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ONsOz

Gegtigimiz 10 yilda modern dinyadaki tiketim aliskanliklar bayUk bir hizla degismis
ve gida katki maddelerinin saglik Gzerindeki muhtemel olumsuz etkileriyle ilgili endiseler
artmistir. Bunun sonucunda 6Ozellikle tiketime hazir, minimal igslem gérmus, taze ve dogal
forma en yakin ve kimyasal gida katki maddesi icermeyen, ancak mikrobiyolojik agidan
guvenli gidalara kargl adeta talep patlamasi yasanmaktadir. Bu yogun talebin kargilanmasi
ve istenilen 6zelliklerdeki Urlinlerin elde edilebilmesi amaciyla mevcut en yeni ve komplike
teknolojiler devreye sokulmus ve farkli muhafaza yontemleri ve anlayislari olusturulmustur.
Bu muhafaza anlayislar icerisinde Uzerinde en c¢ok durulanlardan birisi engel (hurdle)
teknolojisi olup, bu teknoloji geleneksel ve modern pek ¢cok muhafaza tekniginin kombine
edilmesiyle uygulanmaktadir. iste aktif ambalajlama engel teknolojisinin en biiyiik destekgisi
olan uygulamalardan olup, son on yilda kullanimi oldukga yayginlasmistir. Nitekim, bu
teknolojinin bir stredir Amerika Birlesik Devletleri ve Japonya’da basariyla uygulandigi
bilinmektedir. Avrupa Birligi'nde ise ambalaj materyallerinin aktif ambalajlamaya uygun hale
getirilebilmesi icin gerekli dizenleme ve yonetmelik calismalarinin son asamaya geldigi
cesitli kaynaklarda belirtiimektedir. TUm bu gelismeler aktif ambalajlamayi gida teknolojisinde
buyuk butcelerin ayrildigr en énemli arastirma basliklarindan biri haline getirmistir. Bu proje
tarafimizdan konuyla ilgili gergeklestirimis 2. TUBITAK projesidir. Daha énceki ilk projede
biyoaktif ajanlar kullanilarak antimikrobiyel ve antioksidant etkisi olan ¢ok fonksiyonlu
ambalaj materyalleri gelistirilmistir. Bu projede ise daha 6nceki calismalar ¢ok daha ileri bir
asamaya tasinmis ve biyoaktif ajanlarin salim hizinin gidaya ve planlanan raf d6mrine gore
degistirilebilecedi kontrollu salim etkisi olan kompozit veya karisim yapidaki yenilebilir
ambalaj malzemeleri gelistiriimistir. Proje dunyadaki benzerleriyle kiyaslandigi zaman pek
¢ok ilki barindiran yenilik¢i bir calisma olarak dikkat gekmektedir. Kontrollu salim teknigine
sahip yenilebilir ambalaj malzemeleri halen tim dinyada arastirma safhasinda olan ancak
yakin bir gelecekte gidalarin muhafazasinda yodun olarak kullaniimasi planlanan
malzemelerdir. Gergeklestirilmis olan bu ¢aligmayla Glkemizin de bu galismalara aktif olarak
katilmasi ve ekonomik olarak blyuk bir 6nem arz eden ambalaj sanayimizin ihtiya¢c duyacagi
bilgi birikiminin olusturulmasi hedeflenmistir. Ulkemizin bilimsel gelisiminin adeta lokomotifi
olmus olan saygin bilim kurumu TUBITAK’a diinyada meydana gelen degisimleri yakindan

takip ederek bu projeye destek sagladidi igin tesekkurlerimizi bir borg biliriz.

Proje Yoneticisi

Prof. Dr. Ahmet Yemenicioglu



OZET

Bu projede biyoaktif maddelerin kontrolli salimini gerceklestirebilecek yenilebilir film ve
kaplamalar gelistirmek amaciyla zein ve peyniralti suyu proteinleri (PSP) temelli karisim ve
kompozit yapilardan faydalaniimigtir. Zeinden elde edilen karisim filmler zeinin oleik, laurik
ve linoleik asit gibi yag asitleri ile karigtiriimasiyla, kompozit filmler ise karnauba, kandelilla
ve balmumu gibi mumlar, mercimek veya soya globdlin proteinleri veya mikrokristal selilozla
karistirilmasiyla elde edilmistir. PSP’den elde edilen karisimlar bu proteinlerin oleik asitle,
kompozitler ise balmumu ve kandelilla mumuyla karistiriimasiyla elde edilmistir. Zein temelli
filmlere ilave edilen biyoaktif maddeler kismi saf ve saf lisozim, katesin, gallik asit, p-
hidroksibenzoik asit, ferulik asit, kuversetin ve flavon, PSP temelli filmlere ilave edilen
biyoaktif maddeler ise saf ve kismi saf lisozim ve katesindir. Goésterdikleri kontrollu salim
etkileri, antimikrobiyel ve antioksidant performanslar ve mekaniki o6zellikler dikkate
alindiginda en uygulanabilir filmlerin lisozimin katesin ve/veya gallik asitle birlikte kullanildigi
zein-oleik asit karisimlari ve zein-karnauba mumu kompozitleri oldugu belirlenmistir. Ayrintih
salim deneyleri zein karisim ve kompozitlerinde lisozim, katesin ve katesin-gallik asit
karigimlarinin salim hizinin gogunlukla filmlerin ¢apraz baglanma duzeyini artiran fenolik
bilesik konsantrasyonuyla ters iligkili oldugunu gdstermistir. Karisim ve kompozitleri olusturan
mum, yag asiti ve fenolik madde tipi de filmlerin morfolojisini, hidrofobisitesini ve dolambagli
difizyon yolu (tortuosity) gibi dzelliklerini degistirerek salim 6zelliklerini etkileyebilmektedir.
Zein’den elde edilmis fenolik bilesikler veya lisozim ve fenolik bilesikleri birarada igeren
karisim ve kompozit filmlerin antimikrobiyel testleri bu filmlerin gidalardaki en kritik patojen
bakterilerden olan Escherchia coli O157:H7, Listeria monocytogenes ve Campylobacter
jejuni’'ye karsi laboratuvar ortamlarinda ve/veya segilmis et ve sit drlnlerinde antimikrobiyel
ve antioksidant etki gdsterdigini dogrulamistir. Filmlerin performanslari bakterilerin gidadaki
gelisim hizindan direk olarak etkilenmis ve bakteri geligsiminin hizhh oldugu gidalarda salim
hizi yuksek, yavas oldugu gidalarda salim hizli digslk filmler daha basarili olmustur. Diger
yandan ayrintili salim deneyleri PSP’den elde edilen filmlerde biyoaktif maddelerin salim
hizinin kompozit veya karigimlarla control edilmesinin zein filmlerin aksine oldukga gug¢
oldugunu goéstermistir. Hizli bir sekilde su alip sisen ve nétrale yakin pH’larda negatif yuklu
olan PSP filmlerle negatif yUklu olan fenolik bilesikler arasinda dodan itme kuvvetleri bu
bilesiklerin filmlerden buyuk bir hizla salinmasina neden olurken, PSP filmler ve pozitif yuklu
lisozim arasinda dogan g¢ekme kuvvetleri enzimi filmler igerisinde immobilize etmektedir.
Lisozimle ilgili immobilizasyon sorunlari PSP filmlerin karisim ve kompozit haline getirilmesi
ve PSP’nin izoelektrik noktasi altindaki pH degerlerinde calisiimasiyla kismen ¢dziilse de bu

durum uygulanabilirligi kisitlayan bir olumsuzluktur. Bu proje biyoaktif maddelerin kontrollu



salimi agisindan zein temelli filmlerin PSP temelli filmere gdére daha elverigli oldugunu

gOstermistir.
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yenilebilir film, karigim film, kompozit film



ABSTRACT

In this project, zein and whey protein (WP) based blend or composite structures were
prepared in order to develop edible films and coatings for controlled release of bioactive
agents. The blends of zein were obtained by mixing zein with fatty acids such as oleic, lauric
and linolenic acids, while composites were prepared by mixing zein with different waxes such
as carbauba, candelilla or beeswax, with legume proteins such as chickpea and soy
globulins or with microcrystalline cellulose. The bioactive agents incorporated into zein based
films were partially purified or pure lysozyme, catechin, gallic acid, p-hydroxybenzoic acid,
ferulic acid, quercetin and flavon, while partially purified lysozyme and catechin were
incorporated into WP based films. However, considering the obtained controlled release
effects, antimicrobial and antioxidant performances and mechanical properties, the most
applicable films were obtained with zein-oleic acid blends and zein-carnauba wax
composites containing lysozyme with catechin and/or gallic acid. The release rates of
lysozyme, catechin ve catechin-gallic acid mixtures from zein composites and blends were
affected inversely from the concentration of phenolic compounds which induced crosslinking
within the films. The type of wax, fatty acid and phenolic compounds used in composite and
blend structures could also affect the release rates of lysozyme and phenolic compounds by
changing film morphology, hydrophobicity or tortuosity. The blends and composites of zein
films containing phenolic compounds or lysozyme and phenolic compounds showed
antimicrobial activity on critical food pathogenic bacteria including Escherchia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes and Campylobacter jejuni in laboratory media and/or selected meat
and dairy products. In general, the films with fast release rates were suitable for food
showing fast bacterial growth, while films with slow release rates were suitable for food
showing slow bacterial growth. On the other hand, detailed release tests on WP films, blends
and composites clearly showed the difficulties in controlling release rates of bioactive agents
from these films. The high swelling rates and repulsion created between the negative
charges of WP and phenolic compounds at neutral pHs caused rapid release of phenolic
compounds from the films. In contrast, negative charges of WP films caused immobilization
of positively charged lysozyme at pH close to neutrality. The release of lysozyme is achieved
only when the pH of medium was set below pl of WP and films were turned to blends and
composites. These results showed greater potential of zein based films than WP based films

for controlled release of bioactive agents.

KEY WORDS: antimicrobial packaging, controlled release, edible films, blends, composites
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1. GIRiS

Ozellikle son yillarda pisiriimis, kiirlenmis veya minimal islem gérmis tiiketime hazir
sogutulmug gidalarin giderek yayginlasmasiyla gida kaynakli mikrobiyel zehirlenmelerde
kayda deger bir artig olmustur (De ROEVER, 1998). Bu durum 6zellikle antimikrobiyel ajanlar
iceren aktif ambalaj materyallerinin Gretimi konusuna buyuk bir ilgi dogurmus ve son 10 yil
icerisinde bu konuda ¢ok sayida arastirmalar gergeklestiriimistir. Bu arastirmalarin biydk bir
kisminda antimikrobiyel madde olarak organik ve inorganik asitler, metaller, alkoller,
amonyum bilesikleri ve aminler gibi kimyasallar kullanilarak antimikrobiyel etkisi olan ambalaj
filmleri gelistiriimis ve bunlarin bazilari 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri'nde ve Japonya’'da
uygulanmaya baslanmistir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002; SUPPAKUL ve ark., 2003).
Avrupa Birligi'nde ise ambalaj materyallerinin aktif ambalajlamaya uygun hale getirilebilmesi
icin gerekli duzenleme ve yonetmelik galismalarinin son asamaya geldigi bilinmektedir
(COMA, 2008). Diger yandan tiketicilerin saglik endiseleri nedeniyle kimyasal gida katki
maddeleri kullanilan gidalar yerine dogal katki maddeleri igeren gidalara yonelmesi
antimikrobiyel paketlemede de dogal antimikrobiyel ajanlarin kullaniminin 6n plana
¢ikmasina neden olmustur. Bu anlayis gergevesinde lisozim ve laktoperoksidaz gibi enzimler;
nisin, lacticin ve pediocin gibi bakteriyosinler; cesitli bitkisel fenolik ekstraktlar ve bitkisel
esansiyel yaglar farkli amblaj materyallerine antimikrobiyel olarak ilave edilmis ve etkinlik
bakimindan basarili sonuclar elde edilmistir (VARTIAINEN ve ark., 2005; FERNANDEZ ve
ark., 2008; COMA, 2008; DATTA ve ark., 2008; TEERAKARN ve ark., 2002; LOPEZ-RUBIO
ve ark., 2006). Antimikrobiyeller iceren aktif ambalaj materyallerinin etkinliginin ortaya
konmasi ve uygulama potansiyelinin artmasiyla bazi antioksidantlarin da ambalaj
malzemelerine ilave edilmesi giderek daha yodun bir sekilde caligsiimaya baslanmistir
(MOORE ve ark., 2003; MIN ve KROCHTA, 2007). Bilindigi Uzere mikrobiyel bozulma
yaninda lipit oksidasyonu da gidalarda raf dmrinl sinirlamakta ve ciddi kalite kaybina neden
olmaktadir. Nitekim halen butylated hydroxyanisol (BHA) ve butylated hydroxytoluene (BHT)
gibi kimyasallar ambalaj materyallerinde antioksidant olarak kullaniimaktadirlar
(RAJALAKSHMI ve NARASIMHAN, 1996; MOORE ve ark., 2003). Ancak, aynen bazi
antimikrobiyel kimyasal maddeler gibi, belirtilen sentetik antioksidant maddeler de toksik
etkileri konusunda halen arastirilan ciddi sipheler tasimakta ve bu durum gerek Ureticilerde,
gerekse bilingli tiketicilerde ciddi endiselere yol agmaktadir (VERMEIREN ve ark., 1999;
MADHAVI ve ark., 1996). Dolayisiyla ambalaj materyallerinde antioksidant olarak fenolik
bilesikler, antioksidant proteinler, E ve C vitamini gibi dogal antioksidantlarin kullanimi
kimyasallarin kullanimina gére daha bulyik ilgi gérmektedir (GUCBILMEZ ve ark., 2007;
VERMEIREN ve ark., 1999; WU ve ark., 2001; MOORE ve ark., 2003).

22



Antimikrobiyel veya antioksidantlarin kullanildig1 aktif paketlemenin uygulama
agisindan énem kazanmasinda en buyuk etken hickuskusuz az miktarda antimikrobiyel veya
antioksidant kullanilarak gidanin kalitesinin veya raf Gmrinan artirilabilmesidir. Bilindigi Uzere
gidalarin mikrobiyolojik bozulmaya, patojenlerin bulasmasina veya oksidasyona en duyarli
bolgeleri yiizeyleridir. iste aktif ambalajlamada antimikrobiyel veya antioksidant ajanin etkin
muhafaza sagladiyi konsantrasyonun bozulma agisindan kritik olan gida ylzeyinde
olusturulmasina dayanmaktadir. Geleneksel olarak uygulanmakta olan antimikrobiyel veya
antioksidantlarin gidalara ilave edilmesinde gida ylzeyinde etkin muhafaza saglayan
konsantrasyona ulasabilmek i¢in gidanin her bolgesinde bu konsantrasyona ulasmis olmak
gerekmektedir. Dolayisiyla gidaya ilave etmede aktif ambalajlamaya gore ¢cok daha fazla
miktarda antimikrobiyel veya antioksidant ajana gereksinim duyulmaktadir. Gidalarin
antimikrobiyel veya antioksidant ajanlarin ¢ozeltilerine daldiriimasi ise s6zkonusu ajanlarin
kisa bir sure icerisinde gidanin alt katmanlarina diflize etmesi nedeniyle etkinligi kisa sureli
olan bir uygulamadir. Bunun aksine, aktif ambalajlamanin kontrollu salim teknigiyle
birlestirilerek kullanimiyla antimikrobiyel veya antioksidantin gidaya asamali olarak ge¢gmesi
saglanabilmekte ve gida yuzeyindeki etkinlik saglayan konsantrasyon duzeyi daldirma
yontemine goére ¢ok daha uzun bir stire muhafaza edilebilmektedir. Kontrollu salim ézelligine
sahip aktif ambalaj materyalleri kullanilarak antioksidant veya antimikrobiyel ajanlarin gidaya
asamali olarak gegmesi onlarin gidadaki kompleks reaksiyonlarla kisa sirede nétralize
olmasini da engellemekte ve bu durum o6zellikle biyoaktif ajanlarin aktif paketlemede daha
etkin olarak kullaniimasini saglamaktadir. Bilindigi Uzere o6zellikle protein veya fenolik
yapidaki biyoaktif ajanlar cesitli enzimlerin etkileri veya komplekslesme rekasiyonlari
sonucunda aktivitelerini kismen veya tamamen yitirebilmektedirler (QUINTERO-SALAZAR ve
ark., 2005; ROSE ve ark., 1999; ROSE ve ark., 2002). Buna gore aktif ambalajlama
acisindan en 6nemli hususun bu uygulamayla antimikrobiyel veya antioksidant ajanlarin
gidaya raf dGmriine gére asamali olarak gecmesi oldugu aciktir.

Ambalaj materyallerine ilave edilen antimikrobiyel veya antioksidant ajanlarin gida
ylzeyine agsamali olarak istenilen hizda difizyonunun saglanmasi yani kontrollu salimi
(controlled release) aktif paketlemenin adeta temelini olusturmaktadir. Ancak, pek ¢ok aktif
ambalaj materyalinin gelistiriimesinde kontrolsuz salim baglica sorunu teskil etmektedir. Bazi
durumlarda ise ambalaj materyali icerisine ilave edilen ajan neredeyse tamamen ambalaj
icerisinde hapsolmakta ve gidaya salinmamaktadir. Ancak, yine de en sik gorulen durum
antimikrobiyel veya antioksidant ajanin ambalaj materyali i¢cerisinden buyuk bir suratle dnce
gida ylzeyine, ardindan da gidanin derinliklerine difiize olmasidir (HAN ve FLOROS, 1998;
BOUNOCORE ve ark., 2005). Bu durumda mikrobiyel bozulma ve oksidatif degisimlere

duyarli olan gida yilzeyi kisa slrede korumasiz kalmakta ve aktif ambalajlama anlamini

23



yitirmektedir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002; COMA, 2008; LA COSTE ve ark., 2005).
Fonksiyonel ajanlarin ambalaj materyalinden gidaya istenilenden ¢ok daha yavas gecmesi
de ayri bir sorundur. Bu durumda gida ylzeyinde kullanilan aktif ajanin etkili olan kritik
konsantrasyonuna ulagilamamakta ve uygulamanin gidanin raf émru, givenligi veya kalitesi
uzerindeki etkisi yetersiz kalmaktadir.

Aktif ajanlarin istenilenden daha hizli veya yavas bir sekilde ortama salimi ilag
endustrisinde kontrollu salim yapabilen materyaller gelistiriimesi ve ilaglarin bunlarla
kaplanmasi yoluyla ¢6zillrken, gida endustrisinde kontrollu salim yapabilen ambalaj filmleri
geligtiriimesi ile ilgili az sayidaki sistematik calisma 6zellikle plastik ambalaj filmleri tzerinde
yogunlagsmistir. Buna karsin 6zellikle son vyillarda kontrollu salim tekniginin plastik filmler
yaninda yenebilir filmlerde uygulanmasi icin de cesitli calismalar baslatiimistir.  Bilindigi
uzere yenebilir filmler plastik ambalaj malzemelerinin aksine ¢evre ve insan sagligi agisindan
risk olusturmamakta ve bu 6zellikleri nedeniyle giderek yayginlasan bir hizda i¢ ambalaj ve
gida tabakalari ile dilimleri arasi film olarak kullanimlari artmaktadir. Karbonhidrat ve protein
yapisindaki biyopolimerlerden veya lipitlerden elde edilen bu filmlerin Gretimleri plastiklerin
aksine 1hmli sicakliklarda gerceklestirilebilmekte olup bu 6zellikleriyle 1siya duyarl biyoaktif
ajanlarin ilave edilmesine oldukga uygundurlar. Nitekim, ézellikle zein, peyniralti suyu, gluten,
soya, jelatin proteinlerinden ve alginat, kitosan, galaktomannan, selliloz, karragenan gibi
karbonhidratlardan elde edilmis olan yenebilir filmler c¢esitli biyoaktif ajanlarin ilave
edilmesiyle antimikrobiyel film haline getirilmigtirler (COMA, 2008; DATTA ve ark., 2008;
DAWSON ve ark., 2000; FERNANDEZ ve ark., 2008; GUCBILMEZ ve ark., 2007;
HOFFMAN ve ark., 2001 ; JOERGER, 2007; LI ve ark., 2006; MIN ve ark., 2005;
QUINTAVALLA ve VICINI, 2002; TEERAKARN ve ark., 2002; THEIVENDRAN ve ark, 2006).
Ancak geligtirilmis olan bu filmlerden ¢ok azinda arastirmacilar biyoaktif ajanlarin kontrollu
salimi lizerinde galismislardir. iste bu projenin temel amaci biyoaktif ajanlarin gidalara
kontrollu salimini gergeklestirebilecek kompozit veya karisim yenebilir filmler Gretilmesidir.
Yurutulecek cgalismada kontrollu salim elde etmek amaciyla filmlerin hidrofilik/lipofilik
dengesinin degistiriimesi, filmlerin igerisinde farkh boyutlarda lipit globulleri veya ¢6zinur
olmayan zerrecikler veya lifler teskil edilmesi yoluyla difuzyon igin dolambach bir yol
olusturulmasi ve filmlerin capraz baglanma dizeyinin degistiriimesi gibi kontrollu salim
stratejileri tek basina veya gerektidi zaman kombine edilerek uygulanacaktir. Calismada film
matrisini olusturacak biyopolimerler olarak prolamin sinifindan hidrofobik bir protein olan zein
ve bu proteine goére daha hidrofilik olan peyniralti suyu proteinleri kullaniimigtir. Karigimlar
biyopolimerlerin cesitli yag ve yag asitleriyle, kompozitler ise biyopolimerlerin mum, baklagil
proteinleri ve selllozla karistiriimasiyla hazirlanmigtir. Filmlere biyoaktif ajan olarak gida

teknolojisinde kullanimlari giderek artan kismi ve saf lisozim, fenolik bilesikler gibi biyoaktif
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ajanlar katilmistir. Bu projede elde edilmis olan pek ¢ok veri literatirde ilk kez Uretilmis olup
calisma salim hizi kontrol edilebilen antimikrobiyel ve antioksidant ambalaj materyalleri

geligtiriimesi adina katki saglamistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. AKTIF AMBALAJLAMA

Gidalarin ambalajlanmasi, tasinma, depolanma, ve son kullanimlari sirasindaki
guvenlik ve kalitelerini etkileyen en onemli proseslerden birisidir. Ambalajlamada uygun
materyallerin kullaniimasiyla gidalarin kisa sirede bozularak elden gikmasi onlendigi gibi
insan saghgi acisindan risk olusturan mikroorganizmalar, kemirgenler, bocekler ve cesitli
biyolojik ve kimyasal kontaminantlarin gidalara bulasmasi da ©Onlenmektedir. Ayrica
ambalajlar urerinde bulunan ve tlketiciyi GrGndn igerigi, Gretim ve son kullanim tarihi ve
ureticisi ile ilgili bilgilendiren aciklamalar da glnimuz tiketim anlayisinin vazgecilmez
unsurlari haline gelmistir. Aktif ambalajlama ise tuketicilerin giderek artan guvenlik ve kalite
taleplerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmis modern bir teknolojidir. Bu teknikte temel amag
paketleme kosullarinin veya paketlemede kullanilan ambalaj materyallerinin yapisinin Grinin
raf dmrind ve guvenligini gelistirecek, ancak onun kendine has istenen 6zelliklerini muhafaza
edecek sekilde degistiriimesidir (QUANTAVALLA ve VICINI, 2002). Paketleme kosullarinin
amaglanan hedeflere ulasilacak sekilde degistirilmesi icin pek ¢ok farkli ydntem
bulunmaktadir. Bu yontemlerden en c¢ok kullanilani istenilen fonksiyonu saglayan bir ajanin
paketlemede kullanilan ambalaj materyali igerisine katilarak onun bir pargasi haline
getirilmesi veya kiaglk ikincil paketgikler igerisine konduktan sonra gidayla birlikte
paketlenmesidir. Bunun disinda amabalaj mateyali yuzeyinin fonksiyonel ajanla kaplanmasi,
ambalaj materyali ylzeyine fonksiyonel ajanin immobilize edilmesi gibi uygulamalar da
mevcuttur. Ozellikle son zamanlarda gidalarin paketlenmesinde kendinden dogal olarak
antimikrobiyel etki gdsteren ambalaj materyallerinin kullaniimasina da buyuk bir ilgi
dogmustur. Ancak, bu uygulama su an igin kitosan uygulamalariyla sinirlidir.

Aktif ambalajlamanin farkli amaglari bulunabilmekte olup bunlardan baslcalar
gidalardaki mikroorganizmalarin inaktivasyonu veya Uremelerinin geciktiriimesi, gidalardaki
oksidatif degisimlerin ve buna bagl besindegeri, flavor ve renk degisimlerinin engellenmesi
ve gidalarda bulunan istenmeyen tad ve/veya kokuya sahip bilesenlerin veya reaksiyon
drtnlerinin selektif olarak etkisiz hale getirilmesidir. Ancak, yine de uygulamada aktif
paketlemede oncelikli ve birincil hedef agirlikli olarak antimikrobiyel etki elde etmek Uzerinde
yodunlagsmigtir. Dolayisiyla bu tir antimikrobiyel etki Uzerinde yogunlasmis olan aktif
ambalajlama uygulamalar “Antimikrobiyel paketleme” veya “Antimikrobiyel ambalajlama”
olarak adlandiriimaktadir. Antimikrobiyel paketleme isminden de anlagilacag: u(zere
paketlenmis gidalarda bulunan patojen veya bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin

inaktivasyonu veya baskilanarak dreme hizlarinin disuirilmesini amaclamaktadir. Bu etki
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sonucunda gidanin raf dmri uzayabilmekte veya ayni raf émrQ icerisinde daha guvenli bir
hale gelebilmektedir.

Antimikrobiyel paketleme uygulamalari icerisinde en yaygini antimikrobiyel ajanlarin
ambalaj materyalleri icerisine katilmasi olup bu giderek yayginlagsan bir uygulamadir.
Antimikrobiyel ajanlarin ambalaj materyalleri igerisine katilmasinda baslica iki yontem
kullaniimaktadir. Bu yontemlerden birincisinde polimer isitilarak eritiimekte ve antimikrobiyel
ajan erimis polimer igerisine direk olarak ilave edilmektedir. Ancak erimis polimerlerin
sicakhgi oldukga ylksek oldugundan bu yéntem 6zellikle yiksek sicaklik altinda stabil olan
antimikrobiyel kimyasallar icin kullaniimaktadir (SUPPAKUL ve ark., 2003; HAN, 2000;
APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002). Antimikrobiyel ajanlarin ambalaj materyallerine
katilmasinda kullanilan ikinci yontem ise ajanin uygun bir solvent i¢erisinde ¢ozundurilmus
olan polimer ¢ozeltisi icerisine katilmasidir. Bu yontem 06zellikle 1siya duyarli biyopolimerler
ve biyoprezervatifler gibi dogal yapidaki antimikrobiyel ajanlar icin kullaniimaktadir. Bu
projede istya duyarli olan biyoaktif maddeler kullanildigindan bu ikinci yéntem kullanilmistir.

Aktif paketleme her ne kadar 6zellikle antimikrobiyel paketleme lzerinde yogunlasmis
olsa da ozellikle son zamanlarda antioksidantlarin da aktif ambalajlamada kullaniimasi ile
ilgili yogun cabalar harcanmaktadir (RAJALAKSHMI ve NARASIMHAN, 1996; MADHEVI ve
SALUNKHE, 1996; HERALD ve ark., 1996; MOORE ve ark., 2003). Antioksidantlarin
fonksiyonel ambalajlamada kullanim gekli antimikrobiyellerin kullanimindaki gibi farkli yollarla
gerceklesebilmektedir. Yani antioksidantlar da ambalaj materyalleri icerisine ilave
edilebilecekleri gibi ambalaj materyallerinin antioksidantlarla kaplanmasi da mudmkundur.
Ayrica aynen kitosan gibi dogal olarak antimikrobiyel etkiye sahip filmler gibi, bazi ambalaj
materyallerinin kendinden antioksidant etki géstermesi de mumkdndur. Nitekin, peynir alti
suyu proteinlerinden elde edilen yenebilir filmlerin kendinden antioksidant etkiye sahip oldugu
g6sterilmistir (LE TIEN ve ark., 2001).

2.1.1. Aktif Ambalajlamada Kullanilan Paket Sistemleri

Aktif ambalajlamada kullanilan paket sistemleri (1) Paket/Gida sistemleri ve (2)
Paket/Tepeboslugu/Gida sistemleri olarak ikiye ayrilmaktadir (QUINTAVALLA ve VICINI,
2002). Bu sistemlerden Paket/Gida sisteminde ambalaj materyali ile gida arasinda siki bir
temas bulunmakta ve paket igerisinde herhangi bir bosluk bulunmamaktadir. Bu tdr
paketlerde fonksiyonel ajanin ugucu olmasi sarti bulunmamakta ve gidaya gegis ara yuzeyde
meydana gelen difiizyon ve partitisyon (partitioning) ile olmaktadir. Bu tir sistemlere 6rnek
olarak vakumla paketlenmis gidalar veirlebilir. Diger yandan Paket/Tepeboslugu/Gida

sistemlerinde ise isminden de anlasilabilecegi gibi paketin bir tepe boslugu bulunmaktadir.
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Bu tip bir sistemde aktif ajanin gidaya etkili bir sekilde gegebilmesi onun uguculuk duzeyine
baghdir. Ugucu fonksiyonel ajan dnce buhar halinde tepe bosluguna ve daha sonra da
gidaya ge¢cmektedir (QUINTAVALLA ve VICINI, 2002).

2.1.2. Aktif Ambalajlama Filmleri Geligtirilirken G6zéniinde Bulundurulacak Baslica

Hususlar

2.1.2.1. Ambalaj materyali ve aktif ajanin uyumu

Aktif ambalaj materyalleri gelistirilirken dikkate alinacak en 6énemli hususlardan birisi
ambalaj materyali ve aktif 6zelligi saglayacak aktif ajanin birbirine uyumlu olmasidir. Bu
amagla farkli kosullarda film Gretimi gergeklestiriimeli ve cesitli karakterizasyon c¢alismalariyla
uyum veya uyumsuzlugun boyutlari arastiriimaldir. ilk asamada uyumlulugun en belirgin
karakteristikleri aktif ajanin ambalaj filmini hazirlamada kullanilacak polimer hazirlama
¢ozeltisi icerisinde ¢cozlinmesi veya homojen olarak dagitilarak stispanse edilebilmesidir. Aksi
durumda homojen bir filmin Uretilmesi mumkun degildir. Ayrica, film hazirlama ¢ozeltisinin
dokulerek yayilmasi ve kurutulmasi ardindan aktif ajanin elde edilen filmin elastikiyet ve
gerilme glcu (tensile strenght) gibi mekaniki ézelliklerini degistirmemesi (veya daha iyisi
gelistirmesi) de temel bir uyumluluk gdstergesidir. Belirtlen bu sorunlarin azaltiimasi
amaciyla ambalaj materyalinin ve kullanilacak fonksiyonel ajanin polariteleri arasindaki farkin
birbirine yakin veya en azindan g¢ok farkl olmamasi gerekmektedir (SUPPAKUL ve ark.,
2003). Ambalaj materyali ve aktif ajanin yiuklerinin filmlerin kullanilacagir pH degerlerindeki
uyumu da ayri bir 6nem tagimaktadir. Ambalajlanacak hedef gidalarin tahmini yizey pH
degerlerine yakin degerlerde film ve fonksiyonel ajan arasindaki yuk dagilimi guglu
baglanma (immobilizasyon) yaratacak boyutta zit yik yogunlugu igcermemelidir. Yoksa
fonksiyonel ajan gidaya gecememekte ve beklenen etki (genellikle antimikrobiyal aktivite)
saglanamamaktadir. Nitekim, antimikrobiyel bir enzim olan lisozimin sellloz triasetat filmler
icerisine ilave edilmesi sonucunda bu enzim katyon degistirme reaksiyonlari ile s6zkonusu
materyale sikica baglandidi ve immobilize oldugu bildiriimektedir (MURATA ve TONIOKA,
1997). Bu tur bir filmin enzimin gidaya ge¢mesinin arzulandigi kati gidalarda olumlu sonug
vermeyecegi agiktir. Ancak, APPENDINI ve HOTCHKISS (1997) immobilize lisozim igeren
filmlerin teorik olarak sivi gidalarin paketlenmesi amaciyla kullanilabilecegini digtinmuslerdir.

Aktif ambalaj filmi Uretiminde 6nem tasiyan bir diger husus da filmler Uretilirken
uygulanan fiziksel iglemlerin fonsiyonel ajanlari inaktive etmemesidir. Ozellikle plastik
ambalajlarin Uretiminde kullanilan ekstrizyon islemi sirasinda uygulanan yiksek sicaklik,

basing ve bigcme kuvvetleri etkisiyle pek cok antimikrobiyel maddenin destabilize olarak
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aktivitesini yitirebildigi bilinmektedir (SUPPAKUL ve ark., 2003). Ayrica yine ambalaj
materyallerinin Uretimi sirasinda uygulanan laminasyon, baski ve kurutma gibi islemler ve
film Oretiminde kullanilan yapistiricilar (adhesives), solventler, plastiklestiriciler ve capraz
baglayicilar da fonsiyonel ajanlarin aktivite dizeyini etkileyebilmektedirler. Belirtilen tim bu
hususlar dikkate alinarak uretilmig olan aktif ambalaj malzemeleri uygun sekilde paketlenerek
depolanmali ve kullanilana kadar aktivitelerini muhafaza etmeleri saglanmahdir. Ornegin
antimikrobiyel enzim igeren ambalajlar mutlaka kullanilana dek sogukta depolanmalidirlar.
Yine Ozellikle ugucu yapidaki fonksiyonel ajanlarin gerek film dokim islemi (casting) gerekse
uretilmis filmin depolanmasi sirasinda buharlasarak kaybolmasi engellenmelidir.

Fonksiyonel ajanin molekiler agirhdr da film uretiminde dikkate alinmaldir. HAN
(2000) polimerik filmler icerisine ilave edilen antimikrobiyel ajanlarin ¢ogunlukla polimere
gore diustk molekul agirhdina sahip oldugunu ve bu nedenle film igerisinde kendilerine amorf
bolgelerde yer bularak dagildiklarini ve film yapisini etkilemediklerini iddia etmektedir. Ancak
bu varsayim film icerisine ilave edilecek fonksiyonel ajan pek ¢ok biyoaktif maddede oldugu

gibi yiksek molekuler agirhga sahipse gecerliligini yitirmektedir (MECITOGLU ve ark ,2007).

