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Bu tez kapsaminda, karboksimetil selilloz (CMC) ve misir nigastasi ile sentezlenmis hibrit filmlere
probiyotik ve hem probiyotik hem prebiyotik ilavesinin fonksiyonel gida kaplamasi olarak
kullamlabilirlikleri arastirilmistir. Bu amagcla, iki farkli probiyotik bakteri (10'° kob/mL Lactobacillus
plantarum subsp. plantarum ve 10° kob/mL Bifidobacterium animalis) ve farkli prebiyotikler (iniilin ve
fruktooligosakkarit) % 2 mg/mL konsantrasyonunda % 4 (g/mL) CMC-nisasta (1:3 a:a) icerikli filmlere
eklenmistir. Sentezlenen filmlerin (Kontrol, Lp, LpIN, Bf, BfFOS) karakterizasyon islemleri DSC, TGA,
XRD, FTIR ve Fe-SEM gibi farkli cihazlar yardimi ile gerceklestirilmistir. Film kalinlig1, renk, opaklik, su
tutma kapasitesi, nem miktari, probiyotik tutma kapasitesi, antibakteriyel aktivite degerleri her film i¢in
hesaplanmistir. 25 °C’de kurutma sonrasinda filmlerin depolanmasi (4 °C) siiresince probiyotik bakteri
sayilar1 aralikli olarak tayin edilmistir. Filmler simule edilmis mide ve bagirsak sivilari ile muamele edilip
ylizde probiyotik canli sayilari tespit edilmistir. Ayrica, sentezlenen filmlerle kapli taze yaban mersini
orneklerindeki mevcut probiyotik, kiif-maya ve psikrofilik bakteri sayilari depolamanin 1., 3. ve 5.
giinlerinde analiz edilmistir. Gida 6rneklerindeki pH, renk degisimi, agirlik kaybi, enzim aktivitesi ve
toplam fenolik igerigin 6l¢iilmesi gibi analizler gergeklestirilmistir. Sonug olarak, kaplama uygulamasinin
gida ylizeyinde probiyotik canliligt LAB bakterisi i¢in yaklasik 3 logaritmik birim, Bifidobakteri icin
yaklagik 5 logaritmik birim azalma ile muhafaza ettigi sonucuna varilmistir. Calismamuz ile birlikte, Lp ve
Bf filmleri yaban mersini 6rneklerinde olasi kiif-maya ve psikrofil bakteri gelisimini kaplanmamis 6rnege
kiyasla 6nemli dlgiide (p<0,05) azaltabilen iki probiyotik film oldugu ortaya koyulmustur. Ayrica, hem
probiyotik hem prebiyotik ikamelerin oldugu filmlerin (LpIN ve BfFOS) mikrobiyal yiikii indirgeme
konusunda probiyotik iceren filmlerle (Lp ve Bf) benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Buna ilaveten,
kaplama uygulamasinin genel olarak gidada bozulma etmeni polifenoloksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD)
gibi enzim gruplarmin aktivitelerini azalttigt beraberinde antioksidan 6zellik ve fenolik igeriklerini
korudugu sonucuna varilmigtir. Probiyotik eklenmis CMC-Nisasta bazli filmlerin iiretimi gidanin
mikrobiyal a¢idan korunmasini saglamakla kalmay1p ytiksek probiyotik icerikli fonksiyonel yaban mersini
iiretimi agisindan umut vadeden bir ydontem olmustur.

Anahtar Kelimeler: Karboksimetil seliiloz, nisasta, prebiyotik, probiyotik, yenilebilir film
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The scope of this thesis is to investigate the usability of probiotic and both probiotic and prebiotic
additions to hybrid films synthesized with carboxymethyl cellulose (CMC) and corn starch as functional
food coatings. For this purpose, films containing 4 % (g/mL) CMC-starch (1:3 w:w) at 2 % mg/mL
concentration were suplemented with two different probiotic bacteria (10" cfu/mL Lactobacillus
plantarum subsp. plantarum and 10° cfu/mL Bifidobacterium animalis) and different prebiotics (inulin and
fructooligosaccharide). The characterization of the synthesized films (Control, Lp, LpIN, Bf, BfFOS) were
carried out with the help of different devices such as DSC, TGA, XRD, FTIR and Fe-SEM. Film thickness,
color, opacity, water retention capacity, moisture content, probiotic retention capacity, antibacterial activity
values were calculated for each film. After drying at 25 °C, probiotic bacteria counts were determined
intermittently during the storage of the films (4 °C). The films were treated with simulated gastric and
intestinal fluids and the percentage of probiotic viable counts were detected. In addition, the numbers of
probiotic, mold-yeast and psychrophilic bacteria present in fresh blueberry samples coated with the
synthesized films were analyzed on the 1st, 3rd and 5th days of storage. Analyses such as measuring pH,
color change, weight loss, enzyme activity and total phenolic content in food samples were performed.
Consequently, it was concluded that the coating application preserved probiotic viability on the food surface
with a decrease of approximately 3 logarithmic units for LAB bacteria and approximately 5 logarithmic
units for Bifidobacteria. Our study revealed that Lp and Bf films are two probiotic films that can
significantly (p<0.05) reduce the possible mold-yeast and psychrophilic bacteria growth in blueberry
samples compared to the uncoated sample. Furthermore, it was observed that films containing both
probiotic and prebiotic substitutes (LpIN and BfFOS) showed similar results with the films containing
probiotics (Lp and Bf) in terms of reducing microbial count. Additionally, it was concluded that the coating
application generally decreased the activities of enzyme groups such as polyphenoloxidase (PPO) and
peroxidase (POD), which are responsible for food spoilage, and preserved their antioxidant properties and
phenolic contents. Fabrication of probiotic-added CMC-Starch-based films not only provided microbial
protection of food but also became a promising method for the production of functional blueberries with
high probiotic content.

Keywords: Carboxymethyl cellulose, starch, probiotic, prebiotic, edible film
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1. GIRIS

Gidalart iretildikleri yerden perakende satis noktasina ve ardindan tiiketicilere
tagimak icin tasarlanmis basit kaplara genel olarak gida paketleme sistemleri denir. Ancak
ambalaj denildiginde, gidalar1 dis kontaminasyondan koruma, bozulmayi geciktirme,
gidanin raf Omriiniin uzatilmast ve gida kalitesinin korunmast gibi Ozellikleri de
baridirmas1 énem arz eder. lyi bir ambalaj malzemesi ise giday: 1s1, nem, oksijen gibi
cevresel faktorlerden ileri gelebilecek aroma kaybi ve hos olmayan koku bilesenlerinin
yani sira enzimatik ve mikrobiyal bozulmalara kars1 da korumalidir. Son yillarda, dogada
pargalanamayip cevresel atik sorunu haline gelen petrol bazli polimerler, modern ambalaj
enddistrisinin en ¢ok tercih ettigi malzeme tiirleri olmustur. Fakat, ambalaj materyallerinin
giday1 koruyacak uygun yapida olmalarinin yani sira, ¢cevre dostu malzemeler olmalari
da istenir. Bu nedenle, gida paketleme endiistrisinde bu polimerlerin kullaniminin
azaltilmasina ya da tamamen ortadan kalkmasina yardimci olabilecek yenilebilir filmler
gibi biyolojik olarak parcalanabilir alternatif yontemlerin gelistirilmesine olan ilgi de
giderek hiz kazanmistir (Kontominas, 2020; Pandhi ve ark., 2019; Pop ve ark., 2020;
Seslija ve ark., 2018).

Gidalarda kullanilan yenilebilir biyopolimerler hidrokolloidler (polisakkaritler,
proteinler), lipitler (yag asitleri, vakslar) ve kompozitler seklinde siniflandirilabilir.
Polisakkaritler, dogada her yerde bulunmalari, diger biyopolimerlere kiyasla nispeten
diisiik maliyetleri, gida ile birlikte insan viicudu tarafindan metabolize edilmeleri, film
olusturabilme yetenekleri sayesinde gida ambalaji pazarinda, tiim cevresel kaygilari
bertaraf edebilecek giiclii biyopolimerlerdir. Polisakkaritler sinifinda yer alan yenilebilir
film malzemeleri; pektin, nisasta, gum ve seliiloz olmak {izere dort ana baslikta
toplanabilir (Panahirad ve ark., 2021; Valdés ve ark., 2015). Bunlardan seliiloz grubundan
karboksimetil seliiloz (CMC), emiilsifiye edilmis gida veya konsantre meyve sularinda
akigskanligi arttirict viskoz malzemeler olarak kullanilirken, yar1 kati siit tirlinlerinde
viskozitelerine (diisiik veya yiiksek) bagl olarak yaglanmay1 kontrol etmek amaciyla
siklikla  kullanilmaktadir. Artan serbestlik derecesi (DS) degerlerinin kazein
partikiillerindeki elektrostatik itmeyi iyilestirip siit ¢cokelmesini veya faz boliinmesini
azaltmas1 CMC’nin siitlii iceceklerde stabilizator olarak kullanilabilmesini de saglamistir
(Rahman ve ark., 2021). CMC yenilebilir kaplamalari, sikica paketlenebilme, diizenli
hidrojen bagl ag yapist ve diisiik ¢oziliniirliigli sayesinde miikemmel oksijen, aroma ve

yag bariyeri 6zellikleri sergilerken, meyvelerin orijinal sertligini koruma, meyvelerde



olgunlagma siirecini geciktirime gibi 6zelliklere de sahiptir (Panahirad ve ark., 2021).
Esneklik ve seffaflik gibi bir takim 6zelliklerinden dolay1 yenilebilir film materyali olarak
yaygin bir bicimde kullanilan sodyum aljinat, gumlar sinifinda yer alan diger bir polimer
tiirtidiir (Zhang ve ark., 2018). Sodyum aljinat, Phaeophyceae sinifinin kahverengi deniz
yosununun hiicre duvarlarinda bulunan, biyolojik olarak parcalanabilen, suda kolayca
¢ozilinebilen ve insan saglig1 i¢in toksik olmayan bir polimerdir. Ayn1 zamanda, kalsiyum
iyonlarmin varliginda kompleks olusturma islemine tabi tutulabilmesi ile daha iyi fiziksel
Ozelliklere sahip filmlerin elde edilebildigi bilinmektedir (de Farias ve ark., 2020). Gida
endiistrisinde siklikla kullanilan nisasta temelli hidrojeller ise ¢ok sayida avantajli 6zellik
sergilese de yiiksek su hassasiyeti ve zayif mekanik 6zellikler gibi dezavantajlari, onlar
paketleme uygulamalar1 i¢in yetersiz kilmaktadir. Ancak, bariyer ve mekanik
ozelliklerini gelistirmek icin farkli biyopolimerlerle kompozit edilerek kullanildiklarinda
iyi bir nem tutucu ve boyar madde absorbe edicisi olarak is gorebilirler (Ali ve Ahmed,
2018). Bir diger dogal polimer olan pektin kaplamalar ise, iyi bir oksijen ve karbon dioksit
bariyeri olarak kullanilmalarinin yani sira lipit ve nem kaybini geciktirerek gidanin
duyusal kalitesini korumaya yardime1 ajan olarak da kullanilmaktadirlar (Valdés ve ark.,
2015).

Yukarida da bahsedildigi lizere, yenilebilir filmler sentezlendikleri malzemeye ve
yardimc1 maddelere gore farkli 6zellikler sergilemektedir. Yenilebilir film ve kaplamalar
gidanin dis gorilintis ve tat ozelliklerini gelistiren bazi katki maddelerini hapsedebilme
ozelligine sahip aracilardir. Ayn1 zamanda, gidanin su kaybini 6nleme, antioksidan ve
besin degeri Ozelliklerini 1yilestirme, oksidasyon reaksiyonlarini azaltma, gidanin
olgunlasma metabolizmasini geciktirme, mikrobiyal ve enzimatik faaliyetleri yavaslatma
gibi irlinlerin raf Omriiniin uzamasina yardimci olabilecek Ozelliklere sahip aktif
bilesenleri de tagiyabilen 6nemli yapilardir (Panahirad ve ark., 2021; Pop ve ark., 2020).
Bu sebeple, yenilebilir filmlerin tek basina kullanilmasindan ziyade, antioksidan (Bonilla
ve Sobral, 2016), antimikrobiyal (Zhang ve ark., 2018), enzimatik kararmalar1 engelleyici
(Robles-Sanchez ve ark., 2013) aktif bilesenlerle ve gidanin fonksiyonel 6zelliklerini
artiran probiyotikler, prebiyotikler (Orozco-Parra ve ark., 2020) gibi katki maddeleri ile
beraber kullanildig1 pek cok sayida calisma yapilmis ve yapilmaya da devam
edilmektedir.

Birlesmis Milletler/Diinya Saglik Orgiitii'niin (FAO/WHO) tamimladig: gibi
probiyotikler yeterli miktarlarda viicuda alindiklarinda konakgiya yarar saglayan canli

mikroorganizmalardir. Lactobacillus (LAB) ve Bifidobacterium cinsi bakterilerin ise bu



amagla en sik kullanilanlar oldugu bilinmektedir. Her iki cinsin de insan bagirsaginin
mikrobiyotasinda ve “genel olarak giivenli olarak kabul edilen” (GRAS) grupta yer aldig1
kabul edilmistir. Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasinin gelisimine katki saglayarak
insan sagligin1 olumlu yonde etkileyen canlilardir. Giinlimiizde, saglikli beslenme ile
ilgili artan endigeler, tireticilerin ve tiiketicilerin probiyotik iceren gida iirlinlerine olan
taleplerini de giderek artirmistir. Bu nedenle, yeni probiyotik gidalarin iretilmesi, iiretimi
icin yeni metotlarin gelistirilmesi, arastirilmas1 gibi konular gida sanayisinin ve
arastirmacilarin ilgi odagi olmustur. Bu amagla gelistirilen metotlardan biri de, yenilebilir
film ve kaplamalarin probiyotik tasiyicilar olarak incelenmesidir (Pavli ve ark., 2018; Pop
ve ark., 2020; Terpou ve ark., 2019). Buna ek olarak, filmlere probiyotiklerin yaninda bu
bakterilerin stabilitesini ve islevselligini gelistirmek icin prebiyotik bilesenlerin de dahil
edilmesi, probiyotik suslarin verimliligini artirmak i¢in izlenen bir diger yol olmustur
(Pandhi ve ark., 2019).

Literatiir incelendiginde, pek ¢ok yenilebilir filmin probiyotiklerle desteklenerek
kullanildig: goriilmektedir (Akman ve ark., 2021; Hashemi ve Jafarpour, 2021; Kanmani
ve Lim, 2013; Lopez De Lacey ve ark., 2012; Orozco-Parra ve ark., 2020; Shahrampour
ve ark., 2020; Zabihollahi ve ark., 2020). Fakat s6z konusu ¢alismalarin ¢ogu yenilebilir
probiyotik filmlerin sentezlenip karakterizasyonu ile sinirli kalmis olup, gidalarda
uygulamalarina gecilememistir. Ayrica gida sanayiinde siklikla kullanilan dogal bir
polimer olan CMC’ye bakildiginda, gida koruma amagli probiyotiklerle zenginlestirilmis
ve gidalarda islevselligi test edilmis CMC igerikli filmlerle yapilmis mevcut ¢alismalarin
sayisinin da olduk¢a az oldugu fark edilmistir. Bu konuda, CMC esaslh hibrit filmlerin
probiyotik tasiyicilar olarak kullanildig:r birka¢ calisma bulunmaktadir (Hashemi ve
Jafarpour, 2021; Lan ve ark., 2021; Zabihollahi ve ark., 2020).

Yenilebilir film ve kaplamalar (hidrojeller), gida endiistrisinde ambalaj materyali
olarak kullanilabilmelerinin yani sira gidanin kalitesini iyilestirme, koruma, raf dmriinii
uzatma ve islevselligini arttirma gibi amaclar dogrultusunda da kullanilabilmektedirler.
Calismamiz ile birlikte, literatiirde var olan yenilebilir hidrojel tiplerine farkli ac¢idan
yaklasmak (probiyotik ve simbiyotik karboksimetil seliiloz tabanli bazi hibrit filmlerin
yararliliklarinin =~ sindirim  sistemindeki  siirdiiriilebilirliklerinin =~ arastirilmasi)
hedeflenmistir. Bugiine dek yapilmis ¢alismalarin pek ¢ogunda CMC tabanli yenilebilir
filmler sentezlenip karakterize edilmistir. Ancak gida koruyuculuklar1 (mikrobiyal ve
enzimatik bozulmalari1 6nleme) ve gidanin kalite parametreleri (renk, pH, agirlik kayba,

fonksiyonel ozellikleri vb.) ile ilgili konular1 kapsamli bir bicimde sunan sinirli sayida



calisma vardir. Yapmis oldugumuz bu c¢alisma ile birlikte, s6z konusu arastirmalara bir
yenisi eklenmistir. Ayn1 zamanda in vitro sindirim sisteminde CMC bazli filmlerin hibrit
formlaria yiiklenen probiyotiklerin siirdiiriilebilirlikleri de laboratuvar ortaminda bu
calisma ile gergeklestirilmistir. Buna ilaveten, gida ile alinacak probiyotik filmlerin
gidanin antioksidan 6zellikleri iizerine etkileri de incelenmistir.

Bu c¢aligmanin amaci, gidalarda farkli amaclar dogrultusunda yaygin bir bigimde
kullanilan CMC yardimci ajanlarinin, ambalaj sanayiinde koruma materyali olarak
kullanilabilirligine yeni bilgiler kazandirmaktir. Bu amagla ¢alismamiz 3 basamakta
gerceklestirilmistir:

1. Asama: Farkli probiyotik bakteriler (Lactobacillus plantarum subsp.
plantarum ve Bifidobacterium animalis) ve onlarin canhiliklari
destekleyecek prebiyotikler (sirasiyla iniilin ve fruktooligosakkarit) ile
birlestirilmis, CMC-Nisasta esasli kompozit filmler elde edilmistir. Film
orneklerinin fizikokimyasal, mekanik, termal ve bariyer 6zellikleri agisindan
karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bunun yani sira, probiyotik tutma
kapasiteleri 6l¢iilmiistiir.

2. Asama: Farkli probiyotiklerin beraberinde onlara uygun prebiyotiklerin
ikame edildigi CMC-Nisasta filmlerle kaplanmis taze yaban mersini
orneklerinin depolama siiresince, probiyotik canlilik, kiif-maya ve psikrofil
bakteri sayilar1 incelenmistir.

3. Asama: Sentezlenen filmlerin, bu filmlerle kapladigimiz taze yaban mersini
orneklerinin renk, pH, agirlik kaybi, enzim aktivitesi ve antioksidan aktivite

degerleri lizerine etkileri aragtirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Yenilebilir kaplama, bir gida iiriinii tizerinde kaplama olarak olusturulan ince bir
yenilebilir malzeme tabakasi iken yenilebilir film ise, yenilebilir malzemeden yapilmas,
onceden olusturulmus, ince bir tabakadir ve olusturulduktan sonra gida bilesenlerinin
lizerine veya arasina yerlestirilebilir (Falguera ve ark., 2011).

Yenilebilir kaplamalar, bozulabilir meyvelerin depolama Omriinii uzatan,
kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik degisiklikleri 6nleyen ince biyopolimer katmanlar
olup gidanin su kaybini, Oz, CO> ve lipit iletimini Onler. Bu sayede, meyvenin susuz
kalmasini, kurumasinit ve organoleptik 6zelliklerinin bozulmasini sinirlar. Yenilebilir
kaplamalar: solunum hizim1 azaltarak, dokuyu iyilestirerek, dogal renk ve ugucu
maddeleri koruyarak bozulabilir meyveler lizerinde ek faydali etkiler saglayip meyvenin
kalitesini ve besin degerini korur (Tumbarski ve ark., 2022). Yenilebilir film ve
kaplamalarin kullanim1 daha ¢ok son yillarda var gibi goriinse de, yenilebilir filmlerin
kaplama olarak kullaniminin 12. ve 13. yiizyillara kadar uzandigi bilinmektedir. 12.
yiizyilda Cinli ¢iftciler, depolama ve nakliye sirasinda su kaybini 6nlemek i¢in portakal
ve limonlarin tizerinde mum kullanmislardir (Chandrababu ve Ep, 2023).

Gida sanayiinde bozulabilir meyve ve sebzelerin transfer ve depolama siireci
onemli olup gidanin tiiketiciye minimum kalite kaybiyla ulastirilmasi hedeflenir.
Yenilebilir filmler ve kaplamalar, solunum hizini, enzimatik esmerlesmeyi ve su kaybini
azaltabildikleri i¢in transfer ve depolama sirasinda kullanilabilecek alternatif yontemler
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Giiniimiizde ise, dogada biyolojik olarak smirh
parcalanabilirlifi ve diinya ¢apinda atik olarak ciddi ¢evresel tehditlere neden olan
sentetik plastik malzemelerin yerini yenilebilir biyopolimerlerin almas1 beklenmektedir
(L1 ve ark.,, 2020). Bu amagla kullanilabilecek dogal polimerler Sekil 2.1°de

gruplandirilmastir:



Polisakkaritler Lipidler

Hayvansal ve bitkisel

Sl Hayvansal kaynakl1 yaglar
kaynaklar(kazein,
eyniralt s
Nisasta ppir(r)lteini th,l })ru Vakslar
Pektin Dogal rezinler
Bitkisel kaynaklar
(mustr, soya fasiilyesi
Deniz yosunlari vb.) Esansiyel yaglar
Gumlar
Pullulan
Kitozan

Sekil 2.1. Yenilebilir film ve kaplama kaynaklarinin siniflandirilmasi (Chandrababu ve Ep, 2023)

2.2. Yenilebilir Film ve Kaplamalar1 Hazirlama ve Uygulama Yontemleri

Son yillarda popiilariteleri giderek artmakla birlikte giliniimiizde de farklh
biyopolimerler kullanilarak iiretilen yenilebilir filmler, gida ile ambalaj1 arasinda nem ve
gaz bariyeri olusturup gidanin bozulmasini 6nleyerek raf dmriinii uzatan bunun yani sira
biyolojik olarak pargalanabilen yapilardir. Cevre dostu, toksik olmayan malzemeler
olmast ve ayn1 zamanda gidalarin organoleptik oOzelliklerinin (lezzet, tat ve koku)
tyilestirmesi gibi pek c¢ok Onemli avantajlarindan dolayr genis kullanim alanlarma
sahiptirler. Kullanim amacma gore bu polimerlerin hazirlanmas1 ve uygulanma
yontemleri de cesitlidir. Yenilebilir filmler/kaplamalar tiretmek icin; 1slak (dokiim) ve
kuru (termo presleme ve ekstriizyon) uygulamalar olmak {izere iki tip metod vardir.
Gilinlimiizde, bu uygulamalara ek olarak yiiksek voltajli bir gii¢c kaynagi araciligiyla
olusturulan yiiksek elektrik alan i¢inde polimer ¢ozeltilerden nanolif (nanofiber) malzeme
tiretilmesini saglayan elektroegirme teknigi de yenilebilir film ve kaplamalar iiretmede
kullanilan yenilik¢i bir yaklasim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Chang ve ark., 2023; Erol,
2024; Lopez-Polo ve ark., 2024). Sekil 2.2 ve Sekil 2.3 sirasiyla yenilebilir film hazirlama

tekniklerini ve 6zelliklerini 6zetlemektedir.
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Sekil 2.2. Yenilebilir film hazirlama teknikleri A (dokme yontemi), B (ekstriizyon yontemi), C
(elekroegirme yontemi) (Lopez-Polo ve ark., 2024; A. Kumar ve ark., 2022)



[ Doékme Yontemi ]

* Yaygm ve diigiik maliyetlidir.

* Biyopolimer malzeme toksik olmayan uygun bir ¢oziiciide ¢oziindiiriiliir.
* Genellikle ¢oziicii olarak etil alkol ve su kullanilir.

*Dokiim ¢ozeltisi onceden tanimlanmig kaliba dokiiliir.

*Son adim, dokiilen ¢6zeltinin kurutulmasidir.

*Film kurutma islemi sirasinda ¢6ziicli buharlastik¢a polimerin ¢ozliniirligii azalir ve
bu da polimer zincirlerinin hizalanmasina ve filmlerin olusturmasini saglar.

*Kurutma igsleminde ¢oziicii filmden uzaklastirilir.

[ Ekstriizyon Yontemi ]

*Sicak eriyik ekstriizyon yontemi islemi yenilebilir filmlerin ticari diizeyde tiretimi
i¢in kullanilir.
*Kuru bir islemdir. Cok az veya hig¢ ¢oziicii kullanilmaz.

*Sicakliga duyarli biyopolimer, yiiksek sicakliklarda bozacagindan ekstriide
edilemez.

* Cift vidal1 bir ekstriider, tek vidali bir ekstriidere kiyasla beslemenin daha iyi
karigtirilmasina yardimei olur.

*Birden fazla ekstriider ile ¢ok katmanli bir film tretilebilir.
*Genel iiretim maliyeti dokiim yontemine gore daha yiiksektir.

[ Elektroegirme Yontemi ]

*Mikro ve nano dlgekte yiiksek performansli lifler firetebilen uygun maliyetli, gok
yonlii ve uygun fiyatli bir elektrodinamik isleme teknigidir.

+ Farkli biyopolimerlerin bilesimini saglar.

*Hem gida yiizeyine kaplama uygulamasinda hem de film olusturmada
kullanilabilecek bir yontemdir.

+ Aktif bilesikleri nanofiberlere kapsiillemek icin de kullanilabilir. Boylece, aktif
bilesiklerin islevselligi uzatildig i¢in gida tirtinlerinin raf 6émri artirilabilir.

Sekil 2.3. Yenilebilir film hazirlama yontemlerinin genel 6zellikleri (Chandrababu ve Ep, 2023; L.
Kumar ve ark., 2022; Lopez-Polo ve ark., 2024)

Yenilebilir film ve kaplamalarin gidanin cinsine, yiizey 6zelliklerine ve kullanim
amacia gore tercih edilebilecek kaplama yontemleri mevcuttur. Yenilebilir kaplama,
dogrudan meyve, sebze ve diger gida iirlinlerinin ylizeyine uygulanirken (Sekil 2.3 A-C);
yenilebilir filmler ise gidanin yiizeyine sarilabilir (Sekil 2.3 D). Endiistriyel
uygulamalarda yaygin kaplama yontemleri arasinda; piiskiirtme, yayma (firgalama),
daldirma (1slatma) yer alir. Piiskiirtme yonteminde, siv1 ¢ozelti gida iiriiniine puskiirtiliir.
Sivinin piiskiirtiilmesi, sivi ¢ozeltiyi kiigiik damlaciklara doniistiiriir. Bu sayede gidanin
ylizeyi bu damlaciklarla tamamen kaplanir. Bu teknolojinin baslica avantajlar1 arasinda:
homojen bir kaplama, kaplama kalinlig1 tizerinde kontrol ile birka¢ kat uygulama imkan
sayilabilir. Fircalama yonteminde, kaplama dogrudan gidanin yiizeyine veya dolayli
olarak ambalaj malzemesine firca veya spatula gibi steril bir aletle esit sekilde uygulanir.
Daldirma ydnteminde, gida 6rnegi soguduktan sonra dogrudan kaplama soliisyonuna

daldirilir. Yiizeyde esit bir tabaka olusturmak icin, fazla sivi daha sonra damlatilir ve



kontrollii sicaklik ve bagil nem kosullar1 altinda kurutulur. Genellikle yiiksek viskoziteli
stvilar igin tercih edilir. (Chang ve ark., 2023; Diaz-Montes ve Castro-Muinoz, 2021; L.
Kumar ve ark., 2022; Silva ve ark., 2022).

