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Ozet: Bu calismada kitosan ve ugucu yag iceren kitosan solisyonlar ile hazirlanan yenilebilir filmlerin Listeria monocytogenes’ e karsgi
antimikrobiyal etkileri gergcek gida matriksi Gzerinde dederlendiriimistir. Kekik ve karanfil ugucu yadlari yenilebilir film soliisyonlarina
%0,5 ve %1 oraninda ilave edilmistir. Gida matriksi clarak kullanilan kasar peyniri dilimleri L. monocytogenes ile Log S kob/g duzeyinde
kontamine edilmistir. Yapay olarak kontamine edilen érnekler hazirlanan filmler ile kaplanmis ve 4°C’ de 14 gin muhafaza edilmistir.
Muhafazanin 1. 7. ve 14. glnlerinde yapilan sayimlar ile filmlerin L. monocytogenes karsl antimikrobiyal etkileri dederlendirilmistir.
Muhafaza periyodu sonunda tum film tiplerinin L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyal etkisi kontrol grubuna nazaran énemli duzeyde
bulunmustur (P<0,05). Kontrol grubuna nazaran yenilehilir filmler ile kaplanmis drmeklerde L. monocytogenes sayisi 1,18 Log ile 2,39
Log arasinda disik tespit edilmistir. Genel olarak kekik ugucu yagdi iceren filmlerin karanfil ugucu yagi igeren filmlere nazaran daha
gucla antimikrobiyal etki gésterdidi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal film, kitosan, ugucu yag, Listeria. monocytogenes, Kasar peyniri

Summary: In this study antimicrobial efficiency of edible fims prepared with chitosan solution and chitosan solutions enriched with
essential oils against Listeria monocytogenes were evaluated on real food matrix. Oregano and clove oil were added to edible film
solutions at %0,5 and %1. Kashar cheese slices used as food matrix were contaminated with L. monocytogenes at 5 Log cfu/g.
Artificially contaminated cheese samples were wrapped with preperad films and stored at 4°C for 14 days. Antimicrobial effectiveness
of films against L. monocytogenes were evaluated by counts performed on 1, 7 and 14 days of storage period. At the end of storage
period antimicrobial effectiveness of all film types against L. monocytogenes were determined as significant (P<0,05). Application of
edible films to samples were resulted 1,18 to 2,39 Log reduction in count of L. monocyfogenes. Generally oregano oil added films were
showed greater antimicrobial effect on L. monocytogenes than clove oil added films.
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GiRIs

Yenilebilir filmler, gida i¢in gaz ve nem
bariyeri sadlayan ve gida ile birlikte tuketilebilir ince
bir polimer tabakas! olarak tanimlanabilir. Yenilebilir
filmler bariyer ozelliklerinin yani sira antimikrobiyal
ve antioksidan maddeler igin tagiyici bir matriks
olarak kullanilabilirler (Bourtoom, 2008).

Kitinin deasetilasyonu ile elde edilen dodal
kaynakll bir polimer olan kitosan gida kaynakli
bakteri, kuf ve mantarlara kargl antimikrobiyal
aktivitesi ile gidalar igin potansiyel bir koruyucu katki
maddesidir. Bu  o6zellidinin @ yani  sira  film
olugturabilme  ve  bariyer ozellikleri  kitosani

antimikrobiyal ézellikte yenilebilir film ve kaplamalar
icin ideal bir materyal haline getirmektedir. Yapilan
bircok galigma kitosanin koruyucu wve kaplama
materyali clarak kullaniminin gidalarin kalite ve raf
omrand arttirdiini ortaya koymustur. Kitosanin Kore
ve Japonya' da uzun yillardir gida katki maddesi
olarak kullanimi yasaldir. ABD' de ise GRAS olarak
onaylanmigtir (No ve ark., 2007).

