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ONSOz

Bu rapor "Kontrollii Salim Ozelliklerine Sahip Antimikrobiyal, Nanokompozit Gida Ambalaj
Filmlerinin Gelistirilmesi”  baslhklh TUBITAK-MAG-110M440 No’lu arastirma projesinin
sonuglarini icermektedir. Calisma antimikrobiyal ajan yukli nanotaneciklerin hazirlanmasi ve
bu nanotaneciklerin kontrolli salim 0zelligine sahip, mekanik ve bariyer 06zellikleri
iyilestirilmis antimikrobiyal gida ambalaj filmlerinin hazirlanmasi amaciyla 6nerilmistir. 1
Mayis 2011 tarihinde, telif bedeli hari¢ 83950 TL'lik biitce ile izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii
Kimya Miuhendisligi Bolimi’nde yiritiilmek lzere desteklenmeye baslanan proje 1 Mayis

2013’de tamamlanmistir.

Projede bir yilksek lisans ve 2 doktora 6grencisi proje bitcgesi ile desteklenmis, proje
kapsaminda bir yiiksek lisans ¢alismasi yapilmistir. Projeden elde edilen sonuclar 21-25 Nisan
2013 tarihleri arasinda Hollanda’da diizenlenen 9. Avrupa Kimya Mihendisligi ve 2. Avrupa

Biyoteknoloji Kongresi’'nde poster sunum olarak sunulmustur.

Peynir Uretimi sirasinda yan (riin olarak ortaya c¢ikan peynir alti suyu izolatindan (WPI)
filmlerin hazirlandig1 projenin ilk kisminda kitosan nanotaneciklerin filmlerin mekanik ve
bariyer oOzellikleri lizerine olan etkileri incelenmistir. Projenin ikinci kisminda dogal bir
antimikrobiyal ajan olan lisozim (LIS) serbest halde ya da poliakrilik asit ile tanecik
olusturarak filmlere ilave edilmis, salim hizinin filmlerin antimikrobiyal aktivitesine olan etkisi
arastirilmistir. Bu calisma sonucunda kitosan nanotaneciklerin WPI filminin mekanik ve
bariyer 6zelliklerinin iyilestiriimesinde, PAA/LIS komplekslerininde kontrolli salim yapabilen,
antimikrobiyal, WPI bazli gida ambalaj filmlerinin hazirlanmasinda kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir.
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OZET
Antimikrobiyal gida ambalaj malzemelerinde aktif maddenin kontrolli salimi kritiktir. Bu

¢alismada kontrolli salim antimikrobiyal ajani nanotanecik icine yikleyerek saglanmistir.
Dogal bir antimikrobiyal ajan olan lisozim serbest halde ya da poliakrilik asit (PAA) ile tanecik
olusturarak peynir alti suyu izolati (WPI) filmlerine ilave edilmistir. Serbest lisozim iceren
filmlerden salimin ¢ok hizli oldugu, 45 dakika gibi kisa bir siirede lisozimin tamaminin ortama
gectigi, PAA icine yuklenmesi durumunda ise salim hizinin oldukca yavasladigi gdzlenmistir.
PAA’'nin molekdl agirligr ile PAA/LIS oraninin lisozimin salim hizi Gzerinde oldukga etkili
oldugu belirlenmistir. Her iki parametrenin artmasi ile daha blyik boyutta tanecikler elde
edilmis ve bu tanecikleri iceren filmlerden lisozimin salim hizi dismustlr. Film hazirlama
esnasinda lisozimin aktivitesinde kayip yasanmis, ancak salinan aktivite zamanla degisim
gostermemistir.  Lisozim hem serbest, hem de PAA/LIS kompleksi icinde filme ilave
edildiginde ortama kontrollii bir sekilde salinarak antimikrobiyal etkisini daha uzun sire
koruyabilmistir. Calismada PAA/LIS komplekslerinin yanisira kitosan nanotanecikler de
hazirlanmis, bu taneciklerin WPI filmlerinin mekanik ve bariyer 6zellikleri Gizerine olan etkileri
incelenmistir. %2 oranina kadar kitosan nanotanecik igeren filmlerin mekanik ve bariyer
ozelliklerinde ©6nemli bir degisiklik olmazken, % 4 nanotanecik ilavesiyle ¢ekme
mukavemetinde ani bir artis, % uzama degerinde ve su buhari gegirgenliginde de azalma
gozlenmistir. Ayrica, kitosan nanotanecikler WPI filmlere antibakteriyel 06zellik de
kazandirmstir. Filme ilave edilen nanotanecik miktarinin % 6’ya artirilmasi sonucunda
homojen dagilimin saglanamamasindan dolayr mekanik ve bariyer 6zelliklerindeki iyilesme
azalmaya baslamistir. Bu calismada elde edilen sonuclara dayanarak kitosan
nanotaneciklerin WPI filminin mekanik ve bariyer 6zelliklerinin iyilestiriimesinde, PAA/LIS
komplekslerinin de kontrolli salim yapabilen, antimikrobiyal 6zellige sahip WPI filmlerinin

hazirlanmasinda kullanilabilecegi distnilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Nanokompozit, antimikrobiyal ambalaj, kontrollii salim, lisozim, peynir
alti suyu izolati, kitosan nanotanecik, iyonik jellesme



ABSTRACT
Controlled release of antimicrobial agents from food packaging materials is a critical issue

and in this study, this has been achieved by encapsulating the antimicrobial agent into
nanoparticles. Lysozyme which is a natural antimicrobial agent was added into whey
protein isolate films in a free form or in a particle encapsulated with polyacrylic acid. It has
been observed that all of the free lysozyme in the films released rapidly almost in 45
minutes, on the other hand, encapsulating the lysozyme into PAA significantly slowed down
the release rate. The molecular weight of PAA and the ratio of PAA to lysozyme used
during the synthesis of PAA/LIS complexes were found to be effective on the release rate of
lysozyme. With an increase in both parameters, larger complexes were obtained, as a
result, the release rate of lysozyme from the films containing these complexes decreased.
During film preparation, the loss in the activity of lysozyme occurred, however, released
activity did not show a change with time. Lysozyme when incorporated into the films in a
free and complex form released at a controlled rate, thus, maintained its antimicrobial
activity for a longer time. In addition to PAA/LIS complexes, chitosan nanoparticles were also
prepared and their effects on the mechanical and barrier properties of WPI films were
investigated. While the mechanical and barrier properties of the films containing up to 2 %
chitosan nanoparticles did not change significantly, an increase in tensile strength and
decrease in the elongation and water vapor permeability of the films were observed with 4
% nanoparticle addition. Furthermore, chitosan nanoparticles provided antibacterial
properties to the films. Increasing nanoparticle content in the films from 4 to 6 % caused a
decrease in the mechanical and barrier properties of the films due to inhomogeneous
distribution of the particles. Based on the results obtained in this study, it is suggested that
chitosan nanoparticles and PAA/LIS complexes can be used in the improvement of
mechanical and barrier properties of WPI films and in the preparation of antimicrobial WPI

films with controlled release properties, respectively.

Keywords: Nanocomposite, antimicrobial packaging, controlled release, lysozyme, whey

protein isolate, chitosan nanoparticle, ionic gelation.



1.  GIRIS

Son yillarda gida kaynakl mikrobiyal salginlardaki artis nedeni ile antimikrobiyal ambalaj
filmlerine olan ilgi artmistir. Geleneksel olarak antimikrobiyal ajanlar gidaya mikrobiyal
Uremeyi kontrol etmek ve raf dGmrinil uzatmak icin direk olarak ilave edilmektedir. Ancak bu
uygulama, ajanin hizla tilkenmesinden dolayl kisa sirede koruma etkisini yitirmesi ve
bozunma reaksiyonlarinin ~ gergeklestigi  gida  ylzeyini  segici bir  sekilde
hedefleyememesinden dolay! etkili degildir. Antimikrobiyal paketleme bu dezavantajlari
ortadan kaldirmak icin alternatif bir yontemdir. Bu tir malzemelerde en ¢ok aranan o6zellik
antimikrobiyal ajanin kontrolli salimidir. Filmden gida ylizeyine hizli salim antimikrobiyal
ajanin kisa strede tiikenmesine yol agar ve bu siirenin sonunda gida ylizeyi korumasiz kalir.
Ote yandan salim hizinin yavas oldugu durumlarda da yiizeyde bozunma baslayabilir. Aktif
ajanin kontrolli salimi gida ylzeyindeki konsantrasyonunun uzun sire ayni oranda,
mikrobiyolojik bozunmaya engel olacak minimum konsantrasyonun (MIC) Ustiinde bir
seviyede tutulmasini saglar, bu nedenle ambalajlanan gidanin raf émrinin uzatilabilmesi
acisindan gereklidir.

Kontrolli salim sistemlerinin eczacilik alanindaki uygulamalari oldukca eskiye dayanmakla
birlikte gida endustrisindeki uygulamalari yeni ve sinirlidir.  Kontrolli salim yapabilen
ambalaj filmleri hazirlamak amaciyla uygulanan stratejiler filmin yapisini, dolayisiyla aktif
maddenin film igindeki diflizyon hizini degistirmeye yoneliktir. HAN ve Floros (1998) aktif
maddenin salim hizinin kontroliiniin  U¢ katmanh film yapisiyla saglanabilecegini one
sirmustir. Dis katman aktif maddenin cevreye salimini dnlemek, orta katman aktif maddeyi
depolamak, i¢ katman da gidaya salim hizini kontrol etmek amaciyla tasarlanmistir. Dis ve i¢
katman icin aktif maddenin diflizyon hizinin yavas oldugu, orta katman icinse diflizyonun hizh
oldugu polimerlerin secilmesi ile salim hizinin kontrol edilebilecegi wvurgulanmistir.
BUONOCORE ve grubu (2003; 2004; 2005) model antimikrobiyal ajan olarak sectikleri
lisozimin tek ve U¢ katmanh polivinil alkol filmlerden salim hizini kontrol etmek icin filme
ilave edilen capraz baglayici ajan miktarini degistirmislerdir. MASTROMATTEO ve ark.
(2009)’'da antimikrobiyal ajan olarak timol (thymol) iceren zein bazl tek ve ¢ katmanli
ambalaj filmleri hazirlamiglardir. Tek katmanli filmlerin kalinliklarini degistirerek, tg¢ katmanli
filmlerin de i¢ ve dis katmanina farkh miktarlarda dogal lif ilave ederek salim hizini kontrol
etmeye calismislardir. OZDEMIR ve Floros (2001) antimikrobiyal ajan olarak potasyum
sorbat iceren, peynir alti suyu proteini izolesinden yenebilir ambalaj filmleri hazirlamislar,
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salim hizint  kontrol etmek igin filme ilave edilen plastiklestirici ajan miktarini
degistirmislerdir. ICONOMOPOULOU ve Voyiatzis (2005) olduk¢a yaygin kullanilan bir
antibakteriyel ajan olan triklosani yiksek yogunluklu polietilen icine ilave etmisler ve film
yapisini degistirmek icin farkli cekme oranlarinda filmleri eksenel yonde gerdirmislerdir.
Triklosanin gerdirilmis filmlerden olan salim hizinin gerdiriimemis olanlara gére daha yuksek
oldugunu bulmuslardir. Bu ¢alismanin sonucu polimer filmlerinin farkli oranlarda
gerdirilmesinin aktif maddenin filmden kontrolli saliminin saglanmasinda alternatif bir
yontem olabilecegini dnermislerdir. GEMILI ve ark. (2009a, 2009b) faz degisim yontemini
kullanarak lisozim, L-askorbik asit ve L-tirosin iceren selliloz asetat bazli antimikrobiyal ve
antioksidan ozellige sahip gozenekli yapida ambalaj filmleri hazirlamislardir. Kullanilan aktif
maddelerin salim hizi, polimer ¢ozeltisinin  kompozisyonunu, bdylece filmlerin
gozenekliliklerini degistirerek kontrol edilmeye ¢ahsiimistir.