2.1.2.2. Gidanin ve aktif ajanin uyumu

Bilindigi Uzere gidalarin bilesim, su aktivitesi, pH ve asidite gibi 6zellikleri birbirinden
oldukca farkli olabilecegi gibi, mikrobiyel yukleri ve icerebilecekleri risk olusturan
mikroorganizmalarin spektrumu da farkl olabilmektedir. Dolayisiyla filmlerde kullanilacak
antimikrobiyel veya antioksidant ajanin veya diger fonksiyonel ajanlarin gidalarin 6zelliklerine
uygun olarak dikkatle secilmesi gerekmektedir. Dikkat edilecek en 6nemli husus hig
kuskusuz antimikrobiyel bir ajan kullanilirken bunun gidada Uremesi veya gidaya bulagsmasi
muhtemel patojenlere veya bozulmaya neden olan mikroorganizmalara karsi etkili olmasi ve
bu etkisini bizzat gidada gésterebilmesidir. Ornegin iyonizasyon &zellikleri nedeniyle sorbik,
benzoik ve propionik asit gibi antimikrobiyel maddeler etkilerini 6zellikle asidik gidalarda
gostermekte notrale yakin gidalarda bu etkilerini buyuk oranda kaybetmektedirler
(CEMEROGLU ve ark., 1986). Bir gidanin asitligi yaninda su aktivitesi de aktif
ambalajlamanin performansini ve basarisini etkileyebilmektedir. Nitekim, SUPPAKUL ve ark.
(2003) ilave edildigi polisakkarit bazli filmlerde sorbik asitin deneysel gecis ortamina
diffizyon hizinin su aktivitesi arttikga arttigini bildirmektedirler. Asitlik ve su aktivitesi gibi
Ozellikler yaninda gidada bulunan fonksiyonel ajani nétralize edici spesifik bilesenler de
dikkate alinmalidir. Ornegin, ROSE ve ark. (1999) protein yapisinda dogal bir antimikrobiyal
olan nisinin taze ette bulunan glutationla kompleks yapmasi nedeniyle bu Uriinde etkisiz

oldugunu rapor etmektedirler. Diger yandan, ambalaj filmine ilave edilecek antioksidant bir
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ajan segerken ise bu ajanin paketlenecek gida sistemindeki muhtemel etkinligi mutlaka
onceden bilinmelidir. Nitekin, en 6nemli antioksidantlardan birisi olan askorbik asitin, demirce
zengin olan bir gidada demiri Fe* formdan oksidasyonu daha da siddetlendiren Fe** forma
indirgemesi ve bir antioksidant degil prooksidant gibi davranmasi her antioksidantin her
gidaya uygun olmadigini acikga goOstermektedir. Yine askorbik asitin suda, bir diger
antioksidant olan E vitaminin ise ancak yagda ¢6zinmesi antioksidantlarin uygun gidalarda
kullaniimasi gerektigini net bir sekilde vurgulamaktadir (CEMEROGLU ve ark., 1986).

2.1.2.3. Paketlenmig gidanin depolanma sicakligi

Aktif ambalaj materyalleri gelistirilirken dikkat edilecek en 6nemli hususlardan birisi de
paketlenecek gidalarin muhtemel depolanma sicakhgidir. Aktif ambalajlama heniz tek
basina bir muhafaza yontemi olarak gériilmemekte ve cogu zaman bir bariyer veya bir baska
deyisle engel konsepti (hurdle concept) cergevesinde uygulanmaktadir. Nitekim su an icin
Ozellikle antimikrobiyel paketleme ile sogukta depolamanin adeta ayrilmaz bir ikili haline
geldigini sdylemek bazi istisnalar disinda yanlis degildir (CAGRI ve ark., 2002; JANES ve
ark., 2002; NATTRESS ve BAKER, 2002; SCANNEI ve ark., 2000). SUPPAKUL ve ark.
(2003) duslik depolama sicakliginda bir antimikrobiyelin dlisik konsantrasyonlarinin, yiksek
depolama sicakliginda bu antimikrobiyelin yuksek konsantrasyonlarindan daha etkili
olabilecegini bildirmektedir. Depolama sicakliginin artmasi ambalaj filmi icerisine ilave
edilmis olan antimikrobiyel ajanin difizyon hizinin da artmasina neden olmakta ve onun hizla
gida yuzeyine ve ardindan da gidanin derinliklerine penetre olmasina neden olmaktadir. Bu
durum kontaminasyon ve mikrobiyel Greme riskinin en ylksek oldugu gida ylzeyinde bir slre
sonra antimikrobiyel ajan konsantrasyonunun dismesine neden olmakta ve gidanin
muhafazasi igin olusturulan antimikrobiyel mekanizma devre digi kalmaktadir. Ayni durum
fonksiyonel ajanin bir antioksidant olmasi durumunda da gecerlidir. Dolayisiyla aktif ambalaj
materyalleri gelistirilirken igerdikleri fonksiyonel ajanlarin salim hizinin ayarlanmasinda
paketlenecek gidalarin muhtemel depolama sicakliklarinin  mutlaka g6z Onunde
bulundurulmasi sarttir. Glnimiz teknolojisinde aktif ambalajlamanin +4°C’de sogukta
depolama ile kombine edilmesi adeta standart bir uygulama haline gelmis olup gelistirilen
filmlerin su, farkh bir model sivi, kati veya bizzat gida igerisindeki salim hizlari incelenirken

bu hususun dikkate alinmasi gereklidir.
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2.2. AKTIF AMBALAJLAMADA KULLANILABILECEK BiYOAKTIF AJANLAR

Aktif ambalajlamada halen organik asitler, metaller, alkoller, amonyum bilesikleri ve
aminler gibi kimyasal bilesikler yaygin olarak kullaniimaktadir (APPENDINI ve HOTCHKISS,
2002; SUPPAKUL ve ark., 2003). Ancak tim dunyada yukselen saglik endiseleri nedeniyle
kimyasallarin yerine dogal ajanlarin muhafazada kullanimi yani biyoprezervasyon 6n plana
cilkmaya baslamistir. Gidalarin muhafazasinda antimikrobiyal, antioksidant ve diger benzeri
biyolojik aktivitelere sahip dogal bir biyoaktif maddenin, zararsiz ve gidalarda dogal olarak
bulunabilen (food grade) bir mikroorganizmanin veya bunun antimikrobiyal Grinlerinin
kullaniimasi kabaca biyoprezervasyon olarak adlandiriimakta olup bu yeni kavram bilim
adamlarinca  farkli  sekillerde  tanimlanabilmektedir.  Ornegin  HUGAS  (1998)
biyoprezervasyonu “gidalarin raf émrinin ve glvenliginin artirlmasinda onlarin dogal veya
kontrol edilebilir mikroflorasinin ve/veya bu mikrofloraya ait antimikrobiyel bilesiklerin
kullaniimasi” olarak tanimlamaktadir. Bu tanimlama gidalarda bulunan mikroflora ve
bunlardan elde edilen antimikrobiyel Urlnlere dayandirilirken, FRANCHI ve ark. (2003)
biyoprezervasyonu “gidalardan elde edilen aktif bilesiklerin veya “food grade”
mikroorganizmalardan fermentasyonla elde edilen aktif bilesiklerin gidalarin glvenligi ve
kalitesinin artinimasi amaciyla kullanilmasi” olarak tanimlamiglardir. Genel anlamda
biyoprezervasyon dendigi zaman akla ilk olarak gidalarin mikrobiyel gtvenliginin artinidigi bir
yontem gelse de, glinimuzde bu kavram gidalardaki istenmeyen renk ve tekstlr degisimleri
ile lipit oksidasyonu gibi olumsuz degisimlerin dogal yontemlerle énlenmesi ¢alismalarini da
kapsamaktadir. Bunun diginda gunUimuizde gidalara uygulanacak aktif ambalajlamanin
gidanin muhafazasi yaninda insan sagligina yarayighhdini artirmada kullaniimasi yéninde
gelismeler de oldugu unutulmamalidir. Dolayisiyla bu projede kullaniimis olan pek ¢ogu
gidalar yaninda canli sistemlerde de antimikrobiyel ve antioksidiant etki gdsteren
biyomolekiller “biyoaktif maddeler” olarak tanimlanmiglardir. Cesitli kaynaklarda gidalarin
muhafazasinda kullanilan biyoaktif maddeler daha spesifik olarak biyoprezervatifler olarak da
adlandiriimis olup bu da dogru ve kabul edilen bir tanimlamadir. Ancak, biyoaktif madde
terimi gidaya gecen aktif maddenin tuketildikten sonra insan vicudunda da birtakim biyolojik
aktiviteler gosterebilecegini cagristirirken, biyoprezervatif terimi yalnizca giday! koruyucu
etkiye odaklanmis bir terimdir.

Aktif ambalajlamada kullanilabilecek baslica biyoaktif maddeler (biyoprezervatifler)
kabaca (1) antimikrobiyel enzimler, (2) fenolik bilesikler ve esansiyel yaglar ve (3)

bakteriosinler olarak tuge ayrilabilir. Asagida bunlarla ilgili 6zet bilgiler verilmistir.
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2.2.1. Antimikrobiyel Enzimler

Aktif ambalajlamada kullanilan veya kullaniimasi didstnulen baslica antimikrobiyel
enzimler lisozim, laktoperoksidaz, glukoz oksidaz ve kitinazdir. Bu enzimlerden en onemlisi
ve halen gidalarin muhafazasinda yodun olarak kullanilani lisozimdir. Ancak, gerek lisozimin,
gerekse laktoperoksidaz ve glukoz oksidazin aktif ambalajlamada kullanilabilecegdi
gOsterilmistir. Kitinaz ise bu amacla kullanilabilecegi daha 6énce tartisiimis ancak somut

olarak aktif amabalajlamada denenmemis bir antifungal enzimdir.

2.2.1.1. Lisozim

Lisozim (EC 3.2.1.17) bitkiler, hayvanlar ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunan ve molekul agirligi 14400 kDa olan bir antimikrobiyel enzimdir. Ticari olarak yumurta
akindan Uretilen bu enzimin antimikrobiyel aktivitesi bakterilerin hicre duvarinda bulunan
peptidoglukan (PG) tabakasindaki B-glikozidik baglari hidroliz etmesinden ve hilicre duvarinin
yikimina ve parcalanmasina neden olmasindan kaynaklanmaktadir. Enzim o6zellikle G(+)
bakteriler Gzerinde antimikrobiyel etki gostermekte, buna karsin PG tabakasi lipopolisakkarit
(LPS) tabakasiyla kaplanmis olan G(-) bakteriler Uzerinde zayif veya higbir etki
géstermemektedir (NAKAMURA ve ark., 1991; IBRAHIM ve ark., 1991). iste bundan dolayi
spesifik olarak G(+) bir bakterinin inaktivasyonu amacglanmadigi zaman lisozim, EDTA gibi
G(-) bakterilerin LPS tabakasini stabilize eden kalsiyum ve magnezyum iyonlarini baglayan
ve bu tabakanin destabilize olmasini saglayan gelat yapici maddelerle kombine edilerek
kullaniimaktadir. Bu sekilde bir kombinasyon lisozimi gerek G(+) gerekse G(-) bakteriler
Uzerinde etki gosterebilen etkin bir biyoprezervatif haline dénistirmektedir (BRANEN ve
DAVIDSON, 2004; PADGETT ve ark., 1998).

Lisozim ticari olarak yumurta akindan Uretilmekte olup halen Avrupa’da peynirlerde
istenmeyen fiziksel ve aromatik bozukluklara yol acan Clostridium tyrobutiricum bakterisine
karg! antimikrobiyel olarak ve GRAS (Generally Recognized as Safe) statlslyle yogun
olarak kullaniimaktadir (DE ROOS ve ark., 1998). Kazein miselleri tarafindan absorbe
edildiginden pihtida kalan ve peynir altt suyuna ge¢meyen lisozimin peynirlerdeki
kullaniminin gelecekte daha da yayginlagsmasi beklenmektedir (DE ROOS ve ark., 1998).
Ayrica Fransa’da yakin bir gelecekte lisozimin saraplardaki malolaktik fermentasyonu
engellemek amaciyla kullaniimasi ile ilgili yogun ¢aligmalar da yuratulmektedir (MARCHAL
ve ark., 2000). Lisozimin dogal olarak aynen seker gibi tathlik verici bir yapida oldugunun
belirlenmesi ve igecek endistrisine hem tadlandirici hem de antimikrobiyel etkisi olan gift

fonksiyonlu bir ingredient olarak dnerilmesi de oldukga ilgi ¢ekici bir gelismedir (MASUDA ve
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ark., 2001). iste gerek endiistriyel olarak Uretilebilecegi yumurta aki gibi dogal bir kaynagin
bulunmasi gerekse gidalarda uygulanmasi icin mevcut bir bilimsel birikimin bulunmasi
nedeniyle lisozim bir anda fonksiyonel ambalajlamada biyoprezervatif olarak kullanim igin en
uygun ajanlardan biri haline gelmis ve bu konuda yogun c¢alismalar baslatiimistir (PADGETT
ve ark., 1998; CHA ve ark., 2002; APPENDINI ve HOTCHKISS, 1997; PARK ve ark., 2004;
MIN ve ark., 2005a).

2.2.1.2. Diger antimikrobiyel enzimler (laktoperoksidaz, glukoz oksidaz ve kitinaz)

Aktif ambalajlamada kullanilabilecek bir diger antimikrobiyel enzim dogal olarak
bulundugu sutten ve peyniralti suyundan (Uretilebilen laktoperoksidazdir. Laktoperoksidaz
enzimi yaklasik % 10’u karbonhidrat olan bir glikoprotein olup molekuler agirligi 78.5 kDa
kadardir. Bir oksidoreduktaz olan enzim memelilerde sut yaninda salya ve terde de bulunan
ve bu salgilarda dogal olarak antimikrobiyel etki olusturan bir enzimdir (JACOB ve ark., 2000;
MONZANI ve ark., 1997; PAKKANEN ve AALTO, 1997; WOLF ve ark., 2000). Enzimin temel
islevi memelilerin sut bezlerinin ve yeni doganlarin bagirsak sistemlerinin patojenlere karsi
korunmasi olup bu amagla enzimin oldukga etkili ve komplike bir antimikrobiyel mekanizmasi
bulunmaktadir. Bu mekanizma laktoperoksidaz enziminin biyolojik sistemlerde ve ézellikle de
sutte dogal olarak bulunan tiyosiyanati (SCN), yine biyolojik sistemler ve stitte dogal olarak
bulunan H,O, varliginda yuksek antimikrobiyel etkiye sahip hipotiyosiyanit anyonu (OSCN),
hipotiyosiyandz asit (HOSCN) ve diger ylksek rekativiteye sahip kisa dmurli oksidasyon
drtnlerine doénustirmesine dayanmaktadir. Olusan oksidasyon guici ¢ok yliksek olan bu
ardnlerin mikroorganizmalarda bulunan ve yasamsal 6neme sahip olan enzimlerin —SH
guruplarini  okside ederek antimikroblel etki gdsterdigi distnilmektedir (PRUITT et al.,
1982). Bu sistem genellikle G(-) bakteriler Uzerinde bakterisidal, G(+) bakteirler Uzerinde ise
bakteriostatik etki gostermektedir (SEIFU ve ark., 2005). Ayrica laktoperoksidaz sisteminin
antifungal (MIN ve KROCHTA, 2005; JACOB ve ark., 2000) ve antiviral (PAKKANEN ve
AALTO, 1997; SEIFU ve ark., 2005) etkileri de oldugu ve nisin gibi biyoprezervatiflerle birlikte
kullanildigi zaman sinerjetik etki gosterdigi (ZAPICO ve ark., 1998, BOUSSOUEL ve ark.,
2000; DUFOUR ve ark., 2003) de bilinmektedir. Laktoperoksidaz enzim sistemi belirtildigi gibi
sutte dogal olarak bulunan ve antimikrobiyel etki olugturan bir mekanizma olusturmaktadir.
Dolayisiyla tiyosiyanat ve/veya hidrojen peroksit ilave edilerek sitlerin ve bu sutlerden
uretilecek peynirlerin mikrobiyel kalitesi artirilabilmektedir (SEIFU ve ark., 2004, SEIFU ve
ark., 2005). Ayrica, laktoperoksidazin ve olusturdugu antimikrobiyel mekanizmanin diger
komponentlerinin termal islem gérmus yagsiz sutlere, et ve sebze Urlnlerine ilave edilmesi
Uzerinde de cesitli ¢alismalar mevcuttur (ZAPICO ve ark., 1998; ELLIOT ve ark., 2004;
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KENNEDY ve ark., 2000; TOUCH ve ark., 2004). Laktoperoksidazin antimikrobiyel
paketlemede kullaniimasi ile ilgili ¢calismalar ise lisozime goére daha sinirlidir. Ancak,
laktoperoksidaz kullanilarak peyir alti suyu proteininden antimikrobiyel etkisi olan yenebilir
filmler Uretilmigtir (MIN ve KROCHTA, 2005; MIN ve ark., 2005a; MIN ve ark., 2005b).

Her ne kadar su an igin antimikrobiyel paketlemede kullanilmaya en yakin
antimikrobiyel enzim lisozim gibi gorulse de, bir diger antimikrobiyel etkiye sahip enzim olan
glukoz oksidaz da bu konuda kullanilabilecek bir adaydir. Glukoz oksidaz enzimi ABD’de
1958 yilinda GRAS statisl kazanmis bir enzim olup o zamandan beri yumurta tozlarinda
bulunan glukozun uzaklastirimasi amaciyla kullaniimaktadir (LABUZA ve BREENE, 1989).
Bu enzim de laktoperoksidaz gibi bir oksidoreduktaz olup antimikrobiyel etkisi glukozu
oksitlerken aerobik mikroorganizmalar icin gerekli olan oksijeni limite etmesi ve H,0,
uretmesiyle iliskilidir. Enzimin mekanizmasi glukozun —CHOH guruplarindan iki H atomu
uzaklastiriimasi ve glukono-delta-lakton ve H,O, uretmesinden ibaret olup, bu mekanizma ile
bir mol okside glukozdan bir mol oksijen uzaklastiriimasi mimkdndir. Enzim ticari olarak
glukonik asit fermentasyonu amaciyla uygulanan Aspergillus niger ve Penicillium
amagasakiense fermenatasyonu sirasinda yan urin olarak uretilmekte (KARMALI ve ark.,
2004) ve bu yolla uretildigi zaman genellikle katalaz enzimi ile bir arada bulunmaktadir.
Glukoz oksidaz enziminin katalazla bir arada bulunmasi onun glukozun oksidasyonu
sirasinda Urettigi H,O, ‘in pargalanmasina ve antimikrobiyel aktivitenin dismesine neden
oldugundan arzulanmamaktadir. Dolayisiyla tek basina antimikrobiyel amacgh olarak
kullanilacak glukoz oksidazin ileri derecede saflastiriimasi gerekliliginin maliyet nedeniyle
onun antimikrobiyel paketlemede kullanimini sinirladigi bildiriimektedir (LABUZA ve
BREENE, 1989). Ancak yine de glukoz oksidazin Urettigi ve tek basina antimikrobiyel etki
go6sterecek dizeye ulasamayabilecek olan H,O,'ten antimikrobiyel paketlemede bir yardimci
olarak faydalanmak mimkindir. Ornegin MIN ve ark. (2005a) glukoz oksidazi peynir alti
suyu proteinlerinden elde ettikleri filmler igerisine laktoperoksidazla birlikte ilave etmigler ve
bu enzimin ihtiya¢ duyacagi H,O; ‘i biyolojik olarak ureterek antimikrobiyel etkiye sahip filmler
elde etmigtirler. Ancak, iki antimikrobiyel enzimin kullanildigi bir paketleme uygulamasinin
maliyetinin ne boyutta olacaginin ayrica arastiriimasi gerekmektedir.

Aktif ambalajlamada kullaniimasi fikirsel olarak tartigilan ancak Uretimiyle ilgili
proseslerin maliyet ve uygulama yonunden henlz tam olarak optimize edilmemesi nedeniyle
literatirde henuz paketleme uygulamalarinda kullanimiyla ilgili yayimlanmis somut bir
arastirma bulunmayan bir diger antimikrobiyel enzim ise kitinazdir. Kitinaz funguslarda
bulunan ve onlarin hiicre duvarini olusturan kitinin depolimerizasyonunu katalize eden bir
antifungal enzimdir. Enzimin ticari olarak Uretimi Tricoderma harzainum, Streptomyces sp. ve

Penicillium sp. kiflerinden fermentasyonla gerceklestiriimesine ragmen gida endustrisinde
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pek bir kullanimi yoktur (NAVANI ve KAPADNIS, 2005; BINOD ve ark., 2005). Bu enzimin
gida endustrisinde kullaniimasi ile ilgili nadir arastirmalardan birisi onun Mucor plumbeus’a
kars! yiksek basing uygulamasi ile kombine edilerek kullaniimasi ¢alismalaridir (FENICE ve
ark., 1999). Ancak, ozellikle son zamanlarda gidalarda kif Gremesinin dogal bir antifungal
mekanizma ile gercgeklestirilebilmesine dénuk ciddi bir ihtiya¢ bulunmaktadir. Dolayisiyla
gelecekte uretimiyle ilgili proseslerin geligtiriimesiyle bu enzimin aktif ambalajlamada

kullaniminin mumkun olabilecegi dusunulmektedir.

2.2.2 Bakteriosinler

Bakteriosinler laktik asit bakterileri tarafindan Uretiimekte olan antimikrobiyel etkiye
sahip peptid veya proteinler olup (VERMEIREN ve ark., 2004; ROSS ve ark., 2002; HUGAS,
1998) bu bakterilerin fermentasyon ortamindan elde edilen ham veya saflastiriimis
preparatlarin aktif ambalajlamada kullaniimasi Gzerinde yogun calismalar yurutilmektedir.
En iyi bilinen bakteriosinler nisin, pediosin ve laktisin olup su an i¢in bunlardan yalnizca nisin
ticari olarak kullaniimaktadir (ROSS ve ark., 2002). Ozellikle sit Uriinlerinde GRAS
statiisiinde kullanilan ve 34 aminoasitten olusan bir peptid olan nisin C. botulinum, L.
monocytogenes ve S. aureus gibi G(+) bakterilere karsi antibotulinal, antilisterial ve
antistaphylococcal olarak kullaniimaktadir (HUGAS, 1998). Antimikrobiyel etkisi bakterilerin
yuzeylerinde bulunan anyonik fosfolipitlerle interraksiyona girmesi ve hiicre membranlarinda
porlar olusturmasina dayanan nisin, koruyucu lipopolisakkarit tabakalari nedeniyle G(-)
bakteriler Gzerinde sinirli bir etkiye sahiptir. Ancak daha énce de belirtilldigi Uzere taze et
urinlerinde glutatiyon S-transferaz enziminin katalize ettigi bir reaksiyonla nisinin glutatiyonla
kompleks vyaparak inaktive olmasi nedeniyle bu enzimin c¢ig etlerde kullanimi
onerilmemektedir (ROSE ve ark., 2002). Bunun aksine belirtilen enzim sisteminin inaktif

oldugu pismis etlerde kullanimi ise mimkundur.

2.2.3. Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler gidalarda gosterdikleri yuksek antimikrobiyel ve antioksidant aktivite
yaninda insan saglig! uzerinde gosterdikleri antioksidant aktivite, antikanserojenik aktivite ve
kalp ve damar sagligini koruyucu etkileriyle gunimuizde gida alanindaki aragtirmalarin
baslica konusu haline gelmiglerdir. Fenolik bilesikler kabaca fenolik asitler (C¢-C3) ve
flavonoitler (Ce-C3-Cs) olarak iki gruba ayrilmaktadirlar. Fenolik asitler hidroksisinnamik

asitler ve hidroksibenzoik asitlerden olusurken, flavonoitler antosiyanidinler, falvonlar,
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flavonollar, flavononlar, katesinler, ldykoantosiyanidinler ve proantosiyanidinlerden
olusmaktadirlar. Fenolik asitlerden o6zellikle gallik asit sira digi gucli antimikrobiyel ve
antioksidant aktivitesiyle bilinirken, flavonoitlerden katesin gallik asite gbére daha az olan
biyoaktivitesine karsin gidalarda en fazla bulunan dolayisiyla en c¢ok tiketilen fenolik
bilegiklerden biri olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir (GANAN ve ark., 2009; Yilmaz, 2006). Nitekim,
bu oOzelligiyle gidalarda katesinlerin kullaniminin giderek arttigi bildirilmektedir (YILMAZ,
2006). Fenolik maddelerin antimikrobiyel etkileri mikroorganizmalar Uzerinde neden olduklari
farkh etkilesimler ve komplekslesme reaksiyonlarinin bir sonucudur. Nitekim, bu bilesikler
bakteri hiicre duvarlariyla kompleks olusturma, membranlarini tahrip etme, bakteriyel
tutunmayi engelleme ve hayati bakteriyel enzim sistemlerini inhibe etme gibi etkilerin birini
veya birkacini birarada gdsterebilmektedirler (COWAN, 1999). Ornegin gallik asitin
Salmonella tirleri Gzerindeki antimikrobiyel etkisinin bu bakterilerin hiicre duvarini tahrip
etmesinden kaynaklandigi iddia edilmektedir (NOHYNEK ve ark., 2006).

Fenolik bilesikler genellikle sarapcilik ile meyve ve sebze isleme endustrisi
atiklarindan elde edilmekte ve amaca gore gidalarda ya ham ekstakt olarak ya da kismen
veya ileri dizeyde saflastirilarak kullaniimaktadirlar. Halen gidalarda en yaygin olarak
kullanilan fenolik bilesikler yesil ¢cay ve Uzim c¢ekirdedinden elde edilen ve katesin ve
tlrevlerini yodun olarak igceren bilesiklerdir (PERUMALLA ve HETTIARACHCHY, 2011).
Katesin ve katesin tlurevleri gosterdikleri yiksek antioksidant ve antimikrobiyel etkiler
nedeniyle 6zellikle kirmizi et, kanath etleri ve su Urlnleri etlerinin muhafazasinda kimyasal
maddelerin yerine kullanilabilmektedirler (ALMAJANO ve ark., 2008; O'GRADY ve ark.,
2006; KU ve ark., 2008; SAUCIER ve WATERHOUSE, 1999; TANG ve ark., 2001;
VAQUERO ve ark., 2007; YILMAZ, 2006). Fenolik bilesiklerin veya ekstraktlarin aktif
paketlemede kullanilabilecek yenilebilir filmlerde basarili bir sekilde kullaniimalari da dikkat
cekmektedir. Nitekim, KU ve ark. (2008) agar bazli yenilebilir filmlere katesin ilave etmigler ve
bu filmleri sosislere uygulayarak bu drinun antimikrobiyel ve antioksidant o6zelliklerini
gelistirmiglerdir. ALKAN ve ark (2011) bu proje kapsaminda gallik asiti zein filmlere ilave
ederek literaturde ilk kez gida zehirlenmesine en ¢cok neden olan tavuk karkasi kaynakh
Campylobacter jejuni bakterisine karsi etkili filmler gelistirmiglerdir. GADANG ve ark (2008)
peyniralti suyu proteini filmlerinde antimikrobiyel etki elde etmek amaciyla Uzim
cekirdeginden elde edilen fenolik bilesikleri malik asit, nisin ve EDTA gibi maddelerle
combine ederek hindi sosislerinde kullanmiglardir. JOERGER (2007) antimikrobiyel filmler
uretmek amaciyla Gzum gekirdedi ve yesil gay fenoliklerinin soya proteinlerinden elde edilen
filmlere, grepfuit ¢ekirdegi fenolik bilesiklerinin ise LDPE ve PE gibi plastik filmlere ilave
edilebildigini belirtmektedir. Filmler icerisinde saf, kismi saf veya ham fenolik bilesiklerin

kullanildigi bu ve benzeri ¢calismalar literatlirde ¢ok sayida mevcuttur. Bunun disinda pek ¢ok
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calismada da bitkilerden elde edilen esansiyel yaglardaki fenolik yapidaki maddelerin aktif
ambalajlamada kullanimi tartisiimistir. Bu amagla cesitli filmlere esansiyel yaglardan elde
edilen thymol, carvacrol, cinnamaldehyde gibi antimikrobiyel etkisi olan fenolik yapidaki
maddeler ilave edilebilmektedir. Ancak, oldukca etkili antimikrobiyel ajanlar olan bu
maddeleri kullanmanin en biylk dezavantaji olduk¢a gugli bir tad ve aromaya sahip
olmalari ve ilave edildikleri gidalarin tad ve konusunu gucli bir sekilde etkilemeleridir
(GUTIERREZ ve ark., 2009).

Diger yandan fenolik bilesiklerin aktif paketlemede kullaniimasinda antimikrobiyel
etkileri yaninda antioksidant etkileri de blylk 6nem tasimaktadir. Oksidasyon gidalarda
kalite kaybinin en buylk nedenleri arasinda olup bu yolla bozulma sonucunda gidalarda
istenmeyen tad ve koku bilesikleri olusmaktadir. Oksidasyon sonucunda olusan ve bazilari
toksik de olabilen ¢ok sayida reaktif metabolit gidalarin besin degerini olusturan vitamin ve
protein gibi oOgeleriyle de reaksiyona girmekte ve onlarin yarayishhigini azaltmaktadir
(NAKAMURA ve ark., 1998). Dolayisiyla her ne kadar aktif mabalajlama su an icin blyuk
oranda antimikrobiyel ambalajlamaya yonelik bir uygulama gériuntisu ¢izse de 6zellikle son
zamanlarda antioksidantlarin aktif ambalajlamada kullanilmasi da buyuk bir artis géstermistir.
Antioksidant terimi Amerikan Gida ve Ilag Dairesi FDA tarafindan oksidasyondan
kaynaklanan bozulma, acilasma ve renk bozulmasini geciktiren koruyucu maddeler olarak
tanimlanmakta olup (SPECCHIO, 1992) fonksiyonel paketlemede halen kullanilan baslica
antioksidantlar sentetik bilesikler olan BHA ve BHT dir (RAJALAKSHMI ve NARASIMHAN,
1996). Bu antioksidantlarin uguculuklari oldukga ylksek olup (steam-volitile) yagda
¢dzinmektedirler. Dolayisiyla kolayca ambalaj materyalinden gidaya ve oradan da lipit
tabakalarinin derinliklerine inerek oksidasyonu etkili bir gekilde engelleyebilmektedirler.
Ancak her ne kadar BHA ve BHT fonsiyonel paketlemede basariyla kullanilabilse de fenolik
yapida olan bu sentetik antioksidantlarin saglik Gzerindeki etkileri ile ilgili ¢cok ciddi endiseler
bulunmaktadir. Ornedin BHA'nin fare ve hamsterlerin 6én midelerinde papilloma ve
karsinomaya neden olduklari bildirimektedir (MADHAVI ve ark., 1996). insanlarin 6n midesi
bulunmamasina karsin esophagus gibi organlarinda benzer hicrelere sahip olmalari
endigelerin giderilmesini dnlemektedir. Diger yandan BHT’nin ise denek hayvanlarinda kanin
pihtilasma yetenegi Uzerinde olumsuz etkileri oldugu ve karaciger hyperplasia ve
karsigenosisine neden oldugu belirlenmistir (MADHAVI ve ark., 1996). Dolayisiyla aktif
ambalajlamada belirtilen sentetik fenolik maddeler yerine dogal fenolik maddelerin kullanilasi
buyuk 6nem tasimaktadir. Halen antioksidantlar yogun olarak direk olarak gidalara ilave
edilerek kullanilirken, aktif ambalajlamada kullanimlari ile ilgili caligmalar ise ancak yeni yeni

gelismektedir. Ornegin MOORE ve ark. (2003) LDPE filmler igerisine antioksidant etkisiyle
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bilinen biberiye (rosemary) fenolik ekstrakti ileve etmis ve etlerdeki kirmizi rengin bu filmlerle

paketlenmeleriyle bir dlglide de olsa muhafaza edilebildigini belirlemislerdir.

2.3. AKTIF AMBALAJLAMADA KULLANILABILECEK FILMLER

Aktif ambalajlamada kullanilan ambalaj filmleri plastik ve yenebilir ambalaj
materyalleri olarak baglica iki guruba ayrilabilmektedirler. Antimikrobiyel, antioksidant ve
baska spesifik ajanlarin plastik ambalaj materyallerine ilave edilmesi oldukg¢a yaygin bir
uygulamadir. Bu amacla naylon, naylon/PE, seliloz asetat, PEMA, EVA/LLDPE, PVC,
PVOH, HDPE, LDPE, PE, PE-co-MA ve daha pek ¢cok polimerin fonksiyonel paketlemede
denendigi bilinmektedir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002; SUPPAKUL ve ark., 2003;
QUANTAVALLA ve VICINI, 2002). Plastik filmlerin fonksiyonel paketleme amaciyla
kullanilimasinda ortak nokta olarak gorulebilecek en 6nemli husus bu materyallere ilave
edilen fonksiyonel ajanlarin ¢ogunlukla kimyasal yapida ve belirli bir termal stabiliteye sahip
olmasidir. Bunun baslica nedeni genellikle plastik filmlerin Gretimi sirasinda uygulanan
eritme, enjeksiyon ve ekstriiziyon gibi termal islemlerin ylksek sicaklikta yiritilmesi ve bu
kosullarda ortama ancak isiya direncli ajanlarin ilave edilebilmesidir (APPENDINI ve
HOTCHKISS, 2002; HAN, 2000; SUPPAKUL ve ark., 2003). Ayrica bazi istisnalar diginda
(PVOH gibi) bir¢ok plastik filmin hidrofobik yapida olmasi da filmlere ilave edilecek ajanlarin
kullanimini sinirlamakta veya uygulama sirasinda hidrofilik olan fonsiyonel ajanlar ve film
hazirlamada kullanilan solvent veya polimer arasinda uyumsuzluk ortaya cikmaktadir.
Fonsiyonel ambalajlamada plastik filmlerin kullanilmasini caydirici olan diger faktorler ise,
insan saghgi agisindan her plastik materyalin gidalara temas igin uygun olmamasi ve
plastiklerin kullanimi sonucu ortaya ¢ikan g¢evresel sorunlardir. TUm bunlarin sonucunda
yakin bir gelecekte saglik agisindan ve g¢evre guvenligi agisindan bir sorun olusturmayan
biyolojik olarak ¢ozunebilir ve ¢ogu zaman yenebilir olan ambalaj filmlerinin fonksiyonel

paketleme teknolojisine hakim olacagi dusunulmektedir.

2.3.1. Aktif ambalajlamada yenebilir filmlerin kullanilmasi

Yenebilir film terimi bir gidanin yuzeyinde veya tabakalari arasinda kaplama ile bir
film olusturmak veya 6nceden Uretilen bir film yerlestirilerek olusturulan yenebilir ince bir
tabakayl tanimlamaktadir (KROCHTA ve JOHNSTON, 1997). Yenebilir o6zellikte
olduklarindan bilesimleri gidalara uygulanan regulasyonlarla uyumlu olmasi gereken bu
filmler nem, yag veya oksijen gibi unsurlara karsi bariyer etkisi goéstererek veya ugucu aroma

ve flavor unsurlarinin kaybini azaltarak gidanin kalitesini ve raf dmrinu artirabilmektedirler
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(GUILBERT ve ark., 1996; RYU ve ark., 2002; CHOI ve ark., 2003). Ancak, yenilebilir
olmalari gida tuketilirken bu filmlerin her zaman gidayla birlikte tlketildikleri anlamini
tagimamaktadir. Ornegin dzellikle Avrupa’da peynirlerin dig yiizeylerine kaplanan mum
yapisindaki filmler genellikle Grun tuketilirken gida yuzeyinden ayrilmaktadirlar. Bunun aksine
kuruyemislerin ylzeyine bayatlamayi geciktirmek amaciyla kaplanan zein, soya proteini veya
sekerden yapilmis kaplama filmler gidayla birlikte tiketilebilmektedirler. Sagladiklari yukarida
belirtilen klasik etkiler disinda yenilebilir filmler aktif ambalajlamaya uygunluklariyla modern
paketleme uygulamalari icin en uygun filmler olarak kabul edilmektedirler. Yenebilir filmlerin
aktif ambalajlama icin sagladigi en buyluk avantaj plastik filmlere gére 1hmh kosullarda
hazirlanmalari ve dogal yapidaki protein ve fenolik maddeler gibi termal islemlerden buyuk
zarar gorebilecek antimikrobiyel veya antioksidantlarla birlikte kullanilabilmeleridir. Ayrica
yenebilir filmlerin bilesimlerinin kullaniimasi disunilen antimikrobiyel ajana uyumlu veya
gidaya ek bir besin degeri saglayacak sekilde hazirlanmasi da muumkdnddr. Yenebilir
filmlerin kullaniimasindaki avantajlarin en énemlilerinden birisi de belki de tek basina tercih
sebebi olmalarina bile yeterli olabilecek olan biyolojik olarak pargalanabilir olmalari ve
gevresel sorunlara yol agmamalaridir.