Son yillarda yaplilan galismalar
bilesimlerindeki fenolik maddeler nedeniyle guglu
antimikrobiyal etkiye sahip olan ugucu vyaglarin
antimikrobiyal ambalaj sistemlerinde  kullanim
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olanaklarini ortaya koymustur (Burt, 2004; Joerger,
2007). Karvakrol, cinnamaldehid, eugenol, p-simen,
timol ve mentol gibi birgok ugucu yagd bilegeni
tUketici saghgina yonelik bir risk olugturmadigindan
dolayl AB tarafindan gidalarda kullanimi yasal olan
aroma maddeleri kapsaminda degerlendiriimektedir
(EC, 2002). AB’ de oldugu gibi ABD’ de birgok ugucu
yagd bileseninin gida katki maddesi veya GRAS
olarak kullamimi vyasaldir (Nedorostova ve ark,
2009).

Antimikrobiyal gida ambalajlarinin etkilerinin
degerlendiriimesine yoénelik farkhl in vitro test
metotlar kullaniimaktadir. Bununla birlikte in vitro
test metotlarindan elde edilen veriler antimikrobiyal
etkinin degderlendiriimesinde yetersiz kalmaktadir. Bu
nedenle gida ornekleri kullanilarak gergek sartlari
yansitan denemelerin  yapilmasi antimikrobiyal
etkinin degerlendiriimesinde oénemlidir (Ha ve ark,
2001).

Bu galismada, kekik ve karanfil ugucu
yaglarl ve kitosan ile hazirlanan yenilebilir filmlerin
onemli gida patojenlerinden  olan  Listeria
monccytogenes’ e kargl etkileri dodrudan yapay
kontamine gida 6rnekleri ile buzdolabi sicakliinda
muhafaza sartlari altinda dederlendirilmigtir. Yapay

kontaminasyon igin vyar sert geleneksel Turk
peynirlerinden  kasar  peynirinin - olgunlagma
uygulanmamis cesidi olan taze kagar peyniri

ornekleri kullanilmigtir (TSE, 2006).
Materyal ve Metot

Kitosan ve Ugucu Yaglar

Film solusyonlarinin hazirlanmasinda
kullanilan orta molekuler agdirlikta kitosan Sigma-
Aldrich (Milwaukee, ABD) den temin edilmigtir.
Origanum onites tarinden su buharn distilasyonu ile
elde edilmis ve GC-MS ile yapilan analiz sonucuna
gore %80 oraninda karvakrol igeren kekik ugucu
yagl inan Tarim (Antalya, Turkiye)' dan, Syzygium
aromaticum turnun tomurcuklarindan elde edilmis
ve sertifikasina gére %88 craninda eugencl igeren
karanfil ugucu yagdl ise Sigma-Aldrich’ den temin
edilmigtir.

Kasar Peyniri Ornekleri

Hazirlanan filmlerin antimikrobiyal etkisinin
degerlendiriimesinde matriks olarak kullanilan kagar
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peyniri drnekleri Buyuk Aygin A.$. (Konya, Turkiye)’
den temin edilmigtir.

Yapay kontaminasyon igin kullanilacak
kagsar peynirleri tam otomatik dilimleme makinesi
(Bizerba, Almanya) ile 3 mm kalnhdinda
dilimlenmigtir. Mikrobiyolojik analizlerde ve bakteri
sayllarinin  hesaplanmasinda kolayllk sadlamasi
amaciyla =10 g adirhdinda (55x5,5 cm) dilimler
kullanilmistir. Kontaminasyon cgaligmas! éncesinde
kagar peyniri orneklerinin @ pH dederleri  tespit
edilmigtir. Yapay kontaminasyon igin L
monocytogenes ile dogal olarak kontamine clmayan
kagar peyniri érnekleri kullanmilmigtir.

Film Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Kitosanin (%2, afh) asetik asit (%1, H/h)
gozeltisi iginde g¢ozundurdlmesi ile saf kitosan
solusyonu hazirflanmistir. Solusyona plastiklestirici
olarak %0,7 (h/h) oraninda gliserol ilave edilmigtir.
Hazirlanan solusyon manyetik karngtirici (Heidolph,
Almanya) ile 6 saat boyunca karngtirnimistir. Kitosan
solusyonundan gozunmeyen partikullerin
uzaklastirimas! igin 50 ml’ lik santriflj taplerinde
9000 rpm' de 5 d santriftj (Hettich, Almanya)
edilmistir (Ponce ve ark., 2008).