Son vyillarda antimikrobiyal nanokompozit gida ambalaj malzemelerinin hazirlanmasi
konusunda yapilan calismalar artmaya baslamistir. Bu calismalarda antimikrobiyal ajan
olarak genellikle nanoboyutlu gimius, TiO,, ZnO gibi inorganik malzemeler kullanilmistir.
AVELLA ve grubu (2007) isotaktik polipropilen (PP) icine kalsiyum karbonat nanotanecikleri
ilave etmigler, bu filmlerin katkisiz PP filmlere gore mekanik 6zelliklerinin iyilestigini, oksijen
ve CO,; gecirgenliklerinin azaldigini ve elma halkalarinin 6zelligi bozulmadan 10 gline kadar
paketlemek icin kullanilabilecegini gostermislerdir. CHANDRAMOULEESWARAN ve ark.
(2007) polipropilen/ZnO nanokompozitleri hazirlamislar ve filmlerin iki patojenik bakteriye
(Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae) karsi oldukca iyi antibakteriyel etki
gostermesinden dolayl gida ambalaj filmi olarak kullanilabilecegini 6ne sirmuslerdir.
CERRADA ve grubu (2008) TiO, iceren etilen vinilalkol (EVAL) bazli ambalaj filmlerinin dokuz
farkli gram pozitif ve gram negatif bakteri Uzerinde etkili olduklarini ve filmlerin
antimikrobiyal etkinliklerinin TiO, miktari ile birlikte arttigini bulmuslardir. YOKSAN ve
Chirachanchai  (2010) kitosani stabilizatér olarak kullanarak gimis nanotanecikleri
Uretmisler, bu taneciklerin kitosan c¢o6zeltisi icinde alti ay sireyle stabil kaldigini
gozlemlemisler, gumus yukli nanotanecikleri kitosan/nisasta bazli filme ilave ederek
antimikrobiyal ambalaj filmi hazirlamislardir. Nanotanecik ilave edilmis filmlerin cekme
mukavemetleri ve oksijen gaz gecirgenliklerinde ¢ok az bir iyilesme, E. coli, S. aureus and B.
cereus bakterilerine karsi da antimikrobiyal etkinliklerinde artis gozlenmistir. TANKHIWALE

ve Bajpai (2010) laktik asit tutturulmus kitosan filmine glimis nanotanecikleri yiklemisler
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ve filmin E.coli bakterisi lizerinde etkili oldugunu bulmuslar, dolayisiyla antibakteriyel gida
ambalaj malzemesi olarak kullanilabilecegini onermislerdir. AL-NABUSI ve ark. (2006)
laktoferrini sicakliga duyarli mikrokapsiller igine yulkleyerek peynir alti suyu proteini
izolesinden elde edilmis yenebilir filmlere ilave etmislerdir. Diger taraftan laktoferrin
kapsillenmeden direk olarak da filme ilave edilmistir. Her iki tip filmin de antimikrobiyal
aktiviteleri etin bozulmasina sebep olan Carnobacterium viridans organizmasi kullanilarak
test edilmistir. Carnobacterium viridans ile inkiibe edilen sucuk halkalari hazirlanan filmler ile
sarilmis, vakum altinda 4 °C ve 10 °C’de 28 giin siire ile depolanmistir. Mikrokapsiil icine
yuklenerek filme ilave edilen laktoferrinin, serbest halde mikrokapsillenmeden direk ilave
edilene gore daha yiksek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Antimikrobiyal
ajan iceren mikro ve nanotaneciklerle gida ambalaj filmlerinin hazirlandigi ¢alismalarda
sadece antimikrobiyal o6zellikler incelenmis, bu ajanlarin filmden salimi konusuna hig
deginilmemistir.

Bu projenin amaci mekanik ve bariyer Ozellikleri iyilestirmek ve antimikrobiyal ajanin
kontrolli salimini saglayabilmek icin biyo-nanokompozit gida ambalaj filmleri hazirlamaktir.
Fosil yakitlarindan elde edilen, petrol bazli polimerlerin asiri tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan
cevre Kkirliligi, bu polimerlere alternatif olarak biyopolimerlere olan ilginin artmasina yol
acmistir. Sentetik polimerlere goére daha distk mekanik ve bariyer oOzelliklerine sahip
biyopolimerlerin gida ambalaji olarak kullaniminin artirilabilmesinde biyo-nanokompozit
malzemeler 6nemli bir yere sahiptir. Bu projede gida ambalajlarinin hazirlanmasi icin peynir
Uretimi sirasinda cok yiksek miktarlarda ortaya cikan ve yeterince degerlendirilemeyen bir
yan {rlin olan peynir alti suyu izolati (WPI) kullanilmistir. Projenin ilk kisminda, WPI
filmlerinin mekanik ve bariyer ozelliklerinin kitosan nanotanecik ilavesiyle nasil etkilendigi
arastirilmistir. Nanotanecik yapiminda kullanilan kitosan dogal, toksik olmayan, biyobozunur,
biyouyumlu ve antimikrobiyal ozelliklerinden dolayi secilmistir. Gida sanayiinde kaplama
malzemesi, ambalaj uygulamalari, jellestirici katki maddesi, antimikrobiyal koruyucu ve
fonksiyonel gida maddesi olarak kullaniimaktadir. Projenin ikinci kisminda dogal bir
antimikrobiyal ajan olan lisozim (LIS) poliakrilik asit (PAA) ile kapsillenerek tanecik icinde ve
kapsiullenmeden serbest olarak WPI filmlere ilave edilmistir. PAA/LIS taneciklerini hazirlama
kosullarinin ve lisozimin filme serbest ya da tanecik icinde ilave kapsiillenerek ilave edilme

seklinin salim hizi ve filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri Gzerindeki etkileri incelenmistir.
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2.  GENELBILGILER

2.1. Antimikrobiyal Ambalaj

Gidalarla insanlara gegen hastaliklarin dnlenmesi igin gidalarda mikroorganizmanin kontrol
altina alinmasi mikrobiyolojik bozulmalarin geciktirilmesi veya tamamen engellenmesi
olduk¢a oOnemlidir.  Mikrobiyal gelismenin ©6nlenmesinde geleneksel olarak kullanilan
yontemler disuk sicakliklarda yada kontrollii ve modifiye atmosferde muhafaza, kimyasal
koruyucularin ilave edilmesi ve su aktivitesinin disirilmesidir (konsantrasyon ve kurutma).
Bu yontemlere alternatif olarak son vyillarda antimikrobiyal ambalajlamadan da
yararlanilmaya baslanmistir. Kiflerin ve aerobik bakterilerin gelisimini 6nlemek, yiliksek su
aktivitesine sahip cesitli gidalarda mikrobiyal bozulmayi engellemek ve 06zellikle firin
Urlnlerinin ambalajlanmasinda kif ve mayalarin gelismesini 6nlemek amaciyla gida
ambalajlarina  oksijen emici, nem tutucu ve alkol salici tablet, kesecik ya da pedler
eklenmektedir. Bu yontem antimikrobiyal ambalajlamanin en basaril ticari uygulamalarindan
biridir. Antimikrobiyal ajanlar solventle ¢6zlilmis polimer ¢6zeltisinin icine ya da isitilarak
eriyik hale getirilmis polimerin igine direk olarak ilave edilebilir. Hem antimikrobiyal madde,
hem de polimerin fonksiyonel gruplari icermesi durumunda antimikrobiyal maddelerin iyonik
ya da kovalent baglarla  polimerlere immobilizasyonu mimkindir. Antimikrobiyal
ambalajlamada kendiliginden antimikrobiyal 6zelliklere sahip polimerlerde kullaniimaktadir.

Bunlardan en yaygin olani antifungal 6zellikleri olan kitosandir.

2.1.1. Antimikrobiyal Ambalajlamada Kullanilan Antimikrobiyal Ajanlar

Antimikrobiyal 6zellik tasiyan polimerik malzemelerin gida alanindaki uygulamalari diger
alanlara kiyasla nispeten daha yenidir. Tablo 2.1’de ambalaj materyallerine ilave edilen
antimikrobiyal ajanlar ve etkili olduklari mikroorganizmalar listelenmektedir. Bu
maddelere ilaveten, laktoperoksidaz ve laktoferrin gibi enzimler, antimikrobiyal peptitler,
hidrokinonlar ve kateflinler gibi dogal fenolikler, bazi yag asiti esterleri, antibiyotikler ve bakir

gibi metallerinde polimerlerin icinde uygulanmasi potansiyeli vardir (HOTCHKISS, 1997).
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Tablo 2.1. Antimikrobiyal Ambalajlamada Kullanilan Antimikrobiyal Ajanlar

(APPENDINI ve Hotchkiss, 1998)

Antimikrobiyal Ajan
Mikroorganizma

Polimer

Hedef

Organik Asitler/Anhidritler
e Propiyonik Asit
e Benzoik Asit

e Sorbik Asit
e Asetik Asit
e Laktik Asit
e Malik Asit

Yenilebilir Filmler
EVA
LLDPE

Kufler

inorgank Gazlar
e Silfiir Dioksit

Cesitli Poliolefinler

Kifler, Bakteriler,

Mayalar

e Klorindioksit
Metaller

e GUmus Cesitli Poliolefinler Bakteriler
Bakteriyosin

e Nisin Yenilebilir Filmler

e Pediosin Sellloz Gram(+) bakteriler

e Laktisin LDPE
Fungusitler

e Benomil

e imazalil LDPE Kiifler
Enzimler

e Lisozim Seliiloz Asetat

e Glukoz Oksidaz

PS

Yenilebilir Filmler

Gram(+) bakteriler

Selat Ajanlari
e EDTA

Yenilebilir Filmler

Gram(-) bakteriler

Bitki Ekstratlari

e Geryfurt Cekirdegi Ekstrati LDPE Kifler
e Allil isotiyosiyanat Seliloz Filmler Mavyalar
e Ucucu yaglar Yenilebilir Filmler Bakteriler
e Hinokitiol
e Bamboo tozu
Parabenler
e Propilparaben Kille Kaplanmis Seliiloz
e Etilparaben LDPE Kifler

Kisaltmalar: EVA: Etilen Vinil Asetat, LLDPE: Dogrusal Distik Yogunluklu Polietilen,

PS : Polistiren, PE : Polietilen
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Gida sanayiinde en sik kullanilan dogal antimikrobiyal ajanlardan biri lisozimdir. Lisozim,
bircok doku, viicut sivisinda ve yumurta akinda kuru maddenin % 3,5’i oraninda bulunan,
aminoasit esterlerinden meydana gelen peptit zinciri yapisinda olan bir enzimdir. Ozellikle
gram pozitif bakterilerin hiicre duvarlarindaki polisakkarit yapiya etki ederek,
mikroorganizma faaliyetini yok etmektedir. Lisozimin gida proseslerinde kullanimina Diinya
saghk orgutu (WHO) tarafindan izin verilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri dahil birgok
Ulkede sert ve yari sert peynirlerde gida katki maddesi olarak kabul edilmistir. Lisozim
antimikrobiyal ambalaj elde etmek Uzere polivinil alkol (PVOH), naylon, seliiloz, zein, soya
proteini, kitosan, peynir alti suyu proteini, sodyum aljinat ve jelatin gibi sentetik ve dogal

farkl polimerlere ilave edilmistir (FERNANDEZ ve ark., 2008).

2.1.2. Antimikrobiyal Ambalaj Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Antimikrobiyal ambalaj malzemelerinin hazirlanmasinda sentetik ve dogal polimerler
kullanilmis olmakla birlikte, petrol bazli olan sentetik polimerlerin asiri tiketimi sonucu
ortaya ¢ikan gevre kirliligi nedeni ile biyopolimerlere olan ilgi artmistir. Biyopolimerler elde

edildikleri kaynaga bagli olarak 3 grupta toplanmaktadir (WEBER, 2000).

1. Dogrudan biyolojik kiitlelerden ekstrakte edilmis polimerler: Kazein ve gluten gibi
proteinler ile nisasta ve sellloz gibi polisakkaritler bu grupta yer alan
biyopolimerlerdir.

2. Yenilenebilir biyolojik kaynakli monomerler kullanilarak kimyasal sentez sonucu
Uretilen polimerler. Fermantasyon sonucu elde edilen laktik asit monomerinden
Uretilen polilaktik asit bu gruba giren biyopolimerlere en glizel 6rnektir.

3. Mikroorganizmalar veya genetik olarak modifiye edilmis bakteriler ile Uretilen
polimerler. Bu grupta en sik kullanilan biyopolimerden biri polihidroksilalkonatlardir.

Peynir alti suyu proteini peynir Gretimi esnasinda ¢cok miktarda elde edilen bir yan Griin olan
peynir suyundan elde edilir. Peynir alti suyu izolatina (WPI) antimikrobiyal ajan olarak laktik
asit, propiyonik asit, kitooligosakkaritler ilave edilerek yenebilir filmler hazirlanmistir
(RAMOS ve ark., 2012). Bu filmlerin peynir ylzeyinde kontaminasyona sebep olan
mikroorganizmalarin baskilanmasinda etkili oldugu gozlenmistir. Kekik yagi, sodyum laktat ve
poli-L-lisin ilave edilmis WPI filmlerinin dana etindeki toplam mikrobiyal yiki azalttig
(ZINOVIADOU ve ark., 2011), (WPI)/Cloisite 30B organo-kil kompozit filmlerin Listeria

monocytogenes bakterisine karsin etkin olduklari (SOTHORNVIT ve ark., 2010), polipropilen
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film Uzerine kaplanan ve nisin iceren WPI kaplamalarin Lactobacillus plantarum’u 6nemli
oranda inhibe ettigi (LEE ve ark, 2008), laktoperoksidaz iceren WPI filmlerin de Penicillium
commune Uzerinde etkili oldugu bulunmustur (MIN ve Krochta, 2005). Baharat ugucu
yaglarin antimikrobiyal madde olarak WPI filmine ilave edildigi bir baska ¢alismada filmlerin
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella, Listeria monocytogenes ve Lactobacillus
plantarum bakterileri Uzerinde etkinlikleri test edilmis ve en yuksek antimikrobiyal aktivite

gosteren filmin kekik yagi iceren oldugu bulunmustur (SEYDIM ve Sarikus, 2006).

2.1.3. Kontrollii Salim Yapabilen Antimikrobiyal Gida Ambalaj Filmleri

Antimikrobiyal ambalaj malzemelerinde aranan en énemli 6zelliklerden birisi, antimikrobiyal
maddelerin kontrolll bir hizda gida ortamina salimidir. Filmden gida ortamina ¢ok hizli salim
ajanin kisa stirede tilkenmesine ve bu siirenin sonunda gida ylizeyinin korumasiz kalmasina,
cok yavas salimi ise antimikrobiyal ajan gida yilizeyine ulasamadan bozunmanin baslamasina
neden olabilir. Sekil 2.1'de gorildigu gibi kontrolli salim, gida ylizeyinde antimikrobiyal
ajan konsantrasyonunun uzun sire ayni oranda, mikrobiyolojik bozunmaya engel olacak
minimum konsantrasyonun (MIC) Ustiinde bir seviyede tutulmasini saglar. Bu sirenin

uzunlugu gidanin raf dmriini belirleyen 6nemli bir faktérdar.