- N

Sekil 2.4. Baslica yenilebilir film kaplama teknikleri (A) Daldirma; (B) Yayma; (C) Piiskiirtme; (D)
Sarma (Diaz-Montes ve Castro-Mufioz, 2021)

2.3. Yenilebilir Film Uretiminde Kullanilan Polisakkarit Esash Baz1 Biyopolimerler

Yenilebilir film tiretiminde kullanilan pek ¢ok biyopolimer bulunmaktadir (Sekil
2.1). Polisakkarit bazli olanlarin diger biyopolimerlere nazaran seffaf ve kokusuz film
tiretme kapasitesi ve bunun da gidanin duyusal algisinin engellenmesini 6nlemesi,
hidrofilik yapilari, yogunluk katan ve gaz girisini-¢ikisini 6nleyerek filme oksijen tutma
nitelikleri kazandiran yenilebilir polimerler olmalar1 gida ambalajlama sanayiinde temel
bilesen olarak siklikla kullanilmalarina neden olmustur (Prakoso ve ark., 2023). Yapmis
oldugumuz bu calismada, meyve kaplama icin yapilan optimizasyonlarda sindirim
sisteminde  siirdiiriilebilirlikleri  sebebiyle tercith edilen nisasta ve CMC

biyopolimerlerinin genel 6zellikleri ve gida koruma calismalari tizerinde durulmustur.
2.3.1. Nisasta esash yenilebilir filmler
Nisasta  biyopolimerleri;  kolay  erisilebilirlikleri,  biyolojik  olarak

parcalanabilirlikleri, biyouyumluluklari, maliyetlerinin diisiik olmasi, mekanik direng

saglama ve su kaybimi1 onleme gibi 6zellikleri nedeniyle gida ambalaj endiistrisinde
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yaygin kullanilan polisakkaritlerdir. Bugiline kadar, yenilebilir filmler yapmak icin
manyok, patates, bugday ve musir gibi farkli bitkisel kaynaklardan elde edilen dogal
nisastalar kullanilmaktadir (Li ve ark., 2020). Gida sektoriinde meydana gelen atiklarin
ve yan iriinlerin bile nisasta igerigine doniistiiriiliip kullanilabildigi bilinmektedir.
Nisasta, bitki saplarinda, tohumlarda, meyvelerde, koklerde ve yumrularda dogal olarak
bulunan, biri amiloz, digeri amilopektin olan iki polisakkaritten olusan yapilardir (Sekil
2.5). Her ikisi de suda ¢oziinmez. Nisasta belirli oranlarda kesme basincina, termal
enerjiye ve plastiklestiriciye maruz kaldiginda, graniilleri geri dondiiriilemez sekilde yar1
kristal yapilarin1 kaybedip siirekli bir matrise doniisiir. Ancak amiloz, nisastanin
olaganiistii film olusturma yeteneginin temel nedenidir. Nigasta sentetik polimerlere
benzer Ozelliklere sahip olup renksiz, tatsiz ve yar1 saydam katmanlar olusturma
ozelliginde oldugundan yenilebilir filmlerde ve kaplamalarda siklikla kullanilir.
Genellikle, makarna, ¢corba, sos gibi gidalarin dokusunu ve kivamini iyilestirmede, biiyiik
buz kristallerinin olusumunu O6nlemek i¢in dondurma gibi islenmis gidalarda bir
dengeleyici ajan olarak kullanim1 yaygindir. Nisasta, yenilebilir filmler olusturmak icin
kullanilmasina ragmen, nisasta bazli filmler dogal hidrofilik yapilar1 nedeniyle zayif su
ve nem bariyeri Ozelliklerine sahiptir. Bu nedenle, i¢sel 6zelliklerindeki eksiklikleri
iyilestirmek i¢in plastiklestiriciler ve diger polimerlerle birlikte kullanmak daha uygundur
(Majeed ve ark., 2023; Prakoso ve ark., 2023). Nisasta filmlerinin fiziksel ve islevsel
ozelliklerini iyilestirmek i¢in yapisina hidrofobik ve/veya antimikrobiyal bilesiklerin
dahil edilmesi onerilmistir (Jiménez ve ark., 2012). Literatiirde nisastanin yenilebilir film

uygulamalarina dair pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Pei ve ark., 2024).

CH,OH CH,0H
o (o]
a (1,6) glikozit bag:
0 0 e
CH,0H CH, CH,OH
(o} (o] o
0 (o] .
a(1.4)

glikozit bagi

Sekil 2.5. Nisasta molekiil yapist (Yontem ve Unaldi, 2018)
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Muz orneklerinin manyok nisastasi/CMC kompozit filmleri ile kaplandig: bir
calismada, farkli LAB konsantrasyonlarinin eklenmesinin (% 0,5, % 1, % 1,5 ve % 2) su
buhar1 ve 1s1k gecirgenligini azalttigini bunun yani sira filmlerin antioksidan
performansini artirdigi belirtilmistir (Li ve ark., 2020). Bir baska ¢alisma ile Coimbra ve
ark. (2023) patates kabuklar1 (P) ve/veya ayva (Q) kabuklari kaynakli nisasta (S)
orneklerinden film gelistirmistir. SPQ formiilasyon filminin, peynirlere olgunlasma
sirasinda etkisi ve peynirlerin tiiketiciler tarafindan belirlenen duyusal 6zellikleri ve kabul
edilebilirligi degerlendirilmistir. Gelistirilen filmin, kontrol ve natamisinle kaplanmis
peynirlerle karsilastirildiginda peynir sertligini artirmakla kalmay1p duyusal 6zelliklerini
degistirmeyerek peynirin olgunlastirilmasi sirasinda kullanilabilecek bir film olabilecegi

iddia edilmistir (Coimbra ve ark., 2023).

2.3.2. CMC esash yenilebilir filmler

Seliiloz bazli malzemeler dogada bol miktarda bulunur ve yapraklar, yiyecek
atiklari, mikroorganizmalar gibi cesitli dogal kaynaklardan elde edilen yapilardir.
Polisakkaritler arasinda belirgin kristal yapisi nedeniyle sulu ¢ozeltilerde ¢oziliniirlitk
acisindan zorluk yaratan seliiloz maddelerden suda ¢oziiniirliigii iyilestirilmis metil
seliiloz (MC), karboksimetil seliiloz (CMC), hidroksil propil selilloz (HPC) ve hidroksil
propil metil seliiloz (HPMC) gibi bir dizi {iriin iretilmistir (Prakoso ve ark., 2023).
Bunlardan CMC, I. Diinya Savas1 doneminde Almanya'da jelatin i¢in potansiyel bir
ikame olarak gelistirilen, donemin teknik zorluklar: ve yiiksek tiretim maliyetleri nedeni
ile ticarilegsmesi zaman alan bir polimerdir. Cok hidrofilik yapisi nedeniyle CMC (Sekil
2.6), karragenan, aljinatlar veya kalsiyum gibi belirli tuzlara kars1 olduk¢a hassas olan
pektin gibi diger hidrokolloidlere gore bircok tuz tiiriine ve konsantrasyonuna karst ¢cok
daha dayaniklidir. Gida endiistrisinde siklikla kullanilan en 6nemli seliilloz tiirevi
hidrokolloiddir. Anyonik bir polimer olup sulu ¢dzeltilerin reolojisini kalinlagtirma ve
degistirme yetenegine ek olarak, belirli pH araliklarinda proteinler ve diger yliiklii
molekiillerle reaksiyona girebilme gibi bir 6zellige sahiptir. Bu islevsel 6zellikler, gida
endistrisinde bir¢cok farkli {irlin uygulamasinda yaygin olarak kullanilmasina yol
acmistir. Ayni zamanda nisasta ile birlikte kullanildiginda iki bilesen arasinda genellikle

uyumluluk gozlenir (Keller, 1986).
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Sekil 2.6. CMC molekiil yapis1 (Kukrety ve ark., 2018)

CMC, endiistride ve giinliik hayatimizda biiylik 6neme sahip en 6nemli seliiloz
tiirevlerinden biridir. CMC, seliilozdan tiiretilen dogrusal, uzun zincirli, suda ¢6ziiniir,
anyonik bir polisakkarittir. Dahasi, yliksek molekiiler agirlik 6zelliklerine sahip suda
¢Oziiniir heteropolisakkaritleri nedeniyle, CMC genellikle istenen dokuyu, gelistirilmis
iiriin kalitesini ve stabilitesini, nemi ve ayrica su hareketliligini kontrol etmek i¢in nisasta
ile harmanlanir (Bertuzzi ve ark., 2007; Bono ve ark., 2009). Cesitli lignoseliilozik atik
biyokiitlesinden (muz sap1, kagit camuru, pamuk sap1, seker kamisi posasi, kakao kabugu,
palmiye ¢ekirdegi keki, fasulye kabuklari, cam ignesi, seker pancari, pamuk lifleri,
portakal ve greyfurt kabugu, pamuk tiftigi, atik kagit vb.) elde edilen seliiloz, heterojen
kosullar altinda NaOH kullanilarak alkalilestirme ve ardindan monokloroasetik asit
(MCA) ile eterifikasyon yapilarak CMC'ye donitstiriiliir (Sekil 2.7). CMC'nin ¢esitli
ozellikleri, polimerin molekiiler agirligi, DS ve ayrica polimer zincirleri boyunca
karboksil ikamelerinin dagilimi gibi ii¢ ana faktére bagldir. Uretilen CMC, FTIR
spektrumlari, NMR, SEM, X-1s11 difraktogrami vb. gibi ¢esitli spektroskopik teknikler
kullanilarak karakterize edilir. CMC, seliilozun sulu sodyum hidroksit ile islenmesi ve
ardindan sodyum kloroasetat ile reaksiyona sokulmasiyla iiretilir. Sodyum glikolat
olusumu seklinde bir yan reaksiyon da meydana gelir ( Keller 1986; Kukrety ve ark.,
2018).

CMC, filmin buhar gecirgenligini 6nemli 6l¢lide iyilestirebilecegi (Ebrahimi ve
ark., 2018), kendisine probiyotik ilavesinin 151k gegirgenligini azalttig1 (Li ve ark., 2020)
ve boylece giday1 korumada etkin oldugu bilinen bir biyopolimerdir. Bahsi gegen tiim bu
ozellikleri sayesinde, CMC’nin gida sektdriinde yaygin bir kullanim alanina sahip oldugu

goriilmektedir (Sekil 2.8). Ornegin, polisakkarit bazli filmlerin fenolik bilesik icerikleri
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ile et iriinlerinde kullanilmasi, yenilebilir filmlerin islevsel o6zelliklerine katkida
bulunabilen ve dikkat cekici antimikrobiyal ve antioksidan ozelliklere neden olan
alternatif bir yontem olmustur. Bununla ilgili yapilan bir ¢aligmada, seliiloz bazli filme
biberiye 0ziitii eklemenin, kirmizi etin tazeligini 12 giinliik bir siire boyunca korudugu
belirtilmis olup bu durumun sebebi, biberiyedeki flavonoidlerin, bakterilerin
sitoplazmalarinda niikleik asit sentezlenmesini 6nlemesi ve buna bagli olarak metabolik
stireglerini bozarak biiylimelerini durdurmast ile iligkili oldugu iddia edilmistir (Liu ve

ark., 2012).

R-OH + NaOH + CICH,COONa ——» R-OCH;COONa + NaCI+ H,O

CICH,COONa + NaOH — HOCH;COONa + NaCl

Sekil 2.7. CMC olusumu reaksiyon basamaklar1 (Kukrety ve ark., 2018)

Self ascmbly of CMC-
coated MTM

Sekil 2.8. CMC’nin gida endiistrisinde kullanim alanlar1 (Rahman ve ark., 2021)
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Polisakkarit filmlerle 1ilgili 6zellikler géz oOniinde bulunduruldugunda, son
donemlerde yapilan ¢alismalarin (Dashipour ve ark., 2015; Hashemi ve Jafarpour, 2021;
Live ark., 2020; Liu ve ark., 2012; Massoud ve ark., 2023; Tahir ve ark., 2020; Tumbarski
ve ark., 2022) daha c¢ok yenilebilir filmlerin tek basina degil de gidalarin fonksiyonel
Ozelliklerini arttirmak yoniinde oldugu ve bunu yaparken de gidanin kalite

parametrelerini nasil etkiledigi konulari iizerinde duruldugu dikkat ¢cekmektedir.

2.4. Probiyotikler ve Prebiyotikler

Son donemlerde, probiyotik iceren gidalarin tiikketimine dair giderek artan egilim,
tiketicilerin saglikli beslenme ve refah bilinci, gida iireticileri ve paydaslarinda yeni
probiyotik iiriinler arama ihtiyac1 uyandirmistir. Ozellikle laktoz intoleransinin artan
sikliginin ve yeni yasam tarzlarinin (vegan ve vejetaryen stiller) siit iiriinii olmayan
probiyotik tasiyicilara olan ilgiyi de yeniden canlandirdigi bilinmektedir. Ayrica, bu
suslarin kanitlanmis sagliga olumlu etkileri (vitamin {iretimi, kolesterol diisiirme, laktoz
intoleransinin hafifletilmesi, kanser dnleme, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, bagirsak
hareketliliginin artirilmasi, kabizligin giderilmesi, rotaviriis ve antibiyotikle iliskili
ishalin 6nlenmesi ve azaltilmasi gibi) yadsinamayacak kadar fazladir (Pavli ve ark., 2018;
Speranza ve ark., 2018). Bunun yani sira, viicuda yarar saglayan pek ¢ok probiyotik susun
bugiin artik model sindirim ortami yardimiyla gastrointestinal sistemde canliliklarini ne
derece koruyabildiklerine dair bilgiler de kolayca elde edilebilmektedir. Ornegin; yapilan
bir ¢alismada, Bifidobacterium animalis DSM 20105 susunun 4 saat sonra pH 2'ye kars1
yuksek tolerans gosterip canliliimi  korumasi fonksiyonel gida {retiminde
kullanilabilirligi konusunda iyi bir probiyotik 6zellik gosterebilecegi iddia edilmistir
(Cizeikiene ve Jagelaviciute, 2021). Buna ek olarak, probiyotiklerin yalnizca kendi
varliklarimin degil sekonder metabolitlerinin de sagliga olan olumlu etkileri giinlimiizde
aragtirtlmaya devam eden bir unsur haline gelmistir (Martinez ve ark., 2013).

Prebiyotikler ise, bagirsak mikrobiyotasi tarafindan parcalanabilen bir besin grubu
olup bagirsak mikrobiyotasini besleyebilmektedirler. Bilinen en 6nemli iki prebiyotik
grubu fruktooligosakkaritler ve galaktooligosakkaritlerdir. Bilim insanlari, probiyotiklere
kiyasla kolay iiretim, formiilasyon siireci, nakliye ve depolamada soguk zincire ihtiyag
duyulmamasi, gidalarda dogal olarak diisiik miktarlarda bulunmalari nedeniyle
prebiyotikleri endiistriyel Olcekte iliretmeye c¢alismaktadir. Hem probiyotik hem de

prebiyotik igeren iriinler "simbiyotik" olarak da tanimlanmaktadir (Davani-Davari ve
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ark., 2019; Pavli ve ark., 2018). En sik kullanilan prebiyotik molekiillerden biri,
cogunlukla dogrusal bitki kokenli bir polisakkarit olan iniilin olup genellikle hindiba
kokiinden izole edilmektedir. B (2-1) kimyasal baglarinin varlig1 nedeniyle, intilinin mide
ve ince bagirsaktaki sindirim enzimlerinin hidrolitik aktivitesine diren¢li oldugu ve
cogunlukla sindirilmemis bilesiklerin kalin bagirsaga ulastigi bilinmektedir (Orozco-
Parra ve ark., 2020). Bahsi gecen bu prebiyotiklerin bilenen pek ¢ok yararlari da vardir.
Ornegin; iniilin ve pektin gibi prebiyotiklerin, kanser onleme, ishalin genel siiresini
kisaltma, bagirsak iltihab1t ve bagirsak sorunlarini azaltma, kardiyovaskiiler hastalik
riskini diisirme, obeziteyi dnleme gibi faaliyetlerde etkin oldugu bildirilmistir (Manzoor
ve ark., 2022).

Gilinimiizde probiyotik ve prebiyotik dogal katki maddelerinin pek c¢ok farkl
amaglar dogrultusunda kullanildig1 galismalar mevcuttur. Ornegin; yapmis oldugumuz
literatiir taramasinda Romano ve ark. (2014), iki farkli laktik asit bakterisi susunu
(Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CIDCA 333 ve Lactobacillus plantarum
CIDCA 83114) ve fruktooligosakkaritleri (FOS) film olusturma soliisyonuna cesitli
konsantrasyonlarda prebiyotik olarak dahil ederek MC yenilebilir filmler
sentezlemiglerdir. Kurutma adiminda, FOS’un olmadig filmlerde Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus CIDCA 333"in canliliginda 6nemli bir azalma (p < 0,05) meydana gelirken
FOS konsantrasyonunun artirilmasinin (% 3 a/h) gii¢lii bir koruyucu etkiye sahip oldugu
iddia edilmistir. Bir baska calismada ise, fermente edilmis peynir altt suyunun, raf
Omriini iyilestirme amaciyla gida matrislerine Lb. plantarum dahil edilmesini dogal
kokenli yeni koruyucularin kaynagi olarak kullanilabilirligi agisindan degerlendirmistir.
Caligsma ile birlikte antifungal etkinligi arastirilan 5 farkli Lb. plantarum susunun (CECT
220,221,223, and 748), Fusairum ve Aspergillus cinsini kapsayan 28 farkli mantara kars1
kullanim1 ile minimum inhibitor konsantrasyonlarinin belirlenebildigi iddia edilmektedir
(Izzo ve ark., 2020).

Probiyotik ve prebiyotikler artik sadece siit ve siit {irtinleri ile tiiketime dahil
edilmekle kalmamis olup yenilebilir dogal film kaplamalarina ikame edilmelerinin
etkinligi (antimikrobiyal, antioksidan vb.) arastirilmis ve halen arastirilmaya devam
edilmekte olan bir konudur. Probiyotik yenilebilir film, tiiketilebilir dogal malzemelerden
(6rnegin proteinler, polisakkaritler veya lipitler vb.) sentezlenen ve Lactobacillus ve/veya
Bifidobacterium tiirleri gibi canli probiyotik mikroorganizmalarla birlestirilen, piiskiirtme

ve daldirma gibi yontemlerle de gidanin yiizeyine uygulanan ince, tiiketilebilir bir
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biyoaktif kaplama teknigi olup literatiirde pek ¢ok farkli gidada denenmis uygulamalari
da mevcuttur (Chang ve ark., 2023).

2.5. Yenilebilir Probiyotik ve/veya Prebiyotik Ikameli Filmlerin Gidalarda
Kullanimu ile Tlgili Son Yillarda Yapilmis Bazi Calismalar

Son yillarda, saglikli beslenme konusunda probiyotik gida tiiketimi yogun ilgi
gormektedir. Ancak probiyotiklerin tiiketiminde 108-10° canli hiicrenin viicuda alinmas1
gerektigi bilinmektedir. Probiyotikler ¢evre kosullarmma asir1 duyarli olduklarindan
canliliklarimi siirdiirebilmesi ve biyolojik aktivite gosterebilmeleri gidanin 6zelliklerine
(6rnegin pH), gida isleme teknolojilerine, depolama kosullarina ve zamana baglidir.
Probiyotik mikroorganizmalarin ¢cogu gidalarda bozulma veya hastalik etkeni bakterilere
karsi inhibitor etki gosterdiginden, bunlarin yenilebilir filmlere eklenmesi gida
stabilitesini ve giivenligini arttirmanin yani sira sagliga faydali yeni fonksiyonel gidalarin
tiretimini de miimkiin kilmaktadir. Biyoaktif gida paketleme sistemleri tiiketiciler i¢in
saglik yararlarina katkida bulunabilirken, gida iirliniine salinan (biyoaktif) ajanlar
icerebilir. Probiyotik iceren yenilebilir kaplamalarda ise, kaplamanin kendisinin gidayla
birlikte yenilmesi gerektigi varsayildigindan, salinima bile gerek duyulmaz (Pavli ve ark.,
2018; Pop ve ark., 2020). Probiyotiklerin bir¢cok yararli saglik etkisi oldugu bilinmekle
birlikte antioksidan 6zellikler sergileyebilen potansiyel probiyotik suslar da vardir. In
vitro ve in vivo c¢aligmalar, probiyotiklerin antioksidan potansiyel sergiledigini
probiyotiklerle takviye edilmis gidalarin tiiketilmesinin, insan hiicrelerinde oksidatif
hasari, serbest radikal temizleme hizin1 ve 6nemli antioksidan enzimlerin aktivitesindeki
modifikasyonu azaltabilecek potansiyele sahip oldugunu desteklese de diyet
antioksidanlar1 olarak kullanilabilirliklerini degerlendirmek i¢in daha fazla ¢aligmaya
ithtiya¢ vardir (Mishra ve ark., 2015). Bu konuda yapilan ¢aligmalarda, genellikle
yenilebilir filmlere hapsedilen probiyotiklerin belirli siirelerde depolanmasi sonrasi
filmlerdeki canli hiicre sayilar1 kontrol edilmistir.

Tapia ve ark. (2007) yaptiklar1 bir calismada, Bifidobacterium lactis Bb-12 (10°
kob/g) igeren sodium aljinat (% 2 a/h) ve gellan (% 0,5 a/h) bazli yenilebilir filmleri,
gliserol (% 0,6 - % 2), N-asetilsistein (% 1) ve/veya askorbik asit (% 1) ve sitrik asit (%
1) ile formiile edip etkilerini taze kesilmis elma ve papaya dilimlerinde
gozlemlemislerdir. Su buhar1 gegirgenligi, aljinat filmlerde (0,30-0,31 x 10~ g m/Pa s
m?) gellan filmlerden (0,26-0,27 x 10~° g m/Pa s m?) énemli 6l¢iide daha yiiksek (p <
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0,05) bulunurken, 2 °C’de 10 giinliik depolama siiresince probiyotik canli sayis1 10°
hiicre/g degerinin iizerinde kalabildigi bildirilmistir (Tapia ve ark., 2007).

Bir baska calismada ise, 10° kob/mL konsantrasyonunda Lactobacillus
acidophilus ve Bifidobacterium bifidum ile birlestirilmis jelatin yenilebilir film olusturan
cozeltide ve filmde probiyotik bakteri sayilarinin 6 giin boyunca sabit kaldigi rapor
edilmistir. Sogutulmus depolama sirasinda etkisini degerlendirmek amaciyla baliklara B.
bifidum ile birlestirilmis bir jelatin film ile kaplanmis. B. bifidum depolama sirasinda
canliligini korurken ve H,S iireten mikroorganizmalar 2 logaritmik birim azaltilabilmistir.
Calismanin devaminda, Bifidobakteri ile birlestirilmis jelatin filmlerle kaplanmig
baliklar, yliksek basingla (200 MPa/10 dk./20 °C) muamele edilip depo edildiklerinde ise
toplam canli sayimlarinda 2 logaritmik birimden daha az bir azalma kaydedilen bilgiler
arasindadir (Lopez De Lacey ve ark., 2012).

2013 yilinda yapilan bir diger ¢alismada, farkli orijinli ¢esitli nisastalar, pullulan
cozeltilerine farkli oranlarda karigtirilip probiyotik (12,876 Log kob/mL baslangi¢
konsantrasyonlu Lactobacillus rhamnosus GG, Lb. reuteri ve Lb. acidophilus) tasima
kapasiteleri incelenmistir. 30 giinlilk sogukta depolamadan (4°C'de) sonra bile saf
pullulan ve esdeger pullulan/patates nisastast karisimi filmlerin, % 80' den fazla
probiyotik hiicre canliligini korudugunu ve bunun diger filmlere kiyasla daha fazla
oldugunu kanitlamislardir (Kanmani ve Lim, 2013).

Yapilan bagka bir ¢alismada, plastiklestirici tipinin (gliserol ve sorbitol), bunlarin
konsantrasyonlarinin (% 40, % 50 ve % 60 hacim/hacim polimer) ve aljinat/pektin
oranmin (100:0, 75:25, 50:50, 25:75 ve 0:100) Lb. plantarum KMC45'1 ihtiva eden
filmleri nasil etkiledigini aragtirmislardir. Plastiklestiricilerin konsantrasyonunun
arttirtlmasiyla, kurutulmus filmlerin daha esnek hale geldigi ve kurutma stresine kars1 Lb.
plantarum KMC45 bakterisinin canliligini korudugu sonucuna varilmustir. Lb. plantarum
KMC45'in en yiiksek hayatta kalma oraninin, 30 giin boyunca 4 °C'de aljinat ve sorbitol
(% 60 h/h polimer) iceren filmlerde elde edildigi bildirilmistir. Filmlerde pektin oranimnin
artmasinin, polisakkarit kompozit filmlerin kalinligini, opakligmi, su buhari
gecirgenligini ve su igerigini énemli Ol¢lide artirirken probiyotik bakterilerin hiicre
canliligini azalttig ileri siirilmektedir (Shahrampour ve ark., 2020).

Orozco-Parra ve ark. (2020), polimerik matris olarak manyok nisastasindan,
prebiyotik molekiil olarak iniilinden ve probiyotik bakteri olarak Lb. casei' den yapilmis
bir sinbiyotik film gelistirmistir. Probiyotiklerin filmlerde kalma siirecinin takibi i¢in in

vitro ortamda mide-bagirsak yolu simiile edilmistir. Her simiilasyondan sonra énemli
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canlilik diisiisleri oldugu rapor edilmistir. Gastrik simiilasyondan sonra, % 0.5 iniilin
iceren filmlerde yaklasik 1,9+0,1 Log kob/g, iniilin igermeyen filmlerde ise 3,940,2 Log
kob/g hiicre kayb1 gézlemlenmis. Ayrica, bagirsak ve kolonik simiilasyonlarda filmlerde
% 0,5 iniilin ihtiva eden filmlerde yaklasik 3,8 + 0,3 Log kob/g hiicre kayb1 olurken bu
oran iniilin igermeyen filmlerde yaklasik 5,44+0,1 Log kob/g olmustur (Orozco-Parra ve
ark., 2020).

