001267 0,002768 0,0005233 0,04933 0,0001158 0,00714 0,02019 0,03336 0,02892
Toplam 39

* 1 %S5 seviyesinde 6nemli
**: %1 seviyesinde 6nemli
S.D: Serbestlik derecesi

Ek 10. Margarin gruplarinin 180. giine ait yag asitleri degerlerine iliskin varyans analiz tablosu (Devami)

F Degerleri

Varyasyon Kaynagi . .

S.D C20:0 C20:1 C22:0 Digerleri Toplam SAFA® MUFA? PUFA® Omega3 Omega6 MUFA+PUFA
Uygula_ma 4 0,59 0,96 1,63 2,09 0,34 0,76 0,74 1,63 0,03 4,77 0,45
Bélge 1 1,75 0 4,47" 8,93™ 0,77 4,82" 0,03 44,30™ 1,39 76,44 1,37
Uygulama x Bolge 4 079 0,93 15 0,18 0,34 13 099 099 0,77 1,12 1,16
Hata 30 0,00028 0,02953 0,008196 0,001295 0,0000292 0,5866 0,5683 0,05953 0,02892 0,03336 0,5156
Toplam 39
* 1 %5 seviyesinde 6nemli ~ ** : %1 seviyesinde 6nemli S.D: Serbestlik derecesi

!: Doymus yag asitleri 2: Tekli doymamus yag asitleri 3: Coklu doymamis yag asitleri
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Ek 11. Depolama periyodunun 0, 90 ve 180. giinlerinde margarin gruplarinda dlgiilen gallik
asit esdegeri olarak toplam fenolik madde miktarlarina ait varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasyon Kaynagi S.D 0 90 180
Uygulama 4 0 48,58 113,84™
Bolge 1 0 0,9 35,01™
Uygulama x Bolge 4 0 0,93 74,45
Hata 30 33,33 2177 265

Toplam 39

* 1 %S5 seviyesinde onemli
**: %1 seviyesinde onemli
S.D: Serbestlik derecesi

Ek 12. Depolama periyodunun 180. giiniinde margarin gruplarinda yapilan duyusal analiz
sonuclarina ait varyans analiz tablosu

F Degerleri
Varyasy on S.D  Gorlinis Yapi Tat Koku
Kaynagi
Uygulama 2 72,19° 1584" 114515 218,76
Hata 27 1,61 1,42 1,17 0,726
Toplam 29

* 1 %S5 seviyesinde onemli
**:91 seviyesinde 6nemli
S.D: Serbestlik derecesi
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