Aktif Ajanin Yiizey Konsantrasyonu

Depolama Siresi '\

Siire

Sekil 2.1. Kontrollii salim sistemlerinde aktif ajanin yiizey
konsantrasyonunun zamana gére degisimi
Kontrollii salim sistemlerinin eczacilik alanindaki uygulamalari oldukc¢a eskiye dayanmakla
birlikte gida endustrisindeki uygulamalari yeni ve sinirhidir. Kontrolli salim yapabilen
ambalaj filmleri hazirlamak amaciyla uygulanan stratejiler filmin yapisini, dolayisiyla aktif

maddenin film icindeki difizyon hizini degistirmeye yoneliktir. Bu amagla, filmler
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hazirlanirken igine farkli oranlarda plastiklestirici ajan, ¢apraz baglayici ajan yada polimer
ilave edilerek filmlerin plastiklesme ve ¢apraz baglanma dereceleri ile gdzeneklilikleri ve
gozenek boyutlari degistirilmis, filmlerin katman sayisi artirilmis yada Uretim esnasinda
polimer zincirleri belli bir yonde gerdirilerek konumlari degistirilmistir (HAN ve Floros, 1998;
BUONOCORE ve ark., 2003; 2005; MASTROMATTEO ve ark., 2009; OZDEMIR ve Floros,
2001; ICONOMOPOULOU ve Voyiatzis, 2005; GEMILI ve ark, 2009).

2.2. Gida Ambalaji Uygulamalarinda Nanokompozitler

Biyopolimerler dogada bozunabilmeleri nedeni ile daha az atik olusumuna sebep olarak
cevreyi daha az kirletmektedirler. Bu nedenle petrol tirevlerinden elde edilen sentetik
polimerlere kiyasla ambalaj malzemesi olarak 6zellikle son vyillarda dikkat ¢ekmeye
baslamislardir. Biyopolimerlerin kullanimini kisitlayan en 6nemli sorunlar hidrofilik yapilari
nedeni ile su buhari gecirgenliklerinin yliksek ve mekanik 6zelliklerinin de distk olmasidir.
Polimerik nanokompozitler biyopolimerlerin bu dezavantajlarini ortadan kaldirmak igin ilgi
cekmektedir. Tipik olarak kullanilan nano boyuttaki dolgu malzemeleri kil ve silikatlardir. Az
miktarda nano kil eklenmesi ile WPI'in su buhari gegirgenliginde azalma gozlenmistir
(SOTHORNVIT ve ark., 2009,2010). Bunun sebebi nanokilin tabaka seklindeki yapisinin filme
dolambagli bir yapi katarak su buharinin film boyunca gegisini yavaslatmasidir. WPI filminin
icerisine farki ylizdelerde TiO, eklenerek de filmin mekanik 6zelliklerinde iyilesme, su buhari
gecirgenliginde ise fark edilir derecede azalma kaydedilmistir (ZHOU ve ark., 2009). inorganik
nanotaneciklerin yanisira selliloz bazli nanofiberler nisasta ve kitosan nanotanecikler de
nanokompozit Uretiminde dolgu maddesi olarak kullaniimaktadir (DE AZEREDO, 2009).
Nanotanecikler gida ambalaj filmlerine antimikrobiyal yada akilli ambalaj ozelligi
kazandirmak amaciyla da ilave edilmektedir (DAMM ve ark., 2008; LI ve ark., 2009; XiAO-E
ve ark., 2004; LIAO ve ark., 2005).

3. GEREG VE YONTEM

3.1. Malzemeler

Kitosan (distk molekdl agirhkh), sodyum trifosfat pentabazik (TPP), Micrococcus

lysodeikticus, poliakrilik asit (ortalama molekil agirhg 2000, ve 450,000 g/mol (Da) Sigma-
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Aldrich’ten alindi. Asetik asit ve gliserol Panreac’tan alindi. Miller Hinton besiyeri (Broth),
hidroklorik asit, asetonitril Merck’ten temin edildi. Trifloroasetik asit ROTH’tan alindi. Mller
Hinton agar Fluka’dan temin edildi. Bakteriyolojik Pepton Oxoid’den alindi. Salim testlerinde
kullanilan lisozim (molekul agirhigr 14400 g/mol, Aktivitesi 22770 U/mg) Applichem’den,
antibakteriyel testlerde kullanilan lisozim (molekdl agirhg 14400 g/mol, aktivitesi >
40,000U/mg, saflik > 90%) Sigma-Aldrich’ten alindi. Peynir alti suyu proteini izolati Davisco

Foods’dan getirtildi.
3.2.  Kitosan/Peynir Alt Suyu Proteini izolati Bazli Nanokompozitlerin Hazirlanmasi

3.2.1. Kitosan Nanotanecik Uretimi
Nanotanecik olusumu igin ticari kitosan (CS) kullanilmistir. Oncelikle 100 mg kitosan 25 ml

%1’lik asetik asit ¢ozeltisi igcinde, CS/TPP orani 4 olacak sekilde tartilan tripolifosfat (TPP) tozu
da 25 ml su icinde ¢ozulmuistir. Ardindan, tripolifosfat ¢ozeltisi kitosan c¢ozeltisi icine
kontrolli bir sekilde biiret yardimiyla 4 ml/dk hizda damlatilmistir. Oda sicakliginda ve 500
rpm karigtirma hizinda gergeklesen 2 saatlik reaksiyon sonucunda kitosan nanotanecikler
elde edilmistir. Nanotaneciklerin eldesi icin 10000 rpm ve oda sicakhginda 25 dakika

santrifiijlenerek ¢oktirme islemi yapilmistir.

3.2.2. Kitosan Nanotaneciklerin Karakterize Edilmesi

Elde edilen CS nanotaneciklerin boyutu, boyut dagihmi ve yik yogunlugu dinamik isik
sacinimi (Malvern Zetasizer Nanoseries Nano-ZS) cihazi ile Olgilmustiir. Taneciklerin
stabilitesi ise farkli zamanlarda yapilan boyut ve boyut dagilimi dlciimleriyle belirlenmistir.
Nanotaneciklerin morfolojik karakterizasyonu icin taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmistir. Gorilintl alabilmek icin tanecikler saf su kullanilarak 1: 10000 oraninda
seyreltilmistir. Seyreltilmis olan 6rnekten 3 ul alinarak taramali elektron mikroskobu
standlarina yapistiriimis olan iletken karbon bantlara damlatilmis ve 24 saat ceker ocakta
kurumaya birakilmistir. iletkenlik kazandirilmasi icin altinla kaplanan érneklerden ikincil

elektron detektori olan ETD detektori kullanilarak farkl biylitmelerde gorintiler alinmistir.

3.2.3. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolat1 (WPI) Bazli Nanokompozit Filmlerin
Hazirlanmasi
Kitosan nanotanecik igeren filmlerle, nanotanecik igermeyen kontrol filmi %5’lik WPI’den

hazirlanmistir. Bu amacla 0.5 g WPI deiyonize su igerisinde ¢oziindiikten sonra WPI: Gliserol
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orani 60:40 olacak sekilde gliserol eklenmistir. WPI’'nin sudaki ¢ozunirligini engellemek
amaciyla, ¢ézelti 90°C’lik su banyosunda 30 dakika bekletildikten sonra oda sicakhginda
sogumasina izin verilmistir. Bu esnada, c¢oOktirilen kitosan nanotanecikler deiyonize su
icerisinde dagitilarak, oda sicakligindaki WPI ¢ozeltisine damlatiimistir. Homojen bir dagilim
elde etmek icin ¢ozelti 15 saat karistiktan sonra polipropilen destek lizerine dokilmdistdr.

Filmler kurumasi icin 25°C ve %40 neme sahip nemlendirme kabininde 20 saat bekletilmistir.

3.2.4. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WP1) Bazli Nanokompozit Filmlerin
Morfolojik ve Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Filmlerin morfolojik 6zelliklerini belirlemek igin taramal elektron mikroskobu (FEI Quanta
250 FEG, ESEM) kullanilmistir. Sivi azot altinda dondurulan numuneler pens ile kirilarak film
kesitleri hazirlanmistir. Yine karbon bantlar Gzerine film kesitleri dik ve ayni yikseklikte
olacak sekilde dikkatlice yapistiriimistir. Daha sonra numuneler iletkenlik kazandirmak igin
altin ile kaplanmistir. ikincil elektron detektérii olan ETD detektdrii kullanilarak farkl

bliyitmelerde goriintiler alinmistir.

Filmlerin mekanik ozellikleri ASTM D 882-02 standardina uygun olarak belirlenmistir.
Mekanik test icin Texture analyzer (TA XT Plus) cihazinin gekme modu kullanilmistir. Filmler,
numune eni 5 mm olacak sekilde nester yardimiyla kesilmis ve kalinliklari on bdlgeden
dlcilerek ortalamalari alinmistir. Numuneler, élcimden 48 saat dnce 25°C ve %50 neme
sahip nemlendirme kabininde tutulmustur. Basliklar arasindaki ilk uzunluk 50 mm ve ¢ekme
hizi 25 mm/dk olacak sekilde ayarlanmistir. Olciimler bes kez tekrar edilmistir. Kaydedilen
gerilim ve uzama verileri kullanilarak olusturulan grafikten filmlerin cekme mukavemeti,

elastisite modilli ve toplam uzama yizdesi belirlenmistir.

3.2.5. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WPI1) Bazli Nanokompozit Filmlerin Su
Buhari Gegirgenliklerinin Belirlenmesi

WPI filmlerinin su buhari gecirgenligi icin dlciilecek film alani 5 cm? olacak sekilde maskeleme
yapilmigtir. Filmlerin gegirgenligi oda sicakliginda, %25 neme sahip ortamda ve 100 cm?/dk
azot gazi akisinda test edilmistir (PERMATRAN-W® Model 3/33 Plus, Mocon). Yapilan 6lgim
sonucunda cihazdan su buhariiletim hizi (WVTR) elde edilmistir. Film kalinliklari on bolgeden

Olculerek ortalamalari alinmigtir. Gegirgenlik agsagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.
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WVTR

Gecirgenlik = — X L
wie SRy — Ry)

WVTR: Su buhari iletim hizi (g/m’giin)

S: Test sicakhginda suyun buhar basinci

R1: Ayarlanan bagil nem (25% neme sahip bélmedeki R; degeri=0.25)
R,: Kuru azotun bagil nemi (R,=0)

L:Filmin kalinhgi (mm)

3.2.6. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WPI1) Bazli Nanokompozit Filmlerin Serbest
Bosluk Hacimlerinin (Free Volume) Belirlenmesi

Filmlerdeki serbest bosluk hacminin hesaplanmasi icin Simha ve Boyer yaklasimi temel
alinarak gelistirilen molar termal genlesme modeli kullanilmistir (KREVELEN, 2009). Serbest
hacim molekiller arasindaki boslukla iliskilidir. Lastiksi veya eriyik bolgeden asiri sogutma,
serbest hacmin ¢ok kiiclik oldugu ve molekillerin ya da zincirlerin daha fazla hareket
edemeyecegi sicakliga ulasincaya kadar yapilabilir. Bu sicaklikta camsi faza gecis yapilir. Bu
durumun olustugu sicakliga da camsi gecis sicakligi denir. Camsi yapinin genlesmesi, sabit
serbest hacimde molekiiller tarafindan doldurulan dolu bolgelerin genlesmesiyle meydana
gelir (KREVELEN, 2009). Bu durumda camsi fazda yapi icinde hapsolan fazladan serbest hacim
bulunmaktadir. Ancak lastiksi bolgedeki genlesme esasen serbest hacmin genlesmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle serbest hacim, lastiksi ve camsi bolgelerdeki ekstrapole
yapilmis molar hacim farki olarak tanimlanabilir. Nanokompozit filmlerin sicakliga gére boyut
degisimini Olcmek icin Dinamik Mekanik Analiz (TA Instruments DMAQS800) cihazi
kullanilmistir. Filmler 5 mm genislikte ve 35 mm uzunlugunda kesilmis, on farkh noktadan
kalinliklarinin 6lcimi yapilarak ortalama deger alinmistir. Cihazin ince filmler i¢cin ¢ekme
bashklari kullanilmistir. Kontrolli gerilim modunda filmlerin sicakligi -40°C’den 20°C’ye
¢ikartilarak sicakhga bagh uzunlugundaki degisim olg¢lilmustir. Elde edilen grafiklerde, camsi
gecis sicakhgina karsilik gelen noktadaki egim degisimi camsi ve lastiksi boélgenin sinirini
gostermektedir. Bu iki bolge iki ayri grafikte cizdirilip, elde edilen denklemlerden 0 °K’e
ekstrapolasyon yapilmistir. Bu noktalardaki uzunluklar arasindaki fark serbest hacim degeri

olarak hesaplanmistir.
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3.2.7. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WP1) Bazli Nanokompozit Filmlerin
Antimikrobiyal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Antimikrobiyal testler disk-difizyon metodu kullanilarak yapilmistir. Miiller-Hinton agar
hazirlanip otoklavlandiktan sonra petrilere dokilmustir. Petriler 24 saat bekletilerek sterilite
kontroliinden gegirildikten sonra 3 petriye E.coli (ATCC 25922) kiiltlru ekilmis ve 24 saat
37°C’ de buyimeye birakilmistir. 24 saat sonunda bu kiltiirden ekiivyon ¢ubuguyla alinarak
10 ml pepton suya dagitilmis ve optik densitesi 0.5 McFarland olacak sekilde McFarland
cihazi ile bakteri konsantrasyonu ayarlanmistir. E. coli icin 0.5 McFarland degeri 3x10°
koloniye tekabil etmektedir. Daha sonra bu pepton sudan yine ekiivyon ¢ubuguyla alinarak
ates basinda petrilere yayilmistir. Yayma islemi ayni petri icin 3 kez farkh acilarda swab
¢ubugu yardimiyla tarama yapilarak gercgeklestirilmistir. Bu islem sonunda tim agar ylzeyi
hi¢ bosluk kalmayacak sekilde E. coli ile sivanmistir. Test edilecek olan filmler ¢api 15 mm
olacak sekilde kesilmistir. Her filmden licer adet numune hazirlandiktan sonra steril kabin
icersinde UV altinda filmlerin iki yoni de birer dakika sterile edilerek film Ustline 6dnceden
bulagsmis olan bakterilerin oldlrilmesi saglanmistir. Daha sonra tim filmler petrilere
yerlestirilmis ve inkibatdrde 24 saat 37 °C’de tutulmustur. Filmlerin bakteri Uzerindeki
inhibisyon aktivitesi agarla temas ettigi alana ekiivyon cubukla dokunulup herhangi bir

bulagsma ve bulaniklik farkhligi olusup olusmadigina bakilarak belirlenmistir.