Sodyum aljinat (SA) bazli probiyotik Lb. plantarum tasiyicili yenilebilir filmlerin
uretildigi bir c¢alismada filmlerin karakterizasyonu gerceklestirilip probiyotik
bakterilerin, film kurutma ve 60 giin boyunca saklama sirasindaki hayatta kalma oranlari
degerlendirilmistir. Sogukta depolamanin probiyotik popiilasyonunu daha yiiksek
seviyelerde tuttugu, serbest veya kapsiillenmis bakteri katiliminin da 6nemli 6l¢iide (p <
0,05) gerilme mukavemeti degerlerini arttirdidi sonucuna ulagilmistir. Su buhari
gecirgenlik degerleri, maltodekstrinle kapsiillenmis probiyotiklerin eklenmesiyle de
onemli Olclide artmistir. Arastirmacilar, sodyum aljinat bazli filmlerin giiclii bir Lb.
plantarum tasiyicist  yenilebilir kaplamast olarak rahatlikla kullanilabilecegini
belirtmislerdir (Akman ve ark., 2021).

Probiyotik (Lb. rhamnosus ve B. animalis subsp. lactis) ve prebiyotik (iniilin)
takviyeli aljinat film ile kaplanmis taze kesilmis elmalarin beslenme, gida giivenligi ve
duyusal 6zellikleri lizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢calismada, sogukta depolamanin
ve simiile edilmis gastrointestinal sistemin probiyotik canlilik {izerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Her iki probiyotik de 8 giinlilk depolamadan sonra iiriinde 9 Log
kob/g'in tlizerinde basarili bir sekilde kalabilmistir. Prebiyotik ilavesi ile, sindirim sonrasi
Lb. rhamnosus ve B. lactis i¢in sirastyla 7,8 ve 8 logaritmik birim canlilik elde edildigi
bildirilmistir. Ayrica, her iki probiyotik de elma kiiplerine kontamine edilen Listeria
innocua'ya kars1 1,8 logaritmadan daha yiiksek azalmalarla bakterisit etki gosterdigi iddia
edilmistir (Alvarez ve ark., 2021).

Ceylan ve Atasoy yaptiklart bir calismada, B. animalis subsp. lactis BB-12
ikameli sodyum kazeinat bazli yenilebilir filmlere iniilin (IN) ve fruktooligosakkarit
(FOS) prebiyotiklerinin degisen konsantrasyonlarinin etkisini incelemislerdir.
Sentezlenen filmler, dilimlenmis islenmis peynirlerin kaplanmasinda kullanilmistir.
Toplam IN ve FOS'un ytiiksek konsantrasyonlar: filmlerde esnekligin azalmasina, FOS
kullanimz1 ile opaklik azalirken, IN filmlerin opakliginda artisa neden olmustur. Kaplama
uygulamalarinda ise peynir orneklerinde agirlik kaybini azaltmada, peynirin yumusaklik

ve renk ozelliklerini korumada etkili oldugu sonucuna varmislardir. Ancak, peynirlerdeki
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canli probiyotik konsantrasyonunun 30 giin sonunda yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Elde
ettikleri verilere gore, en iyi film formiilasyonlarinin sirastyla % 0 IN + % 0 FOS, % 1 IN
+ % 0 FOS ve % 0 IN + % 1 FOS seklinde oldugunu belirtmislerdir (Ceylan ve Atasoy,
2022).

Monteiro ve arkadaslari, 50, 60 ve 70 °C olmak iizere 3 farkli sicaklikta sabit
agirhiga kadar kurutularak hazirlanacak papaya dilimlerine kurutma dncesinde probiyotik
film kaplamistir. Sonuglara bakildiginda, yalnizca kurutmanimn ilk 200 dakikasinda
probiyotik canlilikta en yiiksek azalmanin goriildiigii belirtilmistir. Bununla birlikte,
kurutma islemi sonrasinda probiyotik canlilikta sadece 1,30 log kob/g’lik azalmanin
goriildiigii 70 °C sicakligin calismanin gida 6rnegindeki biiziilmeyi azaltan ve fenolik
icerigi korumaya yardimci sicaklik uygulamasi oldugu da bildirilmistir (Monteiro ve ark.,
2022).

Bir bagka calismada, bakteriyosin {iiretebilen Lb. lactis L3A21M1 and Lc.
garvieae SIM17 suslarinin ilave edildigi aljnat bazli yenilebilir filmlerin taze peynirlere
kaplanmasinin etkisi incelenmistir. Filmlerdeki bakteriyosin iireten LAB hiicrelerinin,
antimikrobiyal aktivitelerini kaybetmeden, harici besinlerin yoklugunda 4 °C ve 10 °C'de
10 giin boyunca canliliklarint korudugu bildirilmistir. Aljinat-maltodekstrin-gliserol
kaplamanin Lactococcus suslar1 olsun veya olmasin taze peynirlere uygulanmasinin nem
igerigini artirarak, agirhk kaybini azaltarak ve L. monocytogenes'in peynire
migrasyonunu Onleyerek taze peynirin kalitesini artirdigi bulunan diger sonuglar
arasindadir. Le. garvieae SIM17 ile kaplamanin peynir kalitesinin korunmasi ve Latin
tipi taze peynirlerin raf dmriiniin uzatilmasina katki saglamak i¢in alternatif bir yontem

olabilecegi ifade edilmistir (Silva ve ark., 2022).

2.5.1. Karboksimetil seliilloz (CMC) probiyotik filmlerin gidalarda kullanimu ile ilgili

son yillarda yapilmis baz1 calismalar

Seliiloz iceren malzemelerden elde edilen sodyum karboksimetil seliiloz (CMC),
selilozun anyonik, suda ¢oziiniir bir tiirevi olup tekrarlayan birimleri 1,4- glikozidik
baglarla baghdir. Molekiiler diizeyde, CMC ve seliiloz arasindaki en biiylik fark, saf
seliilozdaki bazi hidroksil gruplarindaki hidrojen atomlarinin yerini alan CMC’nin bazi
anyonik karboksimetil gruplar1 (CH2COOH) igermesidir. CMC ilk olarak 1918'de
sentezlenen ancak ticari iiretimi 1920'lerin basinda Almanya'da gerceklesen bir

polimerdir. CMC ve CMC tabanli hibrit malzemeler, pek ¢ok avantajlar1 (kolay, diisiik
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maliyetli sentez siireci, ham madde kaynagmin zengin olusu, karakteristik ylizey
ozellikleri, mekanik mukavemet, farkli sekillendirilebilirlik, ayarlanabilir hidrofilik
ozellik, viskozite ve reolojik ozellikler vb.) nedeniyle biyomedikal, farmasotik, tekstil,
insaat, gida, plastik, kozmetik, kagit, ve petrol endiistrileri gibi pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullanilmaktadirlar. CMC'ler kokusuz, tatsiz, kalorisiz ve fizyolojik olarak inert
olmalarindan dolay1 ¢ok sayida gida iirliniinde ve ambalajinda kivam arttirici, emiilgator,
siispansiyon stabilizatorleri, nem baglayici ve jellesme ajani olarak da kullanilmaktadir.
Ornegin, diisiik viskoziteli CMC’ler gida endiistrisinde bir nem baglayic1 gorevi
goriirken, yiiksek viskoziteli CMC’ler jellesme ajani olarak da gorev yaparlar (Rahman
ve ark., 2021).

Farkli miktarlarda Lb. plantarum igeren CMC yenilebilir kaplamalari ile
kaplanmis ¢ilek drneklerinin kullanildig: bir ¢aligmada 4 °C'de depolama sonunda, tiim
uygulamalarda canli probiyotik sayisinin 6 log kob/g'dan yiiksek oldugu bulunmus.
Kaplama ¢ozeltisine daha yiiksek miktarda probiyotik asilanmasiyla da bu sayinin arttig
gosterilmis. Ayrica, bu islemin probiyotiklerin antimikrobiyal ozellikleri sayesinde
kontrol 6rneklerine kiyasla cilek yiizeyinde maya ve kiif biiylimesinin azaltilmasina
yardimci oldugu da bildirilmistir. Lb. plantarum'un varligi, kaplanmis cileklerde
kaplanmamis kontrole kiyasla depolama sirasinda agirlik kaybini, ¢iiriimeyi azaltarak
bunun yani sira daha fazla askorbik asit ve toplam fenol i¢eriginin korunmasina yardime1
olarak gidanin fizikokimyasal 6zelliklerini de iyilestirdigi sOylenmistir (Khodaei ve
Hamidi-Esfahani, 2019).

Lb. plantarum (10° kob/mL), seliiloz nanofiber (% 0, % 2.5, % 5 g/100 g CMC)
ve inulin (0, 10, 20 g/g CMC) katkilt CMC bazli probiyotik nanokompozit filmlerinin
iretildigi bir ¢calismada, film numuneleri FTIR, Fe-SEM, XRD ve DSC analizleri ile
karakterize edilmis. Seliilloz nanofiber ve iniilin iceren CMC bazli probiyotik filmler, iyi
su bariyeri ve mekanik 6zellikler sergilerken, CMC bazli filmlerde probiyotik bakterilerin
canliligi, depolama siiresi boyunca prebiyotik bilesen olarak iniilinin eklenmesiyle de
onemli 6l¢iide (% 36) arttirilabildigi sonucuna varilmistir (p < 0,05). En diisiik ve en
yiiksek kalinlik degerleri sirasiyla, CMC/seliiloz nanofiber (% 5)/inulin (% 0) kompozit
film i¢in 0,13 £ 0,001 mm ve CMC/seliiloz nanofiber (% 2,5)/inulin (% 20) karisimli film
icin 0,21 + 0,010 mm olarak bildirilmistir. Ayrica, probiyotik filmlerle sarili tavuk
filetolarda, dokuz patojene kars1 antibakteriyel aktivite goriiliirken gida 6rneklerinin raf

Omiirlerinin de uzadig1 belirtilmistir. Seliiloz nanofiber ve iniilin iceren CMC bazlh
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probiyotik nanokompozit filmler, gidanin raf dmriinii arttirirken fonksiyonel gida tiretimi
anlaminda alternatif bir yontem olarak kullanilabilmektedir (Zabihollahi ve ark., 2020).

Li ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada, salamura suyundan yiiksek
ekzopolisakkarit (EPS) verimine sahip iki farkli laktik asit bakterisi tiirii (Lb. plantarum
(LPL) ve Pedocococcus pentosaceus (PPE)) iceren manyok nisastasi (CS) ve CMC bazli
hibrit yenilebilir filmler gelistirilmistir. Farklt LAB konsantrasyonlarinin (% 0,5, % 1, %
1,5 ve % 2) eklenmesinin filmlerin su buhari gegirgenligini azaltirken antioksidan 6zelligi
arttirdigit bulunmustur. En yiiksek aktivitenin ise % 48,12+1,11 olup bu degerin,
CS/CMC/LPL-% 2 karisimli filmle elde edildigi rapor edilmistir. CS/CMC/PPE filmleri
ile karsilastirildiginda, CS/CMC/LPL filmlerin kompakt ve homojen bir yapr sergiledigi,
bunun da CS/CMC matrisinde su molekiillerinin penetrasyonunu engelleyen
probiyotiklerin tek tip dagilimina dayanan nispeten yogun bir yapinin olusumunu
gosterdigi yorumu yapilmustir. Ayrica, probiyotik takviyeli nisasta filmlerinin daha diisiik
su buhar1 ve 151k gegirgenliginin, yagh gidalarda lipid oksidasyonunun bozulmasini
onlemek icin etkili bir yontem olabilecegi diisiiniilmiistiir. Muzun raf dmriinli uzatmasi
deneyinde, % 2 laktik asit bakterisi ilaveli bilesik filmin antioksidan sonugcla tutarli olarak
daha iyi koruma etkisine sahip oldugunu da dogrulamiglardir (Li ve ark., 2020).

5:5 oraninda bir misir nisastast (NS) ve CMC karisimli matrikse Lb. lactis gomiilii
probiyotik filmlerin sentezlendigi bir ¢alismada, % 1,5 Lb. lactis igeren film en iyi
performansa ve en diisiik su buhari iletim oranma (5,54 x 10'! g/ms Pa) sahip oldugu
belirtilmistir. Ayrica yenilebilir filmlerin 4 °C'de 30 giin saklandiginda 5,64 Log kob/g
Lb. lactis canli sayisim1 korurken, % 1,5 Lb. lactis i¢ceren kompozit film, 8 giin sonunda
en yiksek nisin salinmmini (3,35 mg/mL) ve Staphylococcus aureus'a karsi iyi bir

antibakteriyel aktivite (% 53,53) sergiledigi iddia edilmektedir (Lan ve ark., 2021).
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2.5.2. Probiyotik yenilebilir filmlerin ve kaplamalarin gida kalite 6zellikleri iizerine

etkisi

Bazi kaynaklarda yenilebilir film ve kaplama terimlerini birbirinin yerine
kullanirken, bazilarinda gida iiriiniine dahil etme tekniklerinden dolay1 bir ayrim s6z
konusudur. Yenilebilir kaplama dogrudan gida iizerinde olusturulurken, yenilebilir film
onceden yapilir ve daha sonra iirline uygulanir. Sonucunda, her iki durumda da benzer
Ozelliklere sahip sert matrisler olusturulmaktadir. Giiniimiizde yenilebilir film ve
kaplamalarin tek bagina kullanilmasindan ziyade bu film ve kaplamalara antioksidan,
antimikrobiyal ya da fonksiyonel bilesiklerin dahil edilmesi bunlarin beraber kullanilmasi
aragtirmacilarin ilgi odag: haline gelmistir (Diaz-Montes ve Castro-Mufioz, 2021). Baz1
arastirmacilar, bu islemlerin gida iizerindeki etkinliklerini arastirirken gidanin duyusal
kalite parametrelerini (mikrobiyal yiik, enzim aktivitesi, pH, renk, agirlik kaybu, titrasyon
asitligi vb.) nasil etkiledigini de incelemislerdir. Cizelge 2.1 son on yilda ¢alisilan bazi
probiyotik yenilebilir film ve kaplamalarin meyve firiinlerine yonelik uygulamalarini
gostermekte olup gida kalite 6zelliklerini belirleyen bazi kalite kriterleri tizerine etkilerini
Ozetlemektedir. Calismalar incelendiginde, yapilan arastirmalarin probiyotik film ve
kaplamalarin genel olarak mikrobiyal yiik, renk degerleri gibi gida kalite parametreleri
tizerine etkileri ile sinirli kalmis olup bu islemlerin gidanin antioksidan 6zelligine ve

enzim aktivitesine etkisinin yeterince arastirilmadig: fark edilmistir.



Cizelge 2.1. Probiyotik yenilebilir film ve kaplamalarin meyve drneklerinde yapilan ¢alismalarin gida kalite parametreleri tizerine etkileri
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Film Cozeltisi icerigi

Gida Ornegi

Film Cézeltisinin Gida Kalite Parametreleri Uzerine Etkileri

Kaynak

Fruktooligosakkaritler ve Lb.
plantarum CIDCA 83114 (3,1 £ 0,3 x
10" kob/ml) iceren metilseliiloz
filmler

On 1s1 uygulanmig elma
dilimleri

Kaplamali atigtirmaliklarin duyusal 6zellikleri, deneyimli bir duyusal panel
tarafindan 10 iizerinden degerlendirildi. Ornekler, tat (6,5 + 0,6), renk (7,7 = 0,4),
doku (7,2 £ 0,4) ve genel kabul edilebilirlik (7,2 + 0,3) konularinda iyi puanlar
alind1.

(Tavera-quiroz ~ ve
ark., 2015)

Lb. plantarum c19 (9 log kob/ml)
iceren aljinat veya kitosan filmler

Elma ve kavun
pargalar1  (sitrik  ve
askorbik asitler ile 6n
isleme tabi tutulmus)

Kiifler, mayalar ve psikrotrof bakteriler tiim depolama siiresi boyunca tespit
smirmin altinda kaldig: bildirilmistir. Kontrollerde (kaplamasiz elma parcalar)
ve aljinatla kaplanmis olanlarda, probiyotik oksijen tiiketim orani iizerinde
onemli bir etki gostererek bunu azalttig1 (kontrollerde % 0,88'den % 0,42'ye
O/giin ve aljinatla kaplanmis elma pargalarinda % 1,03'ten %0,55'e O»/giin)
belirtilmistir. Bu etki kitosanla kaplanmis numunelerde bulunmadi. L *izerindeki
etkisi degisken ve iglemin tiiriine bagli bulundugu ifade edilmistir.

(Speranza ve ark.,
2018)

Lb. rhamnosus CECT 8361, iniilin ve
oligofruktozla zenginlestirilmis aljinat
bazli kaplamalar

Taze yaban mersini

Antimikrobiyal aktivite agisindan, Lb. rhamnosus asilanmis yaban mersinlerinde
Lb. innocua sayismi 1,7 log azaltabilmis. 21 giinlik depolama sirasinda,
probiyotik suslu meyveler, probiyotiksiz meyvelerden énemli 6l¢iide (p < 0,05)
daha yiiksek mezofilik ve psikrotrof bakteri sayim degerleri gosterdigi
sOylenmistir. Depolama siiresince kaplanmamis 6rnek ¢iiriime gosterene kadar
kaplanmig 6rneklerde ¢iirlime gerceklesmedigi bildirilmistir.

(Bambace ve ark.,
2019)

CMC yenilebilir kaplamalarina farkl
oranlarda (0; 5,32x10''; 2,92x10'3,
3,98x1013; 5,76x10" ve 9,80x10'3
kob/mL) Lb. plantarum PTCC 1058
ikamesi

Taze gilek

Lb. plantarum'un varligi, depolama siiresi boyunca agirlik kaybini, ¢liriimeyi ve
askorbik asit ve fenolik bilesiklerin bozulma hizini azalttig1 bildirilmistir. Ayrica,
kontrol orneklerine kiyasla cileklerin yiizeyinde maya ve kiif biiylimesini
azaltmaya yardimct oldugu rapor edilmistir. pH degerinin tim islemler igin
depolama siiresi boyunca onemli dl¢lide arttigt (p < 0,05) sdylenmistir. Lb.
plantarum yikli ¢ileklerin kontrol ve CMC kapli 6rneklerle karsilagtirildiginda
onemli olgiide daha diisik pH degerlerine sahip oldugu belirtilmistir. Lb.
plantarum yikli ¢ilekler, diger uygulamalara kiyasla daha yiiksek fenolik bilesik
igerigi gosterdi ve farkli miktarlarda probiyotiklerin varligi meyvenin duyusal
Ozelliklerini (renk, lezzet, tat ve doku) etkilemedigi iddia edilmistir.

(Khodaei ve Hamidi-
Esfahani, 2019)

Lb. plantarum

subsp. plantarum'un ATCC 14917
(5%107 kob/ml) dahil edildigi 6nceden
jelatinize edilmis patates nisastasi (PS)
veya sodyum kazeinat (NaC) bazl

Uziim

OA igermeyen PS bazli formiilasyondaki Lb. plantarum, NaC formiilasyonunda
veya suda uygulandiginda oldugundan daha fazla Botrytis kaynakli hastaligi
azalttig1 iddia edilmektedir. Kaplamalarin, iiziimlerin meyve kalitesi (agirlik,
renk, sertlik ve ¢ozilinebilir katt madde igerigi) lizerinde depolama boyunca ¢ok
az etkisi oldugu, ancak kaplanmis numunelerin bazilar1 depolama sirasinda asitlik
ve olgunluk indeksini digerlerinden daha iyi korudugu rapor edilmistir.

(Marin ve ark., 2019)
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filmler ve baz1 formiilasyonlarda oleik
asit (OA)

Bu calisma, peynir altt suyu protein
izolatina (WPI) probiyotik Lb. casei
(5,70 ila 7,77 log cfu/g) ilaveli
yenilebilir film

Kiraz domates ve
Thompson iiziim

Filmlerin uygulanmasi domateslerin raf dmriinii etkilemezken, iiziimlerin kiitle
kaybini ve toplam ¢6ziinen kati miktar1 (Brix®) degerini azaltarak raf omriinii
uzattig1 bildirilmistir. Filmin probiyotik kiiltiirle uygulanmasi1 domateslerde ve
tiziimlerde daha diisiik Brix® degerlerine ve tiziimlerde daha yiiksek kiitle kaybina
sebep oldugu, Lb. caseinin eklenmesinin filmlerin mekanik 6zelliklerinde ve 14
glin boyunca uygun probiyotik sayimlarinda degisikliklere yol agtigi ve
domateslerin ve iiziimlerin olgunlagma siireci iizerinde olumlu bir etki
olusturdugu (daha diigiik Brix® degerleri) belirtilmistir.

(Dianin ve ark., 2019)

LAB (Lb. plantarum ve Pedocococcus
pentosaceus) CMC igeren manyok
nisastasi (CS) bazli yenilebilir filmler

Muz

Probiyotikler eklendikten sonra, kompozit filmin antioksidan aktivitesi
konsantrasyona bagli bir sekilde 6nemli 6lgiide arttigi (p < 0,05), en yiiksek
aktivite CS/CMC/LPL-% 2'de % 48,12+1,11 oldugu rapor edilmistir.
Kaplanmamis muz 6rneklerine kiyasla probiyotik igerikli filmlerle kaplanan muz
orneklerinde esmerlesme ve kararmanin daha aza indirildigi ifade edilmistir.

(Li ve ark., 2020)

Lb. rhamnosus CECT 8361 (Lb. Taze elma kiipleri 8 giin sonra PSI sayilarinin, probiyotikler ile kaplanmis orneklerde aljinatla (Alvarez ve ark.,
rhamnosus) and  Bifidobacterium kaplanmis 6rneklere (A) kiyasla biraz daha diisiik (p < 0,05) oldugu, genel olarak, 2021)
animalis subsp. lactis CECT 8145 (B. kaplanmis ve kaplanmamis elmalarda YM sayilar1 8 giinliik soguk depolamadan
lactis) ilaveli aljinat bazli kaplamalar sonra 6nemli dl¢iide degismezken, prebiyotik eklenmesinin depolama sonunda
YM sayilari iizerinde higbir etkisi olmadigi bildirilmistir.
Lb.  plantarum  suslarinin  (Lb. Taze kivi dilimleri Kaplanmig orneklerde, ¢iiriime ve renk degisimlerinin miktar1 énemli 6lgiide (Hashemi ve

plantarum LP3, Lb. plantarum AF1 ve
Lb. plantarum LUS) dahil edildigi
Konjac bazli yenilebilir kaplama

azalmis ve kesilmis kivilerin klorofil ve askorbik asit i¢erigini kontrol drneklerine
kiyasla korunmus oldugu rapor edilmistir. 5 giinliik depolamadan sonra,
probiyotiklerle muamele edilen kaplamali kivi dilimlerinin toplam fenol igerigi
ve DPPH antiradikal aktiviteleri kaplamasiz Orneklere goére daha yiiksek
bulundugu bildirilmistir. Islemlerin &rneklerin titrasyon asitli§i ve toplam
¢ozlinen kat1 miktar1 tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1, probiyotiklerle kapl
kivi dilimlerinin, Konjac kaplamali ve kontrol 6rneklerine kiyasla daha yiiksek
genel kabul edilebilirlige sahip oldugu belirtilmistir.

Jafarpour, 2021)

Ligilactobacillus salivarius (10 Log
kob/mL) eklenmis jelatin (% 1 a/h) ve
iniilin (% 4 a/h) film kaplama

Kurutulmus
dilimleri

papaya

Probiyotik kaplamanin uygulanmasi dilimlerin L * degerlerini (agikligini) 6nemli
Ol¢iide etkilemis (p < 0,05) oldugu, probiyotik kaplama olan orneklerin
kurutmayla birlikte daha fazla koyulagma egilimi gdstermis oldugu bildirilmistir.

(Monteiro ve ark.,
2022)
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2.5.3. Yenilebilir filmlerin yaban mersini (Vaccinium corymbosum L.) meyvesinde

kullanimu ile ilgili yapilmis bazi cahismalar

Yaban mersini, Ericaceae familyasinin Vaccinium cinsine ait, mavi veya mor
yenilebilir meyvelere sahip, diyet lifi, C vitamini, K vitamini, manganez, demir ve
antioksidan gorevi goren ve saglik yararlarina sahip aktif bilesiklerin (flavonoidler,
fenolik asitler, antosiyaninler ve tanenler) kaynagidir. /n vitro ve in vivo antikanser,
antiinflamatuar, anti-metastatik, kardiyo-koruyucu, antimikrobiyal, anti-diyabetik,
yaslanma karsiti, bobrek-koruyucu, prebiyotik vb. etkinlikleri oldugu bilinmektedir.
Yaban mersini meyvesindeki biyoaktif bilesikler kararsizdir ve hasat sonrasi depolama,
dagitim gibi slireclerde cesitli yapisal, biyokimyasal ve besinsel degisikliklere
ugrayabilir. Yaban mersini meyvesi uzun mesafelerde pazarlanabilirligi, son derece
cabuk bozulabilir olmasi nedeniyle iiretimi sinirlt olmustur. Bu nedenle, hasat sonrasi
depolama ve koruma teknolojisi, yaban mersini endiistrisinin gelistirilmesi i¢in ihtiyag
duyulan bir sorun haline gelmistir (Sun ve ark., 2022; Tahir ve ark., 2020; Tumbarski ve
ark., 2022). Hasat sonrasi raf dmriinii uzatmak ve yaban mersininin kalite 6zelliklerini
korumak i¢in gesitli alternatiflerin degerlendirildigi bazi1 ¢alismalar mevcuttur.

Yapilan bir calismada, taze yaban mersinlerine tek basina ve propolis 06ziitii ile
birlikte uygulanan karboksimetil selilloz (CMC) yenilebilir kaplamalarinin, 20 giin
boyunca buzdolabinda depolama sirasinda gidanin kalite parametreleri ve depolama 6mrii
tizerindeki etkileri arastinlmistir. Bu amacla hazirlanan kaplamasiz yaban mersini
(kontrol grubu), % 1 CMC kaplamali yaban mersini ve % 1 CMC kaplamali + % 1
propolis 6ziitli (CMC + P) igeren yaban mersini érnekleri degerlendirilmis. CMC ve CMC
+ P kaplamalarinin kullanimi, depolama siiresinin 20. giiniinde kontrol grubuna kiyasla
agirhik kaybini sirasiyla % 1,13 ve % 1,67 oraninda azalttig1 bildirilmistir. Depolama
stiresi boyunca, CMC+P kaplamalarinin bakteri, maya ve mantar sayisini azalttig1 rapor
edilen bilgiler arasindadir (Tumbarski ve ark., 2022).

Tahir ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada, yaban mersini iizerinde 21 giin
boyunca soguk depolama (4 °C) sirasinda sadece zamk arabik (GA) veya Afrika baobab
(AB) meyve 6ziitii ile giiclendirilmis GA'nin etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda, gidanin
fiziko-kimyasal Ozellikleri (pH, renk, sertlik ve agirlik kaybi), mikrobiyal ciirlime,
antioksidan 6zellikler, polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) aktivitesi gibi kalite
parametrelerini degerlendirmistir. GA ile birlestirilmis AB ile muamele edilen meyveler,

mikrobiyal cliriime, sertlik kaybi, agirlik kayb1 ve renk degisiminde 6nemli bir gecikme
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gosterirken, kaplamalarin yaban mersininde 21 giinliikk depolama siiresince bozulma
etmeni PPO ve POD enzimlerinin aktivitelerini diislirdiigii beraberinde mikrobiyal

cliriimeyi geciktirdigi sonucuna varilmistir (Tahir ve ark., 2020).