Ugucu vyad iceren kompozit kitosan
solusyonlart hazirlanan saf kitosan solusyonuna
kekik ve karanfil ugucu yaglarinin %0,5 ve %1 (h/h)
oraninda ilave edilmesi ile elde edilmigtir. Kekik ve
karanfil ugucu yadlarinin film solUsyonu iginde
homojen bir gekilde dadilmasi igin ugucu yaglar
oncelikle Tween 20 ile vortex (Heidolph, Almanya)
yardimi ile kanstinlmiglardir (Zivanovic wve ark,
2000). Tween 20 (%0,5, h/h) ile karigtinlan ugucu
yvadlarin ilavesinden sonra kompozit film solusyonlari
homojenizer (Ilka, Almanya) ile 20000 rpm’ de 1 d
homojenize edilmigtir.

Yenilebilir Filmlerin Hazirlanmasi

Yenilebilir filmler solvent evaparasyon
metodu  ile  hazirlanmigtir.  Hazirlanan  film
solusyonlart 28 ml (10 mg kitosan/cmz) olarak 85
mm gapinda pleksiglas petri kutularina taksim
edilmis ve 20 saat boyunca 25°C' de biyoglvenlik
kabini (Faster, italya) icerisinde evaporasyona tabi
tutulmustur. Evaporasyon sonunda olugan filmler
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kullanim agamasina kadar petri kutularinda 4°C’ de
muhafaza  edilmigtir.  Antimikrobiyal  etkilerinin
degerlendirilmesi amaciyla 5 farkli yenilebilir film
hazirlanmigtir;

Ki; Saf kitosan solusyonu ile hazirlanmig yenilebilir
filmler

KiKe (%0,9); %0,5 oraninda kekik ugucu yag ilave
edilmis kompozit kitosan solusyonu ile hazirlanmig
yenilebilir filmler

KiKe (%1); %1 oraninda kekik ugucu yagl ilave
edilmis kompozit kitosan solusyonu ile hazirlanmig
yenilebilir filmler

KiKa (%0,5); %0,5 oraninda karanfil ugucu yagi ilave
edilmig kompozit kitosan solusyonu ile hazirlanmis
yenilebilir filmler

KiKa (%1); %1 craninda karanfil ugucu yag ilave
edilmis kompozit kitosan solusyonu ile hazirlanmig
yenilebilir filmler

Orneklerin Hazirlanmasi ve Muhafazasi

Kagar  peynirleri  orneklerinin @ yapay
kontaminasyeonu icin kullanilan Listeria
monoccytogenes (ATCC 7644) susu Microbiologics
Inc. (Saint Cloud, ABD)’ den temin edilmigtir. Yapay
kontaminasyon igin bakteriyal yogunlugu yaklagik
10"  kob/ml  duzeyine ayarlanan  inokulum
kullanimigtir. Steril petri kutular igine konulan kagar
peyniri dilimleri (#10 g) inokulum olarak hazirlanan
dilusyonun 01 ml' si ile kontamine edilmigtir.
Baylece yaklagik 10° kob/g (5 Log kob/g) duzeyinde
kontamine edilen &rnekler inokdlumun absorbe

olmasi ve bakteriyal tutunmayi sadlamak amaciyla
4°C’ de 15 d bekletilmiglerdir.

Yenilebilir filmler igin kontrol grubu olarak
kontamine edimis ve  kitosan filmleri ile
kaplanmamig kagar peyniri dilimleri kullaniimigtir.

Kontamine  kagar  peyniri  dilimlerinin
kaplanmasi igin 6x6 c¢m ebadinda filmler
kullaniimistir.  Orneklerin - kaplanmasindan once
filmlerin ~ 6rnekler ile temas edecek vyUzleri
biyoguvenlik kabini iginde 2 d UV sk altinda
tutularak sterilize edilmigtir (Ye ve ark, 2008).
Filmlerin sterilizasyonu sonrasi kontamine kagar
peyniri dilimleri iki film arasinda steril stomacher
posetleri igine alinmis ve sl kapatma cihazi
{(Uzvac, Turkiye) ile ambalajlanmigtir.