3.3.  Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Bazli Antimikrobiyal Ambalaj

Filmlerinin Hazirlanmasi

3.3.1. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksinin Hazirlanmasi
Poliakrilik asit (PAA) (Mv=450 kDa, 2 kDa) ve lisozim (Mv=14.4 kDa), 10 mM’lik fosfat tampon

¢Ozelti (pH=7.0) icerisinde ¢Ozlindikten sonra sirasiyla SNP, BNP adl tanecikleri olusturmak
icin PAA/LIS orani (g/g), 0.1 ve 0.3 olacak sekilde karistirilmistir. Bir dakika boyunca
karistiktan sonra, faz ayrismasi olana kadar yaklasik 2 saat bekletilmistir. Faz ayrismasi
gerceklestikten sonra, PAA-LIS kompleksini elde etmek icin ¢ozelti 3000 rpm ve 25°C'de 5
dakika santrifiijlenmistir. Ustteki faz ¢okmiis taneciklerden ayrilarak HPLC y®ntemi ile
yliklenmeyen lisozim miktarlari belirlenmistir. PAA’ya ilave edilen lisozim miktarindan
yiklenmeyen miktar cikarilarak taneciklere yiiklenen lisozim belirlenmistir. Bu deger yiizde
yuklenme verimi (ylzde YV) olarak raporlanmistir. [% Yuzde YV=Yiklenen lisozim (mg) x

100/Toplam ¢ozeltiye ilave edilen lisozim (mg)].
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Yiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile lisozim miktarinin belirlenebilmesi igin 5 um

capinda silika tanecik iceren 250x4.6 mm boyutlarinda C18 ters faz kolon kullaniimistir. 0.1%

trifluoroasetikasit tampon ¢ozeltisini iceren su-asetonitril karisimi kademeli olarak kolondan

gecirilmistir. ilk 10 dakika icerisinde trifluoroasetikasit tampon cozeltisi %100’ den %20’ ye

diistiriilmis daha sonra 5 dakika stabilizasyon icin beklenmistir. Ornekler 225 nm’de pik

vermektedir ve lisozimin kolonda kalis siiresi (retention time) 8.9 dakikadir. Sekil 3.1’de tipik

bir HPLC kromatogrami,

kalibrasyon grafigi verilmektedir.

Sekil 3.2’de de lisozim konsantrasyonunu belirlemede kullanilan
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Sekil 3.1. Tipik bir HPLC kromatogrami
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Sekil 3.2. Lisozim konsantrasyonunun HPLC ile tayininde kullanilan kalibrasyon grafigi
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3.3.2. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksinin Karakterize Edilmesi
Uretilen poliakrilik asit/lisozim komplekslerinin boyut ve boyut dagilimi dinamik isik sagcinimi
(Malvern Zetasizer) cihazi ile olgtlmustir. Tum komplekslerin su ve salim ortami igerisindeki

zeta potansiyelleri yine ayni cihazla 6l¢tlmustir.

3.3.3. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Hazirlanmasi

Film olusumu igin 6ncelikle % 5’lik WPI ¢bzeltisi 90°C su banyosunda 30 dakika tutularak
denature edilmistir. Oda sicakhgina gelen WPI ¢ozeltisine, lisozim g farkli sekilde ilave
edilmistir: 1) Serbest olarak 2) PAA ile kompleks olusturmus sekilde 3) Hem serbest hem de
PAA ile kompleks olusturmus sekilde. Serbest lisozim direk olarak, santrifijle ¢oktlrilen
PAA/LIS kompleksi ise deiyonize su icerisinde yeniden dagitildiktan sonra WPI ¢ozeltisine
damlatilmistir. Son olarak ¢6zeltiye WPI/Gliserol orani 1 olacak sekilde plastiklestirici gliserol
de eklendikten sonra karistirilarak polipropilen destek lizerine dokilmustir. Film 25°C ve %

40 nemde kurutulmusgtur.

Tablo 3.1. Film Kompozisyonlari

PAA PAA/LIS Film Kodu WPI Gliserol PAA LIS
Molekiil (8) (8) (8) (8)
Agirhgi

(kDa)

2 0.1 SNP 0.008 0.08

450

2 0.3 BNP 0.024
450

2 0.1 Serbest 0.5 0.5 0.004 | 0.04+0.04
450 Lisozim+SNP

2 0.3 Serbest 0.012
450 Lisozim+BNP

- - Serbest Lisozim - 0.08

3.3.4. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Morfolojisinin Belirlenmesi
Poliakrilik asit/ Lisozim kompleksleri iceren filmlerin morfolojinin belirlenmesi icin taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Gérintl alabilmek icin filmler sivi azot icerisinde
kinlmis ve kesitleri incelenmek {izere taramali elektron mikroskobu standlarina
yapistinlmistir. iletkenlik kazandirilmasi icin altinla kaplanan &érneklerden ikincil elektron

detektori olan ETD detektori kullanilarak farkli bliyitmelerde gorintiler alinmistir. Filmler
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yiiksek kontrastli gecirmeli elektron mikroskobu (TEM-FEI, Tecnai G2 Spirit Bio(TWIN)) ile de
ODTU Merkez Laboratuari’nda incelenmistir. Hizlanma voltaji olarak 80kV secilmistir. Epoksi
recineden vyapilmis blok (8x4x10mm) Uzerine vyerlestirilmis 6rneklerden elmas bigak

yardimiyla oda sicakhiginda 100 nm kalinhginda kesitler alinmistir ve ylzeyleri dizeltilmistir.

3.3.5. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Mekanik Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Filmlerin mekanik oOzelliklerini belirlemek icin ASTM D 882-02 standardina uygun olarak
¢cekme testi yapilmistir. Filmler 5 mm genislikte ve 50 mm test acikligi olacak sekilde kesilerek
numuneler hazirlanmistir. Her film igin en az bes numune kullaniimistir. Numuneler, kopana
kadar 25 mm/dk hizinda cekilmistir. Kaydedilen gerilim ve uzama verileri kullanilarak
olusturulan grafikten filmlerin ¢cekme mukavemeti, elastisite modilii ve toplam uzama

ylzdesi belirlenmistir.

3.3.6. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Salim Kinetiklerinin
Belirlenmesi

PAA-LIS kompleksi iceren filmler 4 cm x 4 cm boyutlarinda kesilerek 40 ml pH 4.5 sodyum
asetat tampon cozelti iceren erlenlere daldirilmis ve 100 rpm’de 10°C’de sogutmali
calkalamali inkiibatorde salim testlerine baslanmistir. Farkli zamanlarda 6rnekler alinmis ve
alinan 6rnek hacmi kadar ortama pH 4.5 sodyum asetat tampon c¢ozeltisi eklenmistir.
Zamana bagl olarak lisozimin filmden salinan yiizdesi, salim ortamindan 6rnek alinarak HPLC

ile tayin edilmistir. Film kompozisyonlari Tablo 3.1’de gosterilmistir.

3.3.7. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinden Salinan Lisozimin
Aktivitesinin Belirlenmesi

Micrococcus  lysodeikticus  suspansiyonunun  absorbansindaki  azalmanin  UV/VIS
spektrofotometre ile 660nm’de 30°C’de iki dakika boyunca izlenmesi ile belirlenmistir.
Micrococcus lysodeikticus stispansiyonu konsantrasyonu 0.26 mg/ml olacak sekilde 0.05M
pH 7 sodyum fosfat tampon ¢6zeltisi icerisinde hazirlanmistir. Analiz icin 0.1ml 6rnek 1.15ml
slispansiyonla karistirilmistir. Aktivite absorbans —zaman grafiginin dogrusal olarak degistigi
ilk bolgesi kullanilarak hesaplanmis ve tnite/cm? film olarak raporlanmistir. Bir Ginite bir

dakika igerisindeki 0.001 birimlik absorbans degisimini gostermektedir.
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3.3.8. Poliakrilik Asit /Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Antimikrobiyal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Hazirlanan filmlerin antibakteriyel 6zellikleri Listeria innocua bakterisine karsi incelenmistir.
Oncelikle L. innocua stoktan alinip dnceden hazirlanmis petrilerdeki Miiller Hinton agar
Uzerine yayildiktan sonra 24 saat 37°C'de inkibe edilmis ve bakteri cogalmasi saglanmistir.
Elde edilen bakteri kolonileri pamuklu svap ile toplanarak 0.1%’lik peptonlu su igerisinde
coziinmiis ve McFarland degeri 0.5’e ayarlanmistir. Boylelikle 3x10® CFU/mllik bakteri
cozeltisi elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti seri sekilde yapilan seyreltmeler sonucunda 3x10*
CFU/ml’ye ayarlanmistir. Bunu takiben test edilecek filmleri iceren 15ml’lik besi yerlerine
3x10* CFU/mI'lik bakteri ¢6zeltisinden 150pl eklenmis ve test ortamindaki baslangic bakteri
konsantrasyonunun 3x10? CFU/ml olmasi saglanmistir. Daha sonra steril olarak hazirlanan
Miller Hinton sivi besiyerleri (15ml) hava alan kapakli 75 cm? hiicre kiltiirii erlenlerine
konulmustur. Test edilecek filmler steril ortamda 64 cm? alana sahip olacak sekilde (8cm x
8cm) Uretilmis ve tamami 15ml’lik sivi besiyerine yerlestirilmistir. Hazirlanan erlenler 10°C’de
100 rpm’de calkalamali inkiibatérde bekletilmistir. Farkli glinlerde alinan 6rnekler (100ul)
onceden hazirlanmis petrilerdeki kati besi yerlerine yayilmis ve 37°C’'de 24 saat inklibe
edilmistir. inkiibasyon sonucunda petrilerde olusan koloniler sayilarak bakteri sayisindaki
degisim hesaplanmistir. Bu testlerde, film icermeyen sadece bakteri iceren sivi besi yeri

pozitif kontrol, sadece besiyeri de negatif kontrol olarak kullaniimistir.

4, BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati Bazli Nanokompozitlerin Hazirlanmasi

4.1.1. Kitosan Nanotanecik Uretimi ve Karakterizasyonu

Kitosan nanotanecikler iyonik jellesme metodu ile hazirlanmistir. Sekil 4.1'de gosterildigi gibi
bu metodla nanotanecik olusumu katyonik bir polimer olan kitosanin pozitif gruplar ile
tripolifosfat (TPP) polianyonunun negatif gruplari arasinda capraz bag olusumuna

dayanmaktadir.
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Sekil 4.1. Kitosan ile TPP arasindaki iyonik jellesme (¢capraz bag olusumu)reaksiyonu

Nanotanecik olusumu icin hem ticari, hem de fraksiyonlama ve deasetilasyon islemleri
sonucu modifiye edilmis olan kitosan (CS) kullanilmistir. Ticari kitosanin modifiye edilmesi
sonucu deasetilasyon derecesindeki degisim FTIR ile belirlenmistir. Sekil 4.2’de verilen FTIR
spektrumu ticari kitosan igcin 1655 cm?t dalga boyunda glicli absorbans veren amin
gruplarinin absorbanslarinin deasetile edilmis orneklerde azaldigini goéstermektedir. Bu
azalma ticari kitosanin modifiye edilmesi sonucu amin gruplarina bagh asetil gruplarinin

uzaklastirildiginin bir gostergesidir.