Baska bir ¢aligmada, kurkumin ytiklii biyoaktif nanokompleksler (Cur NCs) (% 2,
% 5, % 8 ve % 11) yiiklenen musir nigastasi (CS) bazli kompozit filmler (CS-Cur NC'ler)
yaban mersini paketlemek i¢in kullanildig1, kontrolle karsilastirildiginda, CS-Cur NCs
paketleme islemi yaban mersinlerinin goriinlimiinii ve besin degerini etkili bir sekilde
tyilestirdigi ve gesitli antioksidan enzimlerin yliksek aktivitesini korudugu belirtilmistir.
Dahasi, CS-Cur NCs paketleme islemi askorbik asit (AsA) ve glutatyon (GSH)
seviyelerini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi boylece AsA-GSH dongii sistemini diizenleyerek
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimini bastirdig1 verilen bilgiler arasindadir.
Biyoaktif CS-Cur NCs paketlemesinin yaban mersinlerinin hasat sonrasi kalitesini etkili

bir sekilde koruyabildigi iddia edilmektedir sonucuna varilmis (Li ve ark., 2024).

Sonug olarak, yaban mersini gibi sagliga olumlu etkileri olan meyvelerin uzun
siireli korunmasinda probiyotik ikameli yenilebilir filmlerin kullanimini gosteren
calismalar olduk¢a smirlidir. Bu nedenle bu tez calismamizda, farkli probiyotik ve
prebiyotik ikamelerinin taze yaban mersini 6rnekleri iizerine etkilerini ortaya koymak i¢in
probiyotik ve simbiyotik filmlerle kaplanmis taze yaban mersini 6rnekleri belirli bir raf

omrii boyunca farkli gida kalite parametreleri agisindan degerlendirilmistir.
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3.1. Materyal

3.1.1. Analiz malzemeleri
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Analizlerde kullanilan tiim malzemeler ve temin edildigi marka ve yer bilgisi

Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Analizlerde kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Malzeme Malzeme Temin Edildigi Marka/Firma/Yer
Cihaz Dijital mikrometre Mitutoyo 293-240-30, Japan
Renk 6l¢iim cihazi WR18/4-8 FRU Kolorimetre
Spektrofotometre UV-Vis Agilent
Otoklav Niive
Su banyosu Memmert
Mikro plaka okuyucu Thermo Scientific
Inkiibator Niive, Tiirkiye
Calkalamali inkiibator Biosan
Laminar flow kabin JSR, Korea
Vorteks WiseMix
Ultra saf su cihazi mpMINIpure
Manyetik 1sitict WiseStir
Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ve .ol
Termogrei/imetrik analiz cihazlar1 (TGA) Sctaram, Labsys Evo, Konya, Tiirkiye
X-151n1 difraktometresi (XRD) PANalytical EMPYREAN
Fe-SEM ZEISS Gemini SEM 500, Germany
FT-IR spektrometresi FT-IR, Bruker Vertex 70
Buzdolabi Ugur
Sogutmali santrifiij Niive
Cizelge 3.2. Analizlerde kullanilan kimyasal malzemeler
Malzeme Malzeme Temin Edildigi Marka/Firma/Yer
Cinsi
Kimyasal Kaborsimetil seliiloz (CMC), inulin (IN), Sigma Aldrich (Stenheim, Germany)
Fruktooligosakkarit (FOS), Pepsin, PVP,
Pankreatin, NaCl, NaH,P04, Na,HP04, KoHPO4,
TritonX-100, H>O,, Metiyonin, Riboflavin,
Etanol, 2,2’-azinobis (3- etilbenzotiazolin-6-
sulfonat) ABTS.+ radikali, Potasyum persiilfat,
Metanol, Folin-Ciocalteu, Na,COs, Trolox,
Gallik asit, NaOH, HCI, Sodyum kloriir (NaCI),
KH,P04, DPPH, guaiacol, katesol
Misir nisastasi Kenton
Pierce™ BCA Protein Analiz Kiti (Katalog Thermo Scientific™, ABD
Numarasi: 23227)
Anaero Gas Pack Thermo Scientific™, ABD
NBT: nitro-mavi-tetrazolyum BioChemika
Besiyeri  Plate Count Agar (PCA), Yeast Glucose Biokar

Chloramphenicol Agar (YGCA), Man Rogosa ve

Sharpe (MRS) siv1 ve kat1 besiyerleri
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Muller Hinton Agar Merck
Nutrient Agar ve Nutrient Broth besiyerleri Merck

Bakteri Lactobacillus plantarum subsp. plantarum (DSM  Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche
20205-0621-001) Sammlung von Mikroorganismen und
Bifidobacterium animalis (DSM 20105-0715- Zellkulturen GmbH
001)
Escherichia coli ATCC 8739 ATCC (American Type Culture
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Collection)

Gida Taze yaban mersinleri Konya’da bir yerel market

3.1.2. Deneylerde kullanilan mikroorganizmalarin, besiyerlerinin ve diliisyon

sivilarinin hazirlanmasi

e Temin edilmis liyofilize probiyotik suslar, analize alinana dek 8°C'de muhafaza
edilmistir. Canlandirma i¢in susa uygun besiyeri tercih edilmistir.

e Probiyotik kiiltiirlerin c¢ogaltilmasinda MRS broth sivi besiyeri, probiyotik
kiiltiirlerin sayilmasinda MRS agar besiyeri kullanilmigtir. Psikrofil bakteri (PSI)
saymmi i¢cin PCA, maya ve kiif sayilar1 (YM) i¢in YGCA besiyeri kullanilmigtir.
Tiim besiyerleri ambalajin iizerindeki hazirlama talimatlarina uygun sekilde
istenen hacimde hazirlanmustir.

e Mikroorganizmalarin  yikanmasinda ve  mikrobiyolojik  diliisyonlarin
hazirlanmasinda steril % 0,85’lik (a/h) sodyum kloriir ¢ozeltisi (FTS)
kullanilmistir. 1000 mL FTS icin 0,85 g NaCl tartilarak 100 mL distile suda
¢Oziindiiriildiikten sonra otoklavda sterilize edilmistir.

e 0,2 M sodyum fosfat tamponu i¢in 8,47 g NaH>P04 ve 10,35 g Na,HP04 500 mL
ultra saf suda ¢oziindiiriilmiistiir. pH 7 olana kadar 0,1 M NaOH ve HCI ¢ozeltileri
ile ayarlanmistir.

e 50 mM sodyum fosfat tamponu i¢in 0,686 g NaH>P04 ve 0,0083 g Na,HP04 100
mL ultra saf suda ¢oziindiiriilmiistiir. pH 5 olana kadar 0,1 M NaOH ve HCI

cozeltileri ile ayarlanmugtir.
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3.2. Metot
3.2.1. Gida orneklerinin hazirlanmasi

Gida ornekleri, analize kadar birka¢ saat boyunca 4 + 1 °C'de saklanmustir.
Yaklagik 120 g gida 6rnegi 200 mL steril saf su ile 30 saniye yikanmis, siizilmiis ve
kaplama uygulamasindan Once steril kabinde steril filtre kagitlar1 iizerinde 30 dk.

kurutulmustur (Bambace ve ark., 2019).

3.2.2. Bakteri kiiltiirlerinin stoklanmasi ve ¢ogaltilmasi

Firmadan temin edilen dondurularak kurutulmus probiyotik suslar aktive edilip
anaerobik kosullar altinda MRS siv1 besiyerinde ¢ogaltilmistir. Gelisen bakteri hiicreleri
% 20 gliserol iceren MRS s1v1 besiyerine alinip -20 °C'de muhafaza edilmistir. Analizler
icin MRS agar ve broth besiyerinde 35 °C’de gelistirilmis 16 saatlik kiiltiirler
kullanilmistir. Filmlere ilave edilen probiyotik bakteriler, sivi besiyerinde gogaltilmasinin
ardindan 50 mL’lik steril konik tabanli santrifiij tliplerinde 50 mL steril FTS ile 4 °C'de
6000 rpm’de santriflij edilerek yikama islemi gerceklestirilmistir. 2 kez yikamanin
ardindan suslar steril FTS ile Mc Farland standartlarina gore filme eklenecek miktari
ayarlanmistir. Bu islemin ardindan FTS uzaklastirilmis pelletler film ¢ozeltilerine dahil
edilmek tizere kullanilmistir.

Antibakteriyel aktivite testleri i¢in kullanilan bakteriler (E. coli ve S. aureus) -20
°C'de % 20 gliserol iceren sivi besiyerinde muhafaza edilen stok kiiltiirlerden Nutrient
agar besiyerine tek koloni diisiirme yontemi ile ekimlerinin ardindan 6ze ile alinan tek
koloni Nutrient broth besiyerine inokiile edilmistir. 37 °C'de 16 saat inkiibasyonlarinin

ardindan Mc Farland 0.5 standardina ayarlanarak analizlerde kullanilmiglardir.

3.2.3. Film ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Optimizasyon i¢in literatiirde mevcut calismalar neticesinde nisasta bazli filmlerin
genellikle % 4 oraninda sentezlendigi goriilmiis, ayn1 zamanda sudaki ¢oziliniirliigii en aza
indiren CMC:Nisasta oranin 1:3 (a/a) ve gliserol konsantrasyonun % 2 (a/h) oraninda
oldugu sonucuna varilmistir. Karisimlar optimizasyon i¢in probiyotik ilaveli, hem

probiyotik hem prebiyotik (% 1, % 2, % 3 ve % 4 mg/mL) olacak sekilde hazirlanmistir.
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Prebiyotik iceren filmler i¢in, probiyotik bakteri sayisini en uzun siire muhafaza eden
CMC/Nisasta kompozit filmi analizler i¢in kullanilmigtir. CMC/nisasta bazli yenilebilir
filmlerin hazirlanmas1 Lan ve ark. (2021), Alvarez ve ark. (2021), Kanmani ve Lim
(2013) ve Zabihollahi ve arkadaslariin (2020) tarif ettigi metotlarin modifikasyonu ile
gerceklestirilmistir. Buna gore kompozit filmleri olusturacak biyopolimerlerin toplam1 %
4 (a/h) ve plastiklestirici olarak gliseroliin ¢dzeltideki son konsantrasyonu % 2 (a/h)
olacak sekilde film ¢ozeltileri hazirlanistir. CMC:Nisasta orani ise 1:3 (a/a) olacak sekilde
sabit kalmistir. Karigimlar probiyotik ilaveli ve hem probiyotik hem prebiyotik ilaveli
olacak sekilde ayr1 otoklav siselerinde hazirlanmistir. Prebiyotik etkisinin
gozlemlenmesinde, yapilan denemeler sonucunda probiyotik canlilifi uzun siire
muhafaza eden prebiyotik konsantrasyonu % 2 (a/h) olacak sekilde, LAB bakterisi igin
iniilin, Bifidobakteri i¢in fruktooligosakkarit (FOS) kullanilmistir. 85°C su banyosunda
15 dk patojenler inhibe edildikten sonra steril kabin ortaminda Lb. plantarum subsp.
plantarum ve B. animalis bakterileri igin 10'°-10° kob/g konsantrasyon araliginda
probiyotik icerecek sekilde tiim film ¢ozeltilerinde saglanmistir. Sentezlenen yenilebilir
filmler petri kaplaria (90 mm x 15 mm) dokiim yoluyla hazirlanmistir. 12 mL farkli film
olusturucu ¢ozeltiler petri kaplarina dokiiliip oda sicakliginda 36 saatte steril kabin
icerisinde kurutulup sonraki analizler i¢in 4 °C'de % 60 nem ortaminda saklanmuistir.
CMC/Nisasta kompozit film optimizasyon denemeleri i¢in sentezlenen film Ornekleri

Cizelge 3.3’te, analizler icin kullanilan film 6rnekleri Cizelge 3.4’te 6zetlenmistir:

Cizelge 3.3. Optimizasyon i¢in sentezlenen yenilebilir film 6rnekleri

Ornek Ad1 (Karisim orami)  Sudaki ¢éziiniirliik (%)

CMC 100+0,00
CMC-Nisasta (3:1, a:a) 74,12+9,06
CMC-Nisasta (1:3, a:a) 19,39+£7,63
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Cizelge 3.4. Sentezlenen yenilebilir film 6rneklerinin igerigi

Film Cozeltisi Film Cozeltisinin Kompozisyonu

Kontrol % 4 (a/h) [CMC:Nisasta 1:3 (a/a)], % 2 (a/h) gliserol

Lp % 4 (a/h) [CMC:Nisasta 1:3 (a/a)], % 2 (a/h) gliserol, Lb. plantarum subsp.
plantarum

LpIN % 4 (a/h) [CMC:Nisasta 1:3 (a/a)], % 2 (a/h) gliserol, Lb. plantarum subsp.
plantarum, % 2 Iniilin (mg/mL)

Bf % 4 (a/h) [CMC:Nisasta 1:3 (a/a)], % 2 (a/h) gliserol, B. animalis

BfFOS % 4 (a/h) [CMC:Nisasta 1:3 (a/a)], % 2 (a/h) gliserol, B. animalis, % 2 FOS
(mg/mL)

3.2.4. CMC esash filmlerin karakterizasyonu
3.2.4.1. Film kalinhg:

Film o6rneklerinin kalinlik degerleri, 0-25 mm araliginda 6l¢iim yapan ve 0,001
mm hassasiyetle ¢alisan dijital bir mikrometre (Mitutoyo 293-240-30, Japan) kullanilarak
belirlenmigtir. Her film 6rneginin 5 farkli noktasindan dl¢limler yapilip bu degerlerin

ortalamasi alinarak sonuglar verilmistir.

3.2.4.2. Renk ozellikleri

Filmin 5 farkli noktasindan CIELAB renk degerleri (L*, a*, b*) renk 6l¢iim cihazi
(WR18/4-8 FRU Kolorimetre) kullanilarak oOl¢tilmiistir. L*, a*, b* CIE (Comission
Internationale de L. Clairage: Uluslararas1 Aydinlatma Komisyonu) tarafindan kabul
edilen uluslararasi renk uzayidir. L* parlaklig1 temsil etmekte olup O (siyah) ile 100
(beyaz) arasinda degisirken, a*degeri, -a* ile yesili +a* ile kirmizilig1 gosterir; b* degeri
ise, -b* 1le mavi +b* ile sarilik degerlerini gostermektedir (Pinheiro ve ark., 2013). Arka
plan igin beyaz renkli kagit (Lo*: 91,57, ao*: 0,24, by :-1,165 degerlerine sahip)
kullanilmis olup film orneklerinin renk farki (4E*) degerlerinin hesaplanmasinda

asagidaki denklem kullanilmistir (Lan ve ark., 2021).

AE = /(" = Lp)? — (a” — ag)? — (b* — b})? 3.1)

3.2.4.3. Isik bariyer ozelligi

0,7x1,5 cm boyutlarinda kesilmis film Orneklerinin opakligt UV-Vis
spektrofotometre kullanilarak 550 nm'de 6l¢iilmiistiir (Shahrampour ve ark., 2020). 1x4
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cm boyutlarda kesilen film 6rnegi spektrofotometre kiivetinin bir yiizeyine yerlestirilip
absorbansi kaydedilmistir. Filmlerin opaklik degerleri asagida verilen formiile gore (3.2)

hesaplanmistir (Ebrahimi ve ark., 2018).

T=Asso’x (3.2)

Burada T; opakligi, A; 550 nm’de 6lgiilen absorbansi, x; kalinlig1r (mm) ifade

etmektedir.

3.2.4.4. Su tutma kapasitesinin belirlenmesi

Yenilebilir filmlerin nem absorpsiyonu, Melikoglu ve arkadaslar1 (2022)
tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Tiim filmler 1 x 2
cm'ye kesilip ilk kiitleyi belirlemek i¢in sabit bir agirliga kadar 24 saat boyunca 50 °C'de
kurutulmustur. Filmler, 30 °C'de % 60 bagil nemli ortamda tiim pargalar 6 saate kadar her

saatte bir tartilmistir (Melikoglu ve ark., 2022).

3.2.4.5. Nem iceriginin belirlenmesi

Filmlerin nem igerikleri etiivde kurutma ydntemiyle belirlenmistir. Bu amacla
yaklasik 0,1 g film numunesi tartilarak 105 °C'de 24 saat bir firinda sabit agirhiga kadar
kurutulup yilizde nem hesaplanmistir (Akman ve ark., 2021).

3.2.4.6. Sisme derecesinin (SD) belirlenmesi

Sisme derecesinin belirlenmesi Ngo ve arkadaslarinin tarif ettigi yonteme gore
gerceklestirilmistir. 2 cm x 2 cm boyutlarindaki filmler tartilarak saf suya daldirilmistir
(25 °C'de 50 dk.). Daha sonra kuru filtre kagitlar1 {izerine filmler yerlestirilerek filmlerden
su uzaklastirilip yeniden tartilmistir. Testler {ic kopya halinde tekrarlanip sisme derecesi
asagidaki formiil (3.3) kullanilarak belirlenmistir (Ngo ve ark., 2020).

mf-mi

SD (%) = x 100 (3.3)

mi

Burada, mf ve mi sirasiyla sismis ve ilk numunelerin agirliklaridir.
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3.2.4.7. Termal ozellik

Filmlerin termal o6zellikleri, Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ve
Termogravimetrik analiz (TGA) kullanilarak belirlenmistir. Film numuneleri (46,35 mg
+ 12,80 mg) kiiciik parcalar halinde kesilip TGA ve DSC ekipmani numune tepsisine
yerlestirildi. Cihazlar icin sirasiyla, 30 °C'den 600 °C'ye kadar 10 °C/dk'lik bir 1sitma
periyodu ve 20 mL/dk. sabit azot gazi altinda platin tavada 1 saat siireyle sonuglar

kaydedilmistir (Ghanbarzadeh ve ark., 2010).

3.2.4.8. XRD analizi

Film 6rneklerinin XRD desenleri oda sicakliginda 5° ila 80° difraksiyon acis1 (20)
bolgesinde 1°/dk. tarama hiziyla Cu Ka radyasyonu (A = 1,54 A° ve giic = 40 V)
kullanilarak x-151n1 difraktometresi ile gerceklestirilmistir (Zabihollahi ve ark., 2020).

3.2.4.9. Mikroyap1 (Fe-SEM) ve EDS analizi

Her filmin kii¢lik bir numunesi, bir numune tutucuya sabitlenip Denton Vacuum
Desk Il ile altin-poladyum parc¢aciklariyla kaplandiktan sonra Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu (Fe-SEM) ile goriintiiler kaydedilmistir. Hazirlanan numunelerin
ikincil elektron goriintiileri, 2 kV hizlandirma voltajinda bir Fe-SEM cihazinda elde
edilmistir. Numuneler, Fe-SEM goriintiilerinden 6nce bir kullanilarak birka¢ nm Au-Pd
alasim1 ile piskiirtillerek kaplandi. Fe-SEM  goriintiileri, film kompozisyonunun

degerlendirilmesinde EDS yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

3.2.4.10. FTIR spektrumu analizi

CMC bazli yenilebilir filmlerinin kimyasal bilesimleri FT-IR spektrometresi
kullanilarak incelenmistir. Spektrumlar1 4 cm™! ¢dziiniirliikte 4000 ila 650 cm™ araliginda

kaydedilmistir (Melikoglu ve ark., 2022).

3.2.4.11. Filmlerin probiyotik tutma kapasitesinin belirlenmesi

Kurutulmus film numunelerindeki probiyotik canliligin analizi, Lan ve
arkadaglarinin  (2021) belirledigi yontemden modifiye edilerek gergeklestirilmistir.

Kurutulmus film numunelerinin her birinin 0,1 grami1 ve sindirim ¢ozeltileri ilave edilen
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film 6rneklerinin oldugu test tiiptinden 100 pL karisim, 0,9 mL steril fizyolojik tuzlu su
icinde ¢Oziilmiistiir. Cozelti seri dillisyonlar halinde elde edilip temiz MRS kati agar
yiizeyine ekim gerceklestirildi. 72 saat boyunca 35 °C'de inkiibe edildikten sonra canli

bakteri sayisi, gram basina log koloni olusturan birim (Log kob/g) olarak ifade edilmistir.

3.2.4.12. Filmlerin antibakteriyel 6zellikleri

Filmlerin antibakteriyel 6zellikleri, gram pozitif (S. aureus ATCC 25923) ve gram
negatif (E. coli ATCC 8739) bakterilerine kars1 toplam canli sayma teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Bakteriler 37 °C'de 16 saat boyunca Nutrient Broth (NB) besiyerinde
inkiibe edilmistir. Steril kosullarda hazirlanmis 100 ul film ¢ozeltisi (10° kob/mL Lb.
plantarum ve 108 kob/mL B. animalis), 107 kob/mL bakteri kiiltiirii iceren 1 mL bakteri
sollisyonuna maruz birakildi. Bir gece inkiibasyonun ardindan, her numuneden alinan 100
ul stispansiyon ile 600 nm’de absorbans 6l¢limii alinip canli bakteri kolonilerinin sayisi
yayma plak yontemine gore 37 °C'de 18 saatlik inkiibasyondan sonra belirlendi. Deney

iki tekrarl ¢alisildi (Erci ve Bayram Sariipek, 2023).

3.2.4.13. Film o6rneklerinin sindirim simiilasyonu deneyi

Filmlerin in vitro sindirim g¢alismalari Orozco-Parra ve arkadaglarinin (2020)
kullandig1 yonteme gore, simiile mide sivisi (SGF) ve simiile bagirsak sivisi (SIF)
kullanilarak iki asamada gergeklestirilmistir. Simiilasyon sivilar1 asagidaki Cizelge 3.5’te

belirtilen sekilde hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. Sindirim i¢in hazirlanan simiilasyon sivilarinin 6zellikleri

Simiilasyon s1vis1 Simiilasyon sivisi icerigi
SGF % 2 (a/h) sodyum klortir, 3 g/L pepsin, pH=2
SIF 6,8 g/L KH,P04, 10 g/L pankreatin, pH 7,4

Analiz Orozcp-Parra ve arkadaslarinin kullandig1 yontemden modifiye edilmistir.
Tiim simiile edilmis sivilar, kullanimdan &nce filtrelenip ve sterilize edilmistir. In vitro
sindirim analizleri, 100 WL probiyotik bakteri (10° kob/mL) emdirilen filmin bir
parcasinin (yaklasik 0,1 g) 900 pL SGF icinde c¢oziilmesiyle gergeklestirilmistir.
Numuneler 37 °C'de galkalayici inkiibatorde 200 rpm'de inkiibe edilip 2 saat sonra, Kalan
tiipler bosaltilip filme 900 pL SIF eklenip ayni islemler gerceklestirilip sogutulan
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ornekten daha dnce bahsedildigi gibi hayatta kalan mikroorganizmalar analiz edilmistir.
Parcalama isleminin tamamlanmasindan sonra probiyotiklerin hayatta kalma oran1 Log
kob/g olarak hesaplanmistir (Orozco-Parra ve ark., 2020). Sayimlar her numune i¢in iki

tekrarl yapilmustir.

3.3.5. Film cozeltisi ile yaban mersini 6rneklerinin kaplanmas1 ve bazi kalite

ozelliklerinin belirlenmesi

Homojen agirliktaki yaban mersini 6rnekleri (~40 g) 200 mL steril su ile yikanip
steril filtre kagid1 tizerinde steril ortamda 25 °C'de 30 dk. kurumaya birakilmistir. Gida
yilizeyindeki su uzaklastirildiktan sonra numuneler farkli film ¢ozeltilerine (Cizelge
3.4’de bahsedilen) 5 dk. daldirilmistir. Ardindan, gidalar 30 dk. oda sicakliginda
kurutulup 6rnekler 5 giinliik depolama siiresi boyunca +4°C buzdolab1 sicakliginda steril
petri kaplarinda muhafaza edilmistir. Kaplanan gida oOrnekleri kaplandiklari film
cozeltileri ile kodlanmistir. Ayrica kaplama materyalinin etkinliinin anlagilmasi
acisindan hi¢ kaplanmamis yaban mersini Ornekleri (Yb) de +4°C’de depolanarak

analizlere dahil edilmistir.

3.3.5.1. Mikrobiyolojik analizler

Alvarez ve arkadaglarin kullandig1 metoda gore depolama Oncesi ve depolama
sonras1 gida o6rneklerinin probiyotik bakteri, psikrofil bakteri (PSI), maya ve kiif sayilar
(YM) yapilmistir. Analizler i¢in 1 gram gida tirlinii, 9 mL steril FTS ile homojenize edilip
seri diliisyonlar1 (1:10) hazirland1. Probiyotik bakteri sayimi, MRS Agar yiizeyine yapilan
ekimlerin anaerobik kosullar altinda 37 °C'de 48 saat inkiibasyonu sonrasinda
gerceklestirilmistir. PSI sayimlari icin diliisyonlar Plate Count Agar'a yayilip 5-7 giin
stireyle 5 °C'de inkiibasyonun ardindan sayimlar: yapilmistir. YM sayimi i¢in, ekimi
Yeast Glucose Chloramphenicol Agar plakalarina yapilan petriler 3—5 giin 25 °C'de
inkiibe edilmistir. Tiim islemler iki tekrarli yapilmistir. Sonuglar, {iriinlin grami basina
koloni olusturan birimlerin logaritmas: (Log kob/g) olarak ifade edilmistir (Alvarez ve

ark., 2021).
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3.3.5.2. Enzimatik analizler

Gidanin depolama siiresini etkileyen, peroksidaz (POD), polifenoloksidaz (PPO),
antioksidan iligkili katalaz (CAT) ve askorbat sliperoksit dismutaz (SOD) gibi enzimlerin
aktiviteleri depolama siiresince tim 6rnekler i¢cin gergeklestirilmistir. Analizler (CAT ve
SOD aktivitesi i¢in), Ali ve arkadaglarinin (2016) kullandig1 metottan modifiye edilmistir.
1 g gida 6rnegine, 2,5 mL 0,2 M sodyum fosfat tamponu (pH 7), son konsantrasyon %1
olacak sekilde PVP ve son konsantrasyonu % 0,5 olacak sekilde TritonX-100 eklenerek
karisim havanda buz lizerinde iyice homojenize edilmistir. 9000 devir/20 dk. 4°C’de
gerceklestirilen santrifiijiin ardindan siipernatant enzim ¢6zeltisi olarak kullanilmistir (S.

Ali ve ark., 2016).