Hazirlanan ornekler sogutmall inkUbatdrde
(Binder, Almanya) 4+1°C’ de 14 gun sUreyle
muhafaza edilmiglerdir. Muhafazanin 1., 7. ve 14
gunlerinde érneklerdeki L. monocytogenes sayisi
saptanmistir.

L. monocytogenes Sayimlari

Orneklerdeki L. monocytogenes sayisl 10 ¢
ornek kullanilarak, baglangig sUspansiyonu ve
dilusyonlarin 0,1 ml’ si ile yapilan paralel ekimlerden
elde edilen sonuglar ile belirlenmigtir (HPA, 2005).
Gerekli goruldugunde karakteristik koloniler VITEK
otomatize identifikasyon  sistemi  (bioMérieux,
Fransa) ile dogrulanmigtir. L. monocytogeneas sayimi
Oxford Agar’ da 37+1°C’ de 24+1 saat inkubasyon
sonunda yapilmigtir (ISO, 1998).

Tablo 1. Yenilebilir filmlerin kagar peyniri érneklerinde L. monocytogenes' e karg etkileri.

Kontaminasyon

Muhafaza sUresi (gun)

Fiim tip Duzeyi 1 7 14

Kontrol 5,15+0,23 ? 5,36+0,14° 5,4140,21°
Ki 4,88+0,15 = 4,46+0,21° 4,2340,36 °
KiKe (%0,5) 5114022 4524017 © 3,8240,27 3,2240,81°
KiKe (% 1) o 4324016 ¢ 3,4640,57 ¢ 3,0240,38 ©
KiKa (% 0.,5) 4,63+0,16 " 413026 " 3,6240,33 "
KiKa (% 1) 4,4310,18 © 3,77+0,17 3,3240,42 ©

* Ortalama = standart sapma (r=3), Log kob/g

@ Ayni sutunda farkll Ussel ifadeye sahip dederler arasindaki fark istatistiksel olarak

onemlidir (P < 0,03)
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istatistiksel Degerlendirme

Bagimsiz ug¢ tekrar olarak yapilan
galismalardan elde edilen sonuglar tek yonld
varyans analizi ile de@erlendiriimis ve ortalama
degerler %95 glven dizeyinde Duncan goklu
kargilagtirma testi ile karsilagtinlmistir.

Bulgular

Yapay kontaminasyon oncesinde kasar
peyniri ¢rneklerinin pH dederleri 5,52+0,08 (r=3)
olarak tespit edilmistir.

Hazirlanan tum yenilebilir film tiplerinin kasar
peyniri  orneklerindeki L. monccyvtogenes sayisini
4°C’ de 14 gunluk muhafaza periyodu sonunda
kontrol grubuna goére oOnemli dizeyde (FP<0,05)
azaltigr tespit edilmistir.  Orneklerde muhafaza
periycdunun 1., 7. ve 14. glninde yapilan sayimlar
sonucu belirlenen L. monocyfogenes sayllarl Tablo
1" de verilmigtir.

Kontrol grubu olarak yenilebilir filmler ile
kaplanmamig kasar peyniri  orneklerinde L.
monceytogenes sayisinin 14 gunlik  muhafaza
periyodu sonunda 5,11 Log kob/g" dan 541 Log
kob/g’ a yukseldigi gorulmuostar.

Yenilebilir filmler ile kaplanmig kasar peyniri
orneklerinde L. monocytogenes sayisininin 14. gun
sonunda kontrol grubuna nazaran 1,18 Log ile 2,39
Log arasinda azaldifi ve muhafaza periyodu
boyunca yapilan sayim sonuglarina goére tum film
tiplerinin - kontrol grubuna goére  antimikrobiyal
etkisinin 6nemli dizeyde (P<0,05) oldugu tespit
edilmigtir. Muhafaza periyodu sonunda en duguk ve
en yuksek L. monocytogenas sayllarl sirasiyla %1
oraninda kekik ugucu yagi ile hazirlanan kitosan
(KiKe (%1)) ve saf kitosan (Ki) filmleri ile kaplanmig
orneklerde tespit edilmistir.