Yenebilir filmlerin baglica bilesenleri yiksek molekul agirhigina sahip polimer veya
polimerler ve daha dusik bir molekdl agirligina sahip olan plastiklestirici ajandir.
Plastiklestiriciler temel olarak filmlere belirli bir elastikiyet kazandirmak amaciyla kullanilan
ajanlar olup kullaniimadiklari zaman yenebilir filmlerin islenmesi ve bunlardan elde edilen
filmlerin kullanimi glglesebilmektedir. Nitekim, en populer yenilebilir filmlerden birisi olan zein
kiriganhidr nedeniyle plasitklestirici bir ajan olmadan kullanilamaz. Kullanilan plastiklestirici
ajanin tipi ve miktari yenebilir filmin nem, sorpsiyon ézellikleri, makaniki 6zellikleri ve su ve
oksijen gegirgenligini de etkilemektedir. Yenebilir filmler protein yapisinda olabilecekleri gibi
karbonhidratlar ve lipitler de yenebilir film Uretiminde kullanilabilmekte ve aktif ozellikleri,
mekaniki 6zellikleri ve bariyer etkileri birbirinden tamamen farkl olabilen materyaller elde
edilebilmektedir. Orne@in ¢ogunlukla hidrofilik yapida olan protein (zein harig) ve
karbonhidratlardan elde edilen filmler neme karsi hassasiyet gdsterirlerken, lipitten yapilan
yenebilir filmler bunun aksi Ozelliktedirler. Yine proteinden elde edilen yenebilir filmlerin
oksijen gegcirgenligi karbonhidratlardan elde edilenlere gore genellikle daha duguk olmaktadir
(MILLER ve KROCHTA, 1997; KROCHTA ve JOHNSTON, 1997).

2.3.1.1. Protein yapisindaki yenilebilir filmler

Proteinler film olusturma yetenekleri ile kolay ve bol bulunabilmeleri nedeniyle

yenebilir filmlerin Gretiminde en yaygin olarak kullanilan materyallerdir. Ozellikle disik gaz
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gegcirgenlikleri ile dikkati gceken protein filmleri, hidrofobik prolaminlerden Uretilenler disinda
neme karsi hassas olmalari ve su buharina kargi zayif bariyer 6zellikte olmalar gibi
dezavantaj olarak degerlendirilebilecek ozellikler de gdstermektedirler (RYU ve ark., 2002;
PETERSON ve ark., 1999; GUILBERT ve ark., 1996). Literatur incelendigi zaman aktif
ambalajlamada en yogun olarak kullanilan protein filmlerin gluten, zein ve peynir alti suyu
proteinlerinden dretilenler oldugu gorulmektedir. Bu c¢alismada kullaniimig olan zein ve

peyniralti suyu proteini filmlerle ilgili agsagida temel bilgiler verilmigtir.

2.3.1.1.1. Zein filmler

Zein misirlarda bulunan prolamin gurubundan bir depo proteini olup toplam misir
proteinlerinin  yaklasik %45-50’sini olusturmaktadir. Endustride misir yagi Uretimi
gerceklestiren rafinerilerin baslica yan urini olan bu protein daridan da Uretilmektedir.
Bunun disinda 6zellikle son zamanlarda giderek dev bir endistri kolu haline gelen misirdan
biyoetanol Uretiminden de kayda deger miktarda zein yan urlin olarak elde edilmektedir
(ALKAN ve ark., 2011). Zein l6sin, prolin ve alanin gibi hidrofobik amino asitlerce oldukca
zengin, buna karsin hidrofilik olan bazik ve asidik amino asitlerce fakirdir. Bu 6zelligi
nedeniyle suda ¢6zUunurligl az olan protein, alkolde ise oldukga iyi ¢dzlinmektedir. Zein’in a,
B ve y gibi farkh fraksiyonlari olsa da, ticari olarak Uretilen formu daha ¢ok molekuler agirhgi
21 000 ve 25 000 kDa arasinda degisen a formundan olugsmaktadir.

GRAS bir madde olan zeinden elde edilen filmler parlak agik sari renkte ve yumusak
olup hidrofobik karakterli ve yaga direnclidirler. Ancak protein yapisinda olduklarindan bu
filmler az da olsa hidrofilik guruplar da icermekte ve islak ortamlarda belli oranda hidrate
olarak suya karsi mutlak bir bariyer olugturamamaktadirlar (LINDSTROM ve ark., 1992).
Ancak, yine de oldukga hidrofobik olan zein filmlerin suya kargi dayanimi hidrofilik olan diger
pek ¢ok yenilebilir filmle kiyaslanamayacak kadar iyidir. Kuru ortamlarda ise zein filmlerin
neme karsi kayda deger bir bariyer etkisi bulunmaktadir. Zein filmler oldukga kirilgan bir
yapida olduklarindan uretimlerinde plastiklegtirici ajan olarak genellikle gliserol veya oleik asit
kullanilmakta ve kismen de olsa arzulanan minimum esneklige sahip filmler
uretilebilmektedir. Ozellikle oksijen gegirgenliklerinin dislk olmasi ve yada kargl bariyer
teskil etmeleri nedeniyle zein filmler meyveler, sekerleme, kuruyemigler ve et Urtnlerinde
kullanilmaya olduk¢a uygundurlar (LINDSTROM ve ark., 1992; HERALD ve ark., 1996;
JANES ve ark., 2002). Tum bu 6zellikleri nedeniyle 6zellikle son zamanlarda zein filmlerin
aktif ambalajlamada kullaniimasina buyuk bir ilgi dogmus ve nisin, lisozim, polilisin ve thymol
gibi dogal yapidaki antimikrobiyeller veya BHA gibi antioksidantlarin zein filmlere ilave

edilerek gidalara uygulanmasi Uzerinde c¢esitli ¢calismalar yuratiimustir (TEERAKARN ve
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ark., 2002; PADGETT ve ark., 1998; JANES ve ark., 2002; HOFFMAN ve ark., 2001;
DAWSON ve ark., 2000; MASTROMATTEO ve ark., 2009; UYSAL ve ark., 2011). Aktif
ambalajlamada kullanilacak olan zein filmler gidalara bir kaplama tabakasl olarak
uygulanabilecekleri gibi, Gnceden dokulerek hazirlanmig zein filmler gidalarin ylzeyine veya
tabakalari arasina yerlestirilerek de rahatlikla kullanilabilmektedirler (JANES ve ark., 2002;
HERALD ve ark., 1996). RAKOTONIRAINY ve ark. (2001) sebzelerin modifiye atmosferde
paketlenmesinde kullanilabilcek nitelikte zein filmler de gelistirmiglerdir.

Zein filmlerin gidalardaki uygulamalari giderek artsa da bu filmlerin kullaniminin
plastik filmlerle rekabet edebilir hale getirilebilmesi icin tek basina duran (self-standing) film
seklinde kullanimlarinin daha da artirimasi gerekmektedir. Bunun icin filmlerin asiri
hidrofobik yapilarindan kaynaklanan elastikiyet ve kirilganlik sorunlarinin tam olarak
¢ozllmesi sarttir. Literatirde bu amagla zein filmleri ¢erisine plastiklestirici ajan olarak cesitli
organik asitler, sekerler, alkoller, yad asitleri, cesitli sentetik polimerler, capraz baglayici
ajanlar ve plastiklestiriciler katilmistir (LAWTON, 2004; GHANBARZADEH, 2006; LAI, 1997,
WOODS, 2009; KIM, 2004; SESSA, 2008). Ancak, gergeklestirilen pek ¢cok calismaya karsin
zein filmlerin plastik filmler dizeyinde esnek ve dayanikli bir yapiya kavusturulmasi
saglanamamigtir. Ancak, 6zellikle gliserol ve oleik asitin bu sorunu kismen de olsa ¢ézdugu

bilinmektedir.

2.3.1.1.2. Peynir alti suyu proteinlerinden elde edilen filmler

Peynir alti suyu, sut isleyen tesislerin en énemli atidi olup ortaya ¢ikan blyuk
miktardaki atik codu zaman yeterince degerlendiriiememekte veya aritilamamakta ve ciddi
cevresel sorunlara yol ag¢maktadir. Ancak &zellikle son zamanlarda birgok firma
isletmelerinde Uretilen peynir alti suyunu puskirterek kurutucular yardimiyla kurutmakta ve
peynir alti suyu protein izolati olarak pazarlamaktadir. Peynir alti suyu proteinleri (PSP) sut
proteinlerinin yaklasik olarak %20 ‘sini olusturmakta olup bu proteinlerin film olusturma
yetenegi, antioksidant etkileri ve mukemmel bir besin degeri bulunmaktadir (ARCAN ve
YEMENICIOGLU, 2010; LE TIEN ve ark., 2001). PSP suda ¢6zunur nitelikte olup film yapimi
Oncesi denatlre edilseler bile hizla su alip sisen hidrofilik 6zellikte filmler yapmaktadirlar.
Dolayisiyla bu filmlerin su buharina kargi zayif bir bariyer 6zellikleri bulunmaktadir. Buna
kargin sOzkonusu filmlerin ortam nemine godre degismekle birlikte oksijene ve aroma
maddelerine kargi bariyer dzellikleri iyidir. Zein filmlerdeki kadar olmasa da plastiklestirici
olmadan PSP’den elde edilen filmler de az da olsa kirilgandirlar. Dolayisiyla bu filmlerin
Uretiminde de uygun miktarda plastiklestirici kullaniimaktadir (LIN ve KROCHTA, 2003;
CISNEROS-ZEVALLOS ve KROCHTA, 2003). Ozellikle siit sanayinin de destegiyle PSP film
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Uretimi galismalari oldukga hizlanmis ve bu yénde birgok ¢alisma gergeklestirilmistir. Ornegin
KIM ve USTUNOL (2001) PSP ve lipid emdulsiyonlari kullanarak kompozit filmler Gretmistir.
HONG ve KROCHTA (2003) isiyla denatire edilmis PSP’yi oksijen gecirgenliklerini azaltmak
amaciyla polipropilen filmlerin kaplanmasinda kullanmis ve bu amagla kullanilan sentetik
kaplamalara alternatif geligtirmiglerdir. LIN ve KROCHTA, (2003) benzer kaplamalari kagitlar
uzerine uygulanarak yaga kargi direncli kagit ambalaj malzemeleri geligtirmeye
calismiglardir. Bunun yaninda PSP’nin adeta mumlar gibi kullanilarak mevelerin
kaplanmasinda kullanimi ve bu yolla sézkonusu Urinlerdeki kiflenmenin azaltilmasi,
solunumun yavaslatiimasi ve enzimatik esmerlesmenin kontrolu Gzerinde de ¢alisiimaktadir
(LE TIEN ve ark., 2001; LIN ve KROCHTA, 2003; VACHON ve ark., 2003; CISNEROS-
ZEVALLOS ve KROCHTA, 2003). Gergeklestirilien bitiin bu calismalar PSP’nin aktif
ambalajlamada kullanimini da tesfik etmis ve bu proteinlerden elde edilen filmlere p-
aminobenzoik asit, sorbik asit ve potasyum sorbat gibi kimyasallar (OZDEMIR ve FLOROS,
2001; CAGRI ve ark., 2002) ve lisozim, laktoperoksidaz, laktoferrin ve laktoferrisin gibi
biyoaktif maddelerin ilave edilmesi de denenmistir (MIN ve KROCHTA, 2005; MIN ve ark.,
2005a; MIN ve ark., 2005b).

2.3.1.2. Karbonhidrat yapisindaki yenilebilir filmler

Aynen proteinlerden elde edilen filmlerde oldugu gibi karbonhidratlardan elde edilen
yenebilir filmler de hidrofilik olmakta ve suya kargl hassas davranarak su buharina kargi zayif
bariyer olusturmaktadirlar. Neredeyse tim karbohidrat filmlerinin asiri hidrofilik olmasi
dolayisiyla suyla temas ettikleri zaman hizla su alarak sismesi bu filmlerin biyoaktif
bilesiklerin kontrollu saliminda kullaniimalarini oldukga sinirlamaktadir. Dolayisiyla bu
metinde karbohidrat filmlere yalnizca yuzeysel olarak deginilmistir. Ancak bunun diginda
karbonhidratlardan elde edilen filmler oldukga iyi mekaniksel ve optik 06zellikler
gOstermektedirler. Karbonhidratlardan film Uretiimesinde birgok farkh polisakkaritten
faydalanilabilmekte olup bunlarin baslicalari alginat, nisasta ve kitosandir. Alginattan Uretilen
filmler linear yapiya sahip heteropolimer olan ve D-mannuronik asit ve L-guluronik asitten
olusan alginik asitten elde edilmektedir (LINDSTROM ve ark., 1992; HUANG ve ark., 1999).
Bu polisakkaritten film elde edilmesinde igerdigi karboksil guruplarinin kalsiyum gibi metal
atomlariyla capraz bad yaparak jel olusturmasi yeteneginden faydalaniimaktadir. Alginik
asidin gidalarda kullanilan formu sodyum alginat olup toksik olmayan ve suda ¢ozinur bir
polisakkarittir (CHA ve ark., 2002). Alginat filmler ¢ogunlukla gidalara kaplama seklinde
uygulanmakta olup bu amagla gidanin dnce alginik asit ¢ézeltisine ardindan da film olusumu

icin CaCl, c¢ozeltisine daldirimasi gerekmektedir. Her iki asamasi puskirtme ile de
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uygulanabilecek bu islem sonrasinda olusan film tabakasi yiksek miktarda su icermekte ve
adeta bir rezervuar gibi gérev yaparak gidanin nem kaybini azaltmaktadir. Bu tir filmler
Ozellikle et, kanatli ve su Urunlerinde basgariyla kullaniimaktadir (LINDSTROM ve ark., 1992).
Literatirde alginat filmlerin aktif ambalajlamada kullanimi ile ilgili c¢esitli c¢alismalar
bulunmaktadir. Ornegin CHA ve ark. (2002) lisozim, nisin ve EDTA ajanlari kullanilarak
yenilebilir antimikrobiyel filmler Uretmislerdir. Gucbilmez ve Yemenicioglu (2007) peyniralti
suyundan saflagtirdiklari laktoperoksidazi alginat filmlere ilave etmis ve aktif ambalajlamada
kullanilabilecek yenilebilir filmler Gretmislerdir.

Film Uretiminde kullanilabilecek bir diger karbonhidrat ise nisastadir. Bu karbonhidrat
cesitli tohumlardan ve kok sebzelerden izole edilebilen ve a (1—4) baglar iceren linear
amiloz ve a (1—4) ile birlikte a (1—6) baglann da iceren dali yapidaki amilopektinin
karisimindan olusan bir polisakkarittir. Kolay bulunmasi ve oldukg¢a ucuz olmasi nedeniyle
nisastadan Uretilen filmler oldukga yaygin olarak kullaniimaktadir (PETERSON ve ark., 1999;
GUILBERT ve ark., 1996). Linear yapida olan amilozun film olusturma yetenegi dalli olan
amilopektinden daha Ustiin olup amilozun filmleri gucli ve siki bir yapida, aminlopektinin
filmleri ise gugsuz, kirilgan ve sireksiz yapida olmaktadir (GENNADIOS ve ark., 1997).
Ancak amiloz suda ¢déziinmez halde bulundugundan film dretiminde kullanilacagi zaman bu
polisakkaritin ya ylksek sicklik ve basing altinda ¢ézunarliginin artiriimasi ya da kimyasal
yolla modifiye edilerek daha yuksek c¢ozindrlige sahip olan hidroksi propil amiloza
donustirtilmesi gerekmektedir. Amiloz ¢ozeltileri plastiklestirici ve emdlsifiye edici ajanlarla
birlikte sekerlemeler, meyveler ve kuruyemislerin kaplanmasinda kullaniimakta olup bu tar
filmlerin oksijen gecirgenliginin dlgilemeyecek kadar dusuk oldugu belirtimektedir
(LINDSTROM ve ark., 1992; GENNADIOS ve ark., 1997; FORSSEL ve ark., 2002).

Yenilebilir film Uretiminde kullanilabilecek bir diger polisakkarit ise kitinden elde elden
kitosandir. Kitin bécekler, kabuklular, mantarlar ve alglerde bulunan yapisal bir polisakkarit
olup linear yapidaki B (1—4) baglariyla birlesmis N-asetilglukozamin molekullerinden
olusmaktadir. Bu polisakkarit suda ¢6zliinmez halde bulundugundan film Gretiminde
kullanimadan ©Once deasetilasyona tabi tutularak ¢o6zindr formu olan kitosan’a
dénusturulmektedir (LINDSTROM ve ark., 1992). Katyonik 6zellikleri nedeniyle bakterilerin
hicre duvarinda bulunan negatif yukli unsurlarla etkilesime giren kitosan filmler
kendiliginden dogal bir antimikrobiyel etkiye sahiptir. Dolayisiyla iglerine antimikrobiyel
madde ilavesine ve aktif ambalajlamada kullanima uygun gérinmektedirler. Oldukga yakin
bir gegmiste kitosan filmler icerisine lisozim ilave edilmesi gergeklestirilmis ve bu filmler farkli
mikroorganizmalar Uzerinde basariyla denenmistir (PARK ve ark., 2004). Ancak, ozellikle
¢6zindurilmek icin yogun asidik bir ortamda ihtiya¢ duyan kitosan bu asitligin filmlerine ve

dolayisiyla gidaya ge¢cmesine neden olmaktadir. Bu durum kitosan filmleri yizeyinde asitlik
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olusmasinin pek de dnem tasimadigi yumurta gibi kabuklu Urunlere uygulamak agisindan
ideal filmler haline getirmektedir.

2.3.1.3. Lipid yapisindaki yenilebilir filmler

Lipit yapisindaki filmler 6zellikle nem bariyeri filmler elde edilmek istendigi zaman
kullaniimaktadirlar. Ancak bu filmler oldukg¢a kirilgan ve instabil olup dusik bir esneklik
g6stermekte ve opak yapida saydam olmayan filmler olusturmaktadirlar (RYU ve ark., 2002;
GUILBERT ve ark.,1996). Baslica lipit filmleri mumlar ve asetile edilmis monogliseritlerden
elde edilmekte olup 6zellikle mumlar peynirlerin kaplanmasinda siklikla kullaniimaktadirlar.
Mumlar uzun zincirli alkoller ve uzun zincirli yag asitlerinin esterleri olup bunlardan elde
edilen filmler peynirler yaninda meyveler ve sebzelerin kaplanmasi amaciyla da
kullaniimaktadir. Bu yolla meyve ve sebzelerde nem kaybi1 %50 kadar azaltilabilmekte ancak
meyve ve zebzelerin bozulmasi engellenememektedir (LINDSTROM ve ark., 1992). Film
uretiminde kullanilan baslica mumlar balmumu, kandelilla mumu ve karnauba mumudur
(BALDWIN ve ark., 1997).

Diger yandan film uUretiminde kullanilan asetile olmus gliseridler, gliseridlerin asetik
anhidridle rekasiyona sokulmasi veya sivi veya kati yaglarin triasetin ile interesterifikasyonu
ile Uretilmektedirler (GENNADIOS ve ark., 1997). Asetile edilmis monogliseridlerden elde
edilen filmler mumsu bir 6zellik gostermekte ve oldukga iyi bir nem bariyeri 6zelligine sahip
olmaktadirlar (LINSTROM ve ark., 1992; KESTER ve FENNEMA, 1987). Bu tur filmler
Ozellikle dilimlenmis et Grtnlerine ve kanatli etlerine uygulanmakta ve bu Urunlerde depolama
sirasindaki nem kaybini dnleyebilmektedirler (KESTER ve FENNEMA, 1987). Ayrica, kuru
kayisilar asiri nem kaybinin dnlenmesi igin erimis asetile monogliseride daldiriimakta ve
kaplanmaktadirlar (LINDSTROM ve ark., 1992).

2.4. AKTIF AMBALAJLAMADA KONTROLLU SALIMIN ONEMI

Yeni nesil tuketime hazir veya minimal iglem gormus sogutulmug gidalara olan talep
arttikca aktif ambalajlamaya duyulan ihtiya¢c da giderek artmaktadir (DE ROEVER, 1998;
DEVLIEGHERE ve ark., 2004). Ancak, halen pek c¢ok gidanin muhafazasinda koruyucu
maddeler direk olarak gida icerisine ilave edilip karigtirilarak veya gidanin antimikrobiyal
cOzeltisine daldiriimasiyla uygulanmaktadir. Aktif ambalajlamaya goére bu klasik yontemler
biyiik dezavantajlara sahiptirler. Ornegin, antimikrobiyel ajanin gidaya katilmasinda gidanin
tim noktalarinda mikroorganizmalari inhibe edebilecek konsantrasyona ulasiimasi

zorunlulugu nedeniyle ylksek miktarlarda antimikrobiyel madde kullanilmasi gerekmektedir.
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Bu durum tuketicilerin tepkisini gekmekte ve bu uygulamaya olan ilgi giderek azalmaktadir.
Gidanin antimikrobiyal ¢ozeltisine daldiriimasi ise ylzeydeki antimiktrobiyal maddenin bir
sure sonra gidanin i¢ katmanlarina difize olmasi ve mikrobiyal bozulmaya ve oksidatif
degisimlere en hassas olan gida ylzeyinin bir sire sonra korumasiz kalmasina neden
olmaktadir. iste antimikrobiyel ambalajlamanin en énemli fonksiyonu gidanin bozulmaya en
hassas bolgesi olan yuzeyinin mumkun olan en az duzeyde antimikrobiyel madde
kullanilarak korunmasidir (APPENDINI ve HOTCHKISS, 2002). Bunun saglanabilmesi ise
antimikrobiyel maddenin ambalaj filminden gidaya uygun bir hizla gegmesiyle mimkunduir.
Antimikrobiyel maddenin filmden gidaya gereginden daha yavas gegmesi durumunda gida
yuzeyinde antimikrobiyel etki saglayacak kritik konsantrasyona ulasilamaz. Bunun aksi
durumda, yani antimikrobiyel maddenin gida yilzeyine gereginden daha hizli gegmesi
durumunda ise aynen gidanin antimikrobiyel ¢ozeltisine daldirilmasindaki gibi antimikrobiyel
madde hizla gidanin alt katmanlarina gecer ve bozulmaya hassas olan gida yuzeyi
korumasiz kalir. Bu ikinci sorun aktif ambalajlamada en sik gorilen sorundur (HAN ve
FLOROS, 1998; BOUNOCORE ve ark., 2005). iste bu karmasik gibi gériinen sorunlarin
¢6zimul ancak aktif ambalajlamada kontrollu salim tekniginin kullaniimasiyla asilabilir. Aktif
ambalajlamanin uygun sekilde kullanimiyla antimikrobiyel veya antioksidantin gidaya
asamall olarak gecmesi saglanabilmekte ve gida yuzeyindeki etkinlik saglayan
konsantrasyon duzeyi daldirma yontemine gbre c¢ok daha uzun bir sure muhafaza
edilebilmektedir. Aktif ambalajlama ile antioksidant veya antimikrobiyel ajanlarin gidaya
asamali olarak gegmesi onlarin gidadaki kompleks reaksiyonlarla kisa sirede nétralize
olmasini da engellemekte ve bu durum 6zellikle biyoaktif ajanlarin aktif ambalajlamada daha
etkin olarak kullaniimasini saglamaktadir. Bilindigi Uzere 06zellikle protein veya fenolik
yapidaki biyoaktif ajanlar cesitli enzimlerin etkileri veya komplekslesme rekasiyonlari
sonucunda aktivitelerini kismen veya tamamen yitirebilmektedirler (QUINTERO-SALAZAR ve
ark., 2005; ROSE ve ark., 1999; ROSE ve ark., 2002).

Kontrollu salim teknolojisi aslinda eczacilik alaninda uzun bir sireden beri gindemde
olan ve bir suredir olduk¢a basarili bir sekilde uygulanan bir teknolojidir (LANGER ve
PEPPAS, 1981; LEONG ve LANGER, 1988; BRAYDEN, 2003). Bu teknolojinin ilag
sistemlerinde kullanimiyla ilgili ciddi bir bilgi birikimi saglanmig ve gelismis modelleme
calismalari yurGtalmastar.  Ancak, aktif plastik filmlerle ilgili birtakim c¢aligsmalar
gerceklestiriimis olsa da bu teknoloji halen gidalarin muhafazasinda yaygin olarak
kullanilamamaktadir. Bunun baslica nedenleri gliinimuzin yeni muhafaza anlayiglariyla
(engel teknolojisi, termal olmayan igleme, biyoprezervasyon, sogutma) Uretilen gida
sistemlerinde mikrobiyel acidan tam bir risk degerlendirmesi yapmanin guc¢ligi ve ambalaj

filmlerinin plastikten yenilebilir ve biyolojik olarak bozunabilire dogru hizli bir dénisim
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gecirmeleridir. Ozellikle kullanimi giderek yayginlasan ve tiiketicilerin de biyik bir ilgi
gosterdigi yenilebilir filmlerde kontrollu salim teknolojisinin uygulamasi ise heniz arastirma
safhasindadir.

Gida alaninda kontrollu salim tekniginin uygulanmasiyla ilgili ilk kapsamh c¢alismalar
HAN ve FLOROS (1998) tarafindan baslatiimistir. Bu arastirmacilar plastik temelli gida
ambalajlarinda kontrollu salim etkisi elde etmek amaciyla kullanilabilecek en etkin yontemin
¢ok katmanl filmler elde etmek oldugunu iddia etmislerdir. Bu tir bir sistemde ambalaj
filminin en disinda bariyer 6zellikteki bir film, orta katmaninda antimikrobiyel ajani iceren bir
matriks film ve en icinde ise salim hizini kontrol eden Uglncu bir film tabakasi olmasi
gerektigi vurgulanmistir (HAN ve FLOROS, 1998). BOUNOCORE ve ark. (2003) ve (2004)
bu yaklasimi kabullenmekle birlikte film tasariminda orta katmanda antimikrobiyel ajani
iceren capraz baglanma duzeyi ayarlanabilen bir matriks ve bunun her iki yaninda kontrollu
salimi saglayan film katmanlarindan olusan yine 3 katmanl bir plastik film tasarlamiglardir.
LACOSTE ve ark (2005) ise kontrollu salim amaciyla kullanilabilecek farkli film morfoloijileri
elde etmek amaciyla akilli karistirma (smart blending) olarak adlandirilan ve degisik polimer
ve bilesenleri kontrollu hizlarda ancak farkli burkma kuvvetleriyle karistiran bilgisayar
kontrollu bir cihaz gelistirmislerdir. GEMILI ve ark (2009) ve (2010) ise antimikrobiyal ve
antioksidant ajanlarin kontrollu salimi icin kullanilabilecek asimetrik (bir ylizl poroz, diger
yuzl poroz olmayan) selliloz asetat filmler gelistirmigler ve ila¢ teknolojisinde yaygin olarak
kullanilan asimetrik film teknolojisini ilk kez gida teknolojisine adapte etmislerdir.

Yukarida belirtilen kontrollu salim stratejileri ve tekniklerinin hepsi plastik filmler igin
geligtiriimis ve uygulanmigs olup Uretim tekniklerinin plastik filmlerden farkh olmasi nedeniyle
yenilebilir filmlerde bu teknikler tam olarak uygulanamamaktadir. Ancak, yenilebilir filmlerde
kontrollu salim elde etmek icin uygulanabilecek bazi stratejiler de vardir. Bu amagla
uygulanabilecek baslica strateji yenebilir filmin hidrofobisitesinin artiriimasidir. Bu degisim
sonucunda filmin suyla olan temasi azalmakta ve su alarak sismesi (swelling)
geciktirilebilmektedir. Su alarak sismenin azalmasiyla film igerisindeki antimikrobiyel ajanin
¢ozunerek film igerisinden ortama gegmesi yavaslamaktadir. Yenilebilir filmleri olusturan
biyopolimerlerin buyuk bir kismi agiri hidrofilik veya zein gibi prolaminlerde kismen hidrofilik
oldugundan bu strateji pekcok yenilebilir filmde ise yaramaktadir. Yenilebilir filmlerin
hidrofobisitesinin artmasiyla hidrofilik/hidrofobik dengeleri de degismekte ve bu durum
icerdikleri antimikrobiyel ajanla olan etkilesimlerini etkilemektedir. Ornegin filmin icerdigi
antimikrobiyel veya antioksidant ajanin kismen hidrofobik karakterli olmasi hidrofobikligi artan
flme olan afinitesini de artirmakta ve filmden ortama daha yavas gecmesini
saglayabilmektedir. Nitekim, TEERAKARN ve ark (2002) hidrofobik karakterli bir

antimikrobiyel ajan olan nisinin yine hidrofobik nitelikli zein protein filmlerinden su igerisine
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yavas bir sekilde diflize oldugunu, buna karsin daha hidrofilik &zellikteki gluten proteini
filmlerden su icerisine ¢ok daha hizli bir sekilde diflize oldugunu belirlemiglerdir. Bu
arastirmacilar nisinin hidrofobik karakterli zein filmlerden daha yavas bir sekilde diflize
olmasini kendisi de hidrofobik karakterli olan bu ajanin filmlere daha ylksek afinite
gbstermesine ve hidrofobik etkilesime girmesine baglamislardir. Gergekten de film ve
antimikrobiyel ajan arasinda hidrofobik bir etkilesim olmasi gecis hizini yavaslatabilmektedir.
Ancak hidrofobik olan filmlerin hidrofilik filmlere gére daha yavas sekilde su aldigi ve gegis
hizindaki yavaslamanin temel nedenlerinden birisinin bu oldugu da unutulmamaldir.
Kontrollu salimi istenilen antimikrobiyel ajanin film matrisini olusturan biyopolimere olan
afinitesinin artirilmasi stratejisi tarafimizdan da uygulanmistir (GUCBILMEZ ve ark., 2007).
Bu calismada tarafimizdan hidrofobik zein biyopolimeri icerisine hidrofilik lisozim ilave
edilerek antimikobiyel filmler Uretilmistir. Elde edilen sonuclara gore hidrofobik zein filmler
icerisine hidrofilik lisozimle birlikte ylzey aktif 6zelligi olan nohut proteinlerinin ilave edilmesi
lisozimin zeine olan afinitesini artirmakta ve su igerisine gecis hizini yavaslatmaktadir. Buna
karsin yuzey aktif etkisi olan nohut proteinleri yerine ortama hidrofilik 6zelligi oldukc¢a ylksek
olan sigir serum albumini ilave edilmesi ise lisozimin filmlerden su icerisine gecisini
hizlandirmigtir (GUCBILMEZ ve ark., 2007).

Hidrofilik bir yenebilir filmin hidrofobikliginin artirimasinda lipit olarak mumlarin
kullanimi filmler igerisinde uygun boyutta hidrofobik zerrecikler teskil edilmesi ve
kompozitlesen film matrisi igerisinde difizyon igin dolambagli bir yol olusturulmasi (tortuosity)
agisindan da énemlidir. Nitekim, OZDEMIR ve FLOROS (2003) hidrofilik olan peyniralti suyu
proteinlerinden elde ettikleri yenebilir filmlere hidrofobik karakterli balmumu ilave edilmesiyle
bu filmlerden potasyum sorbatin suya difuzyon hizini azaltmislardir. Sdzkonusu
arastirmacilar hidrofilik film matriksi icerisinde olusan hidrofobik balmumu zerreciklerinin
hidrofilik olan kullandiklari antimikrobiyel ajanin difzyonu icin dolambacli bir yol
olusturdugunu iddia etmektedirler. Ancak, filmin hidrofobikliginin artmasiyla filmin su alma
hizinin da azaldigina hi¢ kugku yoktur. Yenebilir filmlerin icerdigi antimikrobiyel ajanlarin
difizyon hizinin azaltilmasi igin film hidrofobikliginin artiriimasi stratejisi QUATTARA ve ark
(2000) tarafindan da kullaniimigtir. Nitekim bu arastirmacilar kitosan filmlerden asetik asit ve
propiyonik asit difizyonunu filmlerin hidrofobikligini yad asitleri ve esansiyel yag asitleri
ilavesiyle artirarak azaltmislardir. Goruldugu uzere hidrofilik ve hidrofobik 6zelligi olan farkli
biyopolimerlerin veya lipitlerin belirli bir strateji cercevesinde karistiriimasiyla kontrollu salim
elde etme agisindan farkli olanaklar yaratabilmektedir. Bu tur filmler iglerine ilave edilen
unsurlarin tam olarak birbiriyle karisip karismamasina bagh olarak karisim veya kompozit
Ozellikli filmler olarak adlandiriimaktadirlar. Kompozit veya karisim olusturacak sekilde birden

¢ok biyopolimerin kullaniimasi ve bu yolla filmlerin yapisal o6zelliklerinin icerdikleri
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antimikrobiyel ajanin salim hizini modifiye edecek sekilde degistirilmesi Uzerinde oldukca az
¢alisiimis yeni bir konudur. Ancak, bu teknik yenebilir filmlerin fiziksel 6zelliklerinin istenilen
yonde degistirilmesi amaciyla kullaniimistir. Ornegin protein yapisindaki filmlerin su buhari
gecirgenliginin azaltiimasi icin hidrofobik polisakkaritler gibi biyopolimerlerle ve lipitler gibi
biyomolekaullerle karigtiriimasi bilinen bir uygulamadir (GENNADIOS ve ark., 1997).

Aynen plastik filmlerde oldugu gibi yenilebilir filmlerin ¢apraz baglanma dizeyinin
artirlhp azaltiimasiyla da kontrollu salim gergeklestiriimesi mumkdnddr. Ancak, gida
endustrisine yonelik olarak tasarlanan yenebilir filmlerde c¢apraz baglama dizeyinin
ayarlanmasiyla kontrollu salim gerceklestirimesi Uzerinde c¢alismalar olduk¢a sinirlidir
(ZACTITI ve KIECKBUSCH, 2006). Buna karsin capraz baglamanin ilag endustrisinde
kontrollu salimda kullaniimasi ¢ok daha yaygindir. Nitekim, biyopolimerlerden elde edilen
hidrojellerin ve mikrokureciklerin (microsphere) capraz baglama uygulanarak ve capraz
baglanma duzeyini kontrol ederek ilaglarin kontrollu salimini gerceklestirmek amaciyla
kullaniimasi oldukga glincel bir calisma konusudur (MUNDARGI et al., 2008; PILLAY ve ark.,
2005; MWANGI ve OFNER, 2004). Biyoaktif bir ajanin kontrollu salimi amaciyla kompozit
veya karisim Ozellikteki filmler gelistiriimesi capraz baglama stratejisinin etkin sekilde
uygulanabilmesine olanak saglamaktadir. Ornegin karistirilacak olan iki biyopolimerden
birinin ¢ift degerli iyonlarla ¢apraz baglanabilir olmasi durumunda (alginat veya disuk
esterlesme dereceli pektin gibi) elde edilen filmin ¢apraz baglanma dizeyinin teorik olarak iki
farkli sekilde degistiriimesi mumkuandur. Bunlardan birisi ¢apraz baglanma yetenegindeki
biyopolimerin digerine goére oraninin degistirilmesi, dideri ise c¢apraz baglayici ajan
konsantrasyonunun degistiriimesidir.