Peroksidaz (POD) enzim (EC 1.1.11.7) aktivitesi tayini: Yang ve
arkadaglarinin kullandigi metottan modifiye edilmistir. H>O> varlifinda pirogallol
oksidasyon yontemi ile belirlendi. Sonuglar, peroksidaz enzim aktivitesinin bir birimi
(U), pirogalloliin pH 7'de 15 saniyede purpurogalline oksidasyon miktar1 olarak
tanimlandi. Bunun i¢in 0,32 mL pirogallik asit (% 5, a/h), 0,16 mL H>O> (% 0,5, h/h),
0,32 mL sodyum fosfat tamponu (0,2 mol/L, pH 7,0) ve 2,2 mL damitilmis su eklendi. 10
puL enzim ¢ozeltisi 190 pL reaksiyon karigimina eklenip 3 dk. boyunca 420 nm'deki
absorbans aralikli olarak kaydedildi. Reaksiyon miksi ve tampon karigiminin 420 nm'deki
absorbansi, kontrol olarak kaydedildi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edilmistir

(Yang ve ark., 2019).

Polifenoloksidaz (PPO) enzim (EC 1.10.3.1) aktivitesi tayini: PPO aktivitesi,
Rocha ve Morais’in kullandiklar1 yontemde yapilan kiiclik modifikasyonlarla UV
spektrofotometresinde 420 nm'de spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Elde
edilen enzim ¢ozeltisinden 14 pl alinip lizerine 186 pul katesol (0,16 mol/L) substrat olarak
eklenip absorbans 60 saniye boyunca her 15 saniyede bir kaydedilmistir. Zamanin bir
fonksiyonu olarak elde edilen absorbans egrisi PPO etkinligini hesaplamak icin
kullanilmistir. Kor olarak enzim ¢ozeltisi yerine 200 pl sodyum fosfat tampon ¢ozeltisi

kullanilmistir (Rocha ve Morais, 2002).

Katalaz (CAT) enzim (EC 1.11.1.6) aktivitesi tayini: enzim ekstrakti (400 pL)
1600 pL H202 (5,9 mM) soliisyonu ile karistirtlip 240 nm dalga boyunda mikro-plaka
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okuyucuda absorbans kaydedilmistir. CAT enziminin aktivitesi U mg™! protein olarak
ifade edilmistir; burada bir birim (U) enzim aktivitesi “dk'da 0,01 birim absorbans

degisimi” olarak tanimlanmustir.

Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim (EC 1.15.1.1) aktivitesi tayini, distile su (80
pL), fosfat tamponu [50 puL (pH 5, 50 mM)], 10 pL NBT: nitro-mavi-tetrazolyum (20
uM), 20 puL metiyonin (22 uM), 20 uL Triton-X (0,1 uM), 10 pL riboflavin (0,6 uM)
karisimi enzim-substrati olarak hazirlanip enzim ekstraktt (10 uL) ile karistirtlmistir.
Reaktifler ve enzim 06ziitii iceren 96 kuyucuklu plaka, kapal1 bir kutuda 5 dk. boyunca 10
cm uzaklikta UV 151k lambasina maruz birakilmistir. Son olarak Mikro-plaka okuyucuda
560 nm'de absorbans alinmistir. Enzim ¢o6zeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan fosfat
tamponunun (0,2 mol/L, pH 7,0) 10 puL’si kontrol, 200 pL’si kor olarak kullanilmistir.

SOD enziminin aktivitesi U mg™! protein olarak ifade edilmistir.

3.3.5.3. Protein analizi

Pierce™ BCA Protein Analiz Kiti (Katalog Numarasi: 23227, Thermo
Scientific™, ABD) enzim ¢ozeltilerindeki protein miktarini belirlemek i¢in kullanildu.

Degerler mg/ml olarak 6l¢iildii ve enzim aktivitesini hesaplamak i¢in kullanildi.

3.3.5.4. pH analizi
1 gram gida 6rnegi ayn1 miktarda (g/mL) ultra saf distile su ile homojenize edilip

pH metrede okunmustur. Depolama 6ncesi ve sonrasi degerler kaydedilmistir.

3.3.5.5. Agirhik kayb1

Ornekler depolanmadan once ve sonra agirliklar1 hassas terazi ile belirlenip

asagidaki denklemle (3.4) yiizde agirlik kayb1 hesaplanmistir.

1-M2)

Agirlik kaybr (%) =& 2100 (3.4)

Burada, M1 ve M2 sirasiyla numunenin ilk ve son agirliklaridir.
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3.3.5.6. Renk analizi

Ornekler depolama éncesi ve sonrast CIELAB renk degerleri (L*, a*, b*) renk

Ol¢lim cihaz ile kaydedilmistir.

3.3.5.7. Antioksidan ozelliklerin ve toplam fenolik icerigin belirlenmesi

Gida orneklerinin antioksidan 6zellikleri, 1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ve
2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik  asit (ABTS) radikallerini siiplirme
aktiviteleri ile degerlendirilmistir. Orneklerin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik
icerikleri gida numuneleri i¢in ayr1 ayr1 en az ii¢ tekrarli olacak sekilde belirlenmistir.

Gida orneklerinin enzim analiz ekstraktlari bu testler i¢in kullanilmistir.

DPPH radikali siipiirme aktivitesi: Viacava ve arkadaslarinin (2015) kullandig1
yontemden modifiye edilmistir. Analiz i¢in etanolik bir DPPH soliisyonu (39,43 g/L)
kullantlmigtir. 10 pL  oziitler (sindirilmemis veya sindirilmis numunelerden
kaynaklanan), 140 uL. DPPH ¢ozeltisine (39,43 g/L) ilave edildi. Karisim, karanlikta 60
dk. boyunca oda sicakliginda tutulmustur. Absorbanstaki azalma, bir mikroplaka
okuyucu kullanilarak 517 nm'de okunmustur. Radikal siiplirme aktivitesi mg Trolox (6-
hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) esdegeri/g iirlin olarak ifade
edilmistir. Trolox'un standart egrisi 0,005-0,14g/L araliinda olusturulmustur (Viacava

ve ark., 2015).

ABTS radikalini siipiirme aktivitesi: Bu metod Lee ve arkadaslarinin (2015)
kullandig1 yontemden modifiye edilmistir. ABTS" radikal katyonu 5 mL 7 mM ABTS
soliisyonu ile 88 uL 140 mM potasyum persiilfat karigimmon reaksiyona girmesiyle
tiretilmistir. 16 saat karanlikta bekletildikten sonra metanol ile seyreltilmistir (1:44, h/h).
10 uL numune alinarak 190 pL. ABTS soliisyonuyla karistirilip kapali plaka oda
sicakliginda 30 dk. bekletildi ve ardindan absorbans 734 nm’de okundu. Ayni islemler
troloks icinde gergeklestirilip ekstraktin ABTS katyon radikalini siiplirme aktivitesi
troloks es degeri (mg TE/g) olarak verilmistir (Lee ve ark., 2015).

Toplam fenolik icerigin belirlenmesi: Analiz, Alvarez ve arkadaslarinin (2021)
kullandig1 yontemle yapilmistir. Ekstraktin 15 pL'si 6nceden su ile seyreltilmis 75 pL
Folin-Ciocalteu (1:10) reaktifi ile bir kuyucuga aktarilmigtir. Oda sicakliginda 3 dk
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inkiibasyonun ardindan 60 pL % 7,5 Na;COs soliisyonu ilave edilerek karisim 120 dk
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, her numunenin absorbansi, spektrofotometrik
mikroplaka okuyucuda 765 nm'de ii¢ kopya halinde 6lgiilmiistiir. Sonuglar, 100 g iiriin
basina mg gallik asit esdegerleri (GAE) olarak ifade edilmistir (Alvarez ve ark., 2021).

3.3.6. istatistiksel analizler

[statistiksel analizler, IBM SPSS STATISTIC 20 programi kullanilarak
gergeklestirilmistir. Sonuglarin analizi i¢in genel olarak Oneway Anova Duncan ve
DunnetT3 testleri uygulanmistir. Cift faktorli analizlerin degerlendirilmesinde ise
Twoway Anova yontemi kullanilmistir. Sonuglar, ortalama degerler + standart sapma

olarak gosterilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Film Orneklerinin Karakterizasyon Sonuclari
4.1.1. Film o6rneklerinin kalinhgi

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin CMC bazli filmlerin kalinlig1 iizerindeki
etkileri Sekil 4.1°de goriilmektedir. Buna gore: Kontrol, Lp, LpIN, Bf ve BfFOS film
ornekleri i¢in kalinlik degerleri siras1 ile 0,101+0,008, 0,101+0,002, 0,097+0,004,
0,109+0,007 ve 0,107+0,004 seklinde bulunmustur. Buna gore, kontrol grubu 6rneklerle
Lb. plantarum ikameli yenilebilir filmlerin (Lp ve LpIN) kalinlig1 arasinda 6nemli bir
fark gozlemlenmemistir (p > 0,05). Ancak, genel olarak bakildiginda LAB ikameli
filmlerin (Lp, LpIN) kontrol filmlere nazaran daha ince oldugu Bifidobakteri ikameli
olanlarin ise bir miktar daha kalin oldugu sdylenebilmektedir. Bu durumun filme ilave

edilen bakteri cinsi ve miktari ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

0.15

0.10
0.05
0.00

Kontrol LpIN BfFOS

Kahnhk (mm)

Sekil 4.1. Film 6rneklerinin kalinlik degerleri

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Farkl kii¢lik harfler degerlerin istatistiksel
olarak farkli (a=0,05) oldugunu ifade etmektedir.
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Film kalinliginin, filmlerin mekanik, optik ve bariyer 6zelliklerini etkileyen en
Oonemli parametrelerden biri oldugu bilinmektedir. Bu parametre, film ¢ozeltisinin
hazirlanma sekli, polimer cinsi ve orani, kurutma sartlari, kurutulan film soliisyonunun
miktar1 ve kurutuldugu kabin hacmi gibi faktérlerden dolay1 o6rnekler arasinda farklilik
gosterebilmektedir (Akman ve ark., 2021; Ceylan, 2022). Yapilan bir ¢alismada, film
kalinliginin gidanin mekaniksel biitiinliigiinii korumada ve goriiniimiinii iyilestirmede

etkili bir unsur oldugu ifade edilmistir (Ebrahimi ve ark., 2018).

4.1.2. Film o6rneklerinin renk ve 151k bariyer ozellikleri

Film oOrneklerinin renk oOzelliklerindeki degisiklikler, yenilebilir filmlerin ve
kaplamalarin kabul edilebilirligini etkileyebilecek 6nemli parametrelerden biridir.
Yenilebilir filmlerin tiiketiciler tarafindan kabuliinde 6nemli bir rol oynadigi bilinen renk
ve opaklik degerlerine (Li ve ark., 2020) iliskin bilgiler Cizelge 4.1’de verilmistir.
Sonuglara bakildiginda, probiyotik ve hem probiyotik hem prebiyotik ikameli filmlerde
L* (parlaklik) degerleri acisindan aralarinda istatistiksel agidan bir fark bulunmaz (p >
0,05) iken en diisiik a* (kirmizilik) degeri 0,39+0,05 ile LpIN film 6rneginde, en kiigiik
b* (sarilik) degeri ise kontrol grubu oOrnekte goézlemlenmistir. Kontrole kiyasla L*
degerleri ikameli filmlerde istatistiksel agidan anlamli (p < 0,05) olarak yiiksek olsa da
filmler kendi icinde benzer L* degerlerine sahiptir. Bu durum calismamizdaki ikameli
filmlerin parlakliginin prebiyotik veya probiyotik bakteri eklenmesiyle etkilenmedigini
gostermektedir. Benzer sekilde yapilan bir ¢alismada CMC bazli filmlere iniilin ilavesinin
film O6rneklerinin parlaklik degeri iizerinde 6nemli bir farka sebep olmadig: bildirilmistir
(Zabihollahi ve ark., 2020). Aynmi sekilde, Orozco-Parra ve ark. (2020) nisasta bazli
filmlere iniilin veya probiyotik bakteri eklenmesiyle filmlerin L* degerlerinin

etkilenmedigini belirtmistir.

Farkli biyoaktif filmler icin elde edilen CIE a* ve b* degerleri géz Oniinde
bulunduruldugunda, sifira yakin a* ve b* degerleri film 6rneklerinin gii¢lii renk tonlarina
sahip olmadigi goriiliirken, probiyotik bakterili filmlere (Lp ve Bf) prebiyotik
eklenmesinin de her iki degerde de anlamli bir fark olusturmadigi (p > 0,05) sonucuna
varilmistir. Toplam renk farkinin (4E*) film Ornekleri arasinda farkliliklar gosterdigi
goriilmektedir. Bu durumun sebebi film oOrneklerine ilave edilen farkli bakteri

konsantrasyonu ve farkli probiyotik/prebiyotik icerigi ile iligkilidir (Li ve ark., 2020).
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Benzer sekilde jelatin bazli filmlere Lb. rhamnosus GG ve farkl prebiyotiklerin (bugday
dekstrin, polidekstroz, glikoz-oligosakkaritler ve iniilin) eklendigi ¢alismada filme ilave
edilen prebiyotik tiirtine bagh olarak AE* degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel

acidan anlamli (p < 0,05) bulunmus (Soukoulis ve ark., 2014).

Cizelge 4.1. Filmlerin renk analiz sonuglar1

Ornek L* a* b* AE* Opakhk
Kontrol 91,33+0,68* 0,51+0,05? 0,23+0,032 1,55+0,112 5,960,032
Lp 92,11+0,15° 0,43+0,05% 0,38+0,03° 1,660,072 5,7540,26°
LpIN 92,72+0,45% 0,39+0,05° 0,40+0,07° 1,9840,20° 4,67+0,23°
Bf 92,90:+0,34%¢ 0,53+0,11° 0,61+0,04¢ 2,25+0,22¢ 4,48+0,10°
BfFOS 92,55+0,22¢ 0,49+0,06% 0,50+0,064 1,96+0,08° 2,53+0,02¢

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Ayni siitunda farkli kiigiik harfler degerlerin
istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Bir malzemenin opakligi, malzemeden ne kadar 151k gegtiginin bir gostergesi olup
yiiksek opaklik degerleri, malzemeden daha az miktarda 151k ge¢gmesine neden olmaktadir
(Biswas ve ark., 2018). Film Orneklerinde seffaflik 15181n saginim degeriyle elde edilen
opakligin az olmasi ile iligkilidir (Ebrahimi ve ark., 2018). Opaklik degerleri incelendiginde,
probiyotik hiicrelerin ve prebiyotik eklenmesinin, kontrol filmine kiyasla yenilebilir filmlerin
seffafliginda (diisiik opaklik degerinde) genel olarak dnemli bir artisa (p < 0,05) neden oldugu
goriilmektedir. Prebiyotik ilavesinin ise Lp ve Bf filmlerine nazaran opakligi diislirdiigii
sonucuna vartlmistir (Cizelge 4.1). Bu durumun sebebi, literatiirde mevcut diger sonuglarla
(Ebrahimi ve ark., 2018; Kanmani ve Lim, 2013) da uyumlu olarak filmlere yapilan
ikamelerin (probiyotik, prebiyotik) cinsi ve derecesinin 1s181n sagilimini artirip azaltmasi ile

ornekten gecen 151k miktarinin arttirmasi ya da azaltmasiyla iliskili olmasidir.

4.1.3. Film orneklerinin su tutma kapasitesi

Film 6rneklerinin su tutma kapasitesi sonuglar1 Sekil 4.2°de gosterilmistir. Buna gore,
calismamiz sonunda Kontrol, Lp, LpIN, Bf ve BfFOS o6rnekleri igin sirastyla 3,23+0,16;
3,63%0,20; 4,07+0,06; 3,98+0,11 ve 3,12+0,09 seklinde bulunmustur. Kontrole kiyasla Lp,
LpIN ve Bf 6rneklerinin su tutma kapasiteleri arasindaki fark anlamli iken (p < 0,05), BfFOS
film 6rnegi ile Kontrol filminin nem emilim degerleri arasinda istatistiksel agidan herhangi
bir fark bulunmamaktadir. Sonuglar incelendiginde, CMC filminin nem emiliminin filmin

hidrofilik yapis1 sebebiyle genel olarak arttigi, filmlere yapilan ikamelerin ise yenilebilir



43

filmlerin nem emilimini de nispeten artirdig1 sdylenebilmektedir. Benzer sekilde Ebrahimi ve
ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, CMC filmlere probiyotiklerin eklenmesiyle su tutma
kapasitesinin, kontrole kiyasla % 50'ye kadar arttigin1 belirtmistir. Biswas ve ark. (2018)
CMC filmlerle ilgili yaptiklart ¢caligmalarinda, su tutma kapasitesindeki artig ve azalislari,
filmlerin sentezlendigi s6z konusu polimere, kullanilan gliserol seviyesine, sentez igin
kullanilan katki maddelerinin niteligine ve miktarina baglamislardir. Ayni sekilde Li ve ark.
(2020), CMC-Nisasta filmine eklenen farkli LAB’larin (P. pentosaceus ve Lb. plantarum) su
tutma kapasitesi degerleri lizerinde farkli etkiye sebep oldugunu ve bunun filme dahil edilen

polimerin dogasina bagli bir durum oldugunu ifade etmistir.
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Sekil 4.2. Film 6rneklerinin su tutma kapasiteleri

Bir filmin nem gegirme Ozelligi, gida ambalajinin uygunlugundaki en Gnemli

faktorlerden biri olup gidaya bagl olarak, film ile giday1 ¢evreleyen atmosfer arasindaki nem



44

transferini Onleyebilmeli veya en azindan azaltabilmelidir (Dashipour ve ark., 2015).
Gidadaki su aktivitesi degerinin diisiiriilmesi ya da belirli bir seviyede tutulmasinin, olas1 gida
bozulmalarimin (mikrobiyal, enzimatik vb.) Oniine gegilmesi agisindan kullanilan
yontemlerden biri oldugu bilinmektedir. Su aktivitesi degeri, gidada enzimatik bozulmalar
acisindan tek basina yeterli bir parametre olmasa da mikrobiyal kaynakli gida bozulmalarinin
temel etmenlerinin basinda gelmektedir (Beuchat, 1983; Neri ve ark., 2010). Bu ¢alismada,
baslangig ile kiyaslandiginda yapilan deney sonunda en az nem tutma 6zelligine sahip film
orneginin BfFOS, en yiiksek nem tutma 6zelligine sahip film 6rneginin ise LpIN oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglar, BfFOS ile kapli gida 6rneklerinde mikrobiyal ve/veya enzimatik
bozulmalarin azaltilmasinda etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde MC-
Nisasta bazli filmlerle yapilan bir ¢alismada diisiik nem igerigi, diisiik sisme ve su tutma

kapasitesinin filmin mikrobiyal bozulmasini 6nleyebilecegi bildirilmistir (Li ve ark., 2020).
4.1.4. Film 6rneklerinin nem icerigi

Filmlerdeki nem igeriginin, probiyotik canliligi korunmada etkili oldugu kadar
filmlerin erime 6zelligini de arttiran bir parametre oldugu bilinmektedir (Kanmani ve
Lim, 2013). Sentezlenen filmlerin ortalama nem igeriklerine bakildiginda, Kontrol, Lp,
LpIN, Bf ve BfFOS i¢in bu degerler sirasiyla 26,83+1,39; 24,58+1,51; 27,06+1,30;
26,21£1,61 ve 25,48+1,37 seklinde bulunmustur (Sekil 4.3). Bu durum, probiyotik ve
prebiyotik ilavesinin 6rnekler arasinda nem igerigi bakimindan istatistiksel olarak dnemli
bir fark olusturmadigi (p > 0,05) seklinde degerlendirilmistir. Caligmamizla benzer
sekilde filmlerin nem igerigi degerleri arasinda fark bulunmayan ¢aligsmalar da mevcuttur
(Ebrahimi ve ark., 2018; Soukoulis ve ark., 2014). Sonuglar arasindaki farkin anlamsiz
olmasi, film 6rneklerinin probiyotik canliligit muhafaza etme konusunda nem degerleri

acisindan esit performansa sahip olduklarini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.3. Film 6rneklerinin nem igerikleri

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Farkli kiigiik harfler degerlerin istatistiksel
olarak farkli (¢=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

4.1.5. Film orneklerinin sisme derecesi

Film 6rneklerinin sisme derecesi Kontrol, Lp, LpIN, Bf ve BfFOS 6rnekleri igin
sirastyla, 113,75+£9,94; 73,58+8,92; 85,45+3,88; 62,82+0,53; 64,59+6,07 seklinde
belirlenmistir (Sekil 4.4). Orneklerin sisme derecesi bir takim faktorlere bagli olup
ornekler arasinda degiskenlik gdstermistir. Hidrojelin sudaki sisme kapasitesi, CMC
hidrojelinin jel igeriginin artmastyla azalmistir. Sonuglar incelendiginde, filme yapilan
ikamelerin filmin sisme derecesini énemli Ol¢lide (Bf filmde maksimum % 44,77)
azaltt1g1 sonucuna varilmistir. Bu durumun nedeni, yapilan ikamelerin CMC hidrojelinin
capraz baglanma derecesini artirmasindan kaynaklaniyor olabilir (Nan ve ark., 2019).
Kuvvetli asitlik, kuvvetli baziklik, az miktarda inorganik tuz ve diisiik sicaklik gibi

etmenlerin de jel filmlerin sisme oranini diisiirebildigi bilinmektedir (Liu ve ark., 2002).
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Sekil 4.4. Film 6rneklerinin sisme derecesi

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Farkli kiigiik harfler degerlerin istatistiksel
olarak farkli (a=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Buradan yola ¢ikilarak, film Orneklerine probiyotik (Lb. plantarum ve B.
animalis) ve prebiyotik ilavesinin, sonrasinda filmlerin 4°C gibi diisiik sicaklikta
depolanmast gibi faktorlerin film sisme derecesini Onemli Olgiide diistirdigi
sOylenebilmektedir. Elde edilen sonuclar filmlerin su tutma 6zellikleri ile birlikte ele
alindiginda, en az su tutma 6zelligine sahip BfFOS filmleri benzer sekilde en az sisme
derecesine sahip Orneklerden biri olmustur. Bu durum, filmlerin sisme derecesinin

filmlerin su tutma kapasitesi ile dogru orantili oldugunu gdstermistir.

4.1.6. Film orneklerinin termal ozellikleri

Termogravimetrik  Analiz  (TGA), malzemelerin termal kararliligini
degerlendirmek i¢in kullanilan bir endekstir (Mei ve ark., 2021). Termogravimetrik
egriler (Sekil 4.5) film oOrneklerinin iki asamali bir kiitle kaybina ugradigimi
gostermektedir. Birinci asamadaki kaybin yiiksek su icerigi nedeniyle, su molekiilleri ve

polimer zincirleri arasinda olusan hidrojen baglarindan dolay1 muhtemelen su molekiilleri
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ve hidrofilik OH ve COONa gruplari arasinda gerceklestigini diisiindiirmektedir (Lid,
2009).

Yapmis oldugumuz c¢alisma sonucunda; Kontrol, Lp, LpIN, Bf ve BfFOS
ornekleri i¢in kiitle kayiplar1 sirasiyla % 15,16; % 19,95; % 13,18; % 17,17 ve % 14,7
seklindedir (Sekil 4.5). Bu sonugclar incelendiginde, prebiyotik eklenmis film 6rneklerinin
(LpIN ve BfFOS) baslangi¢ kiitle kayiplarinin diger film orneklerinden daha diistik
oldugu saptanmistir. Bu durumun sebebinin, filmlere yapilan iniilin ve
fruktooligosakkarit gibi karbonhidrat takviyelerinin film 6rneklerinde nem kaynakli kiitle
kaybin1 azaltmasindan ileri geldigi sdylenebilir. Ote yandan CMC esasli filmlerin termal
bozulmalarmin yan zincirlerinin karbonil grubunun bozulmasindan ileri geldigi
bilinmektedir (Tran ve ark., 2023). Buna bagh olarak, film Orneklerinin tamamen
bozunum sicakliklarinin ise 300 ve 450 °C araliginda oldugu goriilmektedir. CMC'de,
biiyilk bozunma 320 °C'de baslad1 ve 154 °C'den 202 °C'ye kadar olan aralikta nem
kaybina bagli olarak meydana gelen kiiclik agirlik kaybi s6z konusudur. 335 °C'den
sonraki bozunmanin ise piroliz reaksiyonu ve zincir kopmasindan ileri geldigi
diisiiniilmektedir (Kumar ve ark., 2020). Filmlere CMC eklenmesi karisim filmlerinin
termal kararliligini artirdig1 bilinmektedir (Hu ve ark., 2016; Yaradoddi ve ark., 2020).