0.7 P
-------- Ticari kitosan

Fraksiyonlanmig , deasetile edilmig kitosan

0.6 A

054
- Amit bagi

Absorbans

0.3 -

0.1 A

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga Sayisi (1/cm)

Sekil 4.2. Ticari ve fraksiyonlanmis, deasetile edilmis kitosan tozunun FTIR spektrumu
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Fraksiyonlama ve deasetilasyon islemleri ile, CS/TPP orani ve reaksiyon sicakliginin elde
edilen nanotaneciklerin boyutlari Gzerindeki etkisi Tablo 4.1’de 6zetlenmistir. Sonuglar,
CS/TPP oraninin degisiminin hem ticari hem de modifiye edilmis kitosandan 4°C ve 25 °C’de
hazirlanan nanotaneciklerin boyutu lzerinde istatistiki agcidan énemli bir etkisi olmadigini
gostermistir  (p<0.05). Dusuk CS/TPP oranlarinda (CS/TPP: 3,0 ve 3,5) oOzellikle
fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosandan hazirlanan nanotaneciklerde ¢okme egilimi
gozlenmistir. CS/TPP oraninin artmasi ile birlikte nanotaneciklerin boyutlari da artmistir. Bu
durum TPP oraninin yeterli olmamasi nedeni ile kitosanin amin gruplarinin 6nemli bir

kisminin ¢apraz bag yapamamasindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.1. Ticari kitosan ile fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosan tozlar kullanilarak
farkh sicaklik ve CS/TPP oranlarinda iiretilen taneciklerin ortalama boyutlari

Ortalama Tanecik Boyutu (nm)
Fraksiyonlanmis | Fraksiyonlanmis ve
ve deasetile | deasetile  edilmis
Ticari kitosan | Ticari kitosan | edilmis kitosan kitosan
CS/TPP orani |25°C 4°C 25°C 4°C
3,0 138 +34° 62 +10° 125+24° | -e-
3,5 159 +8° 78+29° 249+106 |-
4,0 204 £2 108 £2.1 128 +9.2°° 88 +4.7
4,5 24515 97 1.4 168+7.7 € 162+8.6°
5,0 263 £6 203 4.2 ° 227 +22 ¢ 186+4.2
5,5 333+11° 301+0.7" 339+12° 275%15.5"

*a, b, c, d, e f. Ayni harfler istatistiksel olarak farkli olmayan durumlari géstermektedir,
p>0.05.

Nanotanecik olusumu esnasinda reaksiyon sicakhginin 4 °C’den 25 °C’ye artirilmasi hem
ticari, hem de modifiye edilmis kitosandan hazirlanan nanotaneciklerin boyutunun artmasina
neden olmustur. Bu artis iki sebeple acgiklanabilir. Birincisi, yliksek sicakliklarda daha az
oranda TPP anyonlarinin olusmasi nedeni ile iyonik jellesme derecesinin diismesidir. ikinci
sebep ise dusuk sicakliklarda reaksiyonun daha yavas ilerlemesi nedeni ile kitosanin pozitif
ile tripolifosfat (TPP) polianyonunun negatif gruplari

gruplari arasinda c¢apraz bag
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olusumunun daha yliksek oranda gerceklesmesi, boylece, iyonik jellesme derecesinin
artmasidir. Her bir reaksiyon sicakliginda, CS/TPP oraninin 4, 4,5 ve 5 oldugu durumlarda
ticari ve modifiye edilmis kitosandan hazirlanan nanotaneciklerin boyutlarinin istatistiki
olarak birbirinden farkli oldugu bulunmustur (p<0.05). Beklendigi gibi bu oranlarda ticari
kitosandan hazirlanan nanotanecigin boyutu fraksiyonlanip deasetile edilmis kitosandan elde
edilenlere gore daha buyulktlir. Bu durum hem fraksiyonlama sonucu polimer zincirlerinin

kisalmasi, hem de kitosanin deasetilasyon derecesinin artmasindan kaynaklanmaktadir.

Tablo 4.2’de, hazirlanan nanotaneciklerin ortalama elektrik potansiyelleri listelenmektedir.
Beklendigi gibi tim nanotaneciklerin net yikl pozitiftir.  Ticari kitosandan hazirlanan
nanotaneciklerin ortalama elektrik potansiyelleri sicakhgin artmasi ile birlikte azalirken,
modifiye edilmis kitosandan 4°C ve 25°C’de hazirlanan nanotaneciklerin elektrik
potansiyelleri arasinda énemli bir fark bulunmamistir. Ancak, 25°C’de modifiye edilmis
kitosandan hazirlanan nanotaneciklerin elektrik potansiyel 6lcimlerinin standard sapmalari
oldukga yiksektir. Tiim nanotaneciklerin elektrik potansiyel degerlerinin +30 mV’un Ustiinde

olmasi bu taneciklerin kisa siire icinde stabilitelerini koruyabileceklerini gdstermistir.

Tablo 4.2. Ticari kitosan ile fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosan tozlari kullanilarak
farkh sicaklik ve CS/TPP oranlarinda uiretilen taneciklerin ortalama elektrik potansiyelleri

Ortalama Elektrik Potansiyeli (mV)
Ticari Ticari | Fraksiyonlanmis ve deasetile | Fraksiyonlanmis ve deasetile
kitosan | kitosan edilmis kitosan edilmis kitosan
CS/TPP
orani 25°C 4°C 25°C 4°C
3,0 32+1.7 | 5442.8 5017.0 5611.0
3,5 31+4.0 | 58£0.7 53+11.3 55+1.5
4,0 39+1.0 | 61+0.6 59+12.7 56+2.9
4,5 42+0.6 | 62+0.6 55+17.7 5510.7
5,0 42+1.5 | 65+2.0 49+14.7 5913.2
5,5 42+1.5 | 63+2.0 56 £13.9 5712.0
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Kitosanin fraksiyonlanmasi ve deasetilasyon derecesinin artirilmasinin nanotaneciklerin
boyut dagilimi Uzerindeki etkisi CS/TPP oraninin 4 oldugu durum igin Sekil 4.3'de
gosterilmektedir. Ticari kitosan tozundan elde edilen nanotanecikler daha genis bir boyut
dagihmina sahiptir, ayni zamanda iki farkli ortalama boyutta tanecik icermektedir. Diger
taraftan modifiye edilmis kitosandan elde edilen nanotaneciklerin tek bir ortalama boyut

etrafinda dagilim gosterdigi ve dar bir boyut dagilimina sahip olduklari gdzlenmistir.
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Sekil 4.3. Ticari kitosan ile fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosan tozundan 25 °C ve 4
°C’de iiretilmis nanotaneciklerin boyut dagilimlari (CS/TPP=4)

Boyut dagiliminin en 6nemli gostergesi polidispersite indeksidir (PDI). Sekil 4.3’deki boyut

dagilimlarindan elde edilen PDI degerleri Tablo 4.3’te verilmistir. Gorildigla Uzere,

fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis 6rneklerin PDI degerleri ticari kitosana oranla daha

duslktir yani bu nanotaneciklerin boyut dagilimlari daha dardir.
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Tablo 4.3. Ticari kitosan ile fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosandan farkl
sicakliklarda hazirlanan taneciklerin polidispersite indeksleri.

Polidispersite indeksi (PDI)
Ticari Ticari Deasetile Edilmis Deasetile
CS/TPP Orani Kitosan Kitosan Kitosan Edilmis Kitosan
25°C 4°C 25°C 4°C
4 0.701 0.765 0.454 0.496

Nanotaneciklerin uzun sirelerde stabilitelerinde bir degisim olup olmadigi farkli zamanlarda
tanecik boyutunun 6lgtlmesi ile belirlenmistir. Sekil 4.4’ten gorildugu gibi CS/TPP orani 4’e
ayarlanarak, fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosan tozundan 25 °C’de hazirlanan
nanotanecigin boyutu 3 giin icinde yaklasik 4 kat artis gostermistir. 5 giinlin sonunda ise
gozle gorlir derecede topaklanma ve ¢okelme gozlemlenmistir. Bu sonug, nanotaneciklerin
hazirlanmasini takiben kisa sire icinde kullanilmayacagi durumlarda liyofilize edilip toz halde

saklanmasinin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.4. Fraksiyonlanmis ve deasetile edilmis kitosan tozundan 25°C’de hazirlanmis
nanotanecigin boyutunun zamanla degisimi (CS/TPP=4)
Nanotaneciklerin morfolojik karakterizasyonu icin taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmistir.  Sekil 4.5’de farkh blyltmelerde elde edilen kitosan nanotaneciklerin
goruntileri yer almaktadir. Sekil 4.5a’da gorildigu Gizere, tanecikler kiireseldir. Bu goruntd,
dinamik 151k saginimi yontemiyle nanotanecigin boyutunu belirlemek igin kullanilan

modeldeki kiiresel yapi kabuliinii dogrulamaktadir.
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Sekil 4.5. Nanotaneciklerin a) 25000X biiyiitmede b)100000X biiyiitmede taramali
elektron mikroskobu ile alinan goriintiileri

Karakterizasyon sonuglarinin timi degerlendirildiginde kitosanin modifiye edilmesinin ve
reaksiyon sicakliginin oda sicakhginin oldukg¢a altinda tutulmasinin (4°C) nanotaneciklerin
boyut ve boyut dagilimi agisindan ¢ok onemli farklar yaratmadigi gortlmustiir. CS/TPP
oraninin 3 ve 3,5 oldugu durumlarda nanotaneciklerin kisa sirede stabilitesini kaybettigi
gozlendiginden, nanokompozit hazirlanmasi icin kullanilacak nanotaneciklerin ticari
kitosandan, CS/TPP oranini 4, reaksiyon sicakligini da 25°C’ye ayarlayarak hazirlanmasina

karar verilmistir.

4.1.2. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WPI) Bazli Nanokompozit Filmlerin
Morfolojik ve Mekanik Ozellikleri

Filmlerin morfolojik 6zelliklerini belirlemek icin taramali elektron mikroskobu (FEI Quanta
250 FEG, ESEM) kullaniimistir. WPI filminin yogun bir yapida oldugu ve yapisinda birtakim
deformasyonlari icerdigi (Sekil 4.6a), kitosan nanotanecik ilave edilmis filmin ise oldukca

homojen bir yapiya sahip oldugu gozlenmistir (Sekil 4.6b).
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Sekil 4.6. WPI ve Kitosan/WPI bazli nanokompozit filmlerin SEM goériintiileri

Sekil 4.7'de kitosan nanotanecik iceren ve icermeyen filmlere ait gerilim-gerinim grafigi
gorilmektedir. Filmler, tipik olarak dnce elastik davranis ve belirli bir kuvvette olusan akma
bolgesinden sonra plastik degisim gostererek kopmuslardir. Kitosan nanotaneciklerin WPI
filme sagladigi mukavemetlendirme gozlenebilmektedir. Nanotanecik icermeyen WPI filmin
cekme mukavemeti dislikken, % uzamasi daha fazladir. Nanotaneciklerin polimer yapisinda
dagilarak, cekme vyiklne karsi destek olacak bdlgeler olusturdugu ve matrisle girdigi
etkilesim sayesinde filmi mukavemetlendirdigi anlasiimaktadir. Cekme mukavemetindeki
artisa zit olarak, filmin gliglenmesi nedeniyle, dogal olarak yiik altinda % uzamasinda azalma

olmustur.

Tanecik miktarina gore WPI filmlerin ¢gekme mukavemeti ve kopma noktasinda % uzama
degerleri Sekil 4.8’de gosterilmektedir. %2 oranina kadar nanotanecik ilave edilmesi WPI
filmin mekanik ozelliklerinde 6nemli oranda bir degisiklide sebep olmamistir. Ancak, %4
nanotanecik iceren WPI filmlerin cekme mukavemetinde ani bir artis ve buna zit olarak %
uzama degerinde de azalma goézlenmistir. Bu sonugtan nanotaneciklerin belirli bir
kompozisyondan sonra artan yiizey alani sayesinde vyapida destekleyici noktalar
olusturduklari anlasilmaktadir. Nanotanecik ilavesiyle kopma noktasindaki uzama degeri
azalmakla birlikte en disik % uzama degeri bile WPI filmininki ile karsilastirilabilir

dizeydedir. Filme ilave edilen nanotanecik miktarinin % 4’den % 6’ya artirilmasi sonucunda
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cekme mukavemetinde disme baslamistir. Bu durumun nanotanecigin film igindeki homojen

dagiliminin saglanamamasindan kaynaklandigi distinilmektedir.