Kompozit veya karisim filmler kullanilarak kontrollu salim gergeklestirebilen ¢ok
tabakali yenebilir filmler elde edilmesi de mimkindir. Bu amagla karigtirilacak iki
biyopolimerden birinin pozitif veya negatif yik tasiyan bir biyopolimer olmasi yeterlidir.
Kompozit veya karigim film olusturulup kurutulduktan sonra filmin kazandidi yukin zitti olan
bir yUku tagityan Uguncl bir biyopolimer ¢ozeltisine daldiriimasiyla film tzerinde elektrostatik
kuvvetlerle tutunan ince bir kaplama tabakasi olusturulabilir. Bu islem yani kaplama ve
tabaka olusturma her defasinda filmin en digindaki kaplamayi olusturan biyopolimerin zitti
yuk tasiyan yeni bir biyopolimerle tekrarlanirsa film ylzeyinde c¢ok sayida tabaka
olusturulabilir. Film ylzeyinde bu sekilde biyopolimer tabakalari olusturulmasi icerdigi
antimikrobiyel veya antioksidant ajanin kontrollu sekilde salimini saglayabilecek bir
mekanizma elde edilmesi amaciyla kullanilabilir. Tabakalarin birbirine tutturulmasinda en sik
olarak zit yuklerin olusturdugu elektrostatik ¢gekim kuvvetlerinden faydalaniimaktadir. Ancak,
tabakalarin olusturulmasinda hidrojen baglarindan veya hidrofobik etkilesimlerden

faydalaniimasi da olasidir (WEISS ve ark., 2006). Gida yuzeylerinin yenebilir filmlerle
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kaplanmasinda bu sekilde ¢ok katmanl tabakalar olusturulmasi ve bu katmanlar igerisine
antimikrobiyel veya antioksidantlar gibi fonksiyonel ajanlarin ilave edilmesi tartigiimaktadir
(WEISS ve ark, 2006). Bu teknolojinin 6zellikle lipofilik biyoaktif ajanlarin enkapsulasyonu ve
gidalara kontrollu salimi igin de kullanilabilecegi belirtimektedir (MCCLEMENTS ve ark.,
2007). Ancak, gida alaninda bu uygulamalarla ilgili arastirmalar heniz baslangi¢
safhasindadir. Bunun aksine ilag endistrisinde benzer ilkelere goére biyopolimerlerden
olusturulmus ¢ok tabakali grantllerle, mikro veya nano yapilarin g¢esitli maddelerin kontrollu
salimi amaciyla kullanimi Gzerinde c¢esitli uygulamalar ve arastirmalar gerceklestiriimektedir
(ALONSO, 2004; BAJPAI ve TANKHIVALE, 2006). Bu ydntemin en blylk dezavantaji
uygulamanin uzun surmesi ve maliyetinin yiksek olmasidir. Dolayisiyla bu tir komplike bir

teknolojinin gergekten intiya¢ duyulmadikga kullaniimasi uygulama agidsindan gagtur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREG

Lisozim Uretiminde kullanilan taze yumurtalar ve baklagil proteini Uretiminde
kullaniimis olan soya (genetik olarak modifiye olmayan) izmirdeki bir siipermarketten satin
alinmiglardir. Baklagil proteini Uretiminde kullanilan mercimekler Tarimsal Arastirmalar Genel
Mudurlaga (TAGEM) Ankara’dan temin edilmigtir. Dari zeini, saf lisozim, (+)-katesin,
Karnauba mumu (No.1, refined), Oleik asit, Micrococcus lysodeicticus, sigir serum albumini,
diyaliz tipleri (cut-off: 12 000 kDa), ABTS (2,2,-azino-bis-(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic
asit) Sigma (St. Louis, MO, USA) firmasindan satin alinmigtir. Gliserol ve soya L-a-lesitini
Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan satin alinmistir. Peyniralti suyu proteinleri Davisco
Food Int., INC. firmasinca bagislanmistir (MN, USA).

3.2. YONTEM

3.2.1. Biyoaktif Maddelerin Aktivitesinin/Miktarinin Belirlenmesi

3.2.1.1. Lisozim aktivitesinin belirlenmesi

3.2.1.1.1. Goziinur haldeki lisozimin aktivitesinin belirlenmesi

Lisozim aktivitesi spektrofotometrik olarak 660 nm ‘de ve 30 °C sabit sicaklikta
belirlenmis olup bu amagla sabit sicaklik hicresi ile donatiimis Shimadzu (Model 2450,
Japan) spektrofotometre kullaniimigtir. Reaksiyon karisiminin olusturulmasi i¢in énceden 30
°C’e getirilmis olan 2.3 mL, 0.05 M Na-fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis Micrococcus
lysodeicticus hilcre suspansiyonu (0.26 mg/mL) ve 0.2 mL enzim ¢odzeltisi karistirilmigtir.
Reaksiyon karisiminin  absorbansinda lisozim enziminin bakteri hlcre duvarini
parcalamasiyla meydana gelen bulaniklhk kaybi ve buna bagh olarak olusan absorbans
azalmasi 2-5 dakika boyunca kaydedilmis ve enzim aktivitesi elde edilen absorbans
degerlerinin slreye karsi islenmesi ile olusturulan kurvenin baslangic dogrusal kisminin
egiminden hesaplanmistir (Sekil 3.1). 1 Unite, spektrofotometrik enzim aktivite tayinlerinde
genellikle oldugu gibi, 1 dakikada 0.001 absorbans degisimi yaratabilen enzim miktari olarak
belirlenmigstir. Hazirlanan farkl liyofilize enzim preparatlarinin bu yolla belirlenmis aktivitesi
15000-20000 U/mg arasinda degismistir. Belirtilen bu yéntem gecis deneylerinde ortama

salinan lisozim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla da kullanilmistir. Ancak bu durumda
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reaksiyon karigsimi gegis ortamindan mimkudn olan en az dizeyde érnek almak amaciyla 0.1
mL enzim ve 2.4 mL, 0.05 M Na-fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis Micrococcus

lysodeicticus hiicre stispansiyonundan olusturulmustur.
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Sekil 3. 1. Uretilen lisozimin M. Lysodeicticus hiicre duvarini pargalamasiyla olusan
bulaniklik kaybi hizindan aktivitenin belirlendigi 6rnek bir kurve (Degerler spektrofotometrede
660nm’de elde edilmigtir).

3.2.1.1.2. Immobilize haldeki lisozimin aktivitesinin belirlenmesi.

Bu yontem filmlerde bulunan immobilize (tutuklu) lisozimin aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla kullaniimistir. Bu amagla filmler 24 saat destile su igerisinde tutulmus ve iglerindeki
¢6zUndr lisozimin uzaklagmasi saglanmigtir. Ardindan filmler (4 x 4 cm) ikiye bolinmus ve
her parga ayri bir petri kabi igerisindeki 50 mL énceden 30 °C’e getirilmis olan 0.05 M Na-
fosfat tamponu igerisinde hazirlanmig Micrococcus lysodeicticus hlicre suspansiyonu (0.26
mg/mL) icerisine atiimistir (GUCBILMEZ ve ark. 2007). Reaksiyon karigiminin
absorbansinda lisozim enziminin bakteri hlcre duvarini pargcalamasiyla meydana gelen
bulaniklik kaybi ve buna bagl olarak olusan absorbans azalmasi 60 dakika boyunca 15
dakikada bir kaydedilmis ve enzim aktivitesi elde edilen absorbans degerlerinin sireye kargi
islenmesi ile olusturulan kurvenin baglangi¢ dogrusal kisminin egiminden hesaplanmigtir. 1

Unite, 1 dakikada 0.001 absorbans degisimi yaratabilen enzim miktari olarak belirlenmistir.
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3.2.1.1. Flavonoit madde ve toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Gegis deneylerinde kullanilan flavonoitlerin miktarlari toplam flavonoit madde tayiniyle
belirlenmistir. Bu amacgla MEYERS ve ark.inda (2003) verilen spektrofotometrik ydntem
kullanilmistir. Buna gére 0.25 mL kadar 6rnek 1.0 mL deiyonize suyla karistiriimis ve
ardindan Uzerine 75 pL NaNO, (%5) ilave edilmigtir. Bu karisim oda sicakliginda
imkidbasyona birakiimis ve inkidbasyonun 5. dakikasinda ortama 75 uyL AICl; (%10) ilave
edilmistir. inkiibasyona devam edilmis ve 6. dakikada ortama bu kez 0.5 mL, 1M NaOH ve
0.6 mL deiyonize su ilave edilmistir. Olusan renk spektrofotometrede 510 nm’de belirlenmis
ve katesin miktari 6nceden (+) katesinle hazirlanmis standart kurve yardimiyla belirlenmistir.
TUm olgimler 3 kez tekrarlanmis ve ortalamalari kullaniimigtir.

Gecis deneylerinde toplam fenolik madde tayini Singleton ve Rossi (1965) tarafindan
verilmis olan yonteme gore belirlenmistir. Bu amacla uygun sekilde seyreltiimis 0.1 mL 6rnek
birebir destile su ile seyrelttikten sonra, 1.0 mL 1/10 oraninda seyreltiimis Folin-Ciocalteu
reaktifiyle karistirilmis ve 3 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan karisima 0.8 mL %
7.5 luk Na,CO; eklenmis ve karistirilarak 2 saat inkibe edildikten sonra spektrofotometrede
¢ozeltinin absorbansi 765 nm de belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktari filmlerin cm?
‘sinden salinan mg gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir. Sekil 3.2 ve 3.3’de flavonoit ve

toplam fenolik madde tayinlerinde kullaniimis olan standart kurveler verilmigtir.
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Sekil 3. 2. Flavonoit madde tayininde kullaniimis (+) katesin’le hazirlanmis standart kurve
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Absorbans (765 nm)
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Sekil 3. 3 Toplam fenolik madde tayininde kullaniimig gallik asitle hazirlanmig standart kurve

3.2.2. Film uretiminde kullanilmis olan baklagil proteinlerinin tretimi

Baklagil proteinleri mercimek ve soyadan Uretilmis olup bu amagla dncelikle ARCAN
ve YEMENICIOGLU’'nda (2007) belirtildigi gibi su igerisinde rehidre edilmis nohutlardan
aseton tozu uretilmis ve bu Urindeki yag uzaklastiriimigtir. Aseton tozuna igsleme amaciyla
50 g kadar kuru baklagil 200 mL soguk asetonla (-20 °C) bir Waring blender yardimiyla 2
dakika homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat, Uzerine Watman No 1 filtre kagidi
yerlestiriimis Buchner hunisinden vakum altinda stzilmus ve asetonun uzaklagsmasiyla filtre
kagidi Uzerinde kalan kati kisim toplanmistir. Toplanan kati kisim asetonla aynen yukarida
anlatildigi sekilde iki kez daha 200 mL soguk asetonla homojenize edilmis ve oda
sicakliginda bir gece bekletilerek icerdigi aseton kalintisinin uzaklagsmasi saglanmistir. Elde
edilen aseton tozu protein ekstraksiyonunda kullaniimig olup bu amagla éncelikle 20 g kadar
aseton tozu 250 mL su igerisinde suspanse edilmis ve ortamin pH degeri proteinlerin
¢dzindulridlmesi amaciyla 9.5a ayarlanmistir. Bu asamadan sonra ekstrakt manyetik
karistirici esliginde 30 dakika karistirimis ve 15000 x g'de ve 4 °C de 30 dakika
santrifijlenerek ortamdaki ¢6ziinlr olmayan tortular uzaklastiriimistir. Ardindan ekstraktlarin
pH degeri proteinlerin ¢dkeltiimesi amaciyla izolelektrik noktalarina oldukga yakin olan 4.5'e

getirilmis ve agirlikh olarak globuliinlerden olusan proteinler ¢oktirilerek toplanmistir.
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Ardindan ekstrakt yeniden destile su igerisinde ¢dzindurilmis ve pH 4.5°de bir kez daha
¢oOktlralmis ve 15 dakika santrifujlemeyle ¢oken protein tortulari bir kez daha toplanmistir.
Toplanan proteinler su igerisinde sispanse edilmis ve pH 7.0’ye getirildikten sonra liyofilize
edilerek kullaniimak Gzere -18 °C de depolanmiglardir. Bu sekilde hazirlanmis olan mercimek
ve soya proteinlerinin Kjeldahl yontemiyle belirlenmis toplam protein miktarlari sirasiyla % 90
ve %92°dir (w/w).

3.2.3. Zein ve Zein Temelli Filmlerin Uretimi

3.2.3.1. Zein filmlerin tretimi

Zein filmler PADGETT ve ark.’nda (1998) verilmis olan yontem modifiye edilerek
dretilmistir. Bu amagcla izlenen ydntem kisaca soyledir. 1.4 g zein 8.1 mL % 96’lik etanol
icerisinde manyetik karistirici esliginde ¢ézindurtulmus ve 25 dakika karistiriimigtir. Ardindan
ortama plastiklestirici ajan olarak 0.4 mL gliserol ilave edilmis ve karistirmaya 5 dakika kadar
devam edilmistir. Daha sonra karisim sicakligi kaynama baslayana kadar artirilmistir.
Karisim 5 dakika kadar karistirlmadan kaynatiimis ve ardindan oda sicakhdinda 10 dakika
kadar sogutulduktan sonra ortama farkli miktarlarda biyoaktif ajan (lisozim, fenolik madde)
ilave edilmistir. Ardindan karisim bir homojenizasyon-dispersiyon cihazi (Heidolph, Almanya,
Type 8 F rotor, u¢ ¢api: 6.6 mm) yardimiyla 10000 rpm de 4 dakika homojenize edilmis ve
cam bir kalip igerisine dokulmustir (G x U x Y: 8.5 x 8.5 x 0.4 cm). Metinde aksi belirtiimedigi
surece filmler 25 °C de % 50 bagdil nemdeki kabin igcerisinde 19 saat kurutulmus ve
merkezlerinden elde edilen 4 x 4 cm pargalar salim deneylerinde kullaniimistir (az sayidaki

film oda sicakliginda kurutulmus olup bu istisnai durum ilgili bélimlerde belirtilmistir).

3.2.3.2. Zein-mum kompozit filmerin tretimi

Bu amacla aynen yukarida oldugu gibi 1.4 g zein 8.1 mL % 96’lik etanol icerisinde
manyetik karistirici esliginde ¢ézinduralmis ve 25 dakika karistiriimistir. Ardindan ortama
plastiklestirici ajan olarak 0.4 mL gliserol ilave edilmis ve karistirmaya 5 dakika kadar devam
edilmigtir. Daha sonra ortama zein miktarinin % 5’i kadar (w/w) karnauba, kandelilla veya bal
mumu karigtirimis ve karisim sicakligi kaynama baglayana kadar artinimistir. Karisim 5
dakika kadar karistirlmadan kaynatiimis ve ardindan oda sicakhdinda 10 dakika kadar
sogutulduktan sonra ortamdaki mumun ¢6zindurulmesi amaciyla emulsifiye edici ajan olarak
yine zeinin % 5’i kadar lesitin ilave edilmistir. Karisim lesitinin ¢ézinmesi icin 2.5 dakika

daha karistiriimis ve ortama bu kez farkli miktarlarda biyoaktif ajan (lisozim, fenolik madde)

54



ilave edilmistir. Ardindan karisim 3.2.3.1°de belirtilen homojenizasyon-dispersiyon cihazi
yardimiyla 10000 rpm de 4 dakika homojenize edilmis ve cam bir kalip igerisine dékulmustir
(GxUxY:85x8.5x0.4 cm). Filmler 25 °C de % 50 bagil nemdeki kabin i¢erisinde 19 saat

kurutulmus ve merkezlerinden elde edilen 4 x 4 cm pargalar gecis deneylerinde kullaniimigtir.

3.2.3.3. Zein-baklagil proteini kompozit filmlerin tiretimi

Bu amacla yine 1.4 g zein 8.1 mL % 96’lik etanol icerisinde manyetik karistirici
esliginde ¢ozundiuridlmus ve 25 dakika karistiriimistir. Ardindan ortama plastiklestirici ajan
olarak 0.4 mL gliserol ilave edilmis ve karistirmaya 5 dakika kadar devam edilmistir. Daha
sonra karisim sicakligi kaynama baslayana kadar artinimistir. Karisim 5 dakika kadar
karistirlmadan kaynatilmis ve ardindan oda sicakhdinda 10 dakika kadar sogutulduktan
sonra ortama zein miktarinin % 2.5 — 7.5'i arasinda degisen miktarlarda (baklagil
proteinlerinin film igerisindeki son konsantrasyonu 1.5 3.0 veya 4.5 mg/cm? olacak sekilde)
mercimek veya soya proteini ilave edilmistir. Ardindan karisim 3.2.3.1°de belirtilen
homojenizasyon-dispersiyon cihazi yardimiyla 10000 rpm de 4 dakika homojenize edilmis ve
cam bir kalip igerisine dékulmustir (G x U x Y: 8.5 x 8.5 x 0.4 cm). Filmler 25 °C de % 50
badil nemdeki kabin icerisinde 19 saat kurutulmus ve merkezlerinden elde edilen 4 x 4 cm

parcalar gecis deneylerinde kullaniimistir.

3.2.3.4. Zein-oleik asit karigim filmlerin tretimi

Bu amagla yine 1.4 g zein 8.1 mL % 96’lik etanol icerisinde manyetik karistirici
esliginde ¢ozundurldlmis ve 25 dakika karistirllmistir. Ardindan ortama plastiklestirici ajan
olarak 0.40 mL gliserol ilave edilmis ve karistirmaya 5 dakika kadar devam edilmistir. Daha
sonra karigsim sicakligi kaynama baslayana kadar artiriimistir. Karisim 5 dakika kadar
karigtinimadan kaynatiimig ve ardindan oda sicakhiginda 10 dakika kadar sogutulduktan
sonra ortama zein miktarinin % 10-40"1 arasinda degisen miktarlarda oleik asit ve % 5-10'u
arasinda degisen oranlarda lesitin ilave edilmigtir. Ardindan karisim 3.2.3.1°’de belirtilen
homojenizasyon-dispersiyon cihazi yardimiyla 10000 rpm de 4 dakika homojenize edilmis ve
cam bir kalip igerisine dokulmustir (G x U x Y: 8.5 x 8.5 x 0.4 cm). Filmler 25 °C de % 50
bagil nemdeki kabin icerisinde 19 saat kurutulmus ve merkezlerinden elde edilen 4 x 4 cm

parcalar gecis deneylerinde kullaniimigtir.
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3.2.4. Peyniralti Suyu Proteini ve Peyniralti Suyu Proteini Temelli Filmlerin Uretimi

3.2.4.1. Peynir alti suyu protein filmlerin tretimi

Bu amagla % 10’luk peynir alti suyu protein (PSP) c¢bzeltisi hazirlanmis ve bu
cOzeltiye plastiklestirici olarak gliserol eklenmistir (peynir alti suyu gliserol orani: 1.5/1).
Ardindan karigsim, proteinlerin denatirasyonu amaciyla 90 °C’de 30 dakika isitilmigtir.
Karisimin sicakligi buz banyosu kullanilarak oda sicakligina getirildikten sonra, ortama
lisozim veya katesin ilave edilerek film c¢ozeltisi 3.2.3.1’de belirtilen homojenizasyon-
dispersiyon cihazi yardimiyla 10000 rpm de 4 dakika homojenize edilmis ve standart 10 cm
capli plastik petri kaplarina dokulerek kurutma kabininde 25 °C ve % 50 bagil nemde 19 saat

kurutulmustur.

3.2.4.2. Peynir alti suyu proteini-mum kompozit ve peyniralti suyu-oleik asit karisim

filmlerin Gretimi

Bu amagla % 10’luk PSP ¢ozeltisi hazirlanmis ve bu ¢dzeltiye plastiklestirici olarak
gliserol eklenmigtir (peynir alti suyu gliserol orani: 1.5/1). Ardindan karigim, proteinlerin
denatlirasyonu amaciyla 90 °C’de 30 dakika isitilmistir. Daha sonra sicak protein ¢ozeltisi
icerisine PSP-mum kompozit filmi Uretilecekse PSP miktarinin %30’u kadar balmumu, PSP-
yag asiti karisim filmleri Uretilecekse PSP miktarinin % 10’u kadar oleik asit ilave edilmistir.
Film ¢bzeltisi daha sonra 3.2.3.1°de belirtilen homojenizasyon-dispersiyon cihazi yardimiyla
10000 rpm de 2 dakika homojenize edilmistir. Sicakligi buz banyosu kullanilarak oda
sicakligina getirilen film ¢dzeltisine son asamada lisozim veya katesin ilave edilerek film
¢ozeltisi bir kez daha homojenizasyon-dispersiyon cihazi yardimiyla 10000 rpm de 2 dakika
homojenize edilmis ve 10 cm c¢aph standart plastik petri kaplarina dokulerek kurutma

kabininde 25 °C ve % 50 bagil nemde 19 saat kurutulmustur.

3.2.5. Salim Deneyleri

3.2.5.1. Su igerisinde yiiritilen salim deneyleri

3.2.5.1.1. Calkalamal ortamda su igerisinde serbest birakilan filmlerle yiiriitillen salim

deneyleri

Bu salim deneylerinde kesilmis olan 4x4 cm boyutundaki film parcalari kullaniimistir.
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bu amagla filmler 50 mL deiyonize su (4 °C) igeren cam Petri kaplari (10 cm c¢apinda)
icerisine yerlestirilmistir. Petri kaplari daha sonra 4 °C’deki bir inkibatdr igerisine
yerlestirilmis olan ve 80 rpm de c¢alisan bir calkalayici Uzerine konmus ve deney
baslatiimigtir. Denemeler aktif paketleme cogunlukla sogutulmus gidalara uygulandigindan
buzdolabi sicakliginda gerceklestiriimistir. Salim deneyine ortama gegen biyoaktif madde
aktivitesi (lisozim) veya miktar (fenolik bilesiklerde) dengeye ulasana kadar veya kayda
deger dizeyin altina inene kadar devam edilmistir. Ornekleme, metin igerisinde aksi
belirtiimedigi stirece ortamdan farkli sirelerde 0.3 mL sivi alinmasi ve bunda her defasinda 3
kez (her test icin 0.1 mL) aktivite veya konsantrasyon tayini yapiimasiyla gercgeklestirilmistir.
Salim kurvesi olusturulurken konsantrasyon veya aktivite hesabinda alinan 6rnekler dikkate

alinmisgtir.

3.2.5.1.2. Calkalamali ortamda su igerisinde cam ¢ergeve igerisine sabitlenmis filmlerle

yuriitiilen salim deneyleri

Oleik asit iceren filmlerde salim testleri hem 3.2.5.1.1’de belirtildigi sekilde hem de
filmi su icerisine batik halede tutan bir cam ¢erceveden olusan 6zel bir diizenek kullanilarak
gerceklestiriimistir (Sekil 3.4). Bu dizenegin tasarlanma nedeni oleik asit iceren bazi filmlerin
yogunlugunun degismesi ve salim deneyi i¢in suya birakildiklarinda filmlerin su ylzeyine
dogru yaklagsmalaridir. Bu durum hi¢ kuskusuz 3.2.5.1.1°de anlatimig klasik salim
dizenegindeki calkalamanin etkinligini azaltmaktadir. Cergeveli salim diuzeneginde yurutilen
testler su sekilde gerceklestirilmistir. 4.2 x 4.2 cm boyutundaki film pargalari g¢erceveye
yerlestiriimigtir. Ardindan cam ¢erceve 150 mL deiyonize su (4 °C) iceren cam beher icerisine
yerlestiriimistir. Beherler daha sonra 4 °C’deki bir inklibatoér igerisine yerlestirilmis olan ve 80
rom de calisan bir cgalkalayici Gzerine konmus ve deney baslatimistir. Salim deneyine
ortama gecen biyoaktif madde aktivitesi (lisozim) veya miktari (fenolik bilesiklerde) dengeye
ulasana kadar veya kayda deger duzeyin altina inene kadar devam edilmigtir. devam
edilmigtir. Ornekleme, ortamdan farkli sirelerde 0.75 mL sivi (3 x 0.25 mL) alinmasi ve
bunda her defasinda 3 kez aktivite veya konsantrasyon tayini yapilmasiyla
gercgeklestirilmistir. Salim kurvesi olusturulurken konsantrasyon veya aktivite hesabinda

alinan ornekler dikkate alinmigtir.

3.2.5.2. Belirli bir pH’daki tampon igerisinde yiiriitiilen salim deneyleri

Bu deneyler aynen 3.2.5.1°de belirtildigi gibi ancak destile su yerine farkli pH’larda
0.05M Na-fosfat tamponu (zein filmlerde) veya 0.05M Na-asetat tamponu (PSP filmlerde)
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kullanilarak yuratalmastar.

{} cam cerceve

zein film

ﬁ cam cerceve

Sekil 3. 4. Yuzme problemi olan oleik asit iceren filmlerin batik halde salim deneylerinin
gerceklestirildigi dizenek (not: Cercevenin boyutlari: distan disa 6 x 6 cm, icten
ice 4 x 4 cm, cercevenin alt bolimine koselere deney sirasinda 4 mm

yuksekliginde 4 adet kiiglik cam ayak yerlestiriimektedir).

3.2.5.3. Bir filmin ard arda farkli pH’lardaki tamponlarda bekletiimesiyle yiritiilen

salim deneyleri

Bu salim deneylerinde dinamik pH degisimi gbsteren bir ortamda filmlerin gdsterecegi
salim profilinin belirlenmesi amaciyla farkli bir ydntem uygulanmistir. Buna gére éncelikle su
yerine 4 farkh pH'da (4.3, 5.3, 6.3 ve 7.3) 0.05 M Na-fosfat tamponu (zein filmlerde) veya Na-
asetat tamponu (3.0, 4.0, 4.5 ve 5.0) hazirlanmistir. Deneyler sirasinda test edilecek film 4 x
4 cm boyutunda kesilmis ve 6ncelikle 4 °C’de bir petri kabinda tutulan 50 mL, pH 7.3’deki
tampon icerisinde 24 saat tutulmustur. Bu sirada ortamdan farkli zamanlarda 6érnek alinmis
ve ortama gecgen lisozimin aktivite duzeyi belirlenmistir. 24 saatin sonunda film tampon
icerisinden alinarak ilk 6nce 4 °C’de bir petri kabinda tutulan 50 mL, pH 6.3’deki (veya pH
5.0) tampon igerisinde 24 saat, ardindan 4 °C’de bir petri kabinda tutulan 50 mL, pH 5.3'deki
(veya pH 4.0) tampon icerisinde 24 saat ve 50 mL, pH 4.3'deki (veya pH 3.0) tampon
icerisinde 3-4 glin kadar bekletilmis ve bu sure zarfinda ortamdan yine 6rnek alinarak filmden
gegen lisozim aktivitesi izlenmigtir. Gergeklestirilmis olan tek filmin ard arda 4 farkh pH
degerinde salim deneyine tabi tutuldugu deney boyunca petri kaplari 4 °C’deki bir inklbator
icerisine yerlestiriimis olan ve 80 rpm de g¢alisan bir galkalayici yardimiyla calkalanmigtir.

Salim deneyinde ortama gegen lisozimin aktivitesi ortamdan farkli sirelerde 0.3 mL tampon
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alinmasi ve bunda her defasinda 3 kez (her test icin 0.1 mL) lisozim aktivitesi tayini
yapilmasiyla gergeklestiriimistir. Salim kurvesi olusturulurken aktivite hesabinda zaman

icerisinde alinan érnekler dikkate alinmigtir.

3.2.5.4. Kati ortamda yiiriitillen salim deneyleri

Bu amagcla SEBTI ve ark.’lari (2003) peptitler icin gelistirdigi kati ortam salim deneyi
tarafimizdan fenolik maddelere uyarlanmistir. Kati ortamin hazirlanmasi igin % 3’luk (w/w)
agar ¢ozeltisi ultrasaf su icerisinde slispanse edilmis ve sonra karisim surekli karistirma ile
80 °C’ye isitilarak agarin tamamen c¢ozinmesi saglanmistir. Ardindan, oda kosullarinda
sogumaya birakilan agar 15 g'lik porsiyonlar halinde mini Petri kaplarina (9=3.5 cm)
dokulmis ve oda sicakhdinda katilasmaya birakilmistir. Daha sonra, salim deneyinde
kullanilacak olan filmler 1.5 x 1.5 cm boyutlarinda kesilmis ve agar tabakasi hafifce
kaldirilarak agar ile petri kabi arasina gelecek sekilde, yani agar tabakasinin altina
yerlestiriimis ve petriler +4 °C depolanarak gecis deneyleri baslatiimistir. Belirli sireler
sonunda (1, 2, 3, 6, 10, ve 14 gun) film parcalari agarlardan uzaklastirilarak agar igerisine
gecen fenolik madde miktari belirlenmistir. Salim deneyleri her zaman araligi igin 3 parelel
olarak ydratdlmastir. Agar icerisine gecgen fenolik maddelerin ekstraksiyonu igin film
parcalari uzaklastirildiktan sonra agarlar 40 mL soguk etanol (100%) ile karistirilip, blender
ile 1 dakika sureyle homojenize edilmistir. Ekstrakt daha sonra 4500 x g’de 15 dakika (+4 °C)
santrifijlenmis ve tortusu uzaklastirilmistir. Sivi fazda toplam fenolik madde tayini bdlim
3.2.2.2de verilmis SINGLETON ve ROSSI (1965) yontemine goére gerceklestirilmistir.

Sonuglar, her érnek icin 3 ayri tayin sonucunun ortalamasi alinarak hesaplanmistir.

3.2.6. Filmlerin Antimikrobiyel Aktivitesinin Belirlenmesi

3.2.6.1. Camphylobacter jejuni’ye karsi yiirutilen antimikrobiyel testler

Bu galismalarda kullaniimig olan iki C. jejuni sisundan birisi bizzat bu galismada isole
edilerek tanimlanmisgtir. Bu amagla farkh marketlerde taze olarak satisa sunulan derisi
ayrilmamis ¢ig tavuk karkaslarindan C. jejuni izolasyonu icin dncelikle steril swablarla farkli
karkaslarin yuzeylerinden Ornekleme yapiimistir. Elde edilen O6rneklerin direk olarak
Campylobacter selektif agara (modified Cefoerazone Charchol Deoxycholate Agar
(mCCDA), CM739, Oxoid, selektif SR155 katkili) ekimleri yapilmigtir. mCCDA petrileri
mikroaerobik olarak, 37 °C’de 48-72 saat anaerobik kavanozlar igerisinde inklbe

edilmislerdir. Mikroaerobik atmosfer olusturmak amaciyla Anoxomat Mikroaerobik/Anaerobik
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Sistem cihazi (Anoxomat,Mart Microbiology, Holland) kullaniimigtir. Agar yuzeyinde gelisen
tipik koloniler gram boyamaya alinarak hicre morfolojisi ve hareket yoninden incelenmis ve
birkag seri pasajla saflastirmanin ardindan katalaz testi, sicaklik toleransi, hippurate hidrolizi
ve indoksil asetat hidrolizi testleriyle daha ileri dizeyde biokimyasal karakterizasyonlari
gerceklestiriimistir. Son asamada cins ve tur dizeyinde kesin identifikasyon amaciyla kismi
DNA sekanslamasi yapiimistir. Calismada kullaniimis olan insandan izole edilmis standart
Camphylobacter jejuni susu TC. Saglik Bakanlhgl Refik Saydam Hifzissihha Merkezi
Baskanhgi kultir kolleksiyonundan getirtilmistir.

Filmlerin antimikrobiyel aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla disk difizyon ydntemi
kullanilmistir. Bu bakteriye karsi antimikrobiyel olarak gallik asit kullanildigindan filmler
0.625, 1.25, 2.5, 5 ve 10 mg/cm? diizeyinde gallik asit icerecek sekilde hazirlanmis ve her
filmden aseptik kosullarda bir mantar delici yardimiyla 15 adet 13mm capinda disk
kesilmistir. C.jejuni kaltiriG 37 °C’de 48 saat Nutrient agarda mikroaerobik kosullarda
gelistiriimis ve % 0.1 peptonlu su igerisinde suspanse edilerek absorbansi McFarland 1
standart bulanikligina karsi gelecek sekilde peptonlu su kullanilarak seyreltilmistir. inokulum
kullaniimadan 6nce %0.1 peptonlu suyla bir kez daha 1/10 oraninda seyreltilmigtir. Elde
edilen kulturden 200 mikrolitre kadar alinarak Nutrient agar iceren petriler Uzerine yayillmis ve
agar Uzerine film diskleri her petriye 3 disk olacak sekilde yerlestiriimistir. Ardindan Petriler
37 °C’de 48 saat mikroaerobik ortamda inktbe edilmistir. Sonuglar diskler etrafinda tGiremenin
engellendigi berrak zonlarin alanlari dijital bir kumpas yardimiyla él¢llerek belirlenmistir. Her
konsantrasyonda 15 disk test edilmis ve kontrol olarak fenolik bilesik icermeyen zein filmler
kullanilmistir. Tim mikrobiyolojik testler 3 kez bastan tekrarlanmis ve elde edilmis zon

alanlarinin ortalamalari kullaniimigtir.

3.2.6.2. Listeria monocytogenes ve Listeria innocua’ya karsi yiirutillen antimikrobiyel

testler

Bu amagla C. jejuni’de oldugu gibi geleneksel disk difizyon yontemi kullaniimigtir.
Filmler hazirlanmis ve her filmden aseptik kosullarda bir mantar delici yardimiyla 15 adet 13
mm capinda disk kesilmistir. L. monocytogenes (ATCC 7644) veya L. innocua (NRRL B-
33314) klltart 37 °C’de 48 saat Oxford Listeria selektif agar veya Nutrient agar Uzerinde
gelistiriimis ve alinan koloniler % 0.1 peptonlu su igerisinde stispanse edilerek absorbansi
McFarland 0.7 standart bulanikligina kargi gelecek sekilde seyreltilmistir (bu bulaniklik 50 x
10° CFU/ml'ye karsilik gelmektedir). Elde edilen kiiltirden 100 uL kadar alinarak Nutrient
agar iceren petriler lzerine yayllmis ve agar Uzerine film diskleri her petriye 3 disk olacak

sekilde yerlestiriimistir. Ardindan Petriler 6nce 4 °C ‘de 6 saat, ardindan da 37 °C’de 36 saat
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inkiibe edilmigtir. Sonuglar disklerin ve disklerin etrafinda Gremenin engellendigi berrak
zonlarin g¢aplari  bir kumpas yardimiyla Olcllerek ve zon alanlari belirlenerek

degerlendirilmistir.
3.2.6.3. Escherichia coli 0157:H7’ye karsi yiriitillen antimikrobiyel testler

Bu calismada da Escherichia coli O157:H7’ye karsi geleneksel disk difuzyon yontemi
kullaniimistir. Deneylerde kullanilacak Escherichia coli O157:H7 (ATCC 700728) kultGrindn
hazirlanmasi amaciyla donmus halde -80°C’de muhafaza edilen kiltirden 1 defa 10 pl'lik
halka 6ze ile alinarak %0.6 maya ekstrakti iceren 6 ml triptik soy broth (TSBYE) icerisine
aktarilmis ve sivi besiyeri 37 °C’de 18 saat inklibe edilmistir. Deneylerde kullanilmadan 6énce
daha énceden hazirlanmis olan Macfarland kurvesi yardimiyla bakteri sayisi 108 CFU/ml’ye
ayarlanmistir. Elde edilen kultirden 100 uL kadar alinarak Nutrient agar igeren petriler
Uzerine yayillmis ve agar Uzerine film diskleri her petriye 3 disk olacak sekilde yerlestirilmistir.
Ardindan Petriler 6nce 4 °C ‘de 4 saat, ardindan da 37 °C’ de 24 saat inkube edilmistir.
Sonuglar disklerin ve disklerin etrafinda lGremenin engellendigi berrak zonlarin c¢aplari bir

kumpas yardimiyla dl¢llerek ve zon alanlari belirlenerek degerlendirilmistir.
3.2.7. Filmlerin Antioksidant Aktivitesinin Belirlenmesi
3.2.7.1. Filmlerin ¢oziniir antioksidant aktivitesinin belirlenmesi (TEAC yontemi).