Bulgularimizin, XRD sonuglariyla da uyumlu oldugu goériilmektedir.
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Sekil 4.5. Film 6rneklerinin TGA egrileri

DSC analizi, sentezlenen filmlerin termal gegislerini belirlemek ve film
kristalinitesindeki olas1 degisiklikleri degerlendirmek i¢in gerceklestirildi. CMC
filmlerinin DSC termogramlar sekildeki gibidir (Sekil 4.6). Cizelge 4.2°de ise film
orneklerine ait grafiklerden elde edilen camsi gegis ve erime sicaklik degerleri verilmistir.
Buna gore, filmlere yapilan ikamelerin her iki sicaklik degerlerini arttirdigi ve bunun
beraberinde filmlerin genel olarak termal kararliligini da arttirdigi s6ylenebilmektedir.
Ayrica, erime sicakliklarinin prebiyotik ilaveli probiyotik igerikli filmlere (LpIN ve
BfFOS) nazaran filmlerde yalnizca probiyotik igerenlere (Lp ve BF) gore daha diisiik
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olmasi prebiyotik ilavesinin erime sicakligini diisiirdiigiiniin bir gostergesidir. Yapilan bir
calismada da benzer sekilde, iniilin ilavesinin CMC bazl1 probiyotik filmlerin erime
sicakliklarinda azalmaya sebep oldugu bulunmustur (Zabihollahi ve ark., 2020). Farkli
probiyotik igeriklerinin de camsi gegis sicakliginda farkliliklara neden oldugu da
goriilmektedir. Bu durumun nedeninin filmlere ikame edilen bakteri farkliligindan ileri

geldigi diistiniilmektedir.
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Sekil 4.6. Film 6rneklerinin DSC grafikleri
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Cizelge 4.2. Film 6rneklerinin termal 6zellikleri

Ornek Camsi gegis sicakligi (°C) Erime Sicakligi (°C)
Kontrol 39,29 267,08
Lp 48,11 285,83
LpIN 48,06 280,02
Bf 86,77 286,84
BfFOS 70,13 283,38

4.1.7. Film orneklerinin XRD analiz sonuclari

Filmlerin karakterizasyon islemlerinde maddenin kimligi ve kristal yapisinin
analizi i¢in X-151m1 difraksiyonu (XRD) en yaygin kullanilan cihazlardandir (Erci, 2018).
Calismamizda yapilan analizde, film orneklerine ait pikler 2 theta acisinin 17°, 19,5°,
21,8° ve 23,8° oldugu noktalarda yogunluk gdstermistir (Sekil 4.7). Kontrol ile
kiyaslandiginda, film 6rneklerinin genel olarak bu noktalarda pik verdigi ve yar1 kristalin
yapida oldugu gozlemlenmistir. Sonuglar yapilan diger ¢alismalar (Ghasemi ve ark.,
2022; Zabihollahi ve ark., 2020) ile uyumludur. Ancak, CMC-nisasta film malzemesinin
bliyiik 6l¢tide amorf yapida oldugu da goriilmektedir (Qin ve ark., 2023). Kristallikteki
degisimin, farkli malzemelerin ikamesi ve bunlarin ikame derecesindeki artis/azalis ile
ilgili oldugu bilinmektedir (Abdulhameed ve ark., 2019). Burada, genel itibariyle amorf
yapi egrileri hakim olsa da probiyotik ve prebiyotik ikamelerinin kristaliteyi nispeten bir
miktar arttirdig1 sdylenebilmektedir. Zabihollahi ve ark. (2020) da ¢alismamizda elde
edilen sonuclara benzer sekilde, CMC esashi filmlere iniilin ilavesinin kristaliteyi

arttirdigini belirtmistir.
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Sekil 4.7. Film 6rneklerinin XRD spektrumlari

4.1.8. Film orneklerinin mikroyapi (FE-SEM) ve EDS analiz sonuglari

Kompozit filmlerin mikro yap1 6zellikleri FE-SEM analizi ile degerlendirildi
(Sekil 4.8). Lp film 6rneginin yiizey kesit goriintiisii diger 6rneklere kiyasla daha diistik
gozenek ve diizensizliklere sahip daha piirlizsiiz bir yiizey gosterdi. Bu baglamda, Lp
filminin yiizeyi diger 6rneklere nispeten piiriizsiizdii ve yap1 yogundu. Bu durum, CMC
matrisinin kompakthigmin ve yogunlugunun artmasi, nisasta/CMC/Lb. plantarum
arasinda meydana gelen iyi uyumluluk ve uygun etkilesimlerle agiklanabilir. Genel olarak
goriilen piirtizsiizliiklerin ise, eksik nisasta jelatinizasyonundan kaynaklanmis olabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica literatiir incelendiginde, probiyotikler eklendikten sonra, CMC-
nisasta filminin yiizey morfolojisinin piiriizliiliigliniin genel olarak artmasi beklenen bir
durumdur (Li ve ark., 2020). Film Orneklerinin yiizeyinde hicbir probiyotik bakteri
hiicresinin gozlemlenmemesi ise bakteri hiicrelerinin, kompakt ve tekdiize bir film
yapisinin olusumunu desteklemesi ile agiklanabilecegi bildirilmistir (Zabihollahi ve ark.,
2020). Her ne kadar tiim durumlarda probiyotik yenilebilir filmlerin ylizeyinde bakteri
hiicresi tespit edilmemis olsa da, filmlerdeki yogunluk yalnizca CMC-Nisastadan
olusanlara kiyasla simbiyotik yenilebilir filmlerdeki bakteri hiicrelerinin daha fazla
kaplandigimi (ve dolayisiyla daha iyi bariyer 6zellikleri) ortaya koydugu sdylenebilir.

Ancak, film 6rneklerinin tiim durumlarda, prebiyotiklerin CMC ile 1yi bir uyumluluk ve
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karigabilirlik (muhtemelen hidrojen bagi etkilesimleri yoluyla) gdosterdigi, yer yer
agregasyon fenomeni goOsteren durumlar olsa da, biyopolimerler icgindeki faz
uyumlulugunu tam olarak ortaya koyabilmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu,
caligmanin birincil amacinin bu olmamasi sebebiyle bu c¢alismaya dahil edilmedigi

belirtilmelidir.

CMC kristalin ve lif tipi morfolojiyi gosterirken genel olarak homojen goriiniimli
sonuglar verir. EDX spektrumlarinda (Sekil 4.9 ve Sekil 4.10), CMC-nisasta
kompozisyonu, yalnizca CMC'den daha fazla karbon ve oksijen elementi igerigi
sergilemesi bekleniyordu (Hu ve ark., 2016; Kumar ve ark., 2020). Literatiirle uyumlu
olarak, C ve O elementlerinin tepe yogunlugunun arttig1, bu durumun da CMC ve
nisastanin basarili bir sekilde karistiginin gostergesi oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica,
EDX sonuglarina gore tiim filmler i¢in C, O ve Na molekiillerinin ortalama agirlikca
ylizde oranlari sirastyla 52,78+0,79; 45,4+0,26 ve 1,82+0,97 seklinde bulunmustur. Na
elementinin varligt ise CMC polimerinin yani sira bakterilerin FTS ile yikama

islemlerinden gelen diliisyon sivisi kaynakli bulagma ile iligkilidir.
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Sekil 4.8. Film 6rneklerinin Fe-SEM goriintiileri (a: Kontrol, b: Lp, c: LpIN, d: Bf, e: BfFOS)

53



. Map Sum Spectrum
Wt% o
C 534 0.1
O 454 0.1
Na 1.2 0.0

Powered by Tru-Q®

—Illllllltllllll|llllll|ll]llll]llll|l|ll e B L) i B8 MR

e I Map Sum Spectrum

Wt% o
& 514 0.1
(0] 451 0.1
Na 35 0.0

Powered by Tru-Q®

l||lll|llll|llll|

- Map Sum Spectrum
Wt% o
C 53.1 0.1
(0] 45.8 0.1
Na 1.1 0.0

Powered by Tru-Q®

Na - u

- —
_llIlllll|l]llll|lllllllll[llll[ll|l||lll]llll|llll|

Sekil 4.9. Film 6rneklerinin EDS goriintiileri (a: Kontrol, b: Lp, c¢: LpIN)
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Sekil 4.10. Film 6rneklerinin EDS goriintiileri devami (d: Bf, e: BfFOS)

Film 6rneklerinin FTIR spektrumlari

Fourier doniisiimlii kizildtesi spektroskopisi (FTIR), numunenin kimyasal

fonksiyonel gruplarinin titresim 6zelliklerini kizil 6tesi (IR) 151k yardimiyla tespit eden

kimyasal analitik bir yontemdir (Baker ve ark., 2014). Bu calismada FTIR analizi, CMC-

nigasta filmi bilesenleri ile probiyotik ve prebiyotik hiicreler arasindaki etkilesimi

belirlemek amaciyla gergeklestirildi. Orneklerin FTIR spektrumlarina (Sekil 4.11.)

bakildiginda, 3290 cm™!” deki genis emilim bandinin OH grubunun gerilme frekans1 olup

molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baginin olusumuyla sonuglanir. Diger gerilme

band1 da C-H ve CH» grubunu temsil eden 30002850 cm ™! bandinda 2879 cm™! tepe
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noktasinda bulunmustur. 1635 ve 1410 cm ""deki dalga sayilar1 arasindaki titresimler
CMC'deki asimetrik ve simetrik karboksilat gruplarini temsil etmektedir. 1000-1300 cm
!'bant aralig, 6zellikle 1016 cm™ tepe noktast C—O gerilme titresimini temsil eder. Buna
ilaveten, 1535-1640 cm™! band1 arligindaki 1639 cm™! tepe noktasi, kat1 karboksilat
grubunun —C=0 ve —COO igerdigini gosterir. 1420-1130 cm™!' bandindaki 1419 cm’!
kaynakl1 titresim ise —CH biikiilmesini gosterir. Ornek gruplarinin spektrumlar arasinda
onemli farkliliklar bulunmamakla birlikte bulgularin literatiirde mevcut CMC ve/veya
nisasta esasli kompozit filmlerle yapilmis baz1 caligmalarla (Mei ve ark., 2021; Tran ve
ark., 2023; Yao ve ark., 2022; Zabihollahi ve ark., 2020) da benzer oldugu sonucuna
vartlmistir. Filmlere probiyotik bakteri ve prebiyotik dahil edilmesi, CMC filminin
spektrumlarinda piklerin alikonma siirelerinde azalmasi sonucunda piklerde daralma gibi
bazi ufak degisikliklere neden oldu. Ancak, bunun disinda 6rneklerin FTIR spektrumlari
genel olarak ayni davranisi sergilemektedir. Caligmamizla benzer sonuglar elde eden Li
ve ark. (2020), nisastanin hidroksil grubu ile CMC'nin karboksil grubu arasinda
molekiiller aras1 bir etkilesim gézlemlendigini ve bu durumun filmlerde daha kompakt ve
sert bir yapmin olusturulmasina yardimci oldugunu sdylemistir. Ayrica, probiyotik
eklenmesinden sonra benzer spektrumlarin gdézlenmesinin CMC-Nisasta matrisinin

kimyasal yapisinin degismediginin bir sonucu oldugu seklinde yorumlanmastir.
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Sekil 4.11. Film 6rneklerinin FTIR spektrumlari

4.1.10. Film orneklerinin probiyotik tutma kapasitesi

Film 6rneklerinde kurutma sonrasinda her iki probiyotik bakteri tiirli i¢in yapilan
sayimlarda canlilik depolamanin 1., 3. ve 5. giinlerinde tayin edilmistir. Bulunan
probiyotik canlilik degerleri Log kob/g seklinde Cizelge 4.3’te verilmistir. Buna gore,
depolamanin birinci giiniinde Lp 6rneklerinde probiyotik canlilikta baslangica kiyasla
yaklasik 4 logaritmik birim bir azalma goézlemlenirken, prebiyotik ikameli LpIN
orneklerinde ise yaklasik 3 logaritmik birim azalma s6z konusudur. Burada, prebiyotik
ilavesinin probiyotik canlilig1 daha fazla korudugundan s6z edilebilmektedir (Bambace
ve ark., 2019; Soukoulis ve ark., 2014). Depolamanin ii¢lincii giiniine gelindiginde,
baslangica kiyasla her iki film 6rneginde de yaklasik 5 logaritmik birim bir azalma
varken, 5. giin sonunda probiyotik canlilik goriilmemistir. Ancak, Bf filminde
Bifidobakteri sayisinda depolamanin birinci giiniinde baslangica gore yaklasik 4
logaritmik iinite azalma varken, bu say1 prebiyotik katkilt BIFOS film 6rnegi i¢in yaklagik

5 logaritmik birim azalma seklinde olmustur. Bunun sebebinin, B. animalis bakterisinin
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zorunlu anaerob olmasinin yani sira anaerobik sartlarin filmlerin kurutulmasi ve

muhafazasi esnasinda saglanamamasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.3. Film 6rneklerinde depolama siiresince probiyotik canlilik (Log kob/g)

Ornek 0. giin 1. giin 3. giin 5. giin
Lp 10,54+0,09548 6,16+0,234° 5,4320,104¢ 0
LpIN 10,54+0,095%2 7,37+0,048b 4,75+0,21B¢ 0
Bf 9,50+0,718Bs8 5,1940,16° 4,56+0,378° 0
BfFOS 9,50+0,71B8 4,54+0,65"° 0 0

Degerler ortalama =+ standart sapma olacak sekilde verilmistir. Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+%
2 iniilin, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2 FOS igeren film 6rnekleri. Farkli biiyiik harfler ayni
giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (a=0,05) oldugunu ifade etmektedir. Ayn1 satirda farkli
kiigiik harfler ayn1 drnege ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

4.1.11. Film orneklerinin antibakteriyel aktivite analiz sonuc¢lari

Sentezlenen filmlerin antibakteriyel etkinlikleri, Lb. plantarum (10° kob/mL) ve
Bifidobakteri (10 kob/mL) yiiklii film ¢ozeltileri i¢in hem gram pozitif (S. aureus ATCC
25923) hem de gram negatif (E. coli ATCC 8739) bakterilere kars1 arastirilmistir.

Numune ile siv1 bakteri ortami arasindaki 16 saatlik temastan sonra S. aureus ve
E. coli bakterisinin filmlere kars1 sayilarindaki degisim Sekil 4.12'de gosterildigi gibidir.
Buna gore, Kontrol filmlerinde E. coli sayis1 10,05+0,25 kob/mL’ye ulasmistir. E. coli
icin bakteriyel rediiksiyon orant Lp ve BfFOS filmleri icin bir logaritmik birimden az
olup bu filmlerde elde edilen E. coli sayilar istatistiksel agcidan anlamlidir (p < 0,05). Test
edilen diger filmlerin (LpIN ve Bf) ise E. coli’ye karst Kontrol filmle aralarinda
antibakteriyel etkinlik konusunda herhangi bir fark bulunmadig: goriilmektedir. Kontrol
film orneginde S. aureus sayist 10,56+0,27 logaritmik birim iken bu say1 Lp ve LpIN
filmlerinde sirasiyla 3,12+0,16 ve 3,43+0,13 Log kob/mL azalmistir. Lp ve LpIN film
orneklerinin bakteri sayisini indirgeme miktarlarinin diger filmlerle elde edilen degerler
arasindaki farkin istatistiksel agidan anlamli (p < 0,05) oldugu sonucuna varilmigtir. Test
edilen diger filmlerdeki S. aureus sayisinin Kontrol filmde elde edilen sayiya kiyasla bir
logaritmik birimden daha az bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bf ve BfFOS filmlerinde
elde edilen bu azalmalarin ise istatistiksel acidan anlamli olmadigi (p > 0,05)

bulunmustur.
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Sekil 4.12. Film orneklerinin antibakteriyel aktivite test sonuglari

Lactobacillus ve Bifidobacterium spp. laktik ve asetik asitler (major metabolitler),
benzoik asit, 3-fenil laktik asit, D-glukuronik asit, 3-fenilpropanoik asit, p-kumarik asit,
2-hidroksi-benzoik asit, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi diisiik molekiiler
agirhikli  antimikrobiyal oOzelliklere sahip degerli bilesikleri iretir. Asitler,
mikroorganizmalarin hiicre zarina yayildiklarinda, sitoplazmanin pH degerlerini diistiriir
ve bdylece mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini engelleyerek azalan pH
degerleri ile mikroorganizmalarin biiyimesini dogrudan engelledigi bilinmektedir

(Cizeikiene ve Jagelaviciute, 2021).

4.1.12. Film 6rneklerinin sindirim simiilasyonu analiz sonuclari

Film oOrneklerinin, simiile edilmis mide ortaminda (SGF) ve kolon sisteminde
(SIF) ugradig1 degisimler islem sonunda sivi siispansiyonlarindan alinan Orneklerle
belirlenen canli probiyotik bakteri sayimlari ile incelenmistir. Bu analizde, fakiiltatif
anaerob olmasi sebebi ile literatiirde siklikla kullanilan Lb. plantarum bakterisinin

sindirim sistemindeki akibeti incelenebilmistir. Cizelge 4.4 film Orneklerinin iki
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basamakli sindirimi sonucunda saptanan probiyotik bakteri canlilifini gostermektedir.
Buna gore baslangicta 8,46+0,02 log kob/g olan Lb. plantarum sayisina sahip Lp
filmlerinde sindirim sonunda filmlerde probiyotik canlilik saptanmazken, LpIN
filmlerinde sindirim sonrasi probiyotik canli sayisinin 3,71+1,32 log kob/g oldugu
sonucuna varilmistir. Sonuglar incelediginde, filmlere prebiyotik ilavesinin sindirim
sisteminde probiyotik bakteri canliliginin korumasinda etkin oldugu anlasilmaktadir. Bu
calismada filmlere % 2 iniilin ikamesinin Lb. plantarum sugunun sindirim sonrasi hayatta
kalma oranin1 % 43,85 korudugu goriilmektedir. Prebiyotiklerin kullanimu,
probiyotiklerin gidalardaki hiicre canliligin1 ve metabolik aktivitesini artirarak son iiriinde
ve gastrointestinal sistemde probiyotiklerin hayatta kalmasini iyilestirme potansiyelleri
vardir (Ceylan ve Atasoy, 2023). Bu durum ayn1 zamanda, Lb. plantarum destekli CMC-

nisasta yenilebilir filmlerinin fonksiyonel 6zelligini destekleyen bir unsurdur.

Cizelge 4.4. Film 6rneklerinde sindirim siiresince probiyotik canlilik (Log kob/g)

Ornek Sindirim 6ncesi filmlere eklenen Sindirim sonrasi filmlerden elde edilen

Lp 8,4620,02 1>
LpIN  8,46+0,02 3,71+1,32
Bf NA NA
BfFOS NA NA

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Lp: Lb. plantarum, LpIN:
Lb. plantarum+% 2 iniilin, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2 FOS igeren film
ornekleri, NA: Analize alinmadi.

Yenilebilir filmlerde ve kaplamalarda prebiyotiklerin varliginin, probiyotiklerin
canliliginin 1yilestirilmesini ve devamliligini olumlu ydnde etkiledigi bilinen bazi
calismalar mevcuttur. Ornegin, Bambace ve ark. (2019), sodyum aljinat kaplamasina
iniilin ve FOS (her prebiyotikten 80 g/kg cozelti) eklendiginde Lb. rhamnosus CECT
8361'in canliliginin 21 giinliik analiz boyunca 6,2 log kob/g'mn iizerinde kaldigini
belirtmislerdir. Lb. rhamnosus GG canlilig1 tizerine dort farkli prebiyotigin (iniilin,
polidekstroz, glikoz-oligosakkaritler ve bugday dekstrini) etkisinin arastirildig: jelatin
bazli filmlerle yapilan bir ¢caligmada ise, iniilin depolama sirasinda Lb. rhamnosus GG
tizerindeki subletal etkileri kontrol etmede en etkili olan1 seklinde bulunsa da kullanilan
tiim prebiyotiklerin yenilebilir filmlerdeki Lb. rhamnosus GG depolama stabilitesini
tyilestirdigi bildirilmistir (Soukoulis ve ark., 2014). Calismamizdan elde edilen bulgular

da mevcut kaynaklar1 benzer sekilde desteklemektedir.
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4.2. Filmle Kaplanmis Gida Orneklerinin Analiz Sonugclar:
4.2.1. Mikrobiyolojik analiz sonug¢lari

Filmlerle (Kontrol, Lp, LpIN, Bf, BfFOS) kaplanan ve filmle kaplanmayan (Yb)
yaban mersini 6rneklerindeki probiyotik canlilik, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°te, kiif-maya
(YM) sayisindaki degisimler Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da, psikrofil bakteri (PSI) sayimi1
sonuglari ise Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de gosterildigi gibidir. Yaklasik 10 logaritmik birim
probiyotik Lb. plantarum ilaveli Lp ve LpIN filmleri ile kaplanmis gida 6rneklerinin 5
giinliik depolamanin birinci, liglincli ve besinci giinlerinde elde edilen sonuglara gore
(Sekil 4.13), probiyotik canliligin genel olarak korundugu maksimum 2,53 (LpIN 5. giin)
minimum 2,15 (LpIN 1. giin) logaritmik birim azalma ile genel olarak canliligin
depolamanin sonunda yaklasik 7 logaritmik birim ile sabit kaldig1 goriilmektedir. Bf ve
BfFOS filmleri ile kaplanmis gida drneklerinin bes giinlilk depolamasinda elde edilen
sonuglara gore (Sekil 4.14), baslangic probiyotik miktar1 (9,5 logaritmik birim) ile
kiyaslandiginda depolamanin sonunda (5. giin) probiyotik canliliktaki azalma bu filmler
icin sirastyla % 62,30+1,41 ve % 66,24+2,18 oldugu goriilmektedir. Depolamanin besinci
giinii sonunda, Bf filmi ile kaplanmis yaban mersini 6rneklerinde probiyotik canlilik
3,58+0,13 Log kob/g iken BfFOS filmi ile kaplanmis gida drneklerindeki probiyotik
canlilik 3,21+0,21 Log kob/g olarak bulunmustur. Prebiyotik eklenmis filmlerin (LpIN
ve BfFOS) bes giinliik depolama sonunda baslangica gore probiyotik canlilig1 arttirma
konusunda herhangi bir etkisi goriilmese de FOS ikameli filmlerle kapli 6rneklerde
prebiyotigin, depolamanin {iciincli giiniinde Bifidobakteri miktarinda meydana gelen
azalmay1 besinci glin sonunda arttirmaya katkida bulundugu goriilmektedir. Gidaya
prebiyotik ilavesinin probiyotik canlilif1 arttirma ve korumada etkisi oldugu goriilen
caligmalar oldugu gibi anlamli bir etkisinin olmadig1 ¢alismalar da mevcuttur. Ornegin,
Bambace ve arkadaglari, aljinat kaplamaya eklenen iniilin ve oligofruktozun, 21 giinliik
buzdolabinda saklama siiresince taze yaban mersinlerinde Lb. rhamnosus canliligini 6
Log kob/g"n iizerinde tutarken, prebiyotik icermeyen orneklerdeki canliligin yalnizca 7
giin boyunca bu seviyenin {lizerinde kaldig1 belirtilmistir (Bambace ve ark., 2019). Bunun
aksine, prebiyotiklerin (iniilin veya oligofruktozun) Lb. rhamnosus canliligl iizerine
etkisinin arastirildig1 bir baska ¢alismada, 14 giinliikk soguk depolama boyunca elmalara
prebiyotik uygulandiginda probiyotik canlilik {izerinde anlamli bir etkisinin goriilmedigi

bildirilmistir (R68le ve ark., 2010).
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Sekil 4.13. LAB uygulanan yaban mersini 6rneklerinde Lb. plantarum sayisindaki degigsim

Degerler ortalama =+ standart sapma olacak sekilde verilmistir. Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+%
2 iniilin kaplanmig gida. Farkl kii¢iik harfler ayn1 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli oldugunu
ifade etmektedir.

Konjac zamki ile kaplamasindaki Lb. plantarum suslarinin kivi dilimlerinin 4
°C'de 5 gilin boyunca depolanmasi sirasindaki canliliginin incelendigi bir calismada
probiyotik canliligin 5 giinliik depolamadan sonra yiiksek bir seviyede (7,1 £ 0,03 Log
kob/g) kaldig1 ve bunun da viicut kullanimi i¢in yeterli miktarda (minimum esik degeri 6
Log kob/g) oldugu sonucuna varilmistir (Hashemi ve Jafarpour, 2021). Benzer sekilde,
Khodaei ve Hamidi-Esfahani (2019) farkli oranlarda Lb. plantarum (5,32x10';
2,92x1013; 3,98x10'%; 5,76x10'3; 9,80x10" kob/mL) igeren CMC film ¢dzeltileri ile
kaplanmis ¢ilek orneklerinin depolanmasi {izerine etkisini inceledigi ¢alismalarinda,
probiyotik canli hiicre sayilarinin sabit ve genel olarak yiiksek seviyelerde (> 6 Log
kob/g) kaldigini bildirmistir. Prebiyotik (oligofruktoz veya iniilin) ve probiyotik kiiltiir
(Lb. rhamnosus veya B. animalis subsp. lactis) eklenerek hazirlanan sodyum aljinat
filmlerle kaplanan taze elma dilimlerinde yapilan bir ¢alismada, her iki probiyotigin de 8

giinliik depolamadan sonra {iriinde 9 Log kob/g'in iizerinde kalmay1 basardigi rapor
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edilmistir. Ancak, prebiyotik ilavesinin probiyotik canlilik tizerinde 6énemli bir etkisinin

olmadig1 da bildirilmistir (Alvarez ve ark., 2021).
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Sekil 4.14. Bifidobakteri uygulanan yaban mersini drneklerinde B. animalis sayisindaki degigim

Degerler ortalama =+ standart sapma olacak sekilde verilmistir. Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2
FOS igeren film ile kaplanmis gida. Farkli kiigiik harfler ayn1 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli
oldugunu ifade etmektedir.

Gida ve Ilag Dairesi ve Avrupa Gida Giivenligi Ajansi'na gore, saghga yarart
saglamak igin tiiketim aninda alinmasi gereken minimum probiyotik konsantrasyonu 10°—
107 kob/g (6-7 logaritmik birim) seklinde olmalidir (Romano ve ark., 2014). Fonksiyonel
filmler ile kaplanan yaban mersini 6rnekleri incelendiginde, bu durumun tiim filmlerle
depolama siiresince saglandigi goriilmektedir. Bu calismada elde edilen sonuglar goz
oniinde bulunduruldugunda, prebiyotik eklenmesinin probiyotik canlilik {izerinde 6nemli
bir etkisi bulunmadigina (p > 0,05) karar verilmistir. Bu durum yapilan diger caligmalarda
(Alvarez ve ark., 2021; RoBle ve ark., 2010) elde edilen sonuglarla da uyumludur.