Gerilim [MPa)
507

1
0 L it 15 m 15 0 5 4
Gerinim (%)

Sekil 4.7. WPI ve %4 nanotanecik iceren WPI filmlerinin gerilim gerinim grafigi

Bu galismada %4 oraninda kitosan nanotanecik ilavesi WPI filmin ¢ekme mukavemetindeki
artis (% 113) diger calismalara kiyasla oldukca fazladir. ZHOU ve grubu (2009) tarafindan WPI
filmine %1 oraninda titanyum dioksit (TiO,) ilave edilerek cekme mukavemetinde maksimum
%40 oraninda, KADAM ve grubu (2013) tarafindan ise %1.5 silika kaph TiO, nanotanecik
ilavesi ile %15 civarinda artis kaydedilmistir. inorganik yapida olan TiO, nanotanecikleri filme
homojen bir sekilde dagitabilmek kitosan nanotanecikler kadar kolay degildir. Bu
¢alismalarda film yapisini bozmadan homojen bir sekilde ilave edilebilen nanotanecik miktari

%1- 1.5 ile sinirli kaldigindan mekanik 6zelliklerde yeterince iyilesme saglanamamistir.
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Sekil 4.8. Kitosan nanotanecik miktarina gére WPI filmlerin cekme mukavemeti ve %
uzama degerlerindeki degisim

Sekil 4.9'dan goruldiugli gibi %4 kitosan nanotanecik konsantrasyonuna kadar elastisite
modulinde dramatik bir degisim olmamis, ancak %4 ve %6 tanecik konsantrasyonlarinda,

filmlerin elastisite modill artmustir.
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Sekil 4.9. Kitosan nanotanecik miktarina gore WPI filmlerin elastisite modiiliindeki degisim

Kitosan nanotaneciklerin polimer icerisinde homojen dagilimi ile filmlerin c¢cekme
mukavemetinin ve elastisite moduliinin artmasiyla birlikte % uzama degerlerinin azalmasi

bu taneciklerin antiplastiklestirici etki gosterdigine isaret etmektedir. Kitosan
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nanotaneciklerin antiplastiklestirici etki gostermesi Sekil 4.10’dan gorilecegi gibi filmlerin
serbest bosluk hacminin azalmasindan kaynaklanmaktadir. En diisiik serbest bosluk hacmine
sahip olan % 4 nanotanecik igeren filmler en ylksek ¢ekme mukavemetine sahiptir.
Nanotanecik miktarinin % 6’ya ¢ikarilmasi durumunda serbest bosluk hacminde artis
gozlenmistir. Bu durum taneciklerin film iginde topaklanmasi nedeni ile polimer zincirleri

arasindaki mesafeyi acarak plastiklestirici etki gostermesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.10. Kitosan nanotanecik miktarina gére WPI filmlerin serbest bosluk hacimlerindeki
degisim

4.1.3. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WPI) Bazli Nanokompozit Filmlerin Su
Buhan Gegirgenlikleri

WPI filmlerin su buhari gegirgenligi, Sekil 4.11’de gosterildigi gibi % 4 oraninda nanotanecik
ilavesi ile birlikte azalma gostermistir. WPI, yapisinda bulunan oldukca yiksek orandaki polar
amino asitler nedeniyle hidrofilik karaktere sahip bir polimerdir. WPI'ya gére daha duslik su
buhari gecirgenligine sahip kitosan nanotaneciklerin varliginda su buharinin film boyunca
gecisi icin kat etmesi gereken mesafenin artmasi ve ylizey alaninin azalmasi nedeniyle filmin
su buhari gecirgenligi azalmaktadir. Ayrica, Sekil 4.10’dan gorildiGgi gibi nanotanecik ilave
edilmesiyle WPI filminin yapisindaki zincirler arasindaki serbest bosluk hacmi azalarak, su
buharinin gecisi yavaslamaktadir. Nanotanecik miktari %6’ya cikarildiginda homojen
dagilimin saglanamamasindan ve buna bagl olarak serbest bogluk hacminin %4 nanotanecik
iceren filme kiyasla artmasindan dolayr su buhari gegirgenliginde daha fazla bir azalma

kaydedilmemistir.

35



0.35 -

0.00 T T . .
a 1 2 4 A

Kitosan Nanotanecik Miktan (% )

o o o O

e % TR S R

m o B8
1 1 1 1

Su Buhar Gegirgenligi
{gmmim?.saat.kPa)
=

Sekil 4.11. Kitosan nanotanecik miktarina gére WPI filmlerin su buhari gegirgenligindeki
degisim

4.1.4. Kitosan/Peynir Alti Suyu Proteini izolati (WPI) Bazli Nanokompozit Filmlerin
Antimikrobiyal Ozellikleri

Peynir alt1 suyu izolati filmlerinin bilinen bir antimikrobiyal aktivitesi yoktur. Beklenildigi gibi,
E.Coli'ye karsi yapilan testler sonucunda, peynir alti suyu izolati filmlerinin, Gzerine bakteri
yayllmis agarla temas ettigi bolgenin altinda bakteri Gremesi oldugu gorilmistir (Sekil
4.12a). %4 kitosan nanotanecik iceren WPI filmin temas ettigi bolgede tamamen berraklasma
oldugu tespit edilmis, kitosan nanotaneciklerin filme antibakteriyel o6zellik kazandirdig
goralmastir (Sekil 4.12b). Kitosanin antibakteriyel aktivitesi pozitif yiikli amin gruplarina
baghdir. Bu gruplar, negatif yukli hiicre duvarlariyla etkilesime girerek bakteri hiicrelerini
inhibe etmektedir. Kitosan nanotaneciklerin film ortamindan salinmamasi nedeniyle,
filmlerin etrafinda parlak bir inhibasyon bélgesinin olusmamasi, sadece filmin temas ettigi

noktalarda berraklasma olmasi kitosan nanotaneciklerin filmden salinmadigini gostermistir.

Sekil 4.12. Nanotanecik igermeyen peynir alti suyu izolati film (a) ile %4 CS/TPP
nanotanecik iceren WPI filmin (b) antibakteriyel test sonuglari
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4.2. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi igeren WPI Bazli Antimikrobiyal Ambalaj

Filmlerinin Hazirlanmasi

4.2.1. Poliakrilik Asit/Lisozim Komplekslerinin Karakterize Edilmesi

Poliakrilik asit (PAA)-lisozim kompleksler yiik notralizasyonu ve polimerik koprilesme
(polymer bridging) olmak lizere iki farkh mekanizma ile olusmaktadir (Sekil 4.13). Lisozim ve
PAA coOzeltileri bir araya geldigi anda suda ¢oziinmeyen kompleksler olustururlar. Bu
kompleksler Brownian hareketleriyle baslayan carpismalar sonucunda yik nétralizasyonu adi
verilen elektrostatik birlesmeyle meydana gelirler. Daha sonra acikta kalan lisozim ve
kompleksler diger komplekslerle biraraya gelerek blyir, cokerek en kicik boyutlu ilk
tanecikleri olusturur. Coken tanecikler bir araya gelerek “polimer koprilesme” olarak
tanimlanan kayma-temelli carpismalar (shear induced collisions) sonucunda buiyiik topaklari

olustururlar.
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Sekil 4.13. Poliakrilik asit-lisozim kompleksinin olusum mekanizmalari

Polimer koprilesme mekanizmasi bliyiik molekil agirligina sahip PAA iceren komplekslerde,
ylik notralizasyonu ise kiglik molekdl agirhgina sahip PAA iceren komplekslerde baskin
mekanizmadir. Kompleks olusumu icin 2 ve 450 kDa molekil agirliklarinda 2 farkh tip PAA
kullanilmistir.  Her bir molekil agirligi icin PAA/LIS orani 0.1 ve 0.3 olarak ayarlanarak
komplekslerin boyutunun degismesi saglanmistir. Kompleks olusumu pH’si 7 olan fosfat
tampon icinde gerceklestirilmistir. Bu pH’da PAA net negatif yike sahipken, lisozim pozitif
ylklidir. Boylece aralarindaki glicli elektrostatik ¢cekim lisozimin PAA ile hemen hemen 100

% oraninda kompleks olusturmasini saglamistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Lisozimin PAA icine yiiklenme oranlari

PAA ..
Molekiil | PAA/LIS Yuzde
Kompleks Adi . s (wt/wt) Yiklenme
Agirlig: Verimi (%)
(kDa)
SNP 2 97.4
450 99.9
BNP 2 0.3 99.5
450 99.1
Serbest 2 0.1 97.2
Lisozim+SNP 450 99.9
Serbest 2 0.3 98.5
Lisozim+BNP 450 97.3

Filmlerin zeta potansiyel degerleri deiyonize su ve salim ortami olarak kullanilan pH 4.5
sodyum fosfat tampon icerisinde 6lctilmistiir. Tablo 4.5’deki sonuglar molekdl agirhginin ve
PAA/ LIS oraninin artmasiyla yik yogunlugunun arttigini géstermektedir. Santrifiijlenerek
¢cOkertilip slipernatantlarindan ayrilan kompleksler deiyonize suda tekrar dagitilarak film
cozeltilerine eklenmektedir. Taneciklerin deiyonize su icerisinde negatif zeta potansiyel
degerine sahip olmasi pH 7’de negatif yiikli olan WPI icerisinde topaklanma olmadan
homojen bir sekilde dagilimini, pH 4.5 tampon ¢ozelti icerisinde pozitif zeta potansiyel
degerine sahip olmalari da bu pH degerinde pozitif yikli olan WPI filmden saliminin

gerceklesmesi agisindan kritiktir.

Tablo 4.5. PAA/LIS komplekslerinin boyutu ve zeta potansiyel degerleri

Zeta Potansiyel (mV) Boyut

Kompleks | PAA Molekiil | PAA/LIS 0.05 M pH 4.5
Deiyonize Boyut %
Kodu Agirhgi (kDa) | wt/wt Na-Asetat Genislik
Su (d.nm) | Sayi
Tampon

2SNP 2 01 | 70407 102+09 |319 |100 [7.53
2BNP 2 0.3 -8.74+0.3 10.7+0.2 361.9 | 100 | 40.2
450SNP 450 01 | _411+12 120403 | 427.5 |100 |51.2
450BNP 450 03 | _.136+1.1 14.9+11 | 665 |99.9 |17.5

Kompleks olusumu esnasinda PAA/LIS oraninin ya da PAA’'nin molekdl agirhginin artiriimasi

daha biylk boyutta tanecikler elde edilmesine sebep olmustur. 450 kDa PAA ile hazirlanan
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komplekslere kiyasla 2 kDa PAA ile hazirlananlarin boyutu PAA/LIS oraninin artisindan gok
daha fazla oranda etkilenmistir. TUm komplekslerin zeta potansiyel degerlerinin £30 mV’dan

daha dustik olmasi stabil olmadiklarinin bir gostergesidir.

4.3. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Morfolojik ve Mekanik
Ozelliklerinin Karakterize Edilmesi

PAA-LIS kompleksi ilave edilmesi ile WPI filmlerinin yapisinda olusan degisimi gdzlemek igin
filmlerin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goruntileri alinmistir (Sekil 4.14). SEM
goruntilerinden WPI filmine ve serbest lisozim iceren WPI filmine kiyasla PAA/LIS kompleksi

iceren filmin yapisinin daha yogun oldugu gozlenmistir.

WPI LIS-WPI SNP-WPI

Sekil 4.14.Peynir alt1 suyu izolati (WPI), serbest lisozim iceren WPI ve PAA/LIS kompleksi
iceren WPI (SNP-WPI) filmlerin SEM goriintiileri. Bliyiitme: 5000x.

Hazirlanan filmlerden serbest lisozimden sonra en hizli salim yapan serbest lisozim ile SNP
(2kDa) kompleks vyapisini iceren film (salim sonuglar asagida 4.4 numarali kisimda

verilmektedir) TEM ile incelenmistir.
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Sekil 4.15.Serbest Lisozim + SNP (2kDa) kompleksini iceren WPI filmlerin TEM
mikrografileri (a) 200nm (b)100nm

Sekil 4.15’deki TEM mikrografileri filmden alinan kesit icerisinde komplekslerin morfolojisi
boyutlari ve film icerisindeki dagilimi hakkinda bilgi vermektedir. Film kesitindeki ufak kalinlk
degisimleri yer yer goriintl netligini disirmektedir. Siyah kiresel tanecikler kompleksleri
gostermektedir. Kompleksler yer yer tek diismelerine ragmen genel dagilimda nanotanecik
kiimeleri mevcuttur. Bu kiimelerin olusma nedeni iki sekilde yorumlanabilir. Birincisi kuruma
sirasinda yapilarin bir araya gelmesi digeri ise komplekslerin olusum mekanizmasi olan
polimer koprilesmedir. Polimer koprilesme blyik molekil agirlikh poliakrilik asitten
Uretilen kompleklerde baskin mekanizma olarak bilinmekle birlikte kiglik molekdl agirhikli
poliakrilik asitten uUretilen taneciklerde de gorilmektedir. Film Uretimi sirasinda ortam pH’1 7
dir. Bu pH’ta komplekslerin ve WPI net ylklerinin negatif olmasi da taneciklerin dagilimini
kiimelesme yoninde etkiledigi distnlilmektedir. Tanecik boyutlart 20 nm civarinda
gozlenmistir. Bu boyutlar dinamik 151k saginimi dlglimleri (31nm-genislik 7.5nm) ile
uyumludur. Sekil 4.15b’deki mikrografide kompleks yapilarina goére daha silik adaciklar
gorilmektedir. Bu adaciklarin ortama eklenen serbest lisozim oldugu diisiinilmektedir. ileri
karakterizasyon teknikleri (boyama gibi) kullanilarak elde edilen goriintilerdeki kontrast farki
arttinilabilir. Boylelikle lisozim ve kompleksin kompleks yapisindaki konumlari netlestirilebilir.
Sekil 4.16 ve 4.17’de farkli molekll agirligi ve poliakrilik asit/lisozim oranlari kullanilarak

hazirlanmis olan komplekslerin WPI filmlerin mekanik o6zelliklerinde yarattigi degisiklik
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gorilmektedir. Tanecik eklenmesiyle genel olarak cekme mukavemetinde belirgin bir
degisim gorilmemistir. Bu da tanecikler ile polimer matrisin kuvvetli bir etkilesime
girmedigini ve ¢ekme mukavemetinin tanecik boyutundan bagimsiz oldugunu
gostermektedir. Ancak % uzama ve elastisite modiil degerleri agisindan farkli mekanik
davraniglar goézlenmistir. 2000 molekil agirhgina sahip poliakrilik asit ile hazirlanan
komplekslerden kigik tanecikli olanlari iceren filmlerin (2SNP) % uzama degeri belirgin bir
degisiklik gostermemistir. Ancak polimer matrise dagilan tanecikler, filmin elastisite modiil
degerini azaltmistir. Tablo 4.5'deki sonuclardan goérildigl gibi 2SNP, en kigik tanecik
boyutuna sahiptir ve filmin elastik sekil degisimine karsi olan direncini biraz azaltmistir.
Kiguk tanecik boyutu sayesinde polimer zincirlerinin arasina girerek belirli bir yike kadar
zincirlerin elastik sekil degistirmesine yardimci olmustur. 2000 molekdil agirhkh poliakrilik asit
ile hazirlanan buylk taneciklerin (2BNP) WPI filmine ilave edilmesiyle % uzama ve elastisite

modyl degerlerinin arttirdigi gdzlenmistir. Bu tanecikler, kiiglk taneciklere nazaran, polimer
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Sekil 4.16. Ayni konsantrasyonda WPI igeren filmlere farkli PAA/LIS kompekslerin
eklenmesiyle gekme mukavemeti ve % uzama degerlerindeki degisim

zincirleri arasinda daha fazla yer kaplayarak zincirleri genisletmis ve hem filmin kopma
noktasina kadar uzama degerlerini, hem de elastik sekil degisimine karsi olan direncini
arttirmislardir. 450000 molekdl agirhikli poliakrilik asitlerle hazirlanan taneciklerde ise daha
farkl davranig sergilenmistir. Bliyik nanotanecik (450BNP) igeren filmlerin % uzama
degerleri polimer képrilesmesi ile olusan topaklanma nedeniyle kiiglik tanecikler (450SNP)

ilave edilmis filmlere nazaran daha dustktir. Ancak kicgik tanecikli filmin % uzama degeri
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diger filmlere gore hayli ylksek, elastisite moduliu de diger filmlere gére daha duguktir. Bu
durum taneciklerin yapida daha dizgin dagildigini, polimer zincirleri arasina girerek

genislemeye ve dolayisiyla % uzamanin artmasina yol actigini géstermektedir.