Film solusyonuna %05 ve %1 ocraninda
kekik ve %1 oraninda karanfil ugucu yadi ilavesinin
kitosan filmlerinin L. monocyfogenes’ e kargl etkisini
onemli duzeyde arttirdidl (FP<0,05) tespit edilmigtir.
Bununla birlikte %0,5 oraninda karanfil ugucu yagd!
ilavesinin L. monocytogenes Uzerine etkisinin dnemli
duzeyde (P>0,05) olmadidl saptanmigtir.
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Tartisma ve Sonug

Muhafaza periyodu sonunda kontrol grubu
orneklerinde L. monocytogenes sayisi 0,31 Log artis
gostermistir. Benzer sekilde Cetinkaya ve Soyutemiz
(2007) farkh duzeylerde kontamine edilmis sOt
orneklerinden hazirlanan ve 5°C’ de 7 gun muhafaza
edilen  vakum  paketlenmis  kagar  peyniri
orneklerindeki L. monocytogenes  sayisinin
muhafaza periyodu boyunca 0,19 Log ve 0,44 Log
arasinda artis gosterdigini  bildirmiglerdir. L.
monocytogenes’ in peynirlerde canhhgini
korumasinda en énemli faktorler dretim ve muhafaza
asamalarindaki pH ve sicakliktir (Linton ve ark.,
2008). Dider bir faktor ise rekabetgi flora clarak laktik
asit bakterilerinin varligidir (Duan ve ark., 2007).
Genigeorgis ve ark. (1991) 4 ile 30°C arasinda farkli
sicakliklarda muhafaza edilen farkll tipteki peynir
orneklerinde L. monocytogenes’ in canhlidl Uzerine
yaptiklar ¢alismada 6rneklerin pH degerleri ile L.
monocytogenes’ in gelisimi arasindaki korelasyonun
onemli dizeyde (P<0,05) oldudunu ve genel olarak

pH si 55 wve U(zerinde olan oOrneklerde L
monocytogenes in canhhdgint  koruyabildigi  ve
cogalabildigini  tespit etmiglerdir. Bu galigmada

kullanilan kasar peynirlerinin pH degerleri ve L.
monocytogenes’ in geligebildigi sicaklik dederleri
(Erol, 2007) goz onune alindiginda kontrol grubu
orneklerinde L. monocytogenes sayisinda 0,31 Log
ve 0,24 Log duzeyindeki artis beklenen bir sonugtur.