Depolama boyunca oOrneklerden alinan diliisyonlarla yapilan ekimlerde
besiyerlerinde kiif-maya ve psikrofil bakteri gelisimleri incelenmistir. Sekil 4.15 ve Sekil
4.17 incelendiginde, depolamanin sonunda filmle kaplanmamis gida 6rneklerinde (YD)

kiif-maya ve psikrofil bakteri sayis1 sirasiyla 4,73+0,13 Log kob/g ve 6,69+0,09 Log
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kob/g seklinde saptanmigtir. Buna gore, Lp ile kaplanmig yaban mersini 6rneklerinin hem
kiif-maya hem de psikrofil bakteri agisindan depolamanin 5. giin sonunda en diisiik
mikrobiyal yiiklere sahip oldugu gézlemlenmistir. Bu degerler Lp filmi ile kaplanan gida
orneklerindeki kiif-maya ve psikrofil bakteri sayilar1 i¢in sirasiyla 4,25+0,05 Log kob/g
ve 4,24+0,06 Log kob/g seklinde bulunmustur. Ayrica, bu degerler depolamanin sonunda
Kontrol ve LpIN filmleri ile kaplanan gida Orneklerinden elde edilen degerlerle
kiyaslandiginda aradaki farkin istatistiksel agidan anlamli (p < 0,05) oldugu sonucuna
varilmistir. Calismamizdan elde edilen bu sonuglarin, patojenlerin inaktivasyonunu LAB
metabolizmas1 i¢inde {liretilen organik asitlerin (6rnegin; laktik ve asetik asitler),
karbondioksitin, etanoliin, peptit bilesiklerinin ve enzimlerin sebep oldugunu bildiren ve
aynt zamanda LAB etkisi ile pH'taki azalmanin, LAB'lerin substratlar1 ile patojenik
mikroorganizmalar arasinda bir ortam rekabeti olusturarak gerceklestirdigi engelleyici
etkisini belirten ¢alismalarla (Diaz-Montes ve Castro-Mufioz, 2021) uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Buna ilaveten, Lp ile kaplanan 6rneklerde oldugu gibi, Bf ile kaplanmis yaban
mersini Orneklerinin hem kiif-maya hem de psikrofil bakteri agisindan depolamanin
besinci giinii sonunda en diisiik mikrobiyal yiike sahip olduklar1 gézlemlenmistir (Sekil
4.16 ve Sekil 4.18). Bu degerler Bf filmi ile kaplanan gida 6rneklerinde kiif-maya gelisimi
depolama siiresince goriilmezken, psikrofil bakteri sayisi besinci giiniin sonunda
3,39+£0,01 Log kob/g oldugu saptanmistir. Psikrofil bakteri gelisimde ulasilan bu
minimum deger depolamanin sonunda Kontrol, BfFOS filmleri ile kaplanan ve
kaplanmamis gida orneklerinde (Yb) elde edilen degerlerle kiyaslandiginda aradaki
farkin istatistiksel agidan anlamli oldugu sonucuna varilmistir (p < 0,05). Elde ettigimiz
sonuclarin aksine, Bambace ve ark. (2019) Lb. rhamnosus CECT 8361 ikameli aljinat
bazli filmlerle kapladiklar1 taze yaban mersini ornekleri probiyotiksiz meyvelerden
onemli 6l¢iide (p < 0,05) psikrotrof bakteri sayim degerleri gosterdigi belirtilmistir.
Buradan, ¢alismamizda kullanilan CMC-Nisasta bazli probiyotik filmlerin bahsi gecen

aljinat filme nazaran psikrofil canli sayisin1 indirgemede etkili oldugu sdylenebilir.
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YM (Log kob/g)

1. giin [3.giin| S.giin | Il.giin |3.giin| 5.giin | l.giin |3.giin
Kontrol Lp LpIN Yb

Sekil 4.15. LAB uygulanan yaban mersini drneklerindeki toplam kiif-maya sayisindaki degisim

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin kaplanmig yaban mersini 6rnekleri.
Farkli kiiciik harfler farkli giinlere ait 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu, farkli
biiyiik harfler ayni giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.
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1. giin |3.giin| 5.giin | I.giin |3. gl‘inl 5. giin 1. giin |3. giin
Kontrol Bf BfFOS Yb

Sekil 4.16. Bifidobakteri uygulanan yaban mersini 6rneklerindeki toplam kiif-maya sayisindaki degisim

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2 FOS igeren film ile kaplanmis gida. Farkl kiigiik
harfler farkli giinlere ait 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli (¢=0,05) oldugunu, farkli biiyiik harfler
ayni giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Hashemi ve Jafarpour kivi oOrneklerinde yaptiklart c¢alismada, meyve
kaplamasindaki probiyotik islemlerin kaplanmamis ve saf Konjac filmlerle kaplanmig
gida drneklerine kiyasla mantar sayisin1 onemli dlcilide azaltmada etkili oldugunu ve Lb.
plantarum LP3'in 5 giinliik buzdolabinda saklamadan sonra gidadaki kiif ve maya
sayisini 23 + 0,8 kob/g oraninda azalttigini rapor etmistir. Bu durumu, LAB bakterilerinin
laktik asit treterek ortamin pH’sim1 diisiirmesi ve boylece gidada istenmeyen
mikroorganizmalarin iiremesini engelledigi sonucu ile agiklamistir  (Hashemi ve
Jafarpour, 2021). Alvarez ve ark. (2021), probiyotik ve hem probiyotik hem prebiyotik
ikameli aljinat filmlerle kaplanmis elma dilimlerinde, ilk PSI sayimlarmin 8 giinliik
depolamadan sonra probiyotik ikameli filmlerle kapli 6rneklerde sadece aljinatla
kaplanmis orneklere kiyasla biraz daha diisiik (p < 0,05) oldugu belirtilmistir. Ayrica,
probiyotikli ve probiyotiksiz drneklerde prebiyotik eklenmesinin depolama sonunda YM
sayilari iizerinde higbir etkisi olmadig1 da rapor edilen sonuglar arasindadir (Alvarez ve

ark., 2021).
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Sekil 4.17. LAB uygulanan yaban mersini 6rneklerindeki psikrofil bakteri sayisindaki degisim

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin kaplanmis yaban mersini 6rnekleri.
Farkli kiiciik harfler farkli giinlere ait 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu, farkli
biiyiik harfler ayni giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Grafiklerde ifade edilen sonuglara benzer sekilde, Lb. plantarum ikameli patates
nisastast filmlerinin {iziim Orneklerinde mantar kaynakli bozulmalari 6nledigi rapor
edilmistir (Marin ve ark., 2019). Aljinat filmlerle kaplanan yaban mersini drneklerinde,
kaplama ¢ozeltilerine probiyotik (Lb. rhamnosus) ve prebiyotik ikamelerinin etkisinin
arastirildig1 calismada, 21 giinliik depolama siiresince L. innocua ile muamele edilmig
orneklerdeki L. innocua sayisinin 6nemli 6l¢iide azaldig tespit edilmis (Bambace ve ark.,
2019). Taze kesilmis elma ve kavun dilimlerinde (sitrik ve askorbik asitler ile muamele
edilmis) yapilan bir ¢alismada ise, meyve pargalar1 Lb. plantarum c¢19 (9 Log kob/ml)
iceren bir soliisyona daldirildiktan sonra aljinat veya kitosan ile kaplanmis. Tim
numuneler 14 giin boyunca 4 °C'de hava veya modifiye atmosferde (% 65 N2, % 30 CO2
ve % 5 O2) depolandiktan sonra, YM ve PSI sayilar1 depolama siiresi boyunca tespit

siirinin altinda kaldig: bildirilmistir (Speranza ve ark., 2018). Calismamizda literatiirde
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mevcut calismalara benzer sekilde, kaplanmis gida 6rneklerinde elde edilen YM ve PSI
sayilar1 kaplanmamis 6rneklerde elde edilen sonug ile kiyaslandiginda istatistiksel agidan

anlamli (p < 0,05) bir azalma s6z konusudur.

(=)
1

PSI (Log kob/g)
=

1. giin |3.giin| S.giin | 1. giin |3.gi‘m| 5. giin
Kontrol Bf BfFOS Yb

Sekil 4.18. Bifidobakteri uygulanan yaban mersini drneklerindeki psikrofil bakteri sayisindaki degisim

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2 FOS (mg/mL) igeren film ile kaplanmis gida.
Farkli kiiciik harfler farkli giinlere ait 6rnek degerlerinin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu, farkli
biiyiik harfler ayni giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Bifidobakteriler, Actinobacteria subesine ait gram pozitif, spor olusturmayan,
hareketsiz ve katalaz negatif anaerobik bakteriler olup fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz
enziminin varligiyla karakterize edilen metabolik bir yol araciligiyla glikozu laktik ve
asetik asitlere fermente edebilirler. Bifidobakterilere atfedilen birgok probiyotik 6zelligin
(immiinoglobulin tiretiminin indiiklenmesi, konak¢1 tarafindan metabolize edilmeyen
substratlarin  asimilasyonu yoluyla gidanin besin  degerinin iyilestirilmesi,
antikarsinojenik aktivite ve folik asit sentezi) yani sira, bazi bifidobakterilerin organik
asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyalleri irettigi bilinmektedir (Martinez ve ark.,
2013). B. animalis dahil Bf ve BfFOS film kaplamalarindan alinan sonuglar
irdelendiginde, probiyotik canliligin daha fazla oldugu Bf filmleri ile kapli gida
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orneklerinde YM ve PSI sayilar1 BfFOS filmlerle kaplanmis 6rneklere kiyasla daha
diistiktiir. Bu durum, probiyotik canliligin belirli bir seviye iizerinde olmasinin yaban
mersini  Orneklerinde  YM ve PSI sayilarimi azaltilabileceginin  gostergesidir.
Calismamizdan elde edilen sonuca gore bu esik degeri, depolamanin birinci ve tigiincii
giiniinde B. animalis i¢in sirastyla 3,80+0,20 ve 3,85+0,25 Log kob/g (Bf film kapl gida
orneklerindeki 1. ve 3. giin sonundaki probiyotik canlilik miktarlart) seklindedir.

Sonug olarak, Yb ornekleri ile kiyaslandiginda biitiin kaplama tiirlerinin (Lp,
LpIN, Bf, BfFOS) gidada bozulma etmeni mikroorganizmalarin azaltilmasinda etkili
oldugu istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p < 0,05). CMC-Nisasta kaplama bile
tek basina bu mikroorganizmalarin azaltilmasinda etkili iken, probiyotik ilavesinin bu
durumu daha da etkili hale getirdigi sdylenebilmektedir. Depolamanin son giiniinde,
prebiyotik ilaveli filmlerle (LpIN ve BfFOS) kaplanmis yaban mersini 6rneklerindeki
YM ve PSI sayilar1 ile Kontrol filmlerle kaplanan gidada yapilan mikrobiyal sayimlar
arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p > 0,05). Calismamizda filmlere prebiyotik
ilavesi Kontrol filmlerle benzer etkiyi gdsterse de belki de uzun vadede depolanacak

gidalarda anlamli bir fark olusturup olusturmayacag irdelenebilir.

4.2.2. Enzimatik aktivite analiz sonuclari

Orneklerin enzimatik bozulma reaksiyonlarmi belirlemek igin PPO ve POD
degerleri analiz edildi. Cizelge 4.5 yaban mersini drneklerinin depolama sonrasi enzim
aktivite degerlerini, Sekil 4.19 ve 4.20 ise 6rneklere gore enzimatik aktivite degisimlerini
gostermektedir. Buna gore, LAB ikameli kaplama uygulamalarindaki kaplanmamig
orneklerde (Yb) gidalarda bozulma etmeni PPO ve POD aktivitesi en yiiksek degerlerine
ulagilmistir. LAB ikameli filmler i¢in, kaplama uygulamasimin genel olarak PPO
enzimatik aktivitesini azalttig1 sdylenebilmektedir. Tahir ve ark. (2020), kaplamalarin
yaban mersininde 21 giinliik depolama siiresince PPO ve POD enzimlerinin aktivitelerini
diisiirdiigii beraberinde mikrobiyal ciirlimeyi geciktirdigi belirtilmistir (Tahir ve ark.,
2020). Cilek 6rneklerine yapilan kitosan, jelatin, nisasta ve sorbitol bazli, monoterpenler
(geraniol ve timol) gibi bir dizi aktif biyolojik olarak pargalanabilir kaplamalardan
bazilarinin, Botrytis cinerea'nmin mantar sporlar1 asilanmis ve 4 °C'de 7 gilin boyunca
saklanan oOrneklerde guaiakol peroksidaz (GPOD), PPO aktivitelerindeki artisi
engelledigi CAT aktivitesindeki azalmay1 geciktirdigi bildirilmistir. Bu anlamda en etkili
kaplama uygulamasinin kitosan (% 1) + nisasta (% 1) + sorbitol (% 0,5) + tween (% 0,05)
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+ timol (% 0,02) oldugu rapor edilmistir (Badawy ve ark., 2017). Ayrica, oksidasyonunun
inhibisyonu, meyve ve sebzelerin islenmesinde kritik bir adimdir. Diisiik oksijen
gecirgenligine sahip yenilebilir ambalaj malzemelerinin kullanimi besinleri korumakla
kalmaz oksijene duyarl gidalarin raf Omriinii uzatir. Taze kesilmis meyve ve sebzeler,
mekanik hasar nedeniyle artan bir solunum entropisine sahip olmakla birlikte,
hidrokolloid bazl filmlerin genellikle diisiik bagil nemde iyi gaz bariyeri yeteneklerine
sahip oldugu bilinmektedir. Bu nedenle, yenilebilir probiyotik filmlerin kullanimi, reaktif
substrat ile hava arasindaki gaz aligverisini azaltarak bir dizi oksidasyon reaksiyonunun

meydana gelmesini dnleyebilir (Chang ve ark., 2023).

Orneklerin antioksidan aktivitesi icin CAT ve SOD aktivite degerleri analiz edildi.
Calismamizda, CAT ve SOD gibi antioksidan aktivite iliskili enzimler i¢in en yiiksek
degerler Lp orneklerinde gozlemlenirken, minimum enzim aktivitesi degerleri ise, ayni
enzimler i¢in LpIN film uygulamalarindan elde edilmistir (Sekil 4.19). Buradan ¢ikarilan
sonug, probiyotik kaplamanin (Lp) genel olarak antioksidan aktivite ile iliskili CAT ve
SOD enzim aktivitesini arttirdigi yoniindedir. S6z konusu enzimlerle ilgili artislarin
oldugu ornekler, kaplanmamis Orneklerle kiyaslandiginda, ornekler arasindaki farkin
istatistiksel agidan anlamli (p < 0,05) oldugu da goriilmiistiir. Ancak ortamda prebiyotik
varligi CAT ve SOD enzim aktivitelerini dislirmiistiir. Bu farkliligin temel sebebi,
prebiyotik ilavesinin probiyotik canlilifin beraberinde bakteri hiicresinin metabolik
faaliyetlerini hizlandirmasindan kaynakli olabilecegi yoniindedir. Bahsi gecen sonuglara
benzer sekilde, polisakkarit esasli Tragacanth zamki ile kaplanmis kayis1 6rneklerinde
yapilan bir calismada kaplama uygulamasimin 6rneklerdeki antioksidan iligkili enzim
(CAT ve SOD) gruplarmin aktivitelerini, kaplanmamig Orneklere nazaran arttirdigi

bildirilmistir (Ali ve ark., 2020).

B. animalis ikameli uygulamanin 6rnek gruplari incelendiginde, maksimum PPO
ve POD aktivite degerleri sirasiyla, Bf ve Kontrol kaplamalarindan elde edilmistir (Sekil
4.20). Bu durumda, Kontrol, Bf ve BfFOS kaplama uygulamalarinin gidalarda bozulma
etmeni enzim gruplarinin (PPO ve POD) aktiviteleri lizerine dogrusal bir etkisi
bulunmadig1 sdylenebilmektedir. Kontrol film kaplamalarin ise PPO aktivitesi i¢in en
diisiik degeri saglarken POD aktivitesi icin maksimum aktiviteye neden oldugu

goriilmektedir. Bu durumlarin temel sebebi meyvelerin analize dek her ne kadar soguk
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zincir kosullart sabit tutulsa da, hasat sonrasi karsilastigi farkli etmenlerden farkli

sekillerde etkilenmeleri ile a¢iklanabilir.

Cizelge 4.5. Yaban mersini 6rneklerinde depolama sonrasi enzim aktiviteleri degerlerindeki degisim

Enzim aktivitesi (U/mg protein)

Ornek

PPO POD CAT SOD
Yb 0,090+0,0012 0,020+0,004° 0,013+0,001° 0,011+0,000°
Kontrol 0,032+0,001¢ 0,011+0,001¢ 0,011+0,001° 0,008+0,001¢
Lp 0,023+0,0044 0,015+0,001° 0,016+0,0022 0,0130,000°
LpIN 0,061+0,002° 0,013+0,001%¢ 0,005+0,000¢ 0,007+0,001¢
Yb 0,020+0,008° 0,007+0,000¢ 0,0030,000? 0,005+0,001°
Kontrol 0,002+0,002¢ 0,023+0,0022 0,001+0,000° 0,006+0,0012
Bf 0,150+0,0122 0,011+0,002° 0,002+0,0012 0,010+0,004?
BfFOS 0,008+0,001%¢ 0,012+0,001° 0,000+0,000° 0,009+0,0022

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis,
% 2 FOS kaplanmis yaban mersini ornekleri. Farkli kiiglik harfler ayni enzime ait farkli degerlerin
istatistiksel olarak farkli (¢=0,05) oldugunu ifade etmektedir.
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Sekil 4.19. LAB uygulanan yaban mersini 6rneklerinin enzim aktivitesi analiz sonuglari
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Sekil 4.20. Bifidobakteri uygulanan yaban mersini drneklerinin enzim aktivitesi analiz sonuglari

4.2.3. Fizikokimyasal analiz (renk, pH, agirhik kaybi) sonuclari

Gida irilinlerine serbest formda probiyotik bakteri ilavesi, gidanin duyusal
ozelliklerini 6nemli dl¢lide degistirebildigi bilinmekte olup metabolik aktivite sirasinda
asir1 asitlenme veya asir1 proteoliz gibi olaylar, {iriinlin tliketiciler tarafindan kabul
edilebilirligini azaltabilmektedir. Probiyotiklerin yenilebilir filmlere veya kaplamalara
dahil edilmesi, serbest formda eklenmeleri halinde olusabilecek istenmeyen duyusal
degisiklikleri ortadan kaldirmaya veya kontrol etmeye yardimci olabilir (Pavli ve ark.,
2018).

Cizelge 4.6, yaban mersini Orneklerinin L*, a* ve b* degerlerinde depolama
boyunca meydana gelen degisimleri gostermektedir. LAB ve Bifidobakteri ikameli
filmlerin denemeleri farkli gilinlerde yapildigi i¢in kaplanmis gidalara iliskin renk
degerleri her kaplama tiirii i¢in o giin kullanilan kaplanmamis yaban mersini 6rneklerine
gore degerlendirilmistir.

LAB bakterisi ile yapilan kaplamalarda, parlakligin gostergesi olan L* degerlerine
bakildiginda, depolamanin birinci giiniinde en yiiksek parlaklik Yb i¢in 30,36+1,14

seklinde bulunurken, depolamanin sonunda en yiiksek parlaklik degeri 30,99+1,48 ile
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LpIN o6rneginde goriilmiistiir. Depolama periyodu boyunca Orneklerin parlaklik
degerlerinde azalma meydana gelirken besinci giin sonunda LpIN 6rneginde bu durum
tam tersidir. Ancak genel olarak depolama sonunda parlaklik degerleri arasinda
istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunamamistir (p > 0,05). Yesil rengin gostergesi
olan negatif a* degerlerine bakildiginda, degerlerin -2,94 ile -1,10 araliginda degistigi
goriilmektedir. Depolama baslangicinda 6rneklerin a* degerleri arasindaki fark dnemli
degil iken (p > 0,05) depolamanin son giiniinde Lp ve LpIN 6rneklerinin Yb ve Kontrol
ornekleri ile arasindaki fark istatistiksel acidan anlamh (p < 0,05) bulunmustur. Mavi
rengin gostergesi olan negatif b* degerleri ise depolamanin 1. ve 3. giiniinde tiim 6rnekler
arasindaki fark anlamli iken (p < 0,05) depolamanin besinci giiniinde Orneklerin b*
degerleri arasinda istatistiksel anlamda herhangi bir fark bulunamamistir (p > 0,05).
Sonug olarak, depolama sonunda 6rneklerin hem a* hem de b* degerlerinde genel olarak
bir azalma saptandig1 sdylenebilir.

Bifidobakteri ikameli filmlerde ise besinci giin sonunda en parlak Ornegin
kaplanmamis yaban mersini ornekleri oldugu goriilmektedir. Depolamanin ilk giiniinde
parlaklik agisindan ornekler arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmasa (p > 0,05) da
depolama sonundaki parlaklik fark istatistiksel agidan anlamlidir (p < 0,05). Orneklerin
a* degerlerinde genel olarak bir azalma gozlemlenirken b* degerlerinde depolamanin ilk
giiniine nazaran bir artis s6z konusudur. Ancak depolamanin sonunda orneklerin b*
degerleri arasinda istatistiksel anlamda herhangi bir fark gézlenmemistir (p > 0,05).

LAB igerikli filmlerle kapli 6rneklerin 5* mavilik degerleri depolamanin birinci
giinlinde kaplanmamis orneklere kiyasla kaplanmis 6rneklerde artis s6z konusu iken,
Bifidobakteri ikameli filmlerle kaplanan 6rnekler i¢in bu durum tam tersi yonde olmustur.
Kaplanmamis 6rneklerle karsilagtirildiginda kaplanmis 6rneklerde mavilik degerlerinde
azalma gergeklesmistir. Bu durumun nedeni, farkli kaplama filmlerinin farkli parlaklik
(L*) degerlerine sahip olmasindan ileri gelmektedir. Tahir ve ark. (2020), yaban mersini
orneklerindeki kaplama etkini gézlemledikleri calismalarinda, 6rneklerin artan mavilik
degerlerini ayni1 Orneklerin kaplamalarinin O6rneklerde digerlerine nazaran yiiksek
parlaklik degerlerine neden olmasi ile iliskilendirmistir.

Calismamizdan elde edilen sonuglarla benzer sekilde, Melikoglu ve ark. (2022)
CMC kaplanmis ve kaplanmamis ¢ilek 6rneklerinde depolama sonrasi 6rneklerin L*
degerleri arasinda istatistiksel a¢idan anlaml bir fark olmadigini rapor etmistir. Farkl
oranlarda Lb. plantarum yiiklit CMC kapl ¢ilek 6rneklerinde yapilan bagka bir caligmada

farkli 6rneklerin L*, a* ve b* degerleri arasindaki farkin anlamli olmadigi (p > 0,05),
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kaplamanin renk Ozellikleri iizerinde depolama siiresince Onemli bir etkisinin
bulunmadigi ortaya konulmustur (Khodaei ve Hamidi-Esfahani, 2019). Hashemi ve
Jafarpour (2021), probiyotikle kaplanmis kivilerde renk degerlerinde 6nemli bir fark
gozlenmedigini (p > 0,05) calismalarinda rapor etmistir. Bu sonucu, taze kesilmis
kivilerin renk degisimlerinin kaplamaya eklenen probiyotik tiirlerinden etkilenmedigi
seklinde agiklamistir.

Probiyotik bakteri igeren yenilebilir filmlerin duyusal 6zellikleriyle ilgili sinirh
sayida c¢alisma vardir. Elma dilimleri ile kaplama materyalinde LAB bakterisinin
etkisinin incelendigi bir ¢alismada, kaplamanin gidanin goriiniis, doku, tat ve genel kabul
edilebilirligi tizerinde herhangi bir degisime sebep olmadigi rapor edilmistir (Alvarez ve
ark., 2021). Benzer sekilde firinlanmis elma oOrneklerine Lb. plantarum igerikli
metilseliiloz film kaplamalarinin etkisinin incelendigi ¢alismada, kaplamalarin kontrole
kiyasla duyusal kalite parametreleri iizerinde biiylik farkliliklar olusturmadigi rapor

edilmistir (Tavera-quiroz ve ark., 2015).
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Ornek Giin L* a* b* Ornek Giin L* a* b*

Yb 30,3651,14° 2.80£0,36°8 3060220 Yb 26,960,517 3,73£0,04%0 3,30£0,090
Kontrol | 29.75:002 12.3940,05" 13.3940,01® Kontrol 25,180,084 13,6140,21A J1,41£0,138
Lp 28,08+0,04¢ -2,94+0,334 -3,66+0,15¢ Bf 25,7540,724 -4,05+0,374B -2,67+0,384B
LpIN 28,87+0,065€ -2,64+0,234B -4,09+0,04P BfFOS 26,2242 294 -4,37+0,53B -2,85+0,884B
Yb 27,32+1,414 -2,79+0,14* -2,8440,124 Yb 34,99+1,134 -2,85+0,80% -4,64+0,284
Kontrol 29,56:2,00° 12.2340,07® 1.26£0,17® Kontrol 26,92:£0,04" 12,330,594 12.0840,15P
Lp 3 30974116* -2.4940,40AB -3,5940,41€ Bf 3 27,1741 4P -3.4340,2548 37640, 14C
LpIN 29,70+2,904 -2,72+0,05% -1,98+0,17P BfFOS 24,89+0,37¢ -4,12+0,748 -1,16+0,22P
Yb 29,3843,174 -2,31+0,174 -2,50+0,26* Yb 33,24+2.644 -2,16+0,514 -3,55+0,214
Kontrol 28,98+1,88% 12,00+0,434 -2,17£0,374 Kontrol 28,0542,35A8 22,100,294 3,140,274
Lp S 28,9542,154 -1,10+0,54® —2,82:&1,17A Bf S .7_7,03:|:0,4-.7_B -2,5240,1248 -3,36+0,14*
LpIN 30,99+1,48% -1,83+0,15€ -1,87+0,30% BfFOS 30,24+4,104B -3,03+0,358 -2,99+0,734

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol: CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin,
Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis, % 2 FOS kaplanmis yaban mersini rnekleri. Farkli biiyiik harfler ayn1 giine ait farkli degerlerin istatistiksel olarak farkli (¢=0,05) oldugunu
ifade etmektedir.
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Cizelge 4.7 depolama oncesinde ve sonrasinda analiz edilen yaban mersini
orneklerine iliskin pH ve agirlik kayb1 degerlerini gostermektedir. Buna gore, 6rneklerin
tiimii i¢in depolamanin son giiniinde elde edilen pH degerlerinin depolama oncesi (0. giin)
heniiz kaplanmamis yaban mersini 6rnegi ile (Yb) benzer oldugu (p > 0,05), ancak besinci
giin orneklerine bakildiginda ornekler arasinda en asidik degerin 3,69+0,10 ile LpIN
kodlu yaban mersini drneklerine ait oldugu sonucuna varilmistir. Depolama sonunda ise
ornekler arasinda en yiiksek agirlik kaybinin yine LpIN kodlu 6rneklere ait oldugu ve
Kontrol 6rnegine kiyasla bu farkin istatistiksel acidan anlamhi (p < 0,05) oldugu
goriilmektedir. Prebiyotik ikamesi, Lb. plantarum canliligmmi korurken bakterilerin
metabolik aktivitesini buna bagli olarak olusturduklari metabolik yan tirtinleri (laktik asit
gibi) de arttirdig1 sdylenebilir (Oliveira ve ark., 2014). Gidanin ylizeyinde gerceklesen bu
faaliyetler, gidanin asiditesini artirmanin yani sira agirliginin da azalmasi gibi duyusal
kalite parametrelerinde bozulmalara yol agan durumlara neden olabildigi
diisiiniilmektedir. ileri seviyelerde ise istenmeyen koku ve tat unsurlar
gbzlemlenebilmektedir. Calismamizda, Kontrol ve Yb gruplarinin agirlik kaybi arasinda
istatistiksel acidan herhangi bir fark bulunamamastir (p > 0,05).

Bifidobakteri ikameli (Bf ve BfFOS kodlu) filmlerle kaplanmis yaban mersini
orneklerine bakildiginda ise, bu orneklere ait pH degerleri ile kaplanmamis (Yb) ve
sadece CMC-Nisasta ile kaplanmis (Kontrol) gida 6rneklerinin pH degerleri arasinda
istatistiksel acidan herhangi bir fark bulunamamistir. LAB ikameli film 6rnekleri ile
kaplanmis gida orneklerine benzer sekilde B. animalis ikameli Bf ve BfFOS kaplama
uygulamalarinin Yb orneklerine kiyasla gida 6rneklerinin agirlik kaybinda bir miktar
artisa sebep oldugu goriilmektedir.