i

WPI 2SNP 2BNP 450SNP 450BNP
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Sekil 4.17.Ayni konsantrasyonda WPI iceren filmlere farkh PAA/LIS komplekslerinin
eklenmesiyle filmlerin elastisite modiil degerlerindeki degisim

4.4. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinden Lisozimin Salim
Kinetiginin Belirlenmesi

Antimikrobiyal ambalaj filmlerinde aranan en énemli 6zellik antimikrobiyal ajanin kontrolli
saliminin saglanabilmesidir. Bu amacgla, literatiirde yapilan ¢alismalarda filmler hazirlanirken
icine farkl oranlarda plastiklestirici ajan, capraz baglayici ajan ya da polimer ilave edilerek
filmlerin plastiklesme ve ¢apraz baglanma dereceleri ile gozeneklilikleri ve gézenek boyutlari
degistirilmis, katman sayisi artirilmis ya da Uretim esnasinda polimer zincirleri belli bir yénde
gerdirilerek konumlari degistirilmistir. Bu projede yukarida bahsedilen stratejilerden farkh
olarak antimikrobiyal ajan bir polielektrolit ile kompleks olusturarak nanotanecik igine
ylklenip filme ilave edilmis, salimi da nanotanecigin boyutunu degistirerek kontrol edilmistir.
Lisozim iceren komplekslerin boyutu polielektrolit olarak secilen poliakrilik asitin molekil

agirhigi ile sentez esnasinda poliakrilik asit/lisozim oranini degistirerek kontrol edilmistir.

Tim salim deneyleri pH 4.5 sodyum asetat tampon ¢o6zelti icinde yapiimistir. Hem lisozim,
hem de PAA’'nin pozitif yiike sahip oldugu bu pH’da elektrostatik itim giiclinlin baskin olmasi

sonucu lisozim kompleksten ayrilip, film icinde difiize ederek ortama salinir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18.Lisozimin PAA/LIS kompleksinden salim mekanizmasi

Salim verileri komplekslerdeki PAA'nin molekil agirhgr 2kDa (Sekil 4.19) ve 450 kDa (Sekil
4.20) ve PAA/LIS orani 0.1 (Sekil 4.21) ve 0.3 (Sekil 4.22) olacak sekilde ikiser alt grupta
gosterilmistir. Tum grafiklerde sadece serbest lisozim iceren filmlerin salim verilerine de yer

verilmistir. Daha sonra tlim salim test sonuglari bir arada tek grafikte (Sekil 4.23) verilmistir.

4.4.1. PAA/LIS Oraninin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi
Sekil 4.19, 4.20, 4.21 ve 4.22'deki sonuglar lisozimin filme ilave edilme seklinin filmden salim

hizi izerinde olduk¢a etkili oldugunu gostermektedir. Serbest halde filme ilave edilen
lisozimin tamami 45 dakikada ortama salinmaktadir. Bu durum biyopolimerlerden aktif
maddelerin salim hizinin  kontrol edilebilmesi icin yeni stratejiler gelistirilmesinin
zorunlulugunu acikca ortaya koymaktadir. Lisozimin yarisinin serbest, yarisinin da PAA ile
kompleks olusturarak filme ilave edilmesi durumunda (Serbest Lisozim+SNP(0.1) ve Serbest
Lisozim+BNP(0.3) ) filmden salim hizi yavaslamaktadir. En yavas lisozim salim hizlan ise
lisozimin tamaminin PAA ile kompleks olusturarak (SNP (0.1) ve BNP (0.3) ) WPI filmlere

ilave edildigi durumlarda gozlenmistir.
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Sekil 4.19. PAA/LIS Oraninin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi. PAA’nin Molekiil agirhgi: 2 kDa
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Sekil 4.20. PAA/LIS Oraninin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi . PAA’nin Molekiil Agirhigi: 450 kDa
24 saatlik salim kinetigi dikkate alindiginda lisozimin filmlerden salim hizlari asagidaki sirayi
takip etmektedir:

PAA’nin molekdl agirhgi: 2kDa Serbest Lisozim > Serbest Lisozim +SNP(0.1) > Serbest Lisozim

+BNP(0.3)>SNP(0.1)>BNP(0.3)

PAA’nin molekul agirhg: 450kDa Serbest Lisozim > Serbest Lisozim +SNP(0.1) > Serbest
Lisozim +BNP(0.3)=SNP(0.1)>BNP(0.3).
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PAA/LIS oraninin artmasi ile birlikte olusan komplekslerin boyutu artmakta, bdylece, lisozim
PAA’dan ayrilip filme diflize etme asamasinda daha blylk kitle transfer direnci ile

karsilasmakta ve salim hizi dismektedir.

4.4.2. PAA’nin Molekiil Agirliginin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi

Sekil 4.21 ve 4.22’de PAA’nin molekul agirliginin lisozimin salim hizina olan etkileri
gosterilmektedir. Poliakrilik asitin molekul agirligi arttikga dogrusal yik yogunlugu
artmaktadir. Bu durum artan elektrostatik etkilesimler sonucunda glgli yapida lisozim-
poliakrilik asit komplekslerinin olusmasina yol agmaktadir (KAMIYA ve Klibanov, 2003). Distk
molekdl agirhkh PAA ile kompleks olusumunda yik noétralizasyonu temel mekanizma iken,
yliksek molekil agirlikli PAA’dan kompleks olusurken bu mekanizma ile birlikte polimerik
koprilesme adi verilen diger bir mekanizma da etkilidir. Coken komplekslerin ¢ekme
kuvvetlerinin daha baskin oldugu bu durumda lisozimin kompleksden ayrilip serbest hale
gecmesi daha giclestiginden salim hizi da yavaslamaktadir. Diger taraftan 450 kDa molekiil
agirhginda PAA, molekdl agirhgr 14.4 kDa olan lisozimi tamamen gevreleyebilecek hatta
lisozimin etrafinda belli kalinlikta bariyer katmani olusturabilecek zincir uzunluguna sahiptir.
Bu durumda lisozimin serbest kalip filmin icinde difliize edebilmesi i¢in dncelikle PAA’nIn
olusturdugu bariyer katmanini asmasi gerekmektedir. 2 kDa PAA kullanilarak hazirlanan
komplekslerde PAA’ya gore daha biyik molekil agirhgina sahip olan lisozim PAA’yi
cevrelediginden, ylzeyden kolaylikla koparak serbest hale ge¢cmekte, dolayisiyla filmden
salim hizi da 450 kDa PAA ile hazirlanan kompleksleri iceren filmlere gére daha yliksek

olmaktadir.
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Sekil 4.21. PAA’nin Molekul Agirliginin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi. PAA/LIS: 0.1

45



120

100 A

Yiizde Salim (%)

20 4

40

T

i

|M :

T T
0 5 10 15 20
Zaman (saat)

0-24 saat

T
25

120

100
80

60

Yiizde Salim (%)

40

|

]

*
EUW
U7I T T T T T

—#— BNP (2 kDa)
—#— BNP (450 kDA)
Serbest Lisozim+BNP (2kDa)
Serbest Lisozim +BNP (450 kDA)
—m— Serbest Lisozim

0

100 200 300 400 500
Zaman (saat)

0-530 saat

Sekil 4.22. PAA’nin Molekiil Agirhginin Lisozimin Salim Hizina Olan Etkisi . PAA/LIS: 0.3

24 saatlik salim kinetigi dikkate alindiginda lisozimin filmlerden salim hizlari asagidaki sirayi

takip etmektedir:

PAA/LIS orani: 0.1 Serbest Lisozim > Serbest Lisozim +SNP(2 kDa) > Serbest Lisozim +SNP(450
kDa)>SNP(2 kDa)>SNP(450 kDa)

PAA/LIS orani: 0.3 Serbest Lisozim > Serbest Lisozim +BNP(2 kDa) >BNP (2 KDa)> Serbest

Lisozim +BNP(450 kDa)>BNP(450 kDa) .

Tablo 4.6. Lisozimin farkh filmlerden salim siireleri ve salinan toplam lisozim miktarlari

Film Kodu Salim siiresi Toplam salinan
(saat) miktar
(%)
Serbest Lisozim (SL) 0,75 100.0
SNP(2 kDa) 74 105.7
BNP (2 kDa) 192 93.3
Serbest Lisozim+ SNP(2 kDa) 48 115.5
Serbest Lisozim+ BNP (2 kDa) 74 118.5
SNP(450 kDa) 264 54.1
BNP (450 kDa) 528 20
Serbest Lisozim+ SNP(450 kDa) 120 92
Serbest Lisozim+ BNP (450 kDa) 120 50.2

Tablo 4.6’da lisozimin filmlerden salim stireleri, Sekil 4.23’de de tiim filmlerin salim profilleri

verilmektedir. PAA’nin molekdl agirhginin ya da PAA/LIS oraninin artirilmasinin lisozimin
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salim hizini yavaslatarak, salim sirelerini arttirdigi gérilmustir. Sadece serbest lisozim iceren
filmlerden sonra en hizli salim serbest lisozim ve SNP(2 kDa) komplekslerini (molekil agirlig
2 kDa PAA’dan, PAA/LIS orani 0.1 olarak ayarlanarak hazirlanan kompleksler) bir arada
iceren filmlerden gorilmistir. Test edilen filmlerden serbest lisozim+ BNP (450 kDa)
komplekslerini birlikte iceren ve sadece BNP (450 kDa) komplekslerini iceren filmlerden salim
miktarlari sirasiyla %50 ve %20 dolaylarinda sabitlenmistir. Diger filmlerden ise en az % 90
salim gorilmustur ve en uzun sire salim yapan film 2 kDa PAA’dan hazirlanmis kompleksleri
iceren film olarak kaydedilmistir. Salim verilerinin %100 {zerinde ve %90 civarinda

sabitlendigi filmlerde yer yer homojen olmayan dagilimlar oldugu disiiniimektedir.
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Sekil 4.23. Serbest olarak ve PAA ile kompleks olusturarak filme ilave edilen lisozimin
filmlerden salinan miktarinin zamana gore degisimi

4.5. Poliakrilik Asit/Lisozim Kompleksi iceren WPI Filmlerinin Antimikrobiyal
Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.5.1. WPI Filmlerinden Salinan Lisozimin Aktivitesinin Belirlenmesi

Sekil 4.24 farkhh WPI filmlerinden salinan lisozimin aktivitesinin zamana goére degisimini
gostermektedir. Lisozimin aktivitesinin salinan miktarlarla paralel oldugu gézlenmistir. En
ylksek aktivite en hizli lisozim saliminin gergeklestigi serbest lisozim iceren filmle, en disik
aktivite ise en az salim yapan BNP (450 kDa) kodlu 450 kDa PAA’dan PAA/LIS orani 0.3’e
ayarlanarak hazirlanan filmle kaydedilmistir. Salinan lisozimin salim siiresi boyunca aktivite
kaybetmedigi gorilmektedir. Filme eklenen lisozimin serbest haldeki aktivitesi 25430 U/cm?
olarak olcilmistir. Bu degerle kiyaslandiginda salim ortaminda olgllen aktiviteler yaklasik
10 % daha duslktir. Lisozimin aktivitesindeki kayip kompleks igeren filmlerde serbest halde

lisozim iceren filmlere oranla daha fazladir.
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Sekil 4.24. WPI Filmlerinden Salinan Lisozimin Aktivitesinin Zamana Goére Degisimi