Filmlerin icerisinde bulunan serbest fenolik bilesiklerden kaynaklanan antioksidant
kapasiteleri gecis deneyinde dengeye ulasildigi zaman 6lc¢llen toplam katesin veya gallik asit
miktarlari dikkate alinarak TEAC (Troloks Equivalent Antioxidant Capacity) yontemiyle
belirlenmigtir. Katesin ve gallik asitin antioksidant kapasitesi RE ve ark.’na (1999) goére ve
ABTS serbest radikali kullanilarak belirlenmistir. Antioksidant kapasitenin belirlenmesinde
kurve altinda kalan alan (AUC, area under the curve) yontemi uygulanmistir. AUC hesabinda
test sdreleri olarak 1,3,6,9,12 ve 15. dakikalar sonundaki ABTS inhibisyon degerleri
kullanilmigtir. Standart olarak Troloks antioksidantindan faydalaniimigtir. Bu ydntemle
antioksidant kapasite tayininin ilkesi koyu mavi renki ABTS serbest radikal ¢ozeltisinin 6rnek
tarafindan indirgenmesine ve renksiz hale donusturilmesine dayanmaktadir. Serbest
radikalin inhibisyon dizeyi renk kaybi ile dogru orantili olup spektrofotometrede 734 nm’de
belirlenmektedir. Filmlerin ¢dziiniir antioksidant kapasiteleri cm? basina pmol trolox esdegeri
olarak ifade edilmistir (Not: gallik asit-katesin karisimi igeren filmlerde TEAC’In belirlenmesi

icin dengeye ulasildi§i zaman 6rnek alinarak direk olarak élgiim yapilmistir).
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3.2.7.2. Filmlerin ¢6ziniir antioksidant aktivitesinin belirlenmesi (ORAC yontemi).

Filmlerin icerisinde bulunan serbest fenolik bilesiklerden kaynaklanan antioksidant
kapasiteleri gecis deneyinde dengeye ulasildigi zaman olc¢llen toplam katesin veya gallik asit
miktarlari dikkate alinarak ORAC (Oxygen Radical Absorption Capacity) ydntemiyle de
belirlenmigtir. Katesin ve gallik asitin antioksidant kapasitesi XU ve CHANG’e (2007) gbére ve
AAPH peroksil Ureticisi kullanilarak belirlenmigstir. Antioksidant kapasitenin belirlenmesinde
kurve altinda kalan alan (AUC, area under the curve) yontemi uygulanmistir. AUC hesabinda
test sureleri olarak 10, 20, 30 ve 40. dakikalar sonundaki inhibisyon degerleri kullaniimistir.
Standart olarak Troloks antioksidantindan faydalaniimistir. Bu yontemle antioksidant
kapasite tayininin ilkesi AAPH azo-bilesiginin parcalanmasi sonucu indiklenmis olan
oksidasyonun floresin Uzerine olan olumsuz etkisini 6rnedin antioksidant kapasitesine bagl
olarak engellemesi ve surecgte acgiga cikan floresan isikta meydana gelen degismenin
izlenmesine dayanmaktadir. Floresan isikta meydana gelen azalma 6rnegin antioksidant

aktivitesi ile ters orantili olup 485 nm’deki uyarimda ve 520 nm’deki isimada belirlenmektedir.

(Not: gallik asit-katesin karisimi igeren filmlerde ORAC’In belirlenmesi i¢in dengeye ulasildigi

zaman 6rnek alinarak direk olarak dlgim yapilmistir).

3.2.7.3. Filmlerin bagh antioksidant kapasitesinin belirlenmesi (TEAC yontemi).

Filmlerin matrislerine baglanan fenolik maddelerden kaynaklanan bagl antioksidant
kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla gegis deneyinde dengeye ulasmis yani serbest fenolik
maddesini blylk oranda salmis filmler kullanilmigtir. Ancak, yine de filmler deneylerde
kullanilmadan énce yilzeylerinde bulunmasi muhtemel ¢6zinir fenolik madde kalintilarinin
uzaklastiriimasi igin iki kez daha suyla yikanmistir. Bu amagla filmler 50 mL deiyonize su
icerisine atiimisg ve 80 rpm ‘de g¢alisan bir ¢alkalayici igcerisinde 30 dakika kadar yikanmigtir.
Ardindan ayni yikama islemi temiz su kullanilarak bir kez daha tekrarlanmis ve filmler 2 x 2
cm boyutunda pargalara ayrilarak 50 mL ABTS serbest radikali iceren 30 °C’deki g¢ozelti
icerisine atilmigtir. Bagli antioksidant kapasite, filmlerin 15 dakika igerisinde inhibe ettigi
ABTS serbest radikali diizeyinin 734 nm ‘de dlgiimii ve cm? bagina troloks esdegeri olarak

ifade edilmesiyle belirlenmistir.
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3.2.8. Secilmis Filmlerin Gidalarda Denenmesi

3.2.8.1. Lisozim ve fenolik maddeler iceren zein ve zein temelli filmlerin taze kasarda

Listeria monocytogenes’e etkisi

3.2.8.1.1. Listeria monocytogenes kiiltiriiniin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak Listeria monocytogenes (ATCC 7644) kultirinin hazirlanmasi
amaciyla donmus halde -80 °C’de muhafaza edilen kultirden 4 defa 10 pl'lik halka 6ze ile
alinarak %0.6 maya ekstrakti igeren 20 ml triptik soy broth (TSBYE) icerisine aktariimis ve
sivi besiyeri 37 °C’de 21 saat inkube edilmistir. Daha sonra kdltirden 0.2 ml alinarak %0.6
maya ekstrakti iceren 20 ml TSBYE icerisine 2. kez alinarak 37 °C’de 21 saat inklibe
edilmistir. Deneylerde kullaniimadan 6nce daha &énceden hazirlanmis olan Macfarland
kurvesi yardimiyla bakteri sayisi 102 CFU/ml'ye ayarlanmistir. Kiiltiir deneylerde kullanilirken
tamponlanmis peptonlu suyla 1 desimal daha seyreltimis ve son konsantrasyonu 10’

CFU/ml'ya getirildikten hemen sonra kullaniimistir.

3.2.8.1.2. Peynirlerin inokiilasyonu ve aktif paketlenmesi

Deneylerde piyasadan temin edilen Pinar Sit firmasina ait paketlenmis taze kasar
peyniri kullaniimigtir. Peynir paketi aseptik kosullarda agiimis ve denemelerde kullaniimak
uzere 6zel gelik telli giyotin tipi bir peynir dilimleyicisiyle dilim agirhd: ortalama 25 gr olucak
sekilde 4 x 8.3 cm boyutunda 0.65-70 cm kalinhdinda dilimlenmigtir. Peynir dilimleri daha
sonra bir mikrobiyolojik givenlik kabini icerisine yerlestiriimis ve Ust ylzeylerine 0.125 ml L.
monocytogenes kultiri ilave edilerek steril bir cam c¢ubukla yayilmistir. Peynirler
yuzeylerindeki kulturin kurumasi icin 15 dakika kabin icerisinde bekletilmis ve ardindan diger
yuzleri gevrilerek 0.125 ml kultur bu yuzlerine de ilave edilerek yayllmig ve benzer gekilde
kurumasi igin bekletilmistir. Daha sonra inokule edilmis olan érnekler tesadufi olarak 6 farkli
gruba ayrilmis ve bunlardan 1 grup hig¢ film uygulanmadan kontrol olarak ayriimistir. Geriye
kalan 5 farkh gruba yenilebilir film uygulanmigtir. Calisma 2 tekerrtrli olarak
gerceklestiriimistir. Uygulama icin peynirlerin her iki yluzeyine uretilmis olan 5 farkh filmden
kesilen iki adet 4.25 x 8.5 cm boyutunda film yerlestirilmistir. Gida uygulamasinda kullaniimig
olan kontrol ve 6 farkli zein filmin bilesimi asagida verilmistir.

(1) Kontrol (zein film icermeyen kaplanmamig 6rnek)

(2) 0.7 mg/cm? lisozim iceren zein filmle kaplanmis érnek

(3) 6 mg/cm? katesin + 0.7 mg/cm? lisozim iceren zein filmle kaplanmis 6rnek
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(4) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 6 mg/cm? katesin +
0.7 mg/cm? lisozim igeren zein-karnauba mumu kompozit filmle kaplanmis érnek

(5) 3 mg/cm? katesin + 3 mg/cm? gallik asit + 0.7 mg/cm? lisozim iceren zein filmle
kaplanmis érnek

(6) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 3 mg/cm? katesin +

3 mg/cm? gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmle kaplanmis drnek

Her iki ylzeylerine de film kaplandiktan sonra peynir parcalari ilk énce filmlerin Grinle siki
sekilde temasinin saglanmasi amaciyla stre¢ naylon filmle, ardindan ise aliminyum folyoyla
sarilarak paketlenmis ve mikrobiyolojik olarak analiz edilene kadar +4 °C'de

depolanmislardir.

3.2.8.1.3. Mikrobiyolojik analizler

Depolanan Urlnlerdeki Listeria monocytogenes sayisinin belirlenmesi amaciyla 25 g
artn steril “stomacher” posetleri igerisine yerlestiriimis ve 225 mL % 0.71’lik steril peptonlu su
ile birlikte “stomacher” pargalayici (BagMixer® 400, Interscience, France) ile 180 saniye
parcalanmistir. Her depolama siresi sonunda her gruptan 2 6érnek bu yolla pargalanarak
hazirlanmistir. Ornekler uygun sekilde seyreltildikten sonra her bir dilisyondan 2 x 0.1 mL
alinarak yayma yontemiyle iki paralel olarak “specific supplement” (Merck, Darmstad,
Germany) igeren “Oxford Listeria Selective Agar” (Merck, Darmstad, Germany) besiyerine
ekim yapilmis ve 37 °C'de 48 saat sonra agarlarda olusan holografik siyah koloniler

sayllmistir. Sonuglar ortalamalar alindiktan sonra log CFU g™ olarak verilmistir (n=2).

3.2.8.2. Lisozim ve fenolik maddeler igeren zein ve zein temelli filmlerin taze kasarda

oksidatif degisimlere etkisi

Gelistirilmis olan filmlerin aktif ambalajlama uygulanmis peynirlerdeki oksidatif
degisimlere olan etkisinin belirlenmesi amaciyla bdlim 3.2.8.1°de verilmis paketleme
uygulamasi bastan itibaren bir kez daha tekrarlanmistir. Bu uygulamadan farkh olarak
ornekler dilim agirhigr ortalama 10 gr olucak sekilde 4 x 4 cm boyutunda dilimlenmig ve L.
monocytogenes kulturt inokule edilmeden paketleme yapilmistir. Ancak, orneklerde bu kez
mikrobiyolojik analizler degil oksidasyon durumunu goruntilemek amaciyla TBA tayini
yapilmistir. Orneklerin TBA degerini belirlemek icin BEKHIT ve ark. (2003) tarafindan
Onerilen, Urinde yag oksidasyonu sonucu olusan malonaldehitin spektrofotometrik olarak

belirlenmesi esasina dayanan yéntem kullaniimistir. Bu yéntemde 10 g peynir érnegi 50 ml
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%0.38 TBA and %15 TCA (trikloroasetik asit) iceren 0.25 N HCL (hidroklorik asit) ¢ozeltisiyle
blenderda (Waring Blender) homojenize edilmistir. Daha sonra her bir homojenizattan 3 x 5
ml 6rnek alinarak kapakli cam tiplere aktariimistir. Tupler 95 °C’deki su banyosunda 15
dakika bekletilmistir. Sicak su banyosundan alinarak sogutulan érnekler 4500 x g de 25
dakika santrifij edimis ve spektrofotometrede (Shimadzu, Model 2450, Japan) 532 nm’de
absorbans degerleri okunmustur. Olgiilen absorbans degerleri standart egriden hesaplanan
katsay! ile carpilarak kg ornek bagsina mg malonaldehit miktart yani TBA degeri

hesaplanmistir (n=2).

3.2.8.3. Lisozim ve fenolik maddeler igeren zein ve zein temelli filmlerin dana burgerde

Escherichia coli 0157:H7’ye karsi kullaniimasi

3.2.8.3.1. Escherichia coli 0157:H7 kultiiriiniin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak Escherichia coli O157:H7 (ATCC 700728) kultlrindn
hazirlanmasi amaciyla donmus halde -80 °C’'de muhafaza edilen kiltiirden 4 defa 10 pllik
halka 6ze ile alinarak %0.6 maya ekstrakti iceren 20 ml triptik soy broth (TSBYE) igerisine
aktariimis ve besiyeri 37 °C’ de 19 saat inkibe edilmistir. Konsantrasyonu deneylerde
kullanilmadan &énce daha énceden hazirlanmis olan Macfarland kurvesi yardimiyla 102
CFU/ml'ye ayarlanmistir. Kiltir deneylerde kullanilirken tamponlanmis peptonlu suyla 3
desimal daha seyreltiimis ve son konsantrasyonu 10°> CFU/ml'ya getirildikten hemen sonra

kullaniimistir.

3.2.8.3.2.Burgerlerin inokiilasyonu ve aktif paketlenmesi

Deneylerde Pinar Et (izmir) firmasindan temin edilmis ézel Uretim antimikrobiyel
icermeyen burgerler kullaniimistir. Burgerler aseptik kosullarda steril edilmis bicak yardimiyla
4 x 4 cm boyutunda ortalama agirhigr 10 gram gelecek sekilde kesilmigtir. Burger pargalari
daha sonra bir mikrobiyolojik guvenlik kabini icerisine yerlegtiriimis ve Ust yuzeylerine 0.075
ml E. coli O157:H7 kiltir( ilave edilerek steril Gggen cubukla yayilmistir. Ornekler
yuzeylerindeki kulturin kurumasi icin 15 dakika kabin i¢erisinde bekletilmis ve ardindan diger
yuzleri gevrilerek 0.075 ml kultur bu yuzlerine de ilave edilerek yayiimig ve benzer gekilde
kurumasi icin bekletilmistir. Daha sonra inokile edilmis olan érnekler tesadiifi olarak 6 farkl
gruba ayrilmis ve bunlardan 1 grup hi¢ film uygulanmadan kontrol olarak ayriimistir. Geriye
kalan 5 farkli gruba vyenilebilir film uygulanmistir. Calisma 2 tekerrlrli olarak

gerceklestiriimistir. Uygulama igin burgerlerin her iki ylzeyine Uretilmis olan 5 farkl filmden
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kesilen iki adet 4.25 x 4.25 cm boyutunda film yerlestiriimistir. Gida uygulamasinda

kullaniimis olan kontrol ve 5 farkli zein filmin bilesimi asagida verilmistir.

(1) Kontrol (zein film icermeyen kaplanmamis 6rnek)

(2) Zein filmle kaplanmig 6rnek

(3) 0.7 mg/cm? lisozim igeren zein filmle kaplanmis érnek

(4) 6 mg/cm? katesin + 0.7 mg/cm? lisozim igeren zein filmle kaplanmis drnek

(5) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 6 mg/cm? katesin +
0.7 mg/cm? lisozim iceren zein-karnauba mumu kompozit filmle kaplanmis drnek

(6) Zein'in % 10" kadar oleik asit + zein'in % 10'i kadar lesitin + 6 mg/cm? katesin + 0.7

mg/cm? lisozim iceren zein-oleik asit karisim filmle kaplanmis érnek

Her iki ylzeylerine de film kaplandiktan sonra burger parcalari ilk dnce filmlerin Grinle siki
sekilde temasinin saglanmasi amaciyla stre¢ naylon filmle, ardindan ise aliminyum folyoyla
sarilarak paketlenmis ve mikrobiyolojik olarak analiz edilene kadar +4 °C'de

depolanmislardir.

3.2.8.3.3. Mikrobiyolojik analizler

Depolanan urlnlerdeki Escherichia coli O157:H7 sayisinin belirlenmesi amaciyla 10
gr urdn steril “stomacher” posetleri icerisine yerlestiriimis ve 90 ml %0.1’lik steril peptonlu su
ile birlikte “stomacher” parcalayici (BagMixer® 400, Interscience, France) ile 60 saniye
parcalanmistir. Her depolama siresi sonunda her gruptan 2 6érnek bu yolla parcalanarak
hazirlanmistir. Ornekler uygun sekilde seyreltildikten sonra her bir dilisyondan 2 x 0.1 ml
alinarak yayma yontemiyle iki paralel olarak “specific supplement” (Merck, Darmstad,
Germany) iceren “Sorbitol-MacConkey agar” (Merck, Darmstad, Germany) besiyerine ekim
yapiimig ve 37 °C’de 24/48 saat sonra agarlarda olusan renksiz koloniler sayilmistir.

Sonuglar ortalamalar alindiktan sonra log CFU g™ olarak verilmistir (n=2).

3.2.9. Filmlerin kalinhiginin ve kesit goruntiilerinin belirlenmesi

Geligtirilen filmlerin kesit ylizeyleri sivi azot ile kirma igleminin ardindan IYTE-MAM'da
bulunan elektron mikroskobu (SEM) ile gérintulenmigstir (Philips XL 30S FEG, FEI Company,
Eindhoven, Netherlands). Elde edilen goérintilerden; SEM igin gelistirilen bir bilgisayar
programi (Scandium software- Olympus Soft Imaging Solutions) kullanilarak filmlerin

kalinhklari élglImustar.
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3.2.10. Filmlerin Mekaniki Ozelliklerinin Belirlenmesi

Geligtirilen filmlerin mekanik 6zellikleri TA-XT2 (Stable Microsystems, UK) tekstir
Olcim cihazi kullanilarak hesaplanmistir. Bu amacgla ASTM D 882-02 standardina goére
hazirlanan drnekler genisligi 5 mm uzunlugu 80 mm olacak sekilde seritler halinde kesilmigtir.
Test parametreleri; gerilme hizi icin 50 mm / dak, film kavrama mesafesi icin 50 mm olarak
belirlenip (elastikiyeti fazla olan 6rneklerde kopma olmadiginda kavrama mesafesi 30 mm’ye
dusurtlmastir), her film 6rnegi icin en az 7 film seridi test edilmis ve dlcimlerin ortalamalari
alinmistir. Elde edilen dlgimlerden filmlerin geriime gucl (tensile strength), ylizde uzama

(elongation), ve elastik modulis (Young’s modulus) 6zellikleri belirlenmisgtir.

3.2.11. Filmlerin FTIR Spektroskopisiyle incelenmesi

Geligtirilen filmler yapi icindeki olasi hidrojen bagdi olusumunu belirlemek amaciyla
DTGS detektorli bir FTIR spektrofotometresi ile incelenmistir (Spectrum 100 Instrument,
Perkin-Elmer Inc., Wellesley, MA). Filmler ATR (attenuated total reflectance) 6rnekleme
aksesuari (ZnSe kristal plaka) kullanilarak, 4000 ile 600 cm™ dalga boylari arasinda analiz
edilmistir. Her spektrum, 4 cm™ ¢oziiniirliikte 32 taramanin ortalamasi alinarak olusturulmus

ve her film drnegi icin 9 farkli tarama yapilarak bu taramalarin ortalamasi kullanilimigtir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. FENOLIK MADDELERIN KONTROLLU SALIMI iCIN KOMPOZIT VE KARISIM
YENILEBILIR ZEiN FILMLER GELISTIRILMESI

4.1.1. Zein filmler icerisine ilave edilebilecek uygun fenolik maddelerin belirlenmesi

Calismanin ilk asamasinda zein filmlere hangi fenolik bilesiklerin katilabileceginin
belirlenmesi amaciyla farkl fenolik asitler (gallik, p-hidroksi benzoik ve ferulik asit) ve
flavonoitler (katesin, flavon ve kuversetin) denenmistir. Sekil 4.1.’de secilmis fenolik
bilesiklerin kimyasal formulleri gorilmektedir. Zein filmlere hangi fenolik bilesiklerin ilave
edilecegi bu bilesiklerin zein filmlerin mekaniki 6zellikleri, morfolojisi ve islatildiklari zaman
yapisal butunlugu tzerindeki etkileri dikkate alinarak belirlenmistir. Bu 6n ¢alismadan sonra
ise secilmis fenolik bilesikler zein ve zein bazli kompozit ve karisim filmlere ilave edilerek

filmlerin salim profilleri ve antimikrobiyel etkileri incelenmistir.

A B C
HO o HO o HO. _O
/
HO OH
CH
OH OH o~ ?
OH
D E F

Sekil 4. 1. Calismada kullaniimis olan farkh fenolik bilesiklerin kimyasal yapilari (A: Gallik

asit; p-hidroksibenzoik asit; C: ferulik asit; D: flavon; E: katesin; C: Kuversetin)
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4.1.1.1. Farkh fenolik maddelerin zein filmlerin mekaniki oOzellikleri Uizerindeki

etkilerinin belirlenmesi

Calismada ilk olarak gergeklestiriimis olan 6n denemelerde antimikrobiyel aktivite ve
film yapma ozellikleri agisindan en uygun konsantrasyonlardan birisi olabilecegi belirlenmig
olan 3 mg/cm? dizeyinde fenolik madde iceren zein filmler Uretilmigtir. Elde edilmis olan
sonuglar katesin, gallik asit, p-hidroksi benzoik asit ve ferulik asitin zein filmlerin fleksibilitesini
artirdigini ve geleneksel kirilganlik sorununu ¢ézerek uzama degerlerinde %100’Un Uzerinde
bir artis sagladigini géstermistir (Tablo 4.1). Zein filmlerin ambalajlamada kullaniimasindaki
en buyuk dezavantaj fleksibil olmamalari ve kirilganliklaridir. Dolayisiyla zein filmlerin fenolik
maddelerce plastiklesmesi oldukga 6nemli bir bulgudur. Ancak, filmler islatildiklari zaman
ferulik asit ve p-hidroksibenzoik asit iceren filmlerin hizla su alarak sistigi ve yapisal
batunliklerini kaybederek adeta dagildiklari gézlemlenmistir. Buna karsin katesin ve gallik
asit igeren filmlerde bu durum géridlmemis bu filmler islatildigi zaman bile yapi butlnlagana
oldukca iyi bir sekilde muhafaza etmislerdir. Ferulik asit ve p-hidroksibenzoik asit iceren
filmlerde 1slatilinca gérilen yapisal butinlik sorunlarinin bu fenolik maddelerin H bagi
yaparak film yapisini gu¢lendirecek az sayida hidroksil veya karboksil grubu igermesi, buna
karsin katesin ve gallik asit'in zeinle yogun H bagi olusturarak daha sadlam ancak esnek bir
agyapi olusturabilecek ¢ok sayida hidroksil grubu icermesiyle iliskili oldugu diastnilmektedir.
Diger yandan uzamanin arttigi filmlerde beklendigi gibi gerilme glcli ve elastik modulus
degerleri de kayda deger sekilde dismektedir. Filmler icerisine flavon ve kuversetin fenolik
maddelerinin ilavesi ise bu fenolik maddelerin kuruyan filmler igerisinde ¢6ziinmez hale
gegcmesi ve gb6zle rahatca goérllen boyutta agregatlar olusturmasi nedeniyle basaril
olamamistir. Flavon ve kuversetin iceren filmlerin, mekaniki 6zellikleri kontrol filmlere en
yakin olan filmler olmasi da bu fenolik maddelerin ¢&zinlrlik sorunu nedeniyle filmle
yeterince etkilesime giremedigini gostermektedir. Elde edilen bu 6n verilere gére zein filmlere
ilave edilebilecek en uygun fenolik maddelerin katesin ve gallik asit oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.2 ve 4.3'de farkl miktarlarda katesin ve gallik asit'in zien filmlerin mekaniki
Ozellikleri Uzerindeki etkileri gorulmektedir. Buna gore gerek katesin gerek gallik asit’in
konsantrasyonu artirildikga filmlerin uzama degeri artmakta ve filmler daha fleksibil hale
gelmektedir. Saglanan uzama degerlerinin konsantrasyonla iligkisi disunuldigu zaman gallik
asit’in katesin’e gore zein filmler igin daha iyi bir plastiklestirici oldugu anlasiimaktadir. Esnek
hale gelmis gallik asit iceren bir filmin goérintusu Sekil 4.4’de verilmistir. Ancak, 6zellikle
yuksek katesin ve gallik asit konsantrasyonlarinda filmlerin gerilme glicu ve elastik modulus
degerlerinin kayda deger sekilde dustigu gorilmektedir. Bu durum filmlerin kaplama seklinde

uygulanmasinda biyulk bir sorun yaratmazken kendi kendine duran (free standing film veya
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self-standing film) film Gretimi agisindan sorun teskil edebilmektedir.

Tablo 4. 1. Farkh fenolik maddeler iceren zein filmlerin mekaniki 6zellikleri (tum filmler 3

mg/cm? fenolik madde icermektedirler)

. ik Gerilme gucii Uzama Elastik modulus Film kalinhgi
enoli
(MPa) (%) (MPa) (um)
maddeler
Kontrol 10.2 +0.83a* 3.34 +0.66¢ 528 +39a 132 £2.0
Katesin 1.16 +0.16d 142 +25.52b 45 +14d 132 +3.5
Gallik asit 0.48 +0.12e 182 +23.61a 12 +4e 117 +0.8
p-Hidroksi
_ _ 0.45 +0.02e 188 +25.10a 12 +1e 120.1 +0.7
benzoik asit
Ferulik asit 0.70 +0.05e 135 +50.21ab 24 +3de 124 +0.5
Flavon 6.70 +0.31b 2.2 +0.26¢ 398 +15c¢ 143 +1.4
Kuversetin 5.28 +0.29c 1.23 +0.18c 474 +15b 126 +3.5

®kolonlardaki farkl harfler istatistiksel olarak 6nemli farkliliklari géstermektedir (P<0.05).
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200 - ——Katesin —a— Gallik asit
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Filmdekifenolik madde konsantrasyonu (mg/cm?)

Sekil 4. 2. Katesin ve gallik asitin zein filmlerin uzama degerleri Uzerindeki etkisi

Literatur dikkatli bir sekilde incelendigi zaman fenolik bilesiklerin yenilebilir filmlerin
mekaniki dzellikleri Gizerinde farkl etkilere neden olabildigi gérilmektedir. Ornegin OU ve ark.

(2005) soya proteininden elde edilmis olan filmlere ferulik asit ilave edilice bu filmlerin uzama
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degerlerinde sinirli bir artis gézlemlemiglerdir. Buna karsin ayni yazarlar soya proteini
filmlerinin gerilme degerinin kayda deg@er sekilde arttigini bildirmektedirler. KU ve ark. (2008)
agar bazli filmlere katesin ilavesinin bu filmlerde plastiklestirici bir etkisini

g6zlemleyememislerdir. Ancak, bu galismalarda kullanilan filmlerin agiri hidrofilik yapida
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Sekil 4. 3. Katesin ve gallik asitin zein filmlerin gerilme degeri ve elastik modulus degeri

Uzerindeki etkisi

L

Sekil 4. 4. Fenolik madde icermeyen kontrol zein filmin iki ucundan c¢ekilerek gerdirildigi
zaman esneklik gdstermeden camsi bir sekilde kopmasi; (B) 3.0 mg/cm? gallik
asit iceren ayni uzunluktaki zein filmin iki ucundan cekilerek gerdirildigi zaman

%100’e yakin oranda esneyerek kopmadan uzamasi
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olmasi hidrofobik yapidaki zeinle kiyaslanmalarini mikin kilmamaktadir. Fenolik bilesiklerin
zein filmleri neden plastiklestirmis oldugunun anlagilabilmesi icin zeinin yapisinin ¢ok daha iyi
bilinmesi gerekmektedir. GUO ve ark. (2005) zeinin karakteristik film yapisini ileri
goérintileme teknikleriyle ayrintili sekilde arastirmis ve bu filmlerin asimetrik cubuklar
seklindeki zein molekdillerinin yan yana dizilerek simit halkasi seklinde kimelenmesi ve ¢ok
sayida halkanin da yan yana gelerek adeta sizge¢ gdérinUmuinde bir yap! olusturmasiyla
meydana geldigini belirlemiglerdir. Zein molekdllerini birarada tutan gi¢ hidrofobik
etkilesimler olup filmlerin klasik kirlganhik ve elastikiyet sorunlari da bundan
kaynaklanmaktadir (GUO ve ark., 2005).

Mevcut Dbilgiler 1siginda zein filmlerin elastikiyetinin artmasindaki en blyuk
nedenlerden birisinin yapilarina amfifilik yapidaki fenolik bilesiklerin girmesi ve filmlerin
hidrofobikliginin bir miktar azalmasi oldugu disunulmektedir. Bunun yaninda zeinde bulunan
bir miktar iyonik grubun da fenolik bilesiklerle hidrojen bagi yaparak zayif ancak esnek bir
agyapi meydana getirdigi ve bu esnek agyapinin filmlere elastikiyet kazandirdigi da akla
gelmektedir. Literatlirde de belirtildigi Gzere fenolik hidroksil gruplarinin, proteinlerin peptit
guruplarindaki karbonilleriyle veya karboksil gruplari ile H bagi olusturmasi mumkundur
(DAMODARAN, 1996). Diger yandan plastiklestirici ajanlarin sagladiklari bu etkiyi ¢ogu
zaman polimerlerle hidrojen bagi yapmalari ve onlara baglanarak film matrisindeki serbest
hacmi (free volume) artirmalariyla ilgili oldugu bilinmektedir (SOTHORNVIT ve ark., 2010).
Tdm bu veriler ve degerlendirmeler katesin ve gallik asit gibi fenolik maddelerin zein filmlerin
elastikiyetini artirma etkisinin yukarida belirtilen hidrofobikligi azaltma, zein molekillerine
baglanarak film matrisinin serbest hacmini artirma ve zayif ancak elastik bir agyapi olugturma
gibi etkenlerden kaynaklanmis olabilecegini gdstermektedir.

Bir film icerisine ilave edilen ajanin hidrojen bagi gibi esnek ve zayif baglar disinda
kovalent baglar olusturmasi durumda genellikle filmlerin gerilme glicu (tensile strenght)
artmakta ve filmlerde elastikiyet yénunden bir gelisme saglanmamaktadir. Zein filmlerde de
capraz baglayici ajanlarca kovalent baglar olusturuldugu zaman bu acgiklamalara uygun
sonuclar gérulmektedir. Nitekin, KIM ve ark. (2004) zein filmlerin kirilganhgini azaltmak
amaciyla 1-[3-dimethylaminopropyl]-3-ethyl-carbodiimide hydrochloride (EDC) gibi zein
molekulleri arasinda kovalent bag olusturan bir gapraz baglayici kullanmiglardir. Bu ajan zein
filmlerin gerilme (tensile) gicunu artirmis ve bu sekilde daha zor kirilmalarini saglamistir.
Ancak, EDC kovalent baglar olugsturdugundan filmlerin yapisini guglendirerek saglamhgini
artirip, kirilmalarini guglestirse de filmlerin elastikiyetlerinde kayda degder herhangi bir
degisime neden olmamaktadir. Bu veriler zein filmlerin elastikiyet artisinin esnek ve zayif
hidrojen baglarindan kaynaklandigi dislncesini desteklemektedir.

Zein ve fenolik bilesikler arasinda hidrojen bagi olusup olusmadidinin daha iyi
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anlagilabilmesi amaciyla farkh miktarlarda gallik asit igeren filmlerin FTIR spektroskopisi de
incelenmistir. Bu amagcla bir adet control film ve iki adet gallik asit igeren filmin FTIR
spektrumlari elde edilmigtir. Gallik asit iceren filmlerden birisine herhangi bir mekaniki 6zelligi
degistirmediginden 0.25 mg/cm? gallik asit, digerine ise uzamay! ve elastikiyeti %100’(in
lizerinde artirdigindan 2.5 mg/cm? gallik asit ilave edilmistir. Gallik asit'in verdigi pikler tim
spekta lizerinde girisime neden oldugundan 2.5 mg/cm? lizerinde gallik asit igeren filmler
incelenememigstir. FTIR spektroskopisinde bir proteindeki N-H guruplarindan kaynaklanan
amid A spektral bolgesi ve C=0 gruplarindan kaynaklanan amid | spectral bélgesinde olusan
piklerin genigliginin artmasi ve A bandindaki pik degerlerinin dlisuk degerlere kaymasi
hidrojen bagi olusumunun isaretleri olarak kabul edilmektedir (CAKMAK ve ark., 2006;
MOHAMMED-ZIEGLER ve BILLES, 2002; HE ve ark., 2011; MARECHAL ve CHANZY,
2000). Sekil 4.5A ve 4.5B incelenecek olursa elastikiyeti artmis olan 2.5 mg/cm? gallik asit
iceren filmlerde belirtilen bélgelerde bant genislemesi oldugu, buna karsin 0.25 mg/cm? gallik
asit iceren filmlerde olclilen bant genisliginde bir degisim meydana gelmedigi gorilmektedir.
Elde edilen bu veri elastikiyeti artmis olan filmlerde hidrojen bagi olusumunun roli oldugunu
desteklemektedir. Diger yandan amid A band degerinin kontrol film icin 3288.14 +0.12 cm™
olan degerinin, 0.25 mg/cm? gallik asit iceren film icin 3287.98 +0.10 ‘a (P= 0.0078) ve 2.5
mg/cm? gallik asit iceren film icinse 3287.51 +0.30’a (P<0.001) diismesi de gallik asit

ilavesiyle filmler icerisinde hidrojen bagi olusumu meydana geldigini guglendiren bulgulardir.
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Sekil 4. 5. Zein filmlere gallik asit ilavesinin neden oldugu hidrojen bagi olusumunun FTIR
spektroskopisiyle gdsteriimesi (Ortalama spektralar: kontrol zein film (—), 0.25
mg/cm? gallik asit igeren zein film (-——-); 2.5 mg/cm? gallik asit iceren zein film
(veenen ) (A) Amid A spektral bolgesi (spektra 3287 cm™ bandina gére “baseline”
cizgisine getirilmis ve normalize edilmistir), (B) Amid | spektral bolgesi (spektra

1651 cm™ bandina gére “baseline” ¢izgisine getirilmis ve normalize edilmistir).