Khodei ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢aligmada, probiyotik iceren cileklerin,
kaplanmamis kontrol ve sadece CMC kapli 6rneklerle karsilastirildiginda énemli dlciide
(p < 0,05) daha diisiik pH degerlerine sahip oldugu bildirilmistir (Khodaei ve Hamidi-
Esfahani, 2019). Baska bir calismada arastirmacilar, Lb. rhamnosus ile birlestirilmis
minimal islenmis kavunlar i¢in diisiik pH degeri bildirilmis olup bu durumu probiyotik
hiicrelerin kavun yiizeyinde ¢ogalmas1 ve asit liretmesinden ileri gelebilecegi seklinde
yorumlamistir (Oliveira ve ark., 2014). Bu calismalara benzer sekilde, ¢alismamizdaki
LAB yiiklii filmlerle kaplanmis gida 6rnekleri depolamanin besinci giin sonunda kontrol

orneklerine kiyasla daha diisiik pH degerlerine sahiptir.
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Cizelge 4.7. Yaban mersini drneklerinde depolama siiresince pH ve agirlik degisimi

Ornek Giin pH % agirhk  Ornek Giin pH % agirhk
kaybi kaybi

Yb 0 3,81£0,22% - Yb 0 3,23+0,18* -

Yb 3,94+0,35482 5. 61+1,11¢ Yb 3,32+0,124*  0,78+0,178

Kontrol 5 3,99+0,074B2  7.46+0,27¢ Kontrol 5 3,34+0,06%  0,86+0,0148

Lp 3,97+0,3382 14,30+0,758 Bf 3,33+0,19%  1,06+0,134

LpIN 3,69+0,104° 19,30+2,824 BfFOS 3,38+0,254  (,86+0,034B

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis,
% 2 FOS kaplanmis yaban mersini 6rnekleri. Farkli kiiiik harfler farkli giinlere ait 6rnek degerlerinin
istatistiksel olarak farkli (0=0,05) oldugunu, farkl: biiyiik harfler ayn1 giine ait farkli degerlerin istatistiksel
olarak farkli (¢=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

4.2.4. Antioksidan kapasite ve toplam fenolik icerik tayini sonuclar

Depolamanin son giiniinde alinan orneklerin DPPH ve ABTS' radikallerini
siiptirme aktiviteleri, toplam fenolik igerik test sonuclar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.21-4.23’te
gosterildigi gibidir. LAB ikameli film uygulamasinda, gidalarin serbest radikal siiptirme
etkinliklerinde hem DPPH hem de ABTS testleri ile en etkin olan gruplarin sirasiyla
Kontrol film 6rnekleri ile kaplanmis yaban mersini 6rnekleri ve kaplanmamis yaban
mersini ornekleri oldugu goriilmektedir. DPPH radikal siiptirme aktivitesi LAB ikameli
film uygulamasi i¢in sirastyla Kontrol>Lp>Yb>LpIN seklinde iken ABTS testinde bu
siralama Yb>Kontrol>Lp>LpIN seklinde olmustur. LAB ikameli filmlerde prebiyotik
varlig1 antioksidan aktiviteyi diislirdiigii sOylenebilirken, Bifidobakteri ikameli film
uygulamasinda ise prebiyotik ikamesi DPPH siiplirme aktivitesini arttirmistir. Bu
aktivitenin, Bifidobakteri uygulamasinin 6rnekleri arasinda BfFOS>Bf>Kontrol>Yb
seklinde siralandig1 goriilmektedir. Ancak aymi siralama ABTS' radikal siipiirme
aktivitesinde saptanamamuigtir. Bu siralama ABTS" radikalini siiptirme aktivitesi degerleri
icin Bf > Yb > Kontrol > BfFOS seklinde bulunmustur.

Antioksidan 6zellikler 6rnek gruplar1 arasinda degiskenlik gdsterse de s6z konusu
farkliligin temel sebebi, temin edilen yaban mersini orneklerinin her ne kadar yerel
marketlerden temin edildikten analize alinana kadar gecen siirede ve analizler siiresince
soguk zincir kosullar1 sabit tutulsa da hasattan yerel pazara uzanan siirecte meyvenin
karsilagtigr sicaklik degisimleri, fiziksel hasar gibi faktorlerin antioksidan aktiviteyi
degistirmesi ile sonuc¢lanmasidir. Ayrica c¢alismamizda, Lb. plantarum'un ve B.
animalis’in ilk bliylimesi anaerobik kosullar altinda yapilmis olsa da, meyve yiizeyindeki

film tabakasi c¢ok ince oldugundan, ortamin aerobik hale geldigi ve bakteriye
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antimikrobiyal bilesikler ve ayrica belki de farkl tlirde bilesikler iiretmesi i¢in farkli stres
faktorleri olusturabilecegi bilinmektedir (Marin ve ark., 2019).

Hidroksil radikalleri, hiicreler veya biyomolekiillerle etkilesime girebilir ve
oksidatif stres nedeniyle gida kalitesinde onemli bir azalmaya yol agabilmektedir. Bazi
calismalar Lb. plantarum tarafindan {iretilen EPS'nin hidroksil radikallerini etkili bir
sekilde temizledigini (Min ve ark., 2019), EPS'nin hiicre i¢i antioksidan enzim
sistemlerini destekledigi (Li ve ark., 2020), lipid peroksidasyonunu engelledigi ve hiicre
biitlinliigiinli korudugunu belirtmislerdir. DPPH radikal temizleme kapasitesi, yenilebilir
probiyotik filmlerin antioksidan kapasitesini yansitan 6nemli bir gdstergedir (Chang ve
ark., 2023). Hashemi ve Jafarpour (2021)’un kivi 6rneklerinde yaptiklari caligmaya gore,
probiyotikle zenginlestirilmis kaplanmis orneklerin depolama sirasinda dikkate deger

DPPH radikal temizleme aktivitesi gosterdigi bilinmektedir.

Cizelge 4.8. Yaban mersini 6rneklerinin antioksidan aktivite ve fenolik igerik test sonuglari

Uygulama Ornek  DPPH ABTS Fenolik icerik
(TE mg/g meyve) (TE mg/g meyve) (GAE mg/g meyve)

Lb. plantarum YD 1,23+0,13° 7,68+0,55° 1,39+0,11°
uygulanmis Kontrol 1,56+0,08? 7,48+0,50° 1,794+0,01?
ornek gruplart  Lp 1,29+0,10° 6,75+1,07° 1,74+0,01?2
LpIN 0,72+0,00° 6,26+1,12° 1,1140,06°
. Yb 0,43+0,02¢ 3,38+0,09° 1,410,15°
f&gula‘il";i’:;"”s Kontrol = 0,73+0,06° 0,87+0,14¢ 1,31£0,05
drnek gruplan Bf 0,75+0,02° 4,38+0,08* 1,520,132
BfFOS  1,38+0,09° 0,00+0,00¢ 1,740,122

Degerler ortalama + standart sapma olacak sekilde verilmistir. Yb: Kaplanmamis yaban mersini, Kontrol:
CMC-Nisasta, Lp: Lb. plantarum, LpIN: Lb. plantarum+% 2 iniilin, Bf: B. animalis, BfFOS: B. animalis,
% 2 FOS kaplanmis yaban mersini Ornekleri. Farkli kiigiik harfler ayn1 uygulamaya ait farkli 6rnek
degerlerinin istatistiksel olarak farkli (a=0,05) oldugunu ifade etmektedir.

Calisilan meyve 6ziitlerinin toplam fenolik igerikleri (Cizelge 4.8. ve Sekil 4.23)
Folin-Ciocalteu metodu ile belirlenmis olup toplam fenolik igerik bakimindan en zengin
ornek gruplar1 LAB ve Bifidobakteri uygulamasi igin sirastyla, Kontrol filmle kaplanmig
(1,79 mg GAE/g) ve BfFOS filmle kapli (1,74 mg GAE/g) ornek gruplart seklinde
bulunmustur. Burada, her iki kaplama uygulamasmin genel olarak 6rnegin fenolik
icerigini korudugu ifade edilebilir. Bu ¢alismanin LAB ikameli film uygulamasinda,
Kontrol grubu ve Lp film 6rnek grubu ile calisilan yaban mersini ornekleri arasinda
fenolik igerik bakimindan herhangi bir fark yoktur (p > 0,05). Calismamizla uyumlu
olarak, Tumbarski ve ark. (2022) CMC ve CMC+propolis etkisini gdzlemledikleri yaban
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mersini 6rneklerinde, 20 giinliik depolama boyunca toplam fenolik i¢erik kademeli olarak
azalsa da kaplanmig 6rneklerdeki toplam fenolik icerigin, kaplanmamis 6rneklere kiyasla
hep yiiksek seviyelerde kaldigini belirtmistir. Bir baska ¢alismada, GA ve AB meyve
oziitii ile giiclendirilen GA-AB filmlerinin, kaplanmamig yaban mersini orneklerine

kiyasla toplam fenolik igerigin daha iyi korunmasini sagladigi rapor edilmistir (Tahir ve

ark., 2020).
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Sekil 4.21. LAB uygulanan yaban mersini drneklerinin antioksidan aktivite degisim sonuglari
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Sekil 4.23. LAB ve Bifidobakteri uygulanan yaban mersini 6rneklerinin fenolik igerikleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Giliniimiizde tiiketicilerin saglikli gida yoniinde artan talepleri, iireticilerin bu
amagcla, kimyasal koruma yontemleri igcermeyecek beraberinde minimum islem gérmiis
tarladan sofraya ulasabilecek raf dmrii uzun gida iirlinlerini gelistirme ¢abalari, bu alanda
yapilabilecek ¢aligmalarin 6niinii agmistir. Bu tez ¢alismasi ile, sentezlenen CMC-Nisasta
esasli probiyotik ve hem probiyotik hem prebiyotik ikameli yenilebilir filmler
sentezlenmis olup filmlerin yaban mersini drnekleri lizerindeki gida kalite parametreleri
tizerine etkileri ayrintili olarak ortaya konulmaya calisilmistir.

Sonug olarak, CMC-Nisasta esasli kaplamalar yardimi ile taze yaban mersini
orneklerinde probiyotik canliligin 7 logaritmik birim ve iizeri seviyelerde tutulmasi,
meyvenin fonksiyonel gida olarak tiiketilmesini saglamakla kalmayip hem Lp hem de Bf
film kaplamalari, gidanin depolama siiresince kiif-maya ve psikrofil bakteri kaynakli
mikrobiyolojik bozulmalarinin da 6niine ge¢mistir. Burada Lp film kaplamalari kiif-maya
ve psikrofil bakteri gelisimini kaplanmamig gida 6rnegine kiyasla sirasiyla yaklasik 0,5
ve 2 logaritmik birim diisiis saglarken, Bf yenilebilir film kaplamalari ile yaban mersini
orneklerinde kiif-maya gelisimi tamamen bertaraf edilebilmis bunun yanmi sira Yb
orneklerine kiyasla psikrofil bakteri gelisimi yaklasik 3 logaritmik birim azaltilabilmistir.

Simiile edilmis sindirim kanalinda ilerleyen film orneklerinden yalnizca
probiyotik ikameli Lp filminde probiyotik canlilik korunamaz iken, % 2 iniilin ikameli
LpIN filminde baslangica kiyasla yaklasik 4 logaritmik birim azalma ile Lb. plantarum
canliligini korudugu tespit edilmistir. Bu durum, LpIN filmlerle kaplanacak gida
orneklerinin probiyotik tiiketimi saglamasi1 acisindan fonksiyonel gida olarak
tiiketilebileceginin kanit1 olmustur.

Calismamizda fark edilen diger bir unsur da, sicakligin diisiik seviyelerde (4°C)
tutulmas1 probiyotik canliligin muhafaza edilmesinde olumlu etki goéstermistir. Bu
sonuca, literatiirde mevcut benzer ¢alismalarla ve calismamizda sogukta muhafaza edilen
film ve gida orneklerindeki probiyotik canlilik oranlarindan yola ¢ikilarak varilmistir.
Probiyotik ikameleri, soguk zincir siiresince gidada olusabilecek psikrofil canli ve kiif-
maya gelisimini azaltabilecek etkili bir yontem olmustur. Ayrica, Lb. plantarum yiiklii
filmlerin (Lp ve LpIN) S. aureus sayisin1 3 logaritmik birim azaltmada etkili oldugu

goriilmiis ve bu film kombinasyonlar1 ile kaplanacak gida Orneklerinde bu
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mikroorganizma kaynakli gida kontaminasyonunu Onlemede etkin olabilecegi
distiniilmektedir.

Yaban mersini  Orneklerinde, CMC esasli filmlerin  probiyotiklerle
desteklendiginde (6zellikle Lp film kaplamalar1) antimikrobiyal etki mekanizmalarinin
arttirdigl, boylelikle gidada olusabilecek PPO kaynakli oksidatif bozulmalarin 6niine
gecerek raf Omriinii uzattig1 sonucuna varilmistir. Ayrica depolama sonunda elde edilen
gida goriintiilerinde, kaplamanin bir nem bariyeri gorevi gorerek gidada olasi biliziilmeyi
geciktirmede etkili oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen antioksidan aktivite iliski enzim aktivitesi degerleri (CAT, SOD) de
DPPH-ABTS radikallerini siiplirme aktivite sonuglari ile uyumlu olarak, CMC-Nisasta
esasli kaplama uygulamalarinin genel olarak, taze yaban mersini 6rneklerinde antioksidan
ozelligi arttirdigin1 gdéstermektedir. Ayn1 zamanda, bu calismada toplam fenolik igerik
degerlerinin yiiksek oldugu ornek gruplart yine kaplanmis gidalar olmustur. Pek ¢ok
hastalikla yakindan iliskili oldugu bilinen serbest radikallerin olumsuz etkilerinin ortadan
kaldirilmasinda kullanilan antioksidanlarin ve fenoliklerin bulundugu gidalarin tiiketim
anina dek bu degerli yapilar1 yiiksek oranlarda ihtiva etmeleri, gidanin fonksiyonel
ozelligini korumak acisindan etkili bir yontem olmustur.

Buna ek olarak, kaplamalarin kaplanmamis gidalara kiyasla gidanin renk
ozelliklerinin korunmasinda etkili oldugu ancak probiyotik-prebiyotik ilavesinin renk
degerleri iizerinde biiylik farkliliklar olusturmadigi sonucuna varilmistir. Probiyotik
ilavesinin gida ylizeyinde mevcut mikrobiyotanin muhtemel metabolik faaliyetleri
sonucunda, taze yaban mersini 6rneklerinin pH ve yiizde agirlik kayb1 degerlerinde artiga
sebep oldugu goriilmiistiir.

Yaban mersini meyvesinin raf émrii, meyve ¢esidi, olgunluk, hasat yontemi ve
depolama kosullar1 gibi ¢esitli faktorlere bagli olup soguk depolamada meyvenin
organoleptik ve besinsel Ozelliklerini korurken bozulmay: azaltmak ve raf Omriini
uzatmak i¢in ¢esitli yontemler uygulanmistir. Bu yontemler arasinda probiyotik ikameli
film uygulamalari1 oldukg¢a sinirhidir. Bu ¢aligmada, seliiloz kaynakli biyopolimer olan
karboksimetil seliilloz ve nisasta dogal polimerlerinin birbirlerini tamamlayici film
olusturucu mekanik 6zelliklerinden yararlanilarak, probiyotik ve hem probiyotik hem
prebiyotik tasiyict kaplama materyali olarak kullanim imkanlar1 arastirilmistir. Bu

anlamda literatiire yeni bir ¢aligma kazandirilmistir.
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5.2 Oneriler

Glinlimiize kadar yapilan arastirmalar ve ¢alismamizdan elde edilen sonuglar
dikkate alindiginda;

-probiyotik ve prebiyotik ikameler her ne kadar siit ve siit diriinleri ile
iligkilendirilse de, bu fonksiyonel kaynaklarin yalnizca bu tip gidalarla degil bunlara
alternatif olabilecek meyve-sebze grubu gibi gidalarla da alinabilmesinin miimkiin
olacagi,

- son yillarda, sagliga olumlu etkileri sebebiyle bu ikamelerin endiistriyel ve ticari
capli liretimi ve/veya tiiketimi artarken, insan sagligina etkilerinin de her defasinda takip
edilmesi istenen bir diger husus olacagi,

- bahsi gecen suglarin ve substratlarinin hangi dozda, gida tizerinde hangi formda
ve ne sekilde korunacagi 6nemli olup yapilacak olan yeni ¢alismalarda bu hususlarin
kontroliiniin pratikte de uygulanabilirligi konusunda yardimc1 olacagi,

- probiyotik suslarin mide sivisindaki diisitk pH degerlerinden etkilendigi ve
canliliklarinin kolon sivisina tasinmasinda zorluklar meydana geldigi, bu sebeple, bu
suslarin mide ortamindaki zorluklara diren¢ kazanmasina yonelik yenilebilir filmlerle
ilgili yapilacak ekstra ¢aligmalara ihtiyag oldugu,

- CMC-Nisasta bazli filmlerin meyve ve sebzelerde gerekli olan 6nemli bariyer
ozelliklerinin  (agirhik kaybinin Onlenmesi (nem tutma), mikroorganizmalarin
engellenmesi, aerobik solunumun yavaglatilmas1 ve parlaklik saglayarak goriiniimiin
tyilestirilmesi) saglanmasi acisindan daha da gelistirilmesi konusunda yeni ¢aligmalarin
yapilmasinin gerekli oldugu,

- yenilebilir filmler ve kaplamalar, gidanin raf dmriinii, giivenligini ve besin
degerini iyilestirirken, bu yapilara ayni zamanda probiyotik ve antimikrobiyal ikamelerin
eklenmesinin, tiiketicilere ek saglik yararinin yani sira giday1 koruma etkinliklerini de
artirarak gida endiistrisinde siirdiiriilebilir ve ¢evre dostu bir ¢6zliim sunacagi, ancak, bu
ikamelerin hangi dozda ve ne derecede etkili olacaklar1 konusunda daha fazla kapsamli
calismaya ihtiya¢ oldugu,

- bu amagla probiyotik ve prebiyotik ikamelerin farkli meyve-sebze ya da gida

gruplarinda etkisinin denenebilecegi bagka calismalara ihtiyag oldugu kanaatine varildi.
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Cizelge 1. Filmlerin kalinlik, nem, sisme derecesi, renk ve opaklik degerleri varyans analiz sonuglari

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F P
Kalinhk 4 0,001 0,000 4,582 0,009**
Nem 4 12,738 3,184 1,409 0,290
Sisme derecesi 4 8709,957 2177,489 11,071 0,001%**
L* 4 11485,043 2871,261 3,359 0,029*
a* 4 0,050 0,012 2,459 0,088
b* 4 0,358 0,090 41,870 0,000%**
AE 4 1,416 0,354 16,250 0,000%**
Opakhik 4 22,308 5,577 214,376 0,000%**
*Hk: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05
Cizelge 2. Filmlerin su tutma kapasitesi degerleri varyans analiz sonuglari
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Ornek (A) 4 10,903 2,726 120,264 0,000%**
Saat (B) 4 105,028 26,257 1158,452 0,000%**
AXB 16 3,741 0,234 10,316 0,000%**
Hata 50 1,133 0,023

**%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 3. Filmlerin probiyotik tutma kapasitesi degerleri varyans analiz sonuglar1

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Lp 3 168,122 56,041 6302,257 0,000%**
Giin LpIN 3 178,654 59,551 8539,323 0,000%**
Bf 3 136,017 45,339 550,367 0,000%**
BfFOS 3 184,741 61,580 533,190 0,000%**
0. giin 1 1,607 1,607 12,634 0,024*
Ornek 1. giin 3 13,667 4,556 72,596 0,000%**
3. giin 3 55,626 18,542 780,626 0,000%**
5. giin - - - - -

*Hk: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 4. Filmlerin antimikrobiyal aktivite degerleri varyans analiz sonuglar1

Varyansin Sd Kt Ko F p
kaynag
E. coli 4 4,053 1,013 11,823 0,001**
S. aureus 4 38,569 9,642 228,343 0,000%**

*H%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05
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Cizelge 5. Gidada probiyotik canlilik degerleri varyans analiz sonuglari

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Lp 2 0,003 0,001 0,204 0,821
Probiyotik LpIN 2 0,218 0,109 10,065 0,012%*
canhilik Bf 2 0,126 0,063 1,551 0,286
BfFOS 2 2,004 1,002 44,690 0,000%**

*ak: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 6. Lb. plantarum ikameli film uygulamasinda gida érneklerindeki YM sayis1 varyans analiz

sonuglart
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Kontrol 2 1,673 0,836 22,701 0,002%*
Giin Lp 2 6,629 3,315 106,661 0,000%**
LpIN 2 2,122 1,061 79,063 0,000%**
1. giin 2 0,102 0,051 1,226 0,358
Ornek 3. giin 2 5,242 2,621 13,220 0,006**
5. giin 3 0,751 0,250 7,418 0,011*

**%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 7. B. animalis ikameli film uygulamasinda gida 6rneklerindeki YM sayisi varyans analiz

sonuglart
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Kontrol 2 0,739 0,370 8,990 0,016%*
Giin Bf - - - - -
BfFOS 2 1,209 0,604 19,844 0,002%*
1. giin - - - - -
Ornek 3. giin - - - - -
5. giin 2 2,074 1,037 21,947 0,002%*

**%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 8. Lb. plantarum ikameli film uygulamasinda gida 6rneklerindeki PSI sayisi varyans analiz

sonuglari
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Kontrol 2 0,010 0,005 0,729 0,521
Gin Lp 2 0,268 0,134 4,714 0,059
LpIN 2 0,405 0,202 18,916 0,003**
1. giin 2 0,168 0,084 2,215 0,190
Ornek 3. giin 2 0,118 0,059 91,525 0,000%**
5. giin 3 12,333 4,111 535,803 0,000%**

*E*: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05
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Cizelge 9. B. animalis ikameli film uygulamasinda gida 6rneklerindeki PSI sayis1 varyans analiz

sonuglari
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Kontrol 2 0,670 0,335 3,973 0,080
Giin Bf - - - - -
BfFOS 2 0,343 0,172 46,676 0,000%**
1. giin - - - - -
Ornek 3. giin - - - - -
5. giin 3 19,289 6,430 447,459 0,000%**

*x%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 10. Probiyotik film uygulamasinda gida drneklerinin enzim aktivitesi degerleri varyans analiz

sonuglart
Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
PPO 3 0,008 0,003 516,322 0,000%**
.. POD 3 0,000 0,000 10,861 0,003**
Lb. plantarum uygulanmuig ornek gruplar
CAT 3 0,000 0,000 36,999 0,000%**
SOD 3 0,000 0,000 48,572 0,000%***
PPO 3 0,045 0,015 299,458 0,000%**
B. animalis uygulanmus érnek gruplart POD 3 0,000 0,000 75956 0,000%**
CAT 3 0,000 0,000 27,049 0,000%**
SOD 3 0,000 0,000 3,083 0,090

**%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 11. Probiyotik film uygulamasinda gida drneklerine ait renk degerleri varyans analiz sonuglar1

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p

L* 3 8972 2,991 9,250  0,006%*

l.gin a* 3 0,505 0,168 2,302 0,154
b* 3 1,698 0,566 30,838  0,000%**

L* 3 20,786 6,929 1,760 0,232

Lb. plantarum uygulanmis 3 o a3 0,571 0,190 4,166  0,047*
ornek gruplart b* 3 9245 3,082 51,634  0,000%**
L* 3 8371 2,790 0,548 0,663
5.giin  a* 3 2,720 0,907 41,002  0,000%**

b* 3 1,533 0511 1231 0,360

L* 3 31,000 10336 1,901 0,208

l.giin  a* 3 0,653 0218 1,199 0,370

b* 3 8234 2745 7343 0,011*
B, amimalis  uygulanmis EE 178,408 59,469 54,205 0,000%**
srmek gruplart 3.gin  a* 3 5,363 1,788 4492  0,040%
b* 3 14268 4,756 7,021  0,012%

L* 3 67,949 22,650 3,075 0,091

5.giin  a* 3 1,629 0,543 4,540  0,039*

b* 3 0,535 0,178 1,071 0414

*E*: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05
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Cizelge 12. Probiyotik film uygulamasinda gida 6rneklerindeki pH ve agirlik kayb1 degerleri varyans
analiz sonuglar1

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
Lb. plantarum uygulanmig PH 4 0551 0,138 2,329 0,127
ornek gruplar Agirhik kaybr (%) 3 358,541 119,514 48,602  0,000%**
B. animalis uygulanmis pH 4 0,038 0,009 0,324 0,856
ornek gruplar Agirlik kaybi (%) 3 0,129 0,043 3,665 0,063

*x%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05

Cizelge 13. Probiyotik film uygulamasinda gida 6rneklerindeki antioksidan aktivite ve fenolik icerik
degerleri varyans analiz sonuglari

Varyansin kaynagi Sd Kt Ko F p
DPPH 3 1,093 0,364 42,799  0,000%**
Lb. plantarum uygulanmis ornek ABTS 3 9,243 3,081 5,351 0,026*
gruplari Fenolik 30904 0301 77,258 0,000%%*
icerik ’ ’ ’ ’
DPPH 3 1,420 0473 107,679 0,000%**
. . ABTS 3 38,308 12,769 1483,285 0,000%**
B. animalis uygulanmuig érnek gruplart Fenolik
- 3 0306 0,102 6,980 0,013*
icerik

**%: p<0,001; **: p<0,01; *: p<0,05
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EK-2 Deneysel ¢aligmalar esnasinda kaydedilen goriintiiler

Sekil 1. Film ¢6zeltilerinin hazirlanmasi ve gidaya uygulanmasi

K ) amm— o= === o= eam»
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Sekil 2. Film 6rneklerinin steril kabinde kurutulmasi



Sekil 3. Probiyotik bakterilerin anaerobik kosullarda biiyiitiilmesi

Sekil 4. Film 6rneklerinin sindirim sonrasi probiyotik canli sayim sonucu
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Sekil 5. Film drneklerinin antibakteriyel aktivite testlerinde E. coli sayim sonuglari
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Sekil 6. Film 6rneklerinin antibakteriyel aktivite testlerinde S. aureus sayim sonuglari



102

Sekil 7. Film ve gida 6rneklerinde Lb. plantarum sayilarinin tespiti (depolama 1. giin)
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Sekil 9. Film ve gida 6rneklerinde Lb. plantarum sayilarinin tespiti (depolama 5. giin)
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Sekil 10. LAB ikameli filmlerle kapli gida 6rneklerinde psikrofil canli sayilarinin tespiti (depolama 1.
glin)

Sekil 11. LAB ikameli filmlerle kapli gida 6rneklerinde psikrofil canli sayilarinin tespiti (depolama 3.
giin)
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Sekil 13. LAB ikameli filmlerle kapli gida &rneklerinde kiif-maya canli sayilarinin tespiti (depolama 1. ve
3. giin)
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Sekil 14. LAB ikameli filmlerle kapli gida drneklerinde kiif-maya canli sayilarinin tespiti (depolama 5.
giin)

Sekil 16. Gida 6rneklerinde B. animalis sayilarmin tespiti (depolama 1. giin)
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Sekil 18. Gida 6rneklerinde B. animalis sayilarinin tespiti (depolama 5. giin)
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Sekil 19. B. animalis ikameli filmlerle kapli gida 6rneklerinde psikrofil canli sayilariin tespiti
(depolama 1. ve 3. giin)

Sekil 20. B. animalis ikameli filmlerle kapli gida drneklerinde psikrofil canli sayilarinin tespiti (depolama
5. giin)
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Sekil 21. B. animalis ikameli filmlerle kapli gida drneklerinde kiif-maya canli sayilarinin tespiti
(depolama 1. giin)

Sekil 22. B. animalis ikameli filmlerle kapli gida 6rneklerinde kiif-maya canli sayilarinin tespiti
(depolama 3. giin)

Sekil 23. B. animalis ikameli filmlerle kapli gida drneklerinde kiif-maya canli sayilarinin tespiti
(depolama 5. giin)
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Sekil 24. Kaplanmamig (a) ve CMC-Nisasta Kontrol film ile kaplanmis (b) gida drnekleri