4.5.2. Nutrient Besiyeri ile Yapilan Antimikrobiyal Testler

Projede antimikrobiyal testler icin kontrolli salimin antimikrobiyal aktivite Uzerindeki
etkisini, 24 saat ve optimum biyiime sicakligi olan 37 °C yerine uzun siireli ve soguk ortam
kosullarinda (4-10°C) ve salim ortami pH’si olan pH 4.5ta gdsteren bir test metodu
olusturmak hedeflenmisti. Bu amacgla besiyeri pH’I ortama HCl eklenerek pH 4.5a
cekilmistir. HCl'in antibakteriyel etkisinin olup olmadigini tespit etmek amaciyla kontrol
deneyleri yapilmistir. Filmler 3x10° bakteri konsantrasyonuna sahip besiyeri icerisine
konulmus ve bakteri sayisindaki degisim zamanla takip edilmistir. Bu deneylerde 24 saatin
sonunda HCI iceren ve icermeyen besiyeri ortaminda baslangicta 300 olan toplam koloni
sayisindaki degisim gozlenmistir. Ancak Tablo 4.7'deki sonuclardan goruldiGgi Gzere, HCI

bakteri koloni sayisinda herhangi bir azalmaya yol agmamistir.
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Tablo 4.7. Besiyeriye ilave edilen HCl'in koloni sayisi lizerine olan etkisi

Besiyeri Besiyeri + HCIl
170 CFU/ml 150 CFU/ml
80 CFU/ml 210 CFU/ml
150 CFU/ml 300 CFU/ml
160 CFU/ml 290 CFU/ml
290 CFU/ml 200 CFU/ml
Ortalama = 170 CFU/ml Ortalama = 230 CFU/ml

APPENDINIi ve Hotchkiss (2002) antimikrobiyal filmlerin {retiminde kullanilan
plastiklestiricilerin antimikrobiyal ajanin aktivitesi Gzerinde olumsuz etkiye sebep oldugunu
gostermislerdir. WPI film Giretiminde kullanilan gliserollin lisozim aktivitesini nasil etkiledigini
incelemek amaciyla 3x10? bakteri konsantrasyonuna sahip 30 ml besiyeri (pH=4.5) icerisine,
filme ilave edilen miktarla ayni olacak sekilde sadece lisozim ile lisozim ve gliserol birlikte
eklenmistir. Elde edilen sonuglar gliseroliin lisozim Uzerinde 6énemli bir aktivite kaybina

sebep olmadigini gdstermistir (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Plastiklestirici ajan olarak filme ilave edilen gliseroliin koloni sayisi iizerine olan etkisi

Sadece lisozim igeren | Lisozim + gliserol iceren ortam
ortam

80 CFU/ml 110 CFU/ml

160 CFU/ml 200 CFU/ml

50 CFU/ml 70 CFU/ml

20 CFU/ml 10 CFU/ml

60 CFU/ml 50 CFU/ml

Ortalama = 74 CFU/ml Ortalama = 88 CFU/ml

WPI filmlerin antimikrobiyal etkinligini belirlemek icin lisozim miktari 75 mg ve 150 mg olarak
secilmisti. 75 mg lisozim iceren 4x4 boyutlarindaki filmler 3x10® bakteri
konsantrasyonundaki 30 ml besiyeri (pH 4.5) icerisine konarak 10°C ve 150 rpm’de
inkiibatorde bekletilmis, ancak, 8 giin icinde bakteri sayisinda herhangi bir degisime sebep
olmamislardir. Sekil 4.25’de 150 mg lisozim iceren filmlerin (serbest halde yada PAA ile
kompleks olusturmus sekilde) bulundugu ortamdaki bakteri sayisinin zamana gore degisimi
gorulmektedir. Daha buytk boyutta PAA/LIS kompleksi iceren filmlerin antimikrobiyal
etkinliginin, kiicik boyutta kompleks iceren filmlere gére daha fazla oldugu gozlenmistir.

Ancak, bu durumun filmde olusan goézeneklerden kaynaklandigl sonucuna varilmistir.
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Filmlerin gozenek problemi ortadan kaldirildiktan sonra yapilan deney tekrarlarinda
kompleks iceren filmler serbest halde lisozim iceren filmlere kiyasla daha iyi sonug
gostermemistir. Tekrar deneylerindeki tutarsizligin lisozimin nutrient besiyeri igerisinde tam

olarak ¢6zinmemesinden kaynaklandigi gbzlenmistir.
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Sekil 4.25. Film icermeyen besi yeri+bakterinin (pozitif kontrol), serbest lisozim yiikli WPI
film ile kiigiik ve biiyiik PAA/LIS kompleksi iceren WPI filmlerin bulundugu ortamda bakteri
sayisindaki artisin zamana gore degisimi

4.5.3. Miiller Hinton Besiyeri ile Yapilan Antimikrobiyal Testler
Lisozimin nutrient besiyeri (broth) icerisindeki ¢ézlinrliglnin ve aktivitesinin diisik olmasi

nedeni ile farkli besiyeriler denenmistir. Bunun igin 1mg/ml lisozim Triptic Soy Besiyeri
(broth) (TSB), Miiller Hinton Besiyeri (broth) (MHB) ve Brain Heart Infusion Besiyeri (broth)
(BHI) icerisinde ¢ozllmistir. 24 saat sonunda lisozimin BHI ve MHB icerisinde ¢6zindigu
fakat TSB icinde ¢oktugl gozlenmistir.

Salim kosullarini birebir mimik edebilmek icin antimikrobiyal testlerinde pH 4.5’ta yapilmasi
ongorulmis, ancak yapilan denemelerde lisozimin ¢okeldigi ve aktivitesinin diistigl (Tablo
4.9) kaydedilmistir. O nedenle bakteri kosullarinda besiyeri pH’inda degisiklige
gidilmemesine (pH 7) karar verilmistir. PAA/LIS kompleksi iceren filmlerden alinan 4cm? lik
kesitler 10°C’de standard besiyeri (broth) pH’inda (pH 7) Triptic Soy Besiyeri (broth) (TSB),
Miller Hinton Besiyeri (broth) (MHB) ve Brain Heart Infusion Besiyeri (broth) (BHI) icerisine

yerlestirilmis ve 48 saat sonunda bu filmlerden salinan lisozimin aktiviteleri 6l¢tlmustdr.
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Tablo 4.10’da gosterilen sonuglar dogrultusunda antimikrobiyal test ¢alismalarina lisozimin
¢cokelme probleminin gbézlemlenmedigi ve aktivitesinin yiksek oldugu MHB ile devam

edilmistir.

Tablo 4.9. Lisozimin farkli ortamlardaki aktivitesi

Ortam Activity (U/mg)
Su 2774013402
TSB (pH=4.5) 9912+1226

Tablo 4.10. Lisozimin farkli besiyerleri igerisindeki aktivitesi

MHB TSB BHI
Salinan lisozim aktivitesi 21244 | 23643 | 16532
(U/ecm?)

KROCHTA ve grubu (2005) lisozim iceren WPI filmleri farkh baslangic konsantrasyonlarindaki
(<103 Listeria Monocytogenes Uzerinde test etmislerdir. Triptic soy broth (TSB) icerisinde
Listeria Monocytogenes’e karsi minimum inhibisyon konsantrasyonu 2mg/ml lisozim olarak
belirlenmistir. Bu calismada besiyeri olarak MHB kullanilmakla birlikte Tablo 4.10’daki
sonuclardan gorildiga gibi lisozimin TSB ve MHB icerisindeki aktiviteleri birbirine oldukca
yakindir. Bu noktadan hareketle KROCHTA ve grubu (2005) tarafindan Listeria
Monocytogenes igin belirlenen minimum inhibisyon konsantrasyonu ve salim verileri dikkate
alinarak antimikrobiyal testler icin serbest lisozim ve 2 kDa PAA ile PAA/LIS orani 0.1'e
ayarlanarak hazirlanan kompleksleri iceren filmler antimikrobiyal testlere tabi tutulmustur.
Testler 10 °C’de 10° CFU/ml bakteri konsantrasyonu icerisine toplam lisozim miktari 160mg
olan 16cm?lik filmlerin yerlestirilmesiyle yapilmistir. Yapilan denemelerin ¢ogunda filmlerde
10. gilin sonunda kif Gredigi goridlmistir. Kifin nedeni tespit edildikten sonra sorunsuz

filmler Gretilmis ve Sekil 4.26’daki sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.26. Uzun siireli antimikrobiyal test sonugclari

Uglincii gliniin sonunda alinan veriler, her iki filminde pozitif kontrole kiyasla belirgin bir
antimikrobiyal inhibisyon gosterdigini kanitlamaktadir. Serbest lisozim iceren filmler bakteri
sayisinin baslangi¢ bakteri konsantrasyonunun altinda kalmasini saglarken, serbest lisozimle
birlikte kompleks iceren filmler bakteri konsantrasyonunun baslangi¢ seviyesinin (izerine
¢itkmasina sebep olmustur. Bu durum salim ortamindan alinan lisozimin aktivite sonuglari ile
paralellik gostermektedir. Kompleks iceren filmlerin hazirlanma kosullarina bagli olarak
lisozimin bir miktar aktivite kaybettigi kaydedilmistir. Altinci glin sonunda serbest lisozimle
kompleks yapisini birlikte iceren filmden alinan 6rneklerde bakteri ortamindan farkl puslu
bir tabaka gézlemlenmis, koloni sayllamamistir. Ayni giin serbest lisozim iceren filmler koloni
sayisinin Uglincl gline oranla sabit kalmasini saglamistir. Onuncu giin sonunda kompleks
iceren filmlerin bulundugu ortamda tekrar bir mikrobiyal yiuk gorilmis fakat bu yikiin
miktari baslangi¢c konsantrasyonunu asmamistir. Serbest lisozim iceren filmlerin bulundugu
ortamin bakteri konsantrasyonu ise artmistir. Takip eden glinlerde kompleks iceren filmlerin
bulundugu ortamda bakteri saptanmamis, serbest lisozim iceren filmli ortamdaki bakteri
konsantrasyonunda once artis gozlenmis daha sonra bu konsantrasyon sabit kalmistir. Bu
sonuclar bakteriyolojik ortamda serbest halde bulunan lisozimin zamanla aktivitesini
yitirdigini ve uzun sireli bir antimikrobiyal koruma saglayamadigini gostermistir. Hem
serbest, hem de kompleks yapisinda ortama eklenen lisozimin ise kontrolli bir sekilde

ortama salinarak antimikrobiyal etkisini daha uzun siire muhafaza ettigi goriilmektedir.
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5.  SONUCLAR

Bu projede peynir (iretimi sirasinda ¢ok yiksek miktarlarda ortaya cikan bir yan Uriin olan
peynir alti suyu izolati (WPI) kullanilarak gida ambalaj filmleri hazirlanmis, filmlere dogal bir
antimikrobiyal ajan olan lisozim yliklenmistir. Filmlerin mekanik ve bariyer o6zelliklerini
iyilestirmek icin kitosan nanotanecikler kullanilmis, lisozimin filmlerden kontrolli salimini
saglayabilmek icinde poliakrilik asit (PAA) ile kapsiillenerek filmlere ilave edilmistir. iyonik
jellesme yontemi ile hazirlanan kitosan nanotanecikler 1 %, 2%, 4 % ve 6 % oranlarinda filme
ilave edilmis, en iyi bariyer ve mekanik ozellikler 4 % nanotanecik iceren filmlerde
gozlenmistir. Literatlrde yapilan ¢alismalarda kullanilan inorganik nanotaneciklere kiyasla,
bu c¢alismada hazirlanan kitosan nanotanecikler WPI filmlerin mekanik ve bariyer
Ozelliklerinde daha fazla iyilesme saglamis, filmlere antimikrobiyal 6zellikte kazandirmistir.
Lisozimin PAA ile kapsillenerek filmlere ilave edilmesi filmlerden salim hizini oldukca
yavaslatmis, en hizli salim lisozimi serbest olarak igeren filmlerden gergeklesmistir. Lisozim
hem serbest, hem de PAA/LIS kompleksi icinde filme ilave edildiginde ortama kontrolli bir
sekilde salinarak antimikrobiyal etkisini daha uzun sire koruyabilmistir. Projede gelistirilen
yontemin, Ozellikle buzdolabi kosullarinda bile c¢ogalabilen Listeria monocytogenes gibi
bakterilerin inhibe edilebilmesini saglamak icin, kontrolli salim yapabilen antimikrobiyal
gida ambalaj filmlerinin gelistiriimesinde kullanilabilecegi disinililmektedir. Lisozim gibi
izoelektrik noktasi yliksek olan proteinlerin bir nanotanecik icine yilksek verimlilikle
yuklenmesi ve saliminin saglanabilmesi kolay degildir. Bu ¢alismada kullanilan yéntemde
lisozim poliakrilik asit icine elektrostatik etkilesimle yiliksek verimlilikte yuklenebilmistir.
PAA’nin molekul agirhg ile PAA/LIS oranini ayarlamak suretiyle lisozimin salim hizini da
oldukga genis bir aralikta kontrol edebilmek mimkin olmustur. Projede gelistirilen yontem
olan antimikrobiyal ajanin polielektrolitle kompleks olusturup tanecik icinde filme ilave
edilerek salim hizinin kontrol edildigi yaklasim, literatlirde daha 6nce kullanilmamis, 6zglin
bir yaklasimdir. Antimikrobiyal testlerde uzun sire etkinlik gosteren filmlerle gida

denemelerinin yapilmasi planlanmaktadir.
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