Saf kitosan yenilebilir filmi ile kaplanmig
kagar peyniri orneklerinde L. monocytogenes
sayllari muhafaza periyodu boyunca kontrol grubuna
nazaran 6nemli dizeyde (P<0,05) azalmigtir. Benzer
sekilde in vitro olarak ve farkli gida matriksleri ile
yapllan ¢aligmalar kitosan solUsyonlarinin  ve
filmlerinin L. monocytogenes’ e kargi etkilerini ortaya
koymustur (Joerger, 2007). Duan ve ark (2007)
asetik asit ile hazirlanan kitosan filmleri  ile
kaplanmig mozarelle peynirlerinde L
monocytogenes  sayisinin 10°C’ de 14 gon
muhafaza periyodu sonunda onemli dUzeyde
(P<0,05) azaldidini bildirmiglerdir. Zivanovic ve ark.
(2005) asetik asit ile hazirlanan kitosan filmlerinin
salam ¢rneklerinde L. monocytogenes sayisini 5°C’
de 10 gun muhafaza sonunda yaklagik 2 Log
duzeyinde azalttigini tespit etmiglerdir.
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Film solusyonlarina %0.,5 ve %1 ocraninda
kekik ve %1 oraninda karanfil ugucu yagl ilavesi
yenilebilir filmlerin muhafaza periycdu sonunda L.
monccytogenes’ e kargl antimikrobiyal etkilerini
onemli duzeyde (P<0,05) arttirmigtir. Karanfil ugucu
yaginin %0,5 craninda ilavesinin yenilebilir filmlerin
L. monoccytogenes Uzerine etkisini onemli duzeyde
arttirmadidi (P>0,05) tespit edilmigtir. Benzer gekilde
yapilan in vitro galigmalar kekik torlerinin ugucu yag!
ve ana bilegseni clan karvakrolUn karanfil ugucu yag!
ve anabileseni olan eugenole nazaran L.
monccytogenes Uzerine daha gugld antimikrobiyal
etkinliginin oldugunu ortaya koymustur (Burt, 2004).
Bu sonug eugenole nazaran daha hidrofobik yapida
olan karvakrolun hicre membranlarinda
birikebilmesi ve serbest hidroksil grubu sayesinde
proton dedisimi yapabilmesi nedeniyle eugenocle
nazaran bakteri hucre membran yapisina daha fazla
zarar vermesi ile agiklanabilir (Arfa ve ark., 2006).
Oussalah ve ark. (2007) Origanum torleri basta
olmak tzere yuksek karvakrol oranina sahip ugucu
yaglarin  karanfil ugucu vyadina nazaran L.
monccytogenes' e kargl daha gugld antimikrobiyal
etki gosterdigini bildirmiglerdir. Zivanovic ve ark
(20005) kekik, kignig, anason ve reyhan ugucu yaglar
ilave edilmis kitosan filmleri arasinda L.
monceyvtogenes' e kargl en gugld antimikrobiyal
etkiyi kekik ugucu yadi igeren kitosan filmlerinin
gosterdigini ve %1 ve %2 oraninda kekik ugucu yadi
ilave edilmis kitosan filmlerinin salam drneklerinde L.
monccytogenes sayisinl 5°C’ de 10 gun muhafaza
sonunda 3,6 Log ve 4 Log duzeyinde azalttigini

bildirmiglerdir.
Bu c¢aligmada kitosan filmlerinin L.
moncevtogenes’ e kargl  gostermis  oldugu

antimikrobiyal etki filmlerin peynir matriksinden su
absorbe ederek kitosanin temas yuUzeyinde aktif
duruma gegmesi ile agiklanabilir (Zivanovic ve ark,

200%). Aynica kasar peyniri ornekleri kitosanin
antimikrobiyal aktivitesi igin ideal pH dederine
sahiptir. Yapilan caligmalar kitosanin ndétral pH

degerlerine nazaran duguk pH degerlerinde pozitif
yuklenmig  aktif gruplarinin = sayisindaki  artis
nedeniyle antimikrobiyal aktivitesinin daha guglu
oldugunu ortaya koymustur (Wang, 1992; No ve ark,
2002; Fernandes-Saiz ve ark,, 2009). Ayrica duguk
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pH duzeylerinde bakteri hicre yuUzeyinde anyonik
hale gecen karboksil ve fosfat gruplari kitosana daha
fazla elektrostatik badlanma noktasi sunmaktadir
{Helander ve ark., 2001).

Kekik ugucu vyagl, gucglt antimikrobiyal
aktivitesi nedeniyle ugucu yaglarin gida ambalaj
materyalleri  ile  birlikte  kullanimina  yonelik
galismalarda kullanilan ugucu yadlarin  baginda
gelmektedir (Joerger, 2007). Yapillan in vitro
galismalar ile uyumlu olarak ambalaj materyalleri ile
birlikte farkli ugucu yadglarin kullanildigi galismalarda
en etkin sonuglar kekik ugucu yagdi ile elde edilmigtir
(Qussalah ve ark, 2004; Zivanovic ve ark., 2005;
Becerril ve ark., 2007; Rojas-Grau ve ark., 2007).

Bu galismadan elde edilen sonuglar kitosan
filmlerinin - L. monocyfogenes Uzerine  onemli
duzeyde inhibe edici etkisinin ocldugunu gostermigtir.
Bununla birlikte kekik ve karanfil ugucu yaglarinin
antimikrobiyal etkinliklerinin —arttinilmasi  amaciyla
kitosan filmleri ile birlikte kullanim olanaklarinin
oldugunu ortaya koymustur.
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