4.1.1.2. Farkh fenolik maddelerin zein filmlerin morfolojisi ve salim hizi Gzerindeki

etkilerinin belirlenmesi

Bu amagla sivi azotla dondurulduktan sonra kirilan filmlerin yan kesit goruntdleri
incelenmistir. Buna goére katesin ilavesi zein filmlerin porozitesini azaltirken, gallik asit
ilavesinin filmlerin porozitesini artirdid1 anlagiimaktadir. Bu degisimler hi¢ kuskusuz
s6zkonusu fenolik bilegiklerin filmlerden ortama gecis hizlarini etkileyecek 6nemli
degisimlerdir. Nitekim, Sekil 4.7°de verilmis olan salim kurveleri incelendigi zaman ayni
miktarda gallik asit ve katesin iceren filmlerde gallik asit gegisinin katesin gecisine gére ¢ok
daha hizli oldugu acgik¢a gértlmektedir. Diger yandan p-hidroksibenzoik asit ve ferulik asit
iceren filmlerin fotograflari incelendigi zaman bu filmlerde ¢ok sayida iri porlar bulundugu
gorilmektedir (Sekil 4.6D ve 4.6E). Bu gortntuler p-hidroksibenzoik asit ve ferulik asit iceren
filmlerin islatildiklari zaman neden hizla su alip sistigini ve yapisal bitlinligina kaybettigini
aciklar niteliktedir. Diger yandan flavon ve kuversetin iceren filmlerde bu maddelerin filmler

icerisinde ¢ozlinmemesiyle ilgili oldugu dusuindlen birtakim sekilsiz agregatlar, uzun ¢ubuksu
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yapilar gézlemlenmigtir. Bu filmlerin de katesin igeren filmlere benzer sekilde az gézenekli
oldugu dikkati gekmektedir.
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Sekil 4. 6. Farkh fenolik maddeler iceren zin filmlerin SEM yan kesit goruntileri (Filmlerin
fenolik madde konsantrasyonlari: 3.0 mg/cm?; Biiyiitme x 5000; A: Kontrol; B:

Katesin; C: Gallik asit; D: p-Hidroksi benzoik asit; E: Ferulik asit; F: Kuversetin; G:
Flavon)
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Sekil 4. 7. Katesin ve gallik asit iceren filmlerin +4 °C’deki destile su igerisindeki fenolik
madde salim profilleri (filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

4.1.2. Katesinin kontrolu salimi igin zein-karnauba mumu kompozit filmler

gelistiriimesi

Kontrollu salim ¢alismalarina zein filmlere ilave edilmesi uygun bulunan katesin farkh
hizlarda salabilecek filmler gelistiriimesi ile baslanmistir. Gulc¢li antioksidant etkisiyle
(YILMAZ, 2006) bilinen ancak Listeria monocytogenes gibi gidalarda énemli risk olusturan
bakteriler (VAQUERO ve ark., 2007) lzerinde antimikrobiyel etkisi oldugu da belirlenmis olan
katesin bu amacla zein ve karbauba mumu temel alinarak gelistirilen kompozit filmlere ilave
edilmistir. Kontrollu salim stratejisi olarak (1) lesitin gibi yuzey aktif bir madde kullanarak zein
filmler igerisinde mimkin oldugunca klglk karnauba mum globdulleri olusturma ve (2)
kullanilacak fenolik bilesigin zeini ve kullanilan ylzey aktif maddenin uygun gruplarini ¢apraz
baglayarak agyapi! olusturmasi stratejilerinin birarada uygulanmasi planlanmistir. Bu
stratejilerden filmler icerisinde ¢ok sayida lipit globdlleri olusturma bilindigi Gzere bir yandan
filmlerin hidrofobikligini artirarak su alip sismelerini geciktirmekte, diger yandan da filmler
icerisinde diflizyonu yavaslatici engelleri (tortuosity) artirmaktadir. Bu strateji daha 6nce

OZDEMIR ve FLOROS (2003) tarafindan peyniralti suyu proteinlerinden Uretilmis olan
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filmlerden potasyum sorbatin difiizyonunu azaltmak amaciyla basariyla kullaniimistir. Ancak,
bu ¢alismada ilave olarak filmler icerisine GRAS statisinde dogal bir yuzey aktif madde olan
soya lesitini de katiimigtir. Bunun amaci belitildigi gibi oldukga etkili bir ylizey aktif madde
olan lesitin yardimiyla filmler igerisinde homojenizasyonla dagitilacak olan karnauba
mumu’'na ait globdllerinin  mamkin oldugunca kugik zerrecikler halinde dagiimasini
saglamaktir. Bilindigi Gzere mumlar homojenizasyon durumunda polar bir ¢dzgen icerisinde
kiguk globdller halinde dagilmakta, ancak bir sire sonra birleserek daha iri zerrecikler teskil
etme egilimine girmektedirler. iste lesitin gibi ylzey aktif maddeler hidrofobik zincirleriyle
olusturulan mum globdullerine tutunmakta ve yuzeylerinde karboksil guruplari yardimiyla
negatif yukli bir film teskil etmektedirler. Bu durum farkli globdillerin elektrostatik olarak
birbirini itmesini saglamakta ve birlesmelerini dnlemektedir. Filmler icerisine ilave edilen
lesitinin mum globdlleri disinda mumdan daha az hidrofobik olan zein globulleriyle de
etkilesmesi ve onlarin yuzeyindeki hidrojen bagi yapabilecek iyonik gruplari artirmasi da
beklenen bir durumdur. Bu calismada kullaniimis olan capraz baglama stratejisi ise filmler
icerisine ilave edilmis olan katesin molekdllerinin bir kisminin fenolik hidroksil gruplarinin,
zein proteininin peptit guruplarindaki karbonilleriyle veya karboksil guruplariyla H bagi
olusturmasina dayanmaktadir. Gallik asit'in zeinle hidrojen bagdi olusturdugu FTIR
spektroskopisiyle gdsterildiginden katesin'in de benzer baglari olusturdugu kabul edilmistir.
Ayrica, lesitince mum ve zein globdlleri ylzeylerinde olusturulan karboksil gruplarinin da
katesinle H bagi olusturmasi ve agyapiya ciddi bir katki sagladigi disinilmektedir. Fenolik
hidroksil gruplariyla belirtilen gruplar arasinda kolaylikla H bagi olusabilecegi literatlirde de
belirtiimektedir (DAMODARAN, 1996).

4.1.2.1. Katesin igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin salim deneyleri

Filmler igerisine karnauba mumu ve lesitinin ayri ayri ve birarada ilave edilmesinin
filmlerden katesin gecis hizina etkisi Sekil 4.8'de gorilmektedir. Anlasilacagi Gzere kontrol
zein filmlerden ve yalnizca lesitin iceren zein filmlerden katesin gegcisi diger filmlere gére
daha hizli olmaktadir. Filmler igerisine zein-mum kompozit yapi olusturmak amaciyla
yalnizca karnauba mumu ilave edilmesi ise beklendigi gibi katesinin suya gegis hizini belli
oranda azaltmaktadir. Karnauba mumunun lesitinle birarada kullaniimasi ise &zellikle
baslangi¢c asamasinda tek basina mum igeren filmlere gére gegis hizinda dislise neden
olmustur. Ancak, karnauba mumunun tek bagina ilave edilmesine gore mum ve lesitini
birarada igeren kompozit filmlerde ortama gegen toplam katesin miktari daha ylksektir.
Nitekim, mum ve lesitini birarada iceren kompozit filmlerde 4. glinden sonra da gecisin

devam ettigi, yalnizca mum igceren kompozit filmlerde ise 4. ginden sonra gecisin oldukga
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yavasladigi gorilmektedir. Bu durumun tek basina mum iceren kompozit filmlerde katesin’in
lesitin iceren kompozit filmlere gére daha iri olan mum zerrecikleri arasinda veya igerisinde
olusan hidrofobik ceplerde hapsolmasiyla meydana geldigi dusundlmektedir. Gegis hizinin
cok hizli olmasi istenmedidi gibi, gereginden yavas olmasi da istenilmeyen bir durumdur.
Ozellikle ambalajlanmis gidanin depolanmasinin son evrelerinde aktif madde gegisinin
devam etmesi, saglanan faydanin devam etmesi agisindan biylk 6nem tasimaktadir.
Gergeklestiriimis olan bu denemeler sonucunda 9 ginlik salim testi boyunca depolamanin
ileri safhalarinda da katesin gecisi saglayan tek film lesitin iceren zein-mum kompozit filmler
olmustur. Bu istenilen etkinin mum partiklllerinin lesitin varliginda daha kuguk zerrecikler
halinde dagiimasi ve hidrofobik agregatlar ve cepler olusturarak katesinin filmler icerisinde

hapsolmasini engellemesinden kaynaklandigi saniimaktadir.
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Sekil 4. 8. Zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerden katesinin salim profilleri (filmler

destile su igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

Galismanin ikinci asamasinda zein-mum kompozit filmler igerisindeki katesin
konsantrasyonunun gegis hizina ne sekilde etki ettigi incelenmistir. Sekil 4.9'da farkh
miktarlarda katesin iceren lesitin kullanilarak Uretilmis zein-karnauba mumu kompozit filmler
ve yalnizca farkli miktarlarda katesin igeren kontrol filmlerde katesin gegis profilleri

gorulmektedir. Sekilden de anlasilacagi tzere en dusik katesin konsantrasyonunda zein-
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mum kompozit filmlerle kontrol zein filmlerin gecis hizlari arasinda herhangi bir farklilik
bulunmamaktadir. Buna karsin katesin konsantrasyonu artttkca mum ve lesitin igeren
kompozit filmlerde gecis hizi giderek kontrol fiimlere gbére daha yavas sekilde meydana
gelmektedir. Nitekim, 6rnegin en yiksek katesin konsantrasyonu olan 3 mg/cm? katesin
iceren filmlerde 3 ginldn sonunda zein-karnauba mumu kompozit filmlerden suya gegen
katesin miktari ayni konsantrasyonda katesin iceren standart zein filmlere goére yaklasik % 47
daha azken, 1.5 veya 2.25 mg/cm? katesin iceren kompozit zein filmlerde ayni sire sonunda
suya gecen katesin duzeyi standart zein filmlere gore yaklasik %22 kadar daha dusuktar.
Literatirde de belirtildigi Gzere fenolik hidroksil gruplarinin, proteinlerin peptit guruplarindaki
karbonilleriyle veya karboksil gruplari ile H bagi olusturmasi mimkuindir (DAMODARAN,
1996). Dolayisiyla kontrolli salim etkisinin mum ve lesitin iceren filmlerde katesin
konsantrasyonunun belirli bir esik degerini agsmasiyla filmler iceriside bu fenolik maddenin
olusturdugu H baglarinin daha yogun bir agyapi (network) olusturmasi ve daha ¢ok engelle
karsilasan katesinin film icerisindeki diflzyon hizinin giderek yavaslamasindan
kaynaklanmasi mumkunduar. Ancak, mum ve lesitin icermeyen filmlerde bu mekanizmanin
tek basina etkin bir kontrollu gecis mekanizmasi saglayamadigi da acgiktir. Dolayisiyla H-
baglarinin olusturdugu ag yapinin iglerliginin kompozit film icerisinde dagilmis ¢ok sayidaki
mum globullerinin sagladidi hidrofobisite artigi ve engelleme etkisiyle guglendidi ve kendini
goOsterdigi  dusundlmektedir. Bir baska ifadeyle bir miktar katesinin kompozit filmlere
baglanarak olusturdugu agyapinin filmdeki serbest katesin molekiillerinin ortama kontrollu
gecisinin saglanmasinda temel bir etken oldugu, ancak bu niteliginin mum zerreciklerinin
olusturdugu hidrofobisite ve difizyon engelleri artisi etkisiyle hissedilir hale geldigi
sanilmaktadir. Bu durumda bir miktar katesinin film matrisi icerisinde baglanarak onun bir
parcasi olarak yapisal gbrev yaptigdi, geriye kalan katesinin ise ¢d6zinUr halde kalarak ortama
gectigi aciktir.

Hatirlanacagi uzere yakin bir gecmiste yuratulen c¢alismalarla zein filmlerin
nanoyapisinin ayrintih olarak agiga kavusturuldugu daha once belirtiimisti (GUO ve ark.,
2005). Bir kez daha vurgulamak gerekirse zein proteinleri agrege olarak hafif siskin asimetrik
cubuk seklinde zerrecikler olusturmakta ve uguca dizilerek zincirler olusturmaktadir. Bu
zincirler yer yer duzensizce kivrilip bukilmekte, yer yer ise simit seklinde halkasal yapilar
olusturarak bir film matrisi olusturmaktadirlar. Tahminimizce filmlerde katesince olusturulan
H-baglari agirlikh olarak uguca dizilen asimetrik zein ¢ubuklarindan olusan zincirlerin kendi
icerisinde veya arasinda olusmaktadir. Filmler igerisine mum ilave edilmesiyle buyuk
ihtimalle matriks icerisinde yuUzeyi lesitinle kapli mum zerrecikleri olusmaktadir. Lesitinin
teorik olarak mum zerreciklerinin ylizeyine hidrofobik kuyruk kisimlariyla baglanmasi ve ¢ok

sayida lesitinin yan yana gelmesiyle mum yilzeyide en dista hidrofilik karboksil guruplarinin
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yer aldigi bir film olugsmasi beklenmektedir. Ancak, zein-karnauba mumu iceren filmlerde bu

yapilarin ne dizeyde olustugu tam olarak bilinmemektedir.
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Sekil 4. 9. Farkhh miktarlarda katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit
filmlerinatesinin salim profilleri (filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

4.1.2.2. Katesin igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin antioksidant aktivitesi

Uretilmis olan zein filmlerde katesin bagh (hidrojen baglariyla veya fiziksel olarak
tutuklanma ile) veya serbest formada bulunmaktadir. Dolayisiyla bu c¢alismada gegis
deneylerinde suya gegen katesinin olusturdugu antioksidant aktivite ¢dzindr antioksidant
aktivite, deneyin ardindan film icerisinde kalan baglh formdaki katesinden kaynaklanan
antioksidant aktivite ise bagl antioksidant aktivite olarak adlandiriimistir. Her iki antioksidant
aktivitenin 6lgim yontemi metodlar kismida verilmis olup, zein filmlerde ¢6zinur antioksidant
aktivite bagli olana gbére c¢ok daha ylksek bulunmustur (Tablo 4.2). Bagli antioksidant
aktivitenin filmin antioksidant aktivite 6lgiminde kullanilan serbest radikal ¢ozeltisiyle temas
ettigi yuzey alaniyla sinirlandinidigr dasunualirse bunun oldukca beklenen bir sonug oldugu
yandan filmlerdeki katesin konsantrasyonu arttikga ¢ozUnUr

anlasiimaktadir. Diger

antioksidant aktivitenin benzer oranda arttigi gorulmektedir. Bagh antioksidant aktivite ise
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katesin konsantrasyonunda artis oldugu zaman, kontrol zein filmlerde 6nce artip sonra hafif
bir azalis géstermekte; mum ve lesitin iceren filmlerde ise 6nce sabit kalip, daha sonra kismi

bir artis gdstermektedir.

Tablo 4. 2. Zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin bilesiminin antioksidant

potansiyellerine olan etkisi

Eimierin bilesimi® Antioksidant aktivite (umol troloks/cm?)
ilmlerin bilesimi

Katesin KAR Lesitin TEAC TEAC
(¢Ozlindir) (baglh)
(mg/cm?) (%)° (%)°
1.5 - - 12.4 0.27
1.5 5 5 14.1 0.26
2.25 - - 20.2 0.34
2.25 5 5 21.9 0.26
3.0 - - 27.4 0.31
3.0 5 5 29.7 0.33

#Karnauba mumu (KAR) ve lesitin konsantrasyonu zein’e gore ylizde oran olarak verilmistir

4.1.2.3. Katesin iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin Listeria innocua’ya

karsi antimikrobiyel etkisi

Literatirde (+) katesin’in patojenik bir bakteri olan Listeria monocytogenes’e karsi
antimikrobiyal etkisi oldugu belirtildiginden (VAQUERO ve ark., 2007) antimikrobiyel testler
bu bakterinin indikatoru gibi kullanilan ancak patojenik olmayan Listeria innocua bakterisi
kullanilarak belirlenmistir. Testler sirasinda 3.0 mg/cm? katesin iceren kontrol filmler ve ayni
miktarda katesin iceren zein-karnauba mumu kompozit filmler kullaniimistir. Ozellikle mum
ve lesitin igermeyen filmlerde herhangi bir zon olusumu goézlenmemis olup, bu duruma
disklerden hizli bir katesin gegisi olmasi ve ¢ok genig bir alana yayilan katesinin etkinligini
yitirmesinin neden oldudu saniimaktadir. Nitekim, bu durum petrilere neredeyse tim yilzeye
dagilan katesinin zamanla esmer-koyu turuncu bir renk almasiyla da kendini belli etmektedir.
Diger yandan, diskler agar yuzeylerinden dikkatlice kaldirildigi zaman kontrol filmlerde diskler
altinda yogun bakteriyel Greme oldudu, katesin iceren zein disklerinde ise disk temas
bdlgesinde herhangi bir Greme olmadigi gézlemlenmistir (bak Sekil 4.10A ve 4.10B). Katesin
iceren zein-karnauba mumu kompozit film disklerinde ise kiglik de olsa zon olusmus, ancak
mumun bakteri gelisimi icin uygulanan 37 °C’ inkibasyon sicakliginda erimesi nedeniyle

Ozellikle katesin iceren kompozit filmler kaldirilarak altlarinda UGreme olup olmadigi
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g6zlemlenememistir (bak Sekil 4.10C ve 4.10D). Bu sonuglar geligtirilen katesin igeren
filmlerin antioksidant aktivite yaninda test edilen bakteriye karsi sinirli bir antimikrobiyel
aktivitesinin de oldugunu ancak zon inhibisyon teknigiyle bu sinirli antimikrobiyel etkinin
ancak kantitatif olarak gézlenebildigini gdstermektedir.

Sekil 4. 10. Katesin iceren zein ve zein-karnauba mum kompozit filmlerin L.innocua Uzerinde
olusturdugu zonlar (Not: A,B ve C’deki sekillerde filmlere ait disklerin agar

yuzeyinden uzaklastirildiktan sonraki goruntustu gorulmektedir. D seklinde

filmler inklbasyon sirasinda erimis ve ylzeyden uzaklastirilamamistir. Ancak
burada diskler etrafinda klglk de olsa berrak bir zon bdlgesi mevcuttur) A:
Kontrol film, B: 3 mg/cm? katesin igeren zein fim, C: Zein-karnauba mumu

kompozit kontrol film, D: 3 mg/cm? katesin igeren zein-karnauba mumu
kompozit film.
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4.1.2.4. Katesin igceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin mekaniki 6zellikleri

Zein filmler igerisine katesin ilave edilmesinin bu filmlerin mekaniki ézelliklerinde ciddi
gelismeler sagladigi daha dnceki mekaniki testlerle de gosterilmigti (bak Sekil 4.2 ve 4.3). Bu
¢alismada katesin yaninda filmlere mum ilavesinin mekaniki 06zelliklere olan etkisi
belirlenmigtir. Tablo 4.3 incelenecek olursa katesin iceren zein ve zein-mum kompozit
filmlerin gerilme gucu ve elastik modulus degerleri arasinda istatiksel agidan bir fark
bulunmamistir (P>0.05). Buna karsin katesin iceren zein-mum kompozit filmlerin uzama
degerinin katesin iceren zein filme gore 6nemli dlciide azaldi§i gorilmektedir (P<0.05). Buna
goére 3 mg/cm? katesin iceren filmlerde zein film matrisi icerisine mum ilave edilmesinin film

icerisinde olusan agyapida yer yer esnek olmayan zerrecikler olusturdugu ve elastik agyapiyi
zedeledigi aciktir.

Tablo 4. 3. Katesin igceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin mekaniki 6zellikleri

Film bilegimi
Gerilme Uzama Elastik Film
. Karnauba . gucu modulus kalinliklari
Katesin mumu Lesitin (MPa) (%) (MPa) (um)
(mg/cm?) a (%)*
(%)
i i - 102%08a° 33%06b o0t  131.8%20
a
3.0 - - 1.8+0.2b 136.8 ¢ 86+14b 123.2+0.4
27.4a
3.0 5 5 1.5+02b 308+11.7b 84+20b 140.3%+0.9

& zeinin ylizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; Kolonlardaki farkli harfler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar géstermektedir (P<0.05)

4.1.2.5. Katesin iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin SEM goruntiileri

Katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin 300 kez buyatulmuas
yan kesitleri Sekil 4.11’de goérlilmektedir. Bu fotograflar kompozit yapidaki zein-karnauba
mumu filmlerin i¢ yuzeyinin ne denli putili oldugunu agik¢a gdstermektedir.

Ozellikle Sekil 4.12B’de gbze carpan zein agregatlarinin da fenolik madde ilavesiyle
boyutunun kiguldiaga gorilmektedir. Diger yandan mum ilavesiyle film yapisinin radikal bir

sekilde degistigi ve mumun olusturdugu agregatlar ve sekilsiz ince uzun yapilarla dolu
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kompozit bir yapinin olustugu goérilmektedir. Katesin iceren kompozit filmlerde de

g6zenekliligin kontrol filmlere gore daha az oldugu agikga gortlmektedir.

Aa¥ Sy Mg Ot WO b WO
LNWI0 M B LS T

Sekil 4. 11. Katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin SEM yan kesit
goruntdleri (Filmler sivi azotla dondurulup kirilmigtir; Bayitme: 300X, A: Kontrol
film, B:3.0 mg/cm? katesin iceren film, C: 3.0 mg/cm? katesin iceren kompozit
film yapisi olusmasina neden oldugunu géstermektedir.)

4.1.3. Gallik asitin kontrollu salimi igin zein-karnauba mumu kompozit filmler

geligtirilmesi

Galismanin bu asamasinda zein-karnauba mumu kompozit filmler igerisine katesin
yerine zein filmlerde kullanilabilecegdi belirlenmis olan bir diger fenolik bilesik olan gallik asit
ilave edilmistir. Etkili bir antioksidant ve antimikrobiyal olan gallik asit Campylobacter jejuni

bakterisi Uzerindeki gu¢li antimikrobiyel etkisiyle bilinmektedir.
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Sekil 4. 12. Katesin igeren zein ve zein-karnauba mumu filmlerin SEM yan kesit goruntuleri
(Filmler sivi azotla dondurulup kirilmistir; A,C,E fotograflarinda biyitme: 5000x;
B,D,F fotograflarinda blyutme: 10000x; A,B: Kontrol film; C,D: 3.0 mg/cm2

katesin iceren film; E,F: 3.0 mg/cm? katesin iceren kompoxzit film)
4.1.3.1. Gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin salim deneyleri

+ 4°C’deki destile su igerisinde yurutilmas olan gegis deneyleri katesin igeren
filmlerin aksine &zellikle 5 ve 10 mg/cm? gallik asit bulunan filmlerde mum ilave edilerek
filmlerin kompozitlestiriimesinin fenolik madde salim hizini kismen artirdigini goéstermistir.
Her ne kadar 5 mg/cm? gallik asit igeren zein-karnauba mumu filmler zein filmlere gére daha

ince olsa da, 10 mg/cm® gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu filmlerde film
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kalinliklarinin neredeyse ayni olmasi salim hizi artiginin film kalinliginin azalmasinin disinda
film morfolojisiyle ilgili bir nedeni olabilecegini gostermektedir (Sekil 4.13). Diger yandan
destile suya gecen toplam gallik asit miktarlari dikkate alindi§i zaman filmlere ilave edilmis
olan gallic asit miktarinin yaklasik % 60-75 kadarinin serbest, geri kalaninin ise filmler
icerisine bagll veya hapsolmus halde bulundudu goérilmektedir (Tablo 4.4). Filmler
icerisindeki gallik asit konsantrasyonu arttikga filmlerdeki bagh fenolik madde miktarinin da
arttigi géze carpmaktadir. Bu durum yuksek konsantrasyonda kullanildigi zaman fenolik
maddelerin filmler igerisinde kismi polimerizasyona neden oldugu izlenimini dogurmaktadir.

Gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin destile su icerisinde
yuritilen salim deneyi sonuglarinin katesin icerenlerden farkli olmasi nedeniyle bu fenolik
maddeye ait salim deneyleri bir kez de kati ortamda yuratilmustir. Ancak, Sekil 4.14'de
verilmis olan sonuglara gore kati agar igerisinde yurutulen salim deneyinde zein ve zein-
karnauba mumu filmlerin salim profilleri arasinda belirgin bir farkhlik bulunamamistir. Elde
edilmis olan bu sonug¢ gallik asitnin agar icerisindeki difizyon hizinin olduk¢ca yavas
oldugunu ve zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin salim hizi arasindaki
farkhliklarin bu nedenle belirlenemedigini gostermektedir. Esas olarak bu calismada salim
deneylerinin suda yuritilmesinin nedeni de su icerisindeki filmlerin salim hizlari arasindaki
farklarin morfolojileri ve su alma hizlari (swelling rate) tarafindan belirlenmesidir. Agar
icerisinde yuruttlen deneylerde ise film ve agar arasindaki gallik asit konsantrasyon gradienti
bu fenolik maddenin agar icerisindeki difuizyon hizinin dusuk olmasi nedeniyle salim hizini
etkileyen ilave bir faktér haline gelmekte ve filmlerin salim hizi arasindaki farklari belirlemek
glclesmektedir. Diger yandan kati ortamda ydrttilen salim deneylerinde filmlere ilave edilen
gallik asit’'nin yaklasik %60-80’inin agara gectigi belirlenmigtir. Bu durumun gallik asit'in agar
maddesi igerisindeki ¢ézunurltguyle iligkili oldugu distnulmektedir.

Salim deneylerinin gosterdigi bir diger sonu¢ da gallik asit konsantrasyonu arttikca
gallik asit'in filmlerden ortama gecis hizinin daha da artmasidir. Nitekim 2.5 mg/cm? gallik
asit iceren filmlerde 10 giinde ulasiimis olan salim degerine (1.8-1.9 mg/cm?®), 5 mg/cm?
gallik asit igeren filmlerde 1.5-3 giin arasinda, 10 mg/cm? gallik asit iceren filmlerde ise
yaklasik 0.5 ginde ulasildigi gériimektedir. Elde edilen bu veriler filmlere ilave edilecek gallik
asit konsantrasyonu belirlenirken gidanin risk dizeyi yaninda raf émrindn, yani muhtemel

depolanma suresinin de dikkate alinmasi gerektigini gostermektedir.
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4.1.3.2. Gallik asit igceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin Campylobacter jejuni

tizerindeki antimikrobiyel etkisi

Gallik asit iceren filmlerin antimikrobiyal aktivitesi Dinya’da en sik gida
zehirlenmesine neden oldudu bilinen tarafimizdan tavuk karkasindan izole edilmis
Campylobacter jejuni bakterisine karsi test edilmistir. Bilindigi Gzere ABD’de ve AB
ulkelerinde her yil nUfusun %1’e yakini bu bakterinin neden oldugu gida zehirlenmelerine
maruz kalmaktadir (HUMPHREY ve ark., 2007). Zehirlenme vakalarinin blytk kisminda
kaynak broiler tiirli tavuklardir (CORRY ve ATABAY, 2001; ZORMAN ve ark., 2006). On
denemelerde filmlere ilave edimis olan 1.25 mg/cm? diizeyinde gallik asitin C. jejuni
Uzerinde herhangi bir antimikrobiyel etkisi belirlenememistir. Ancak Sekil 4. 15’de géruldugu
gibi 2.5-10 mg/cm? diizeyinde gallik asit iceren filmlerde kayda deger bir antimikrobiyel
aktivite belirlenmistir. Filmlerin antimikrobiyel aktivitesi gallik asit konsantrasyonu artirildik¢a

artmaktadir.

Tablo 4. 4. Destile su ve kati agarda salim deneylerinde zein ve zein-karnauba mumu

kompozit filmlerden ortama gegen toplam gallik asit miktarlari

Salinan toplam gallik asit

Film bilegimi 5
(mg/cm®)
Gallik asit Karnauba Destile su Kati agar
2 mumu . . . . .
(mg/cm?) (%)? icerisinde uizerinde
2.5 - 1.86 + 0.11a°(74)° 1.98 + 0.08a(79)
25 5 1.68 + 0.13a(67) 1.77 £ 0.29a(71)
5.0 - 3.24 £ 0.05b(65) 3.56 £ 0.41b(71)
5.0 5 3.54 £ 0.10b(71) 3.64 £ 0.55b(73)
10.0 - 5.88 £ 0.04c(59) 6.47 + 0.46¢(65)
10.0 5 6.21 £ 0.03c(62) 6.16 £ 0.31¢(62)

?zeinin yiizdesi olarak mum miktari; "kolonlardaki farkli harfler énemli istatistiksel farklari

gostermektedir (P<0.05); “Filmlere ilave edilmis olan gallik asit'in ortama gegcme ylizdesi

(geriye kalan gallik asit filmler igerisinde tutuklanmistir).
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Sekil 4. 13. Gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin destile su

icerisindeki gallik asit salim profili (filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)
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Sekil 4. 14. Gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin kati agardaki

gallik asit salim profili (filmler agar altinda sabit sekilde durmaktadir)
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Sekil 4. 15.Gallik asit igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin C. jejuni Uzerinde
olusturdugu zonlar (Gallik asit konsantrasyonlari: A: 2.5 mg/cm?; B: 5 mg/cm?;
C: 10 mg/cm?)

Nitekim bu durum Sekil 4.16’dan da acikga goérulmektedir. Elde edilmis olan kurveler
calisilmis olan konsantrasyon araliginda gallik asit konsantrasyonu 2 kat artinldigi zaman
antimikrobiyel aktivitenin 1.8-3 kat arasinda arttigini gostermektedir. Ancak, zein ve zein-
karnauba kompozit filmlerin antimikrobiyel aktiviteleri arasinda istatistiksel bir farklilik
belirlenememistir (P>0.05). Ozellikle gallik asitin hem tavuk kaynakli, hem de hasta insan
kaynakh referans sus Uzerinde ayni duzeyde antimikrobiyel aktivite gdstermesi filmlerin
kullanimiyla insanlarda zehirlenme yapan suslarin inhibe edilebilecegini gdsteren kayda
deger bir sonuctur. Literatirde C. jejuni’ye karsi antimikrobiyel film gelistirimesiyle ilgili
herhangi bir veriye rastlanmamigtir. Ancak, gallik asitin C. jejuni’ye karsi en etkili fenolik
maddelerden birisi oldugu daha énce GANAN ve ark. (2009) tarafindan rapor edilmigtir.
Esas olarak test bakterisi olarak C. jejuni’'nin secilmis olmasi bu rapordan kaynaklanmistir.
Gallik asit'in C. jejuni tGzerindeki antimikrobiyal etki mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.
Ancak, fenolik maddelerin hlicre duvariyla kompleks olusturma, membran hasarina neden
olma, bakteriyel tutunmanin engellenmesi ve bakteriyel enzimlerin inaktivasyonuna neden
olma gibi etkileri bulunmaktadir (COWAN, 1999). NOHYNEK ve ark. (2006) G(-) bakteriler
olan Salmonella turleri Uzerinde yaptiklari ¢calismalarda gallik asitin antimikrobiyel etkisinin
hicre membranini tahrip etmelerinden kaynaklandigini bildirmiglerdir. Dolayisiyla bu
calismada da G(-) C. jejuni Uzerinde gallik asit'in benzer bir etki gosterdigi dusunulebilir.
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Sekil 4. 16. Gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin tarafimizdan
tavuk karkasindan izole edilmis C. jejuni ve insandan izole edilmig referans C.

jejuni suslar Gzerindeki antimikrobiyel etkisi

4.1.3.3. Gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin antioksidant

aktivitesi

Gallik asit iceren filmlerin antioksidant aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla filmlerden
salinan toplam gallik asit miktarlarina karsilik gelen ORAC ve TEAC degerleri belirlenmigtir.
Gallik asit salindigi gidalarda antioksidant etki gosterebildigi gibi bu gidayi tiketen kigilerde
de antioksidant aktivte goOsterebilecek bir maddedir. Nitekim, gallik asit'in kalp-damar
hastaliklarindan ve kanserden koruyucu oOzellikleri iyi bilinmektedir (Madlener, 2007
#24:Shahrzad, 2001 #35). Tablo 4.5'den de gorildigi lizere 2.5-10 mg/cm? GA igeren
filmlerden destile suya salinmis GA miktarlarina karsilik gelen TEAC ve ORAC degerleri
57.5-212.5 pymol troloks/cm? ve 72.3-267.1 umol troloks/cm? arasinda degismistir. Kati agara
salinan gallik asit miktarlarina kargilik gelen TEAC ve ORAC degerleri de buna oldukca
yakindir. Dolayisiyla teorik olarak 10 cm? 2.5 mg/cm? gallik asit iceren zein-karnauba mumu
kompozitinden bir gidaya gecebilecek troloks esdegeri antioksidant aktivite TEAC cinsinden
yaklasik 575 pmol trolox/cm? ,ORAC cinsinden ise yaklasik 723 pmol trolox/cm? kadardir.
Troloks biriminden gunlik gida tlketimiyle alinan antioksidant aktivitenin 1500-5000 pmol

arasinda degisebildigi disundilirse gallik asitin ne denli glgli bir antioksidant oldugu
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Tablo 4. 5. Gallik asit igceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerden su ve kati

ortamlara gegen toplam gallik asit miktarlarina karsilik gelen antioksidant

aktiviteler
Salinan gallik asit’ e karsilik gelen antioksidant aktiviteler
Film bilegimi )
(umol Trolox/cm®)
Karnauba Destile su igerisinde Kati agar lizerinde
Gallik asit Mumu
2
(mg/em?) %)° TEAC ORAC TEAC ORAC
25 - 63.7 £+3.8a” 80.3%4.8a 67.6 +2.9a 85.2 +3.6a
25 5 57.4 +4 4a 72.3 t5.5a 60.7 £9.9a 76.5 +12.5a
5.0 - 110.7 £+1.6b  139.5+2.0b 108.8 £9.3b 137 +11.7b
5.0 5 121.1 +#3.6b  152.5+45b  115.5+14.7b 145.5 £18.5b
10.0 - 201.2 +1.2c  253.4 £1.5¢c 198.1 £23.2¢ 249.6 £29.2c
10.0 5 212.5+9.1c 267.6 £11.5¢c  182.4 £15.5¢c 229.7 £19.5¢

¥zeinin yilzdesi olarak mum miktari; ®kolonlardaki farkli harfler 6nemli istatistiksel farklari
gOstermektedir (P<0.05)

daha iyi anlasilmaktadir. Ancak, uygulamada zein filmle kaplanmasi dusunulen gidalarin
sigir karkasi, buyuk Olcekli salam sosis batonlari ve buylk peynir diskleri gibi buyuk Kitleli
urinler olacagi dusundlince tuketime gore alinacak antioksidant aktivitenin bunun c¢ok

altinda olacagi agiktir. Ayrica pisirmeyle antioksidant aktivitenin azalmasi da beklenmektedir.
4.1.3.4. Gallik asit igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin mekaniki 6zellikleri

2.5-10 mg/cm? gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin
mekaniki ézellikleri Tablo 4.6'da verilmistir. Gérildigi (izere filmlere 2.5 veya 5 mg/cm?
dizeyinde gallik asit ilavesi gerek zein filmlerde, gerekse zein-karnauba mumu kompozit
filmlerde elastikiyeti dolayisiyla uzama degerlerini %200’Un Uzerinde artirmakta, elastik
modulus ve gerilme gucl degerlerini ise kayda deger sekilde azaltmaktadir. En esnek filmler
5 mg/cm? gallik asit icerenlerken, 10 mg/cm? gallik asit iceren filmlerde kazaniimis olan
elastikiyet bir anda azalmakta ve adeta kaybolmaktadir. Bu ilging goézlem yuksek
konsantrasyonda gallik asit’in filmler icerisinde polimerize oldugu ve birtakim glgld ve yogun
etkilesimler kurarak film matrisinin elastikiyetini azalttigini géstermektedir. Diger yandan

gallik asit iceren zein filmlerin zein-karnauba mumu kompozitlerden bir miktar daha yuksek
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elastikiyet

gOstermesi

mum  zerreciklerinin

elastikligi

kismen

de olsa azalttigini

gOstermektedir. Zein ve zein-karnauba mumu filmlerin elastik modulus degerlerinde ise

kiguk

Tablo 4. 6. Gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin mekaniki

Ozellikleri
Film bilegimi Gerilme giicii Uzama Elastik Film
Gallik asit Mum (MPa) %) modulus kalinliklari
(mg/cm?) (%)? (MPa) (Hm)
- - 9.50 + 1.07a" 3t1a 545 + 46a 137+ 2b
25 - 1.73 £ 0.15b 220 + 28b 45+ 19c 123+ 1c
5.0° - 0.1 £ 0.04c 620 + 48c 2+1c 133+ 2b
10 - 0.79 £ 0.12bc 20 £+ 6a 105 £ 15b 134+ 2b
- 5 5.78 £ 2.1a 1+0.4a 610 £ 60a 98 t 4e
25 5 1.24 £ 0.16bc 205 £ 47b 35+ 5c 171 + 20a
5.0° 5 0.12£0.02c 576 + 44c 4+1c 168 + 7a
10 5 0.88 + 0.19bc 5+ 2a 123 + 23b 137+ 2b

?zeinin yiizdesi olarak mum miktari; "kolonlardaki farkli harfler énemli istatistiksel farklari
gostermektedir (P<0.05); °“Cok elastik olan bu filmlerde cihazin maksimum gerdirme
mesafesi boyunca kopma saglanamadigindan standart film kavrama mesafesi 5 cm ’'den 3

cm ’e duslrdlmistar.

farkliliklar bulunsa da bu farkliliklar kayda deger dizeyde degildir. Dolayisiyla elde edilmis
olan elastikiyet avantajinin kaybedilmemesi icin zein filmlerdeki gallik asit dizeyinin 2.5-5

mg/cm? diizeyinde tutulmasinin faydali olacagi degerlendirilmistir.

4.1.3.5. Gallik asit igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin SEM goriintuleri

Farkh miktarlarda gallik asit igeren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerin
SEM goérintuleri Sekil 4.17 A-F’de verilmistir. Sekil 4.17A ve 4.17B’den de gorulecedi Uzere
filmler igerisine tek basina gallik asit ilavesi filmleri daha gézenekli hale getirmektedir. Tek
basina filmlerde mum ilave edilmesi de filmleri daha gdzenekli hale getirmekte ancak bu
durumda daha az sayida ve iri porlar olusmaktadir (Sekil 4.17C). Mum ve gallik asitin filmlere
birarada ilave edilmesi ise filmlerde ince, uzun ve sekilsiz yariklar, seyrek sekilde dagilmisg iri

porlar ve ¢ok sayida kiguk por olusumuna neden olmaktadir (Sekil 4.17D). Sekil 4.17E’'de F
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birarada incelendigi zaman 06zellikle yuksek konsantrasyonda gallik asit iceren kompozit
filmlerde (5 ve 10 mg/cm?®) zein-mum kompozit filmlerde gallik asit saliminin zein filmlere
kiyasla neden daha yuksek hizda gerceklestigi net bir sekilde anlagiimaktadir (Not: Sekil
4.17A-D X5000, Sekil 4.17E-F x300 buyutmededir. Bu filmler kiyaslanmamalidirlar).

Ozellikle 10 mg/cm? galllik asit iceren zein-karnauba mumu filmlerde 300x biiyiitmede
bile acik¢a goérllen oldukga iri yarik ve gbézenekler bu filmlerin destile su igerisindeki salim

deneylerinde zein filmlere gére hizli gallik asit salmasinin baglica nedenidir.

4.1.4. Katesinin kontrollu salimi igin zein-oleik asit karigim filmler geligtirilmesi

Zein filmler igin kontrollu salim mekanizmasi gelistiriimesi ile ilgili en buyik potansiyel
uygulamalardan birisi de bu filmlerin oleik asitle birlikte karisim film (blend film) olarak
kullaniimasidir. Lesitin emulgatérl varliginda zeinle mikemmel bir sekilde karistigi ve sivi
oldugundan bir kompozitlesmeye neden olmadigindan zein-oleik asit filmleri kompozit yerine
karisim film olarak isimlendirilmistir. WANG ve ark. (2008) yeni biyomateryaller Uretmek
amaciyla yurittikleri karakterizasyon calismalari sirasinda zein filmler igerisine oleik asit
katildigi zaman zein zerreciklerinin bu yag asitiyle kaplandigini ve film olugsumu sirasinda
yeniden biraraya gelerek gdzenekli singerimsi bir yapi olusturdugunu belirlemislerdir. Elde
edilmis olan bu yapinin bazi biyomolekullerin tagsinmasi (carrier) amaciyla kullanilabilecegi
bu arastirmacilarca belirtiimis ancak bugine kadar bu yapinin aktif ambalajlamada kontrollu
salim amaciyla kullaniimasi tzerinde durulmamistir. Bunun baslica nedeni oleik asitin zeinin
klasik kirilganlik ve elastikiyet sorunlarini bir dlgide azaltmasi nedeniyle ¢aligsmalarin daha
¢ok plastiklestirici ajan olarak kullaniimasi Uzerinde edilmis olan bu yapinin bazi
biyomolekillerin tagsinmasi (carrier) amaciyla kullanilabilecegi bu arastirmacilarca belirtiimis
ancak bugune kadar bu yapinin aktif ambalajlamada kontrollu salim amaciyla kullaniimasi
Uzerinde durulmamistir. Bunun baglica nedeni oleik asitin zeinin klasik kirilganhk ve
elastikiyet sorunlarini bir dlcide azaltmasi nedeniyle galismalarin daha c¢ok plastiklestirici
ajan olarak kullaniimasi Uzerinde yogunlasmasidir. Dolayisiyla ¢alismanin bu asamasinda
zein- oleik asit karisim filmlerin fenolik maddelerden katesinin kontrollu salimi amaciyla
kullanilip kullanilamayacagi arastirilmistir. Film Gretimi agsamasinda oleik asit filmler igerisine
emulgator lesitin kullanarak ve kullanmadan ilave edilmistir. Ancak, nihai denemelerde
lesitinli filmlerin daha homojen bir yapida oldugunun anlasiimasiyla bu emulgatér tim oleik
asit iceren filmlerde kullaniimistir. Nitekim, WANG ve ark.’da (2005) zein-oleik asit karigim
filmlerde emilgator kullanmanin oleik asitin film igerisinde daha iyi dagiimasini sagladigini ve

daha Uniform filmler Gretilmesine olanak tanidigini belirlemiglerdir.
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Sekil 4. 17. Gallik asit iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlere ait SEM yankesit
gorantileri (filmler sivi azotla dondurulup kirilmistir; A: Kontrol zein; B: Kontrol
zein-karnauba mumu kompozit; C: 5 mg/cm? gallik asit iceren zein; D: 5 mg/cm?
gallik asit igeren zein-karnauba mumu kompozit; E: 10 mg/cm? gallik asit iceren
zein; F: 10 mg/cm? gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit; Biyiitmeler
A, B, C ve D icin x 5000; E ve F icin x 300; oklar zein-karnauba mumu kompozit
filmde ylksek konsantrasyonda gallik asit ilavesiyle olugsan iri gdzenekleri

gostermektedir)
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4.1.4.1. Katesin igeren zein-oleik asit karigsim filmlerin salim deneyleri

Sekil 4.18'de biyoaktif ajan olarak katesinin kullanildigi, oleik asit ve lesitin ilave
edilmis karigim filmlerden katesin salimi gorulmektedir. Buna gore zein filmler icerisine oleik
asit ilave edilmesinin katesinin gecis hizini kayda deger sekilde azalttigi ortadadir. Oleik asit
orani %10, 20 veya 40 olan zein-oleik asit karisim filmlerde katesin gegis hizi oleik asit
icermeyen kontrol filmlere kiyasla ¢ok daha disuk ve birbirine oldukga yakindir. Nitekim 2
glnin sonunda %10-40 arasinda oleik asit iceren zein-oleik asit karisim filmlerden gecen
toplam katesin miktari oleik asit icermeyen kontrol filme gére yaklasik 2.5-3 kat daha azdir.
Buna karsin yad oraninin %60’a c¢ikmasiyla katesin gegis hizi bir miktar artmaktadir.
Anlasildigi kadariyla oleik asit miktarinin asiri yukseltiimesi film bitinlGgini bir miktar
azaltmaktadir. Oleik asit ilavesiyle katesinin gecis hizinin azalmasinin temelde filmlerin
hidrofobikliginin artarak su almasinin yavaslamasiyla ilgili oldugu dusunulmektedir. Nitekim,
yenebilir filmlerde hidrofilik/hidrofobik bilesen oraninin azaltiimasinin filmin icerdigi fonsiyonel
ajanlarin daha yavas salimina neden oldugu iyi bilinmektedir (OZDEMIR ve FLOROS, 2003;
QUATTARA ve ark., 2000). Ancak, bizzat katesinin zein molekdilleriyle hidrojen bagdi yaparak
olusturdugu duastnilen agyapinin da kontrollu salima katki saglamasi muiamkindur.
Hatirlanacagi Gzere daha 6nce hidrofobik mum ve lesitin ilave edilmis zein filmlerde katesinin
salim hizinin azalmasi da elde edilen salim deneyi verilerine dayanilarak hidrofobisite artigi
ve fenolik maddenin film matrisinde olusturdugu agyapiya baglanmisti. Ancak, bunun
yaninda literatirde de belirtildigi gibi oleik asit ilavesinin zein filmlerde yapisal degisimlere
neden olmasi (stingerimsi yapi) ve bunun kontrollu salima bir dlgide katki saglamasi da
mumkunddr. Bunun diginda salim deneyinde dikkat ¢eken bir husus da oleik asit miktari
arttikga filmlerden gegen maksimum fenolik madde miktarinin ve buna bagh antioksidant
aktivtenin bir miktar artmasidir (Tablo 4.7). Bu durum oleik asitin katesinin zein agregatlari

icerisinde tutuklanmasini onledigini gostermektedir.
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3.0

—1—3.0 mg/cm?katesin
—8— %10 oleik asit + %5 lesitin + 3.0 mg/cm? katesin
—4&— %20 oleik asit + %5 lesitin + 3.0 mg/cm?katesin
—*— %40 oleik asit + %5 lesitin + 3.0 mg/cm?katesin

—+— %60 oleik asit + %5 lesitin + 3.0 mg/cm? katesin

Ortama salinan katesin konsantrasyonu

0 2 4 6 8 10 12 14
+4 °C' de destile su igerisinde kalig siiresi (giin)

Sekil 4. 18. Katesin iceren zein-oleik asit karisimlarinda oleik asit miktarinin katesin salim

profiline etkisi (filmler destile su igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

Tablo 4. 7. Katesin igeren zein-oleik asit karisim filmlerden salinan toplam katesin miktarlari

ve bunlara karsilik gelen antioksidant aktiviteler

Filmlerin bilesimi Salinan toplam  Antioksidant aktivite

Kategin Oleik asit ~ Lesitin atesin (umol Trolox/cm?)
(mg/cm?) (%)° (%)? (mg/em?) TEAC

3 - - 1.83+0.04 30+£1

3 10 5 2.06 £ 0.09 3612

3 20 5 2.26+0.12 3611

3 40 5 224 +£0.04 43 +1

3 60 5 265+0.16 43 +3

#zeinin ylizdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlar
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4.1.5. Katesin ve Gallik asit’in birarada kontrollu salimi i¢in zein-oleik asit karigim

filmler gelistiriimesi

Antimikrobiyal filmlerde en blylk sorun ¢ogu zaman filmlere ilave edilen aktif
ajanlarin baylk bir hizla gidaya gecmesidir. Zein-oleik asit karigim filmler kullanilarak katesin
gecis hizinin etkili bir sekilde azaltiimasi bu filmlerin fenolik bilesiklerin kontrollu saliminda
basarili bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla c¢aligmanin kapsaminin
artirlmasi ve alternatif filmler gelistiriimesi amaciyla daha énce ayri ayri kullaniimis olan
katesin ve gallik asit filmlere karisim olarak ilave edilmeye baslanmistir. Gallik asit disuk
molekiler agirhgr (MW: 170) ve zein filmlerin gozenekliligini artirmasiyla salim hizinin
yavaglatilmasi oldukca gui¢ bir fenolik maddedir. Buna karsin daha yuksek molekll agirhgi
(MW: 290) ve ozellikle zein-mum kompozit filmlerin gézenekliligini azaltmasiyla katesin’in
gecis hizinin yavaslatilmasi daha kolaydir. Buna ragmen gallik asit katesine gore ¢ok daha
gucli bir antimikrobiyel ve antioksidant etkiye sahiptir. iste her iki fenolik bilesigin
karistirilmasiyla antimikrobiyel ve antioksidant etkisi yuksek olan ancak bir kisim fenolik
bilesigin (katesin fraksiyonu) dusuk hizda gidaya gectigi filmler elde edilmesi hedeflenmistir.
Ayrica katesinin zein filmlerin gézenek yapisini azaltmasinin gallik asitin yarattigi tam tersi

etkiyi kismen dengeleyebilecegdi de duslinulmustir.

4.1.5.1. Katesin ve gallik asit’i birarada iceren zein-oleik asit karigim filmlerin salim

deneyleri

Sekil 4.19'te farkli miktarlarda oleik asit ilavesinin 3.0 mg/cm? gallik asit ve 3.0
mg/cm? katesin iceren filmlerden fenolik madde gegisine etkisi gériilmektedir. Filmlere zeinin
%10’u kadar oleik asitin zeinin %5’i kadar lesitinle birlikte ilavesi, baglangi¢ salim hizinda
kontrole gore az da olsa bir azalmaya neden olmaktadir. Ancak, ayni lesitin
konsantrasyonunda (5%) oleik asit miktarinin sirasiyla %20 veya %40’a ¢ikarilmasiyla gecis
hizi yine artmakta ve kontrolinkine benzerlik gostermektedir. Diger yandan lesitin miktarinin
zein miktarinin  %10°'u dlzeyine g¢ikarilmasiyla gecis hizi yine yavaglamakta ve
kontrolinkiiniin altina digsmektedir. Ozellikle %10 oleik asit ve %10 lesitin igeren filmlerde
salim hizi kayda deger sekilde azalmaktadir. Nitekim, 1 gun sonunda belirtilen oranda oleik
asit ve lesitin iceren filmlerden salinan toplam fenolik madde miktari kontrole gére yar
yariya daha azdir. %10 lesitin igeren filmlerde oleik asit miktarinin %20 ve %40’a
cikariimasiyla salim hizi yeniden artis gostermektedir. Ancak, gecis hizi hala kontrolinkinden
dusuktir. Buna goére tek basina katesin iceren filmlere gore gallik asit ve katesini birarada

iceren filmlerde salim hizinin
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——3.0mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin

—— %10 o0leikasit+ %5 lesitin + 3.0 mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin
— —%10o0leikasit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin
—&— %20 oleik asit+% 5 lesitin + 3.0 mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin
—o—%20oleik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm2gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin
—&— %40 oleik asit+ %5 lesitin + 3.0 mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin

6.00 —'— %40 oleik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm?gallik asit+ 3.0 mg/cm?katesin

5.00

0_00',"'"'I""I""I""I""I""I""
0 2 4 6 8 10 12 14

+4 °C' de destile su igerisinde kalig suresi (gtin)

Ortama salinan fenolik madde konsantrasyonu
(mg/cm?)
w
8

Sekil 4. 19. Katesin ve gallik asiti birarada igeren zein ve zein-oleik asit karigim filmlerde
fenolik madde salim profilleri (filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

azaltilabilmesi icin oleik asitin filmler icerisinde daha fazla emulgator kullanilarak iyi bir
sekilde dagitiimasi gerektigi aciktir. Ayrica, elde edilen sonuglar oleik asit miktarinin da
oldukga kritik oldugunu ve ylksek konsantrasyonda oleik asitin kontrollu salim etkisini
nispeten azalttigini gostermistir. Bu etki seklinin ylksek konsantrasyonda oleik asitin zein
film matris butunlugind (sikhgini) azaltarak asiri plastiklestirici etki gdstermesinden
kaynaklandigi tahmin edilmektedir.

Tablo 4.8'de farkli filmlerden salim deneyinde ortama gecen toplam fenolik madde
miktarlari da verilmistir. %10 oleik asit ve %10 lesitin iceren filmler haricinde oleik asit ilave
edilmemis kontrol filmlerde toplam fenolik madde gegisi diger filmlerinkinden daha dusuktr.
Ayni miktarda oleik asit iceren filmlerde lesitin miktarinin salinan toplam fenolik madde
miktarina belirgin bir etkisi yokken %20 ve %40 oleik asit iceren filmlerden %10 oleik asit

icerenlere gore daha fazla fenolik madde gegisi olmustur. Bu durum daha 6nceki oleik asit



miktarinin artmasinin film butinltglnd azaltarak toplam fenolik medde gegcisini artirdigi yani

tutukli fenolik madde miktarini azalttigi gdzlemimizle uyumludur.

Tablo 4. 8. Katesin ve gallik asit’i birarada igeren zein-oleik asit karisim filmlerden salinan

toplam fenolik madde miktarlari

Filmlerin bilesimi Salinan toplam

fenolik madde
miktari (mg/cm?)

Katesin  Gallik asit Oleik asit Lesitin

(mglcm?®)  (mglcm?) (%) (%)
3 3 - - 4.58 +0.09
3 3 10 5 4.75+0.22
3 3 10 10 4.55 +0.51
3 3 20 5 5.30 + 0.24
3 3 20 10 4.86+0.39
3 3 40 5 5.08 + 0.14
3 3 40 10 4.92+0.15

4zeinin ylizdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari

Zein-oleik asit karisim filmlerle yarutllen gecis deneylerinde karsilagilan en énemli
sorun filmler igerisine ilave edilmis olan oleik asitin film yogunlugunu azaltmasi ve bu
durumun bazi filmlerin destile su icerisinde tam olarak batikken, bazilarinin ise yuzerek
askida kalmasina veya ylzeye yaklasmasina neden olmasidir. Ancak, etkili bir calkalama
oldugundan tim filmler su icerisinde yavasga batip ¢ikarak hariket etmekte ve salim deneyi
saglikli bir sekilde devam etmektedir. Buna karsin elde edilen verilerin kontrol edilmesi
amaciyla oleik asit iceren bazi filmlerin gecis deneyleri filmleri tam olarak batik halde tutan
Ozel bir duzenekle tekrarlanmigtir. Bu 6zel dizenek filmlerin cam bir gergeve igerisine ug
kisimlarindan tutturulmasi ve cercevenin cgalkalanan destile suya atilmasiyla olusturulmus
olup kullaniminin tek amaci farkh yogunluktaki filmleri suda ayni duzeyde batik halde
tutmaktir (bak Sekil 3.5). Sekil 4.20’de verilmis olan sonuclar incelendigi zaman aynen
destile su igerisinde serbest galkalanan filmlerde oldugu gibi gallik asit ve katesin iceren %10
oleik asit %10 lesitin ilave edilmis zein-oleik asit karigsim filmlerde fenolik madde salim hizinin
azaldigi, oleik asit miktarinin %20 veya %40’a c¢ikariimasiyla ise (kontrole gére yine az
olmakla birlikte) salim hizinin arttigi gérilmektedir. Elde edilen bu sonuglar filmlere zeinin
%10’u oraninda oleik asit katilmasiyla filmlerde meydana gelen hidrofobisite artisinin fenolik
madde salimini azalttigi, buna kargin oleik asit miktarinin %20 veya %40’a ¢ikmasiyla film
matrisinde deformasyonlar basladigi ve filmlerin yapisal bitlnliginin azalmasiyla (veya

g6zenekliliginin artmasiyla) fenolik madde gecisinin arttigini isaret etmektedir. Bu disince
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WANG ve ark.’in (2008) zein filmler icerisine belli oranda oleik asit katildigi zaman zein
zerreciklerinin bu yag asitiyle kaplandigi ve yeniden biraraya gelerek gbzenekli siingerimsi
bir yapi olusturdugu bulgulariyla paralellik gostermektedir. Bu durumda oleik asit miktarinin

degistiriimesiyle fenolik madde gecis hizinin degistirilebilecegi aciktir.

= 3.0 mg/cm?KAT + 3.0 mg/cm? GA
—&— %10o0leik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg/cm? GA
—=2— %20o0leik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg/cm? GA

—8— %40 oleik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg/cm? GA
7.0

Ortama salinan fenolik madde miktari
(mg/ cm?2)

0.0 & : : : : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8

4 °C' de destile su icerisinde kalig siiresi (giin)

Sekil 4. 20. Katesin ve gallik asit'i birarada iceren zein-oleik asit karisim filmlerin fenolik
madde salim profilleri (not-1: filmler ¢erceve igerisine yerlestiriimis halde
destile suda tutulurken tim duizenek cgalkalanmaktadir; not-2: KAT: katesin;
GA: gallik asit)

4.1.5.2. Katesin ve gallik asit’i birarada igeren zein-oleik asit karigim filmlerin mekaniki

ozellikleri

Katesin ve gallik asiti birarada filmlere ilave edilmesinin filmlerin mekaniki ézellikleri
Uzerine olan etkisi Tablo 4.9’da gérulmektedir. Hatirlanacagi Gzere filmler icerisine katesin
veya gallik asit ilave edilmesi elastikiyeti kayda deder sekilde artirmakta, ancak filmlerin
gerilme gucl ve elastik modulus degerlerini azaltmaktaydi (Sekil 4.2 ve 4.3). Film yapisina
katesin ve gallik asit birlikte ilavesinin de benzer bir sonu¢ dogurdugu gorulmektedir. Katesin
ve gallik asiti bir arada iceren filmlere zeinin %10 ‘u dizeyinde oleik asit ilavesi filminmekanik
Ozelliklerinde énemli bir degdisiklik yaratmazken; zeinin %20 ‘si dizeyinde oleik asit ilavesi
filmin uzama degerini 6nemli o6lcide arttirmistir (P<0.05). Oleik asitin zein film igin

plastiklestirici etkisi LAl ve PADUA (1997) tarafindan gdsterilmistir. Ancak oleik asit
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miktarinin daha da arttirimasi ile filmin uzama degeri belirgin bir sekilde dismustir. Bu
durum yapi iginde bulunan oleik asit miktarinin kritik seviyeyi agsmasi ve film yapisi igerisinde

homojen dagitilamamasi ile agiklanabilir.

(Not: ylUksek fenolik madde icerigi nedeniyle mekanik testler 6ncesi uygulanan kurutma

islemi 24 saatten 48 saate c¢ikariimistir)

Tablo 4. 9. Gallik asit ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karisim filmlerin mekaniki

ozellikleri
Film bilegimi Elastik Film
: : : : _ Gerilme giicii Uzama
Gallik asit Katesin Oleik asit Lesitin modulus kalinhklan
, ) (MPa) (%)
(mg/cm®)  (mg/cm?) (%)* (%)* (MPa) (um)
- - - - 17.67 + 0.93a° 4 +1d 775 + 44a 113 +1
3.0 3.0 - - 0.51 £ 0.14b 196 + 15b 17 + 8b 175+ 2
3.0 3.0 10 10 0.19 +£0.02b 209 + 28b 5+1b 204 + 3
3.0 3.0 20 10 0.20 £ 0.01b 352 + 24a 5+1b 145+ 4
3.0 3.0 40 10 0.15 +0.04b 151 + 51¢ 3+1b 222 +9

®zeinin ylzdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari; PKolonlardaki farkl harfler istatistiksel

olarak énemli farkhhklari gostermektedir (P<0.05)

4.1.5.3. Katesin ve gallik asit’i birarada igeren zein-oleik asit karisim filmlerin SEM

goriintuleri

Sekil 4.21 ‘deki SEM goéruntileri zein film yapisinda oleik asit ilavesi ve oleik asitin
film yapisindaki konsantrasyonunun artmasi ile meydana gelen degisiklikleri gostermektedir.
Katesin ve gallik asiti bir arada igeren zein film igerisinde gézenek sayisi ve boyutu az iken,
oleik asit ilavesi ve konsantrasyon artigi ile film yapisindaki gézenek sayisi ve boyutlari
artmaktadir. Zeinin %40 ‘1 kadar oleik asit iceren film de ise (Sekil 4.21D) gdzenekler gok
blylk boyutlara ulasmakta ve yapilarindaki deformasyon diger goéruntilerde ki yuvarlak
sekillerlerinden uzaklasmalari ile anlasiimaktadir. Lesitin (emulgator), oleik asit oraninin

azalmasi yukarida belirtilen yapisal degisikligin bir nedeni olarak gértlmektedir
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Sekil 4. 21. Gallik asit ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigim filmlere ait SEM
yankesit goruntuleri (filmler sivi azotla dondurulup kinlmistir; A: 3.0 mg/cm?
katesin ve 3.0 mg/cm? gallik asit iceren film; B: 3.0 mg/cm? katesin, 3.0
mg/cm? gallik asit, zeinin %10 u kadar oleik asit ve zeinin %10 u kadar lesitin
iceren karisim film; C: 3.0 mg/cm? katesin, 3.0 mg/cm? gallik asit, zeinin %20
si kadar oleik asit ve zeinin %10 u kadar lesitin iceren karisim film; D: 3.0
mg/cm? katesin, 3.0 mg/cm? gallik asit, zeinin %40 1 kadar oleik asit ve zeinin

%10 u kadar lesitin iceren karisim film; Blyutme: 1000X)

4.1.6. Katesin ve Gallik asit’in birarada kontrollu salimi igin zein-selilloz kompozit

filmler gelistiriimesi

Zein filmler icerisine mikrokristal yapida seliloz (MKS) katiimasiyla amag filmler
icerisinde fenolik maddelerin difiizyonu igin dolambagli bir yol olusturulmasi ve salim hizinin
azaltimasidir. Ayrica, selilozun fenolik maddelerle H bagi olusturabilecedi ¢ok sayida
glikozidik oksijen ve hidroksil grubu icermesinin de fenolik madde salimini yavaslatabilecegi
degerlendirilmigtir. Gergeklestirilien 6n denemeler sonucunda filmler igerisine yapisal bir
sorun olusmadan katilabilecek maksimum MKS miktarinin yaklasik %20 kadar oldugu

belirlenmistir. Bu konsantrasyon Uzerinde MKS ilavesi filmlerin matriks butanlGguni
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bozmakta ve filmler gerdirildigi zaman kolayca yirtiimalara neden olmaktadir.

4.1.6.1. Katesin ve gallik asit’i birarada iceren zein-seliilloz kompozit filmlerin salim

deneyleri

Sekil 4.22°de MKS ilavesinin gallik asit ve katesin ilave edilmis zein-sellloz kompozit
filmlerde fenolik madde salimi Uzerine etkisi goértulmektedir. Elde edilen sonuglar MKS
ilavesinin fenolik madde gecisini yavaslatmadigi, aksine hizlandirdigini géstermektedir. Buna
gbére MKS tarafindan film igerisinde olusturulmus muhtemel bir agyapinin fenolik madde
salim hizi Gzerine bir etkisi olmadigi aciktir. Anlasildigi kadariyla filmlerde MKS ilavesiyle
meydana gelen hidrofiliklik artisiyla filmlerin su alma hizi (swelling) artmis ve buna bagli
fenolik madde gecisi de hizlanmistir. Elde edilen bu sonugla MKS kullaniminin 6zellikle
fenolik madde gecisinin hizlandiriimasi gerektigi durumlarda kullanilabilecek bir kontrollu

salim mekanizmasi olusturdugu anlasiimistir.

4.00 -

3.50 -
3.00 1

2.50 -

2.00

1.50

1.00

—{3—2.5mg/cm? gallik asit + 2.5 mg/cm? katesin

Ortama salinan fenolik madde miktan (mg/cm?)

0.50 —i— %5 MKS + 2.5 mg/cm? gallik asit + 2.5 mg/cm? katesin

— — %20 MKS + 2.5 mg/lcm? gallik asit + 2.5 mg/cm? katesin

0.00

5 10 15
+4 °C’ de destile su igerisinde kalig siiresi (giin)

o Vg - gH- 3

Sekil 4. 22. Katesin ve gallik asiti birarada igeren zein-MKS kompozit filmlerde fenolik madde

salim profilleri (MKS: mikrokristal yapida selliloz)
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4.2. LISOZIM’'IN KONTROLLU SALIMI iCIN KOMPOZIT VE KARISIM YENILEBILIR ZEIN
FILMLER GELISTIRILMESI

4.2.1. Lisozim’in kontrollu salimi i¢in fenolik bilesikler iceren zein-mum kompozit

filmler gelistiriimesi

Bu calismalarda tarafimizdan Uretilmis olan kismi saf lisozimin konsantrasyonu en az
0.7 mg/em? dizeyinde tutulmusur. Bu konsantrasyon tarafimizdan daha &nce
gerceklestirilmis aktif paketleme ile ilgili 2 ayri TUBITAK projesinde (TUBITAK-MISAG Proje
No : 102M021 ve TUBITAK-MAG 104M386) laboratuvar ortaminda patojen, patojen
indikatori ve bozulma yapan bakterilerle, gercek gidalar izerinde zein filmlerle yuratilen
detayli denemeler sonucunda optimal etkin konsantrasyon olarak belirlenmistir (UYSAL ve
ark., 2011)

Calismanin bu asamasinda katesin ve gallik asitin kontrollu salimi icin kullaniimis
olan zein-karnauba mumu kompozit filmler lisozimin kontrolli salimi icin de denemigtir.
Ancak, gerek filmlerin capraz baglanarak agyapilarinin guclendiriimesi ve dolayisiyla
kontrolli salim etkisi elde edilebilmesi, gerekse antimikrobiyel ve antioksidant etkileri
nedeniyle filmler igerisinde fenolik bilesikler muhafaza edilmis ve lisozim ortama ikinci bir
biyoaktif ajan olarak katiimistir. Ayrica, c¢alismanin kapsami ve filmlerin 6zelliklerinin
cesitlendirilebilmesi amaciyla lisozim iceren zein filmler karnauba mumu yerine kandelilla
mumu veya bal mumu ilavesiyle de kompozitlestiriimistir. Denemis olan yeni mumlar
karnauba mumuna gére farkl zincir uzunlugunda yag asitleri ve alkoller icermektedir (Tablo
4.10). Dolayisiyla bu farkli mumlarin biyoaktif ajanlarin salim hizina etkisinin farkl olacagi

dusundlmastar.

Tablo 4. 10. Zein filmler igerisine ilave edilmis olan mumlari olusturan bilesenlerin molekdler

ozellikleri
Mum tipi Mumun igerdigi alkollerin zincir  Mumun igerdigi yag asitlerinin
uzunlugu zincir uzunlugu
Karnauba mumu C24-Cg4 C22-C28
Kandelilla mumu C23'C34 C23'C34
Bal mumu Cls-Clg Cz4'C34
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4.2.1.1 Lisozim’in kontrollu salimi icin katesin veya gallik asit iceren zein-mum

kompozit filmler gelistiriimesi

4.2.1.1.1. Kismi saf lisozim ve katesin i¢ceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerden

katesin salimi

Sekil 4.23'den de anlasilacag iizere lisozim ve 1.5 mg/cm? diizeyinde katesin igeren
zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmlerde katesin salim hizi birbirinden ¢ok da farkh
degildir. Ancak, daha yiiksek diizeyde yani 3.0, 4.5 ve 6.0 mg/cm? katesin ilave edilmis zein-
karnauba mumu kompozit filmlerde katesin salimi zein filmlere kiyasala daha yavas sekilde
gerceklesmektedir. Onceki bdliimlerden hatirlanacagi lzere biyoaktif ajan olarak yalnizca
katesini iceren filmlerde, lesitin yardimiyla filmlere karnauba mumu ilave edilmis ancak 0.75
mg/cm? diizeyinde katesin iceren filmlerde kontrollu salim etkisi elde edilememistir. Buna
karsin 1.5 veya 3.0 mg/cm? katesin iceren filmlerde karnauba mumu ve lesitin kullanimiyla
kompozit yapi olusturulmasi bu ajanlari icermeyen standart zein filmlere goére katesin gegisini
kayda deger sekilde yavaslatmistir (bak Sekil 4.9). Buna gére lisozim ve katesin iceren zein-
karnauba mumu kompozit filmlerde katesin i¢in olusan kotrollu salim etkisi, tek basina
katesin iceren zien-karnauba mumu filmlere gére daha yiksek katesin konsantrasyonunda
olusmustur (3.0 mg/cm? katesin konsantrasyonundan itibaren). Lisozimin fenolik bilesikleri
kismen bagladigi ve onlarla kompleks olusturdugu RAWEL ve ark (2000) tarafindan
g6sterilmistir. Dolayisiyla lisozim varliginda katesinin bir kisminin lisozimce baglanmasi ve
film matrisinde istenilen dizeyde capraz baglama gergeklesmesi igin gerekli katesin
miktarinin artmasi mimkuindur.

Lisozim ve katesinin birarada kullanildigi zein-karnauba mumu kompozit filmlerde
zein filmlere gére en yiiksek kontrollu salim etkisi 3 ve 4.5 mg/cm? diizeyinde katesin iceren
filmlerde elde edilmistir. Nitekim, kompozit zein filmlerde 3.0 veya 4.5 mg/cm? katesin igeren
filmlerde 1. giin sonunda ortama gecen katesin miktari, zein filmlerdekine gore sirasiyla % 28
ve % 22 daha azdir. Katesin konsantrasyonunun 6 mg/cm®ye yiikseltimesi ise katesinin
kontrollu salimi Uzerinde beklendigi dizeyde olumlu bir etki yapmamakta ve zein ve zein —
mum kompozit filmler arasindaki salim hizi farki nispeten azalmaktadir. Bu durumun
karnauba mumuna kiyasla hidrofilik sayilabilecek katesinin film igerisindeki oraninin gok
yukselmesiyle iligkili olabilecegi dugsunulmektedir. Ayrica yuksek katesin konsantrasyonu
nedeniyle filmler icerisinde serbest, yani herhangi bir etkilesim igerisinde (H bagi ve iyonik
etkilesimler) olmayan ve kolayca ortama salinabilecek katesin orani da artmaktadir.

Tablo 4.11’da lisozim ve katesin igeren filmlerde salim deneyleri sonucunda ortama

gecen toplam katesin miktarlari ve bunlara karsilik gelen antioksidant aktivite degerleri
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goriulmektedir. Buna goére gerek zein, gerekse zein-mum kompozit filmlerde ortama gecgen

toplam kategin miktarlarinin birbirine yakin oldugu anlagiimaktadir.

—— 1.5 mg/cm?2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
—8— 3.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
—&— 4.5 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 liszoim
—&— 6.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
— =0~ — %5 mum + %5 lesitin + 1.5 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
— —8- — %5 mum + %5 lesitin + 3.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
— =& — %5 mum + %5 lesitin + 4.5 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
— —0— — %5 mum + %5 lesitin + 6.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
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+4°C'de destile su igerisinde kalis suresi (giin)

Sekil 4. 23. Kismi saf liszoim ve katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit
filmlerin katesin salim profili (filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

4.2.1.1.2. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerden

lisozim salimi

Lisozim ve katesin igeren filmlerden lisozim salimi yeniden film Uretimi ve ayri salim
deneyleri duzenlenerek katesin miktari yerine bu kez lisozim aktivitesinin goéruntilenmesiyle
belirlenmistir. Daha dnce tarafimizdan yuritllen ¢alismalardan da bilindigi kadariyla lisozim
hidrofilik yapisi nedeniyle zein filmlerden hizla su icerisine gegen bir enzimdir (GUCBILMEZ
ve ark. 2007; MECITOGLU ve ark 2006). Zein filmlerden lisozim salimi sirasinda zamanla
ortama gecgen aktivite maksimum dizeye ulasarak bir pik yapmakta ve bazi durumlarda
aktivite yaklasik sabit kalirken, bazi durumlarda da aktivitede bazi dalgalanmalar
yasanmaktadir. Herhangi bir kontrollu salim mekanizmasi icermeyen ve yalnizca lisozim

iceren zein filmlerde bu tipik davranis Sekil 4.24’de de gorilmektedir. Burada lisozimin
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Tablo 4. 11. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit

filmlerde salinan toplam lisozim aktiviteleri, katesin miktarlari ve antioksidant

aktiviteler
Film bilesimi Salinan toplam Salinan toplam Salinan toplam
lisozim . . antioksidant
katesin miktari
Kategin Lisozim Mum Lesitin aktivitesi ) aktivite, TEAC
(mg/em?) (mglem?)  (%6)°  (%)° (Ulcm?) (mgfem®) (umol Troloks/cm?)
- 0.7 - - 15372 +748 -° -
15 0.7 - - 13524 £928 0.91 £0.02(61)° 14.3
3.0 0.7 - - 11758 £194 1.77 £0.06(59) 27.4
4.5 0.7 - - 13481 £419 3.02 £0.06(67) 46.0
6.0 0.7 - - 12221 £655 3.83 £0.08(64) 60.5
15 0.7 5 5 13076 £1091 0.98 £0.03(65) 15.7
3.0 0.7 5 5 12603 +498 1.97 +0.05(66) 31.8
4.5 0.7 5 5 12205 £75 3.19 +£0.02(71) 51.4
6.0 0.7 5 5 11551 £488 4.21 £0.16(70) 67.9

3zeinin yiizdesi olarak mum ve lesitin miktarlar; "8lglilmemistir; © filmlerden salinan toplam

fenolik maddenin filmlere ilave edilen toplam fenolik maddeye ylzde orani

kantitatif olarak miktarinin degil, miktarla dogru orantili olan kantitatif aktivite duzeyinin
Olguldugu ozellikle hatirlatiimahdir. Dolayisiyla élgimlerde 6zellikle salim deneyinin uzayan
doénemlerinde olusan bazi dalgalanmalarin lisozim miktarindan ¢ok aktivitesindeki degisimleri
yansittigr unutulmamalidir. Verilmis olan Sekil 4.24A, 4.24B ve 4.24C arka arkaya dikkatlice
incelenecek olursa, kategin konsantrasyonu arttik¢a zein-karnauba mumu kompozit filmlerde
lisozim gegisinin kontrol zein filmler ve yalnizca katesin iceren kontrol zein filmlere kiyasla
giderek yavagladigi gorulmektedir. Buna gore filmler igerisine mum ilave edilmesiyle olusan
hidrofobiklik artisi ve katesinin olusturdugu agyapinin birarada gdsterdigi etki sayesinde elde
edilen kontrollu salim stratejisinin gerek lisozim, gerekse katesinin kotrollu salimi igin
kullanilabilecegi anlasiimaktadir. Ozellikle 4.5 mg/cm? katesin diizeyinde zein-karnauba
mumu kompozit filmlerde gerek katesinin, gerekse lisozimin gegcisinin yavaslatilabildigi bir
kontrollu salim etkisi olusmasi dikkat ¢ekicidir. Diger yandan bir tek lisozimin kontrollu salimi
disiniliince en yiiksek konsantrasyon olan 6.0 mg/cm? diizeyinde katesin igeren, zein-mum
kompozit filmlerde lisozim gecis hizinin diger tim filmlerdekinden daha yavas olmasi da
kayda deger bir sonugtur. Bu sonug birden fazla kontrollu salim mekanizmasi igeren (mum
nedeniyle olusan hidrofobiklik ve “tortuosity” artisi ile fenolik maddece olusturulan agyapi)

filmlerin tek kontrollu salim mekanizmasi igeren (fenolik maddece olusturulan agyapi) filmlere
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g6re daha avantajli oldugunu bir kez daha gdstermektedir.

= 0.7 mg/cm?2 lisozim

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi

4000
—8— 3.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
2000
—8— %5 mum + %5 lesitin + 3.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
0 T T T T T T
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
A +4°C'de destile su icerisinde kalig siiresi (giin)

= (0.7 mg/cm2 lisozim
—8— 4.5 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm?2 lisozim

—B8— 5% mum + 5% lesitin + 4.5 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

B 4°C'de destile su igerisinde kalis siiresi (giin)
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= 0.7 mg/cm2 lisozim

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm ?)

6000
—8— 6.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
4000 —0— %5 mum + %lesitin + 6.0 mg/cm2 katesin + 0.7 mg/cm2 lisozim
2000
O T T T T T T
C 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

4°C'de destile su ige?isinde kalig suiresi (giin)

Sekil 4. 24. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit
filmlerin lisozim salim profilleri (Not-1: filmler destile su igerisinde serbest
halde calkalanmaktadir; Not-2: 3 (A); 4.5 (B) ve 6 (C) mg/cm? katesinin salim

hizina etkisi)

4.2.1.1.3. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-kandelilla mumu ve zein-balmumu

kompozit filmlerin lisozim salimi

Sekil 4.25'de farkli mumlar ve daha énce calisiimis olan karnauba mumu ve en iyi
kontrollu salim etkisinin saglandigi 6 mg/cm? diizeyinde katesin igeren filmlerde lisozimin
salim profilleri gértlmektedir. Salim kurveleri incelenecek olursa lisozimin salim hizinin
yavaglatilmasi ic¢in filmler icerisine bal mumu ilave edilmesinin karnauba mumuna goére
etkisinin daha az oldugu goérilmektedir. Ancak, bal mumu ve katesin iceren kompozit
filmlerden lisozim saliminin, tek basina katesin iceren filmlerinkinden daha yavas olmasi bu
mumun da az da olsa lisozim salimini yavaslatabildigini géstermektedir. Buna karsin katesin
iceren kompozit filmlerde kandelila mumu kullaniimasi lisozimin gegis hizinin
yavaslatiimasinda en az karnauba mumu kadar etkili olmustur. Ancak, karnauba mumu
iceren kompozit filmlerden ortama gegen toplam lisozim aktivitesinin kandelilla mumu igeren
kompozit filmlere gére biraz daha yiksek olmasi karnauba mumu kullaniminin daha avantajli
olabilecegini isaret etmektedir. Genel olarak mum igeren kompozit filmlerde salim deneyleri

sirasinda filmlerden ortama gegen toplam kismi saf lisozim aktivitesinin yliksek olmasi kayda
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deger miktarda enzimin filmler igerisinde tutuklanmadigini gésteren olumlu bir veridir.

16000

14000 1

12000

10000

8000

6000 —— 0.7 mg/cm2lisozim

—&— 6.0 mg/cm2KAT + 0.7 mg/cm?2lisozim

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi
(Ulem?)

4000 ==& -- %5 KAR + %5 lesitin + 6.0 mg/cm2KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
2000 --=&--- %5 KAN + %5 lesitin + 6.0 mg/cm2KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
%5 BM + %5 lesitin + 6.0 mg/cm2KAT + 0.7 mg/cm2lisozim
(0] 0.5 1 1.5 2 2.5 3

+ 4 °C' de destile su icerisinde kalis siiresi (giin)

Sekil 4. 25. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin lisozim
salim profileri (not-1: karnauba mumuna ait salim kurvesi bu sekilde kiyaslama
amaciyla 2. kez kullaniimigtir; not-2: KAR: karnauba mumu, KAN: kandelilla
mumu, BM: bal mumu, KAT: katesin; not-3: filmler destile su icerisinde serbest

halde calkalanmaktadir)

4.2.1.1.4. Kismi saf lisozim ve katesin igceren zein-mum kompozit filmlerin mekaniki

ozellikleri

Lisozim ve katesinin birarada filmlere ilave edilmesinin filmlerin mekaniki 6zellikleri
uzerine olan etkisi Tablo 4.12’de gérlilmektedir. Hatirlanacagi Gzere filmler icerisine kategin
ilave edilmesi elastikiyeti kayda deger sekilde artirmakta, ancak filmlerin gerilme gici ve
elastik modulus degerlerini azaltmaktaydi. Bu filmlerde ylUksek katesin igeridi nedeniyle
mekanik testler 6ncesi uygulanan kurutma iglemi 24 saatten 48 saate c¢ikariimigtir,
dolayisiyla filmlere sadece katesin ilavesinin etkisin gorebilmek ve gelistirilen zien-mum
kompozit filmlerle karsilastirabilmek igin farkli konsantrasyonlarda sadece katesin igeren
filmlerin mekanik &zellikleri tekrar incelenmistir. Lisozimin kontrollu salimi agisindan en
yiiksek etkinin saglandigi 6.0 mg/cm? katesin iceren filmlerde, gerek zein-karnauba mumu
kompozit filmlerde, gerekse zein filmlerde tek basina katesin ilave edilmis zein filmlerdekine
benzer etkiler gorilmuls yani elastikiyet artmis ancak gerilme ve elastik modulus dismustar.

Zein-mum kompozit filmlerde farkli mumlar kullaniimasi ise filmlerin gerilme gicl ve elastik
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modulus gibi degerlerini degistirmesede; filmlerin uzama degderinin karnauba mumu

ilavesinden daha az etkilendigi belirlenmistir.

Tablo 4. 12. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein-mumu kompozit filmlerin mekaniki

Ozellikleri
Film bilegimi _ Film
oL Elastik
Lisozim o Gerilme gticu Uzama kalinhiklari
Katesin 5 Mum Lesitin modulus
,  (mg/cm (MPa) (%) (Hm)
(mg/cm?) ) (%)* (%) (MPa)

- - - - 17.67 + 0.93a" 4 £ 1f 775 + 44a 113+ 1
15 - - - 7.93 £ 0.61c 4 £ 2f 397 + 25¢ 163 £ 4
3.0 - - - 3.23 £ 0.58d 33 + 5e 167 + 40d 191+ 3
6.0 - - - 0.93+0.20e 172+23a 31t7e 186 £ 3

- 0.7 - - 13.80 + 1.26b 3 1f 670 + 45b 138 £ 1
6.0 0.7 - - 1.02+0.21e 136+ 26b 42 + 8e 1892
6.0 0.7 5(KAR)° 5 1.11 £ 0.08e 95+ 7c 66 + 6e 176 £ 2
6.0 0.7 5(KAN)° 5 0.89 + 0.08e 65 £ 15d 56 + 6e 179+ 2
6.0 0.7 5(BM)° 5 0.77 £ 0.07e 62 + 18d 39+ 9e 172+ 2

?zeinin yiizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; "Kolonlardaki farkli harfler istatistiksel olarak
onemli farkhliklari gostermektedir (P<0.05); °Zein filme ilave edilen mum tirleri: KAR:

karnauba mumu; KAN: kandelilla mumu; BM: balmumu

4.21.1.5. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-mum kompozit filmlerin SEM

goriintileri

Sekil 4.26 ‘daki SEM goriuntuleri zein film yapisinda lisozim, katesin, mum, ve lesitin
ilavesiyle meydana gelen degisiklikleri gostermektedir. Sadece katesin ilavesinin zein filmin
gb6zenekli yapisini degistirdigi tekrar gorulmektedir (Sekil 4.26C). Mum ilave edilen filmlerin
goruntuleri incelendiginde, yapida ¢ok sayida kivrim ve yarik olusumu ile birlikte puruzli
olusum dikkat cekmektedir. Daha 6nce de belirtildigi gibi filmlere mum ilavesi ile hem
filmlerde hidrofobikligin artmasi hem de “tortuosity” artisi hedeflenmektedir. SEM goéruntuleri
go6stermektedir ki lisozimin difiizyon yolunun dolambacli hale gelmesi i¢in yapilan mum

ilavesi isleminin yapida istenilen degisiklikleri meydana getirdigi gézlemlenmektedir.
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Sekil 4n in ve ein-mum kompozit iIIere ait SEM
yankesit goruntileri (filmler sivi azotla dondurulup kirilmistir; A: kontrol zein film;
B: 0.7 mg/cm? lisozim igeren zein film; C: 6.0 mg/cm? katesin ve 0.7 mg/cm?
lisozim iceren zein film; D: zein-karnauba mumu kompozit film; E: zein-
kandellilla mumu kompozit film; F: zein- balmumu kompozit film (D, E, ve F
goérintdleri i¢in film bilesimi: 6.0 mg/cm? katesin, 0.7 mg/cm? lisozim, zeinin %5
‘i kadar mum ve zeinin %5 ‘i kadar lesitin igeren kompozit film); Blyttme:
1500X)
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4.2.1.1.6. Saf lisozim ve katesin igeren zein-kandelilla mumu ve zein-balmumu

kompozit filmlerin lisozim salimi

Farkhh mumlar iceren kompozit filmlerin salim deneyleri bir kez de saf lisozim
kullanilarak yuratalmastar (Sekil 4.27). Elde edilen sonuglar mum-kompozit filmlerin kismi saf
lisozim gibi saf lisozim’in de gegis hizini etkiledigini gostermektedir. Ancak, saf lisozimin zein-
mum kompozit filmlerden salim profili kismi saf lisoziminkinden oldukga farkhdir. Ayrica kismi
saf lisozime goére saf lisozimin film igerisinde tutuklanma orani daha ylksektir. Elde edilen
kurveler incelendigi zaman tutuklanma oraninin en az oldugu filmlerin yalnizca katesin igeren
zein filmler ve katesin iceren zein-balmumu kompozit filmler oldugu ve tek basina katesin
ilavesinin bile saf lisozimin salim hizini etkili bir sekilde yavaslattigi aciktir. Katesin iceren
zein filmlerin lisozimi salim profilinin katesin iceren zein-mum kompozitlerininkine oldukca
benzer olmasi katesinin film matrisinde olusturdugu capraz baglarin istenilen kontrolli salim
etkisini yaratabildigi ve filmlere mum ilavesiyle kompozit yapi olusturmanin bu agidan sinirh
bir fayda sagladigini gostermektedir. Saf lisozimin tarafimizdan etanol ¢éktlirme yontemiyle
uretilmis olan kismi saf enzime goére farkh salim profilleri géstermesinin en buylk nedeni
tahminimizce tuzla kristalizasyon yontemiyle Uretilen bu enzimin farkli molekiler agiriga ve
konformasyona sahip olmasidir. Molekller agirhdr ve konformasyonu farkli olan bir enzim
film matrisiyle daha az veya c¢ok etkilesime girerek farkli bir salim profili sergileyebilir.
Nitekim, saf lisozimin zein filmlere gére daha hidrofobik olan zein-mum kompozit filmlerde
kismi safa gore daha fazla tutuklanmasi ve immobilizasyonu onun daha hidrofobik bir yapiya
sahip olmasiyla ilgili olabilir. Tarafimizdan Uretilmig olan lisozim etanolle muamele edilerek
Uretilmis oldugundan tuzla ¢oktirtlmis saf lisozime goére tersiyer ve kuaternar yapisinda
degisimler olmasi beklenen bir durumdur. Nitekim, etanolin lisozimin konformasyonunda
ciddi degisimlere neden oldugu bilinmektedir (MECITOGLU ve ark., 2006).

4.21.1.7. Kismi saf lisozim ve gallik asit igeren zein-karnauba mumu, zein-kandelilla

mumu ve zein-balmumu kompozit filmlerin lisozim salimi

Diger yandan Sekil 4.28'da ise yine farkli mumlar iceren ancak katesin yerine gallik
asit ilave edilmis filmlerin lisozim salim profilleri gorulmektedir. Kurvelerden de géruldugu
uzere zein filmler icerisine mum ve gallik asit ilave edilmesinin mum ve katesin ilavesine gore
lisozim salimini yavaglatmada daha diisiik bir etki sagladigi aciktir. Ozellikle mum icermeyen
ve tek basina gallik asit iceren zein filmlerin baslangi¢ lisozim gegis hizinin tek basina
katesin iceren zein filmlerinkine gére daha yliksek olmasi dikkat cekicidir. Elde edilen bu

sonug¢ tarafimizdan daha 6nce elde edilen gallik asit’'in katesin’e gore zein filmleri daha
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(.7 mg/cm? Lisozim

——6 mg/cm?KAT + 0.7 mg/cm? Lisozim

—— %5 KAR + %5 Lecitin + 6.0 mg/em?® KAT + 0.7 mg/cm? Lisozim

—&— %5 KAN + %5 Lecitin + 6.0 mgfcm? KAT + 0.7 mg/ecm? Lisozim
20000 —0— %5 BM + %5 Lecitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/em? Lisozim

Il |
60000 - M I 1

50000 4

40000

30000
20000

10000

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi
(Ulem?)

+4 °C' de destile su icerisinde kalis suiresi (giin)

Sekil 4. 27. Saf lisozim ve katesin igceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin lisozim salim
profileri (not-1: karnauba mumuna ait salim kurvesi bu sekilde kiyaslama
amaciyla 2. kez kullaniimistir; not-2: KAR: karnauba mumu, KAN: kandelilla
mumu, BM: bal mumu, KAT: katesin; not-3: filmler destile su icerisinde serbest

halde calkalanmaktadir)

gbzenekli hale getirdigi bulgusunu dogrular niteliktedir. Ancak, kontrol filmlerin salim profilleri
dikkate alindigi zaman gallik asit'in zein-mum kompozit filmlerde olusturdugu ag yapinin da
lisozim igin sinirli bir kontrollu salim etkisi yarattigi gortilmektedir. Ozellikle gallik asit igeren
zein-karnauba mumu kompozit filmlerde baslangic asamalarinda lisozimin kontrole goére
ortama daha yavas gectigi aciktir. Yine gallik asit iceren zein-kandelilla mumu kompozit
filmlerde lisozimin baslangi¢ta ortama asamali olarak yavas bir sekilde gectigi ve ilerleyen
asamalarda lisozim gegisinin devam ederek ortama salinan aktivite dizeyinin kontrol
filmlerden salinan dizeye ulastigi gorilmektedir. Ancak, buna karsin karnauba ve bal mumu
iceren filmlerde lisozim salimi 0.5. gunden sonra oldukga yavagslamakta ve adeta
durmaktadir. Bu durum sézkonusu filmlerde az da olsa bir miktar lisozimin tutuklu kaldigini
go6stermektedir. Elde edilen tim bu sonuglar lisozimin salim hizinin yavaglatiimasi agisindan
katesin iceren zein-mum kompozit filmlerin gallik asit icerenlere goére daha etkili oldugunu
gOstermistir. Her ne kadar bunun baglica nedeni yiukarida da deginildigi gibi gallik asitin zein

filmleri daha
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Sekil 4. 28. Kismi saf lisozim ve gallik asit iceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin lisozim
salim profilleri (not-1: KAR:karnauba mumu, KAN: kandelilla mumu, BM: bal
mumu, GA: gallik asit; not-2: filmler destile su icerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

gOzenekli hale getirmesiyse de, gallik asit iceren filmlerde lesitin kullaniimamasinin da bunda
bir miktar katkisi olmasi mimkundur. Tek basina gallik asit iceren filmlerde mum dagihiminin
daha homojen olmasini saglayan lesitin’in ilavesi filmlerin kuruma suresini artirmaktadir.
Dolayisiyla bu filmlerde lesitin kullaniimamis ve mum ilavesi yalnizca homojenizasyonla
gerceklestiriimistir. Buna ragmen gallik asit'in katesin’e gére daha yuksek biyoaktiviteye
(antimikrobiyel ve antioksidant aktivite) sahip olmasi film Uretiminde neden oldugu gugcliklere
ragmen caziptir.

Tablo 4.13'de lisozim diginda filmlerden ortama salinan ve antimikrobiyel ve
antioksidant etki gdsterebilecek fenolik madde miktarlari da verilmistir. Zein filmlerden lisozim
gecisinin dengeye ulasmasi 2-3 gunde tamamlanirken, fenolik madde gecisinin bir dengeye
ulasmasi veya ortama gegen miktarin kayda deger diizeyin altina inmesi 14 gin kadar
surmektedir. Dolayisiyla verilen fenolik madde miktarlari 14 giin sonra destile su icerisinde
Olgulen miktarlardir. Elde edilen sonuglar filmlerden gallik asit gegisinin katesin gecisine gére
biraz daha ylksek oldugunu gdstermektedir. Nitekim, gallik asit iceren filmlerde ilave edilen
fenolik maddenin %67-85 kadari ortama gecgerken, katesin igeren filmlerde ilave edilen bu
fenolik maddenin %62-72 kadari destile suya gegmektedir. Bu durum hi¢ kuskusuz daha

once belirtildigi gibi gallik asit'in katesin’e gore zein filmlerin gézeneklilik duzeyini kayda
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deger sekilde artirmasi ve gallik asit'in molekdl agirliginin katesin’e goére dusuk olmasiyla
iligkilidir. Diger yandan gallik asit kategin’den daha iyi bir antioksidant oldugundan (gallik
asit'in antioksidant aktivitesi katesin’e gore 2.1 kat daha fazladir) bu fenolik maddeyi iceren
filmlerden ortama gegen antioksidant potansiyel de katesin iceren filmlere gore 2-2.5 kat
daha yuksek bulunmustur (Sekil 4.29).

Tablo 4. 13. Kismi saf lisozim ve fenolik madde igeren zein ve zein-mum kompozit filmlerden

salinan toplam fenolik madde miktarlari ve bunlara karsilik gelen antioksidant

aktiviteler
Film bilegimi Salinan toplam
— Salinan toplam (ar;:ioo|k-|§:g[aor;t/2:;té)
adde Lisozim Mum  Lesitin GAveyaKAT H
(mglcm?)  (%5)*  (%)*" (mglcm?) TEAC
(6.0 mg/cm?)
Katesin 0.7 - - 3.7 £+0.1 (%62)¢ 59.1 +6.8
Katesin 0.7 KAR® 5 4.2 +0.2 (%70) 67.3 £3.2
Katesin 0.7 KAN 5 43 +0.1(%72) 69.2 +1.4
Katesin 0.7 BM 5 43 +0.1(%72) 69.0 1.5
Gallik asit 0.7 - - 5.1 + 0.2 (%85) 175.6 +6.8
Gallik asit 0.7 KAR - 5.1 + 0.3 (%85) 177.3+11.0
Gallik asit 0.7 KAN - 4.0 + 0.3 (%67) 137.5 8.8
Gallik asit 0.7 BM - 5.0 + 0.3 (%83) 172.9 49.9

8Zeinin ylizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; ®tek basina gallik asit iceren filmlerde
kuruma siresini uzattigindan lesitin kullaniimamistir; °KAR:karnauba mumu, KAN: kandelilla
mumu, BM: bal mumu; %ilmlerden salinan toplam fenolik maddenin filmlere ilave edilen

toplam fenolik maddeye ylzde orani

4.2.1.1.8. Kismi saf lisozim ve katesin veya kismi saf lisozim ve gallik asit iceren zein-
mum kompozit filmlerin Listeria monocytogenes ve Listeria innocua uzerindeki

antimikrobiyel etkisi

CGalismanin bu asamasinda ilk olarak kismi saf lisozim ve gallik asit iceren zein ve zein-mum
kompozit filmlerin L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyel aktivitesi belirlenmistir. Gallik asit
yuksek antimikrobiyel aktivitesi yaninda lisozime gére ¢ok daha disuk bir molekller agirliga
sahiptir. Dolayisiyla agar Uzerinde daha kisa bir sire icerisinde daha genis bir alana diflize

etme ve daha blylk zonlar olusturma yetenegindedir. Ayrica, 6zellikle bazi mum igeren
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filmlerde lisozim salim hizi diger filmlere gére ¢ok daha dusiktir. iste bu dezavantajlarin

azaltiimasi ve daha iyi bir kiyaslama yapilabilmesi amaciyla bu ¢alismada literatirdeki
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Sekil 4. 29. Gallik asit ve katesin’in TEAC metoduyla ABTS serbest radikali kullanilarak
Olgulmus antioksidant aktivitelerini gésteren kurveler (not-1: AUC yontemine
gbére edrisi altinda kalan alan blylk olan madde daha ylksek antioksidant
aktivite gostermektedir; not-2: gallik asit ve katesin’in antioksidant aktiviteleri

siraslyla 34.6 ve 16.1 pmol troloks/mg’dir; not-3: KAT: katesin, GA: gallik asit)

diger bazi arastirmacilarin da yaptigi gibi inkiibasyondan énce tim disk iceren agarlar 4
°C’de 6 saat bekletilmis ve bakteri gelisimi i¢in inkilbasyon bundan sonra baslatiimistir. Bu
islemin amaci Ureme baglamadan dnce farkh filmlerden gegcen madde miktarlari arasindaki
farkhhgin bir oélglide azaltiimasidir. Ancak, secilen inkibasyon slresi ancak bakteriyel
gelisimi dnlemeyecek kadar uzun tutulabildiginden bu yéntemin de kendi igcerisinde belirli bir
kisitlamasi bulunmaktadir. Tablo 4.14'den de anlagilacagi Uzere gerek tek basina lisozim,
gerekse tek basina gallik asit iceren zein filmler L. monocytogenes lzerinde antimikrobiyel
aktivite gostermektedirler. Ancak, beklendidi gibi tek basina gallik asit iceren filmler, tek
basina lisozim igerenlerden yaklasik 7 kat daha blylk zon olusturmuslardir. Diger yandan
lisozim ve gallik asiti birarada igeren zein ve zein-mum kompozit filmler tek basina gallik asit
iceren zein filmlerle benzer veya biraz daha az antimikrobiyel aktivite gdstermektedirler.
Ancak, bu filmlerin iki farkli biyoaktif ajan icerdigi ve antimikrobiyel spektrumunun tek basina
gallik asit iceren filmlere goére ¢ok daha genis olabilecedi unutulmamahdir. Ozellikle
oksidasyonun hizli gerceklesecegi lipidlerce zengin gidalarda ayni zamanda antioksidant

olan gallik asitin hizla okside olarak tlikenebilecedi veya gidalardaki proteinlerle kompleks
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yaparak nortalize olabilecegi (tanning effect) dolayisiyla filmlerdeki antimikrobiyel aktivitenin
lisozime daha gok bagli hale gelebilecegi 6zellikle belirtiimelidir.

Gegmis galismalarimizda lisozimin zein filmler igerisindeki antimikrobiyel aktivitesinin
oldukga stabil oldugu ve 3-4 aylik bir depolamayla bile degismedigi belirlenmistir
(MECITOGLU ve ark., 2006). Ayrica, gerceklestiriien ¢ok sayidaki gecis deneyinde de
lisozimin katesin bulunan ortamlarda oldukga stabil oldugu belirlenmistir. Ancak, gallik asit ve
lisozim-gallik asit karigiminin zein filmler icerisindeki stabilitesi tam olarak bilinmemektedir.
iste bu nedenle gallik asit ve lisozim-gallik asit iceren filmlerin yarisi ilk deneyden bir hafta
sonra bir kez daha test edilmis ve antimikrobiyel aktivitelerinin nasil degistigi gozlenmistir.
Depolanmis filmlerle elde edilen sonuglar filmlerin L. monocytogenes’e karsi olan
antimikrobiyel aktivitesinde 7 gun icerisinde kayda deger bir degisim olmadigini dogrular
niteliktedir (Tablo 4.14). Bu sonug gelistirilen filmlerin Uretilip kullanim icin dagitilmasi igin
belirli bir zaman oldugunu gosteren uygulama agisindan anlamli bir veridir.

L. monocytogenes’e karsi yurutilen antimikrobiyel test calismalarinin ikinci
asamasinda lisozim ve katesin iceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin antimikrobiyel
etkileri test edilmistir. Ancak, tek basina lisozim igeren filmler haricinde bu filmlerin
olusturdugu zonlarin berrak degdil bulanik oldugu belirlenmistir (6l¢im alinmadigindan
sonugclar verilmemistir). Bu sonug katesin igeren zein-mum kompozit filmlerde lisozim salim
hizinin oldukga dusuk olmasinin bu filmlerin test sirasindaki antimikrobiyel etkisini azalttigini
gbstermektedir. Katesinin L. monocytogenes’e karsi etkili bir fenolik madde oldugu literatlirde
belirtiimektedir (VAQUERO ve ark., 2007). Bununla birlikte ¢alisilmis olan susunun tesadfi
olarak deneysel ortamda katesine karsi diren¢ gdsteren bir sus olmasi da mimkuindur.
Ancak, filmler igerisinde katesine ilaveten yine bu bakteriye karsi etkili olan lisozim de
bulunmaktadir ve bu sonug¢ s6zkonusu bakterinin gergek bir gida uygulamasinda lisozim ve
katesin karisimina karsi direng gosterecegi anlamina gelmemektedir. Nitekim, bu raporda
sO6zkonusu lisozim ve kategin igeren zein filmlerin kullanildigi peynirlerde L. monocytogenes
gelisimi engellenebilmistir (bak boélum 4.3).

Gelistiriimis olan lisozim ve katesin igeren filmlerin antimikrobiyel etkisinin somut
olarak gorulebilmesi amaciyla bu filmlerin antimikrobiyel testleri bir kez de L.innocua bakterisi
test mikroorganizmasi olarak kullanilarak gergeklestiriimistir (Tablo 4.15). Elde edilen
sonuglar galisilan konsantrasyonda tek basina katesin igeren filmlerde L.innocua’ya karsi
zon olusmadigini goéstermistir. Ancak, diskler kaldirildig1 zaman katesin igeren zein filmlerin
yerlestirildigi bdlgelerde bakteri Gremesi olmadigi, buna kargin kontrol filmlerde disklerin
altinda da yodun treme oldugu belirlenmistir. Bu daha 6nceki deneylerde tek bagina katesin
iceren filmler icin de elde edilmis olana benzer ve sinirli bir antimikrobiyel etkiyi ifade eden bir

sonugtur. Lisozim ve katesini birarada iceren filmlerde ise diskler etrafinda berrak zonlar
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Tablo 4. 14. Kismi saf liszoim ve gallik asit iceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin

Listeria monocytogenes’e karsi antimikrobiyel etkisi

. e .. Ortalama zon alani
Filmlerin bilegimi

(mm?)°
Gallik asit Lisozim Mum ve lesitin Yeni Uretilmis 7 gun depolan-

(mg/cm?) (mg/cm?) (%)? filmler mis filmler

- - - - Test edilmedi

- 0.7 - 98 + 14a° Test edilmedi
6.0 - - 690 + 88c 588 + 45a
6.0 0.7 - 621 + 88bc 624 £ 96a
6.0 0.7 5 (KAR)" 601 + 52bc 665 + 65a
6.0 0.7 5 (KAN)* 514 + 75b 610 + 78a
6.0 0.7 5 (BW)? 633 + 96bc 554 + 127a

aZeinin ylizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; *filmlerin bir kismi Gretimin hemen ardindan
bir kismi ise bilesenlerin stabilitesini test etmek amaciyla 4°C’de 7 giin depolama ardindan
test edilmistir; “Kolonlardaki farkl harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklari géstermektedir
(P<0.05); “KAR:karnauba mumu, KAN: kandelilla mumu, BM: bal mumu;

Tablo 4. 15. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-mum kompozit filmlerin Listeria

innocua’ya karsi antimikrobiyel etkisi

Filmlerin bilegimi Ortalama
Lisozim Katesin Mum Lesitin zon alani
(mglem?  (mglcm?) (%)° (%)° (mm?)
i i i i Zon yok disk altinda
ureme var
0.7 - - - 119 £ 32a
Zon yok disk altinda
- 6.0 - - :
ureme yok
0.7 6.0 - - 115+ 27a
0.7 6.0 5 (KAR)® 5 89 + 46a
0.7 6.0 5 (KAN)® 5 90 + 28a
0.7 6.0 5 (BM)® 5 127 £ 31a

8Zein miktarinin ylzdesi olarak filmlere ilave edilen mum ve lesitin miktarlari; °Kolonlardaki
farkh harfler istatistiksel olarak 6nemli farkhliklari géstermektedir (P<0.05) °Zein filme ilave

edilen mum turleri: KAR: karnauba mumu; KAN: kandelila mumu; BM: bal mumu
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meydana gelmigstir. Ancak, bu zonlarin alani daha 6énce lisozim ve gallik asit karigiminin L.
monocytogenes Uzerinde olusturduklarina gére oldukga kiguktir. Gelistiriimis olan lisozim ve
katesin iceren filmlerin gercek antimikrobiyel potansiyelinin anlasiimasi i¢in bu filmlerin

antimikrobiyel aktivite testlerine gergcek gida uygulamalarinda da yer verilmistir.

4.2.1.2. Lisozim’in kontrollu salimi i¢in katesin ve gallik asit’i birarada igeren mum-

kompozit filmler gelistiriimesi

Bu bdlimde farkh mumlarla olusturulan zein-mum kompozit filmler icerisine lisozim ve
katesin-gallik asit karisimi ilave edilmistir. Daha onceki bolumlerden hatirlanacagi Uzere
katesine gore cok daha gugcli bir antioksidant ve antimikrobiyal olan gallik asit filmler
icerisinde tek basina ve ylksek konsantrasyonda kullanildigi zaman filmlerin gézenekliligini
oldukca artirmakta ve filmlerin lisozim ve fenolik madde salimi hizlanabilmekte veya
beklenenden daha az yavaslamaktadir. Dolayisiyla gallik asitle birlikte filmlerdeki
gozenekliligi kismen azaltan katesinin birarada kullanimi gerek istenen kontrollu salim
etkisinin gerekse arzulanan gucli antimikrobiyal ve antioksidant etkinin saglanabilmesi
agisindan énemli goérdimustar. Ayrica, farkh molekller yapilara ve molektl agirliklarina sahip
olan gallik asit (Fenolik asit, C¢Cs;, MW:170) ve katesin’in (Flavonoit, CsC3Cs, MW:290)
birarada kullanimiyla zein filmlerin ¢apraz baglanma o6zelliklerinin degistiriimesi ve lisozim
gecis hizinin bu fenolik maddeleri tek tek iceren filmlere goére farkhlastirimasi da
hedeflenmistir. Hi¢ kuskusuz farkli spektrumlarda antimikrobiyel ve antioksidant etki gOsteren
bu iki fenolik bilesigin karisim halde kullanimiyla filmlerden saglanan etki spektrumunun
artinlmasi ve her bir bilesenin uygulama dozunun azaltiimasi da saglanmasi dusinulen

faydalardir.

4.2.1.2.1. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada igeren zein-mum kompozit

filmlerin lisozim salimi

Sekil 4.30 incelenecek olursa zein filmler igcerisine mum olmadan, toplam fenolik
madde miktari 6 mg/cm? olacak sekilde katesin-gallik asit karisimi eklenmesinin kismi saf
lisozimin gecis hizini azaltmadigi goérulmektedir. Daha 6nce elde edilmis olan sonuglar
hatirlanirsa zein filmlere mum olmadan tek basina 6 mg/cm? diizeyde katesin katilmasi kismi
saf lisozimin gegis hizini belirgin olarak yavaslatmakta, yine mum olmadan tek basina 6
mg/cm? gallik asit ilave edilmesi ise gegis hizinda belirgin bir fark yaratmamaktaydi. Bunun
en blylk nedeni daha 6nce gallik asit iceren filmlerin SEM gorintilerinde de gorildigu gibi

gallik asitin filmler icerisindeki capraz baglanmayi artirsa da filmleri gdzenekli hale
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getirmesidir (bak Sekil 4.6). Diger yandan filmler igerisine karnauba mumu, kandelilla mumu
veya balmumu ilave edilerek filmlerin kompozitlestiriimesi beklendidi gibi lisozim salim hizini
yavaglatmaktadir. Zein’in farkli mumlarla elde edilen kompozit filmlerinin lisozim salim
profilinin oldukga benzer olmasi karisim haldeki fenolik bilesikler varliinda kullanilan mum

tipinin lisozim gegis hizina ektisinin oldukg¢a dusuk oldugunu gdéstermektedir.
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Sekil 4. 30. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada iceren zein ve zein-mum
kompozit filmlerin lisozim salim profilleri (not-1: KAT: katesin, GA: gallik asit,
KAR: karnauba mumu, KAN: kandelilla mumu, BM: bal mumu; not-2: filmler

destile su icerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

Buna goére karisim halde fenolik bilesik igeren filmlere mum ilavesiyle filmlerin
hidrofobikliginin artirlmasi ve su alarak sismelerinin geciktiriimesi (swelling) lisozim igin
kontrolu salim etkisi yaratmak agisindan yeterlidir. Bu tir filmlerde antimikrobiyel etki lisozim
ve filme baglanmayan serbest fenolik bilesiklerce, antioksidant etki ise yine fenolik
bilegiklerce saglanmaktadir.

Salim deneyleri sirasinda filmlerden destile su icerisine gecen lisozim aktiviteleri
Tablo 4.16’de verilmistir. Buna gore filmler icerisine mum ilave edilmeden fenolik madde
ilavesinin ortama gecen toplam lisozim miktarini bir miktar artirdigi, buna karsin mum

ilavesinin ise lisozimin bir kisminin filmler igerisinde tutuklanmasina neden oldugu agiktir.
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4.2.1.2.2. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada iceren zein-mum kompozit

filmlerin fenolik madde salimi

Geligtirilmis olan zein-mum kompozit filmlerin fenolik madde salim profiller Sekil
4.31’da gorulmektedir. Buna goére tim zein-mum kompozitleri kontrol filmere gdre fenolik

madde gegisini az veya ¢ok yavaglatmaktadir. Ancak, 6zellikle zein-balmumu ve zein-

Tablo 4. 16. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada iceren ve zein-mum kompozit
filmlerden salinan lisozim ve fenolik madde diizeyleri ve filmlerin antioksidant

potansiyelleri

Salinan Salinan toplam
Filmlerin Salinan toplam antioksidant
bilesimi toplam fenolik akt. (umol
lisozim akt. madde Trolox/cm?)
Lisozim Katesin  Gallik asit Mum ve (U/lcm?) miktari
(mg/lcm?) (mg/lcm?) (mg/cm?) lesitin (%)? (mg/cm?) TEAC ORAC
0.7 - - - 15859+1265 4.9 +0.2(82)° 86 60
0.7 3.0 3.0 - 183651690 5.4 +£0.1(90) 91 63
0.7 3.0 3.0 5 (KAR)® 133274399 5.6 £0.0(93) 89 74
0.7 3.0 3.0 5 (KAN) 14645198 5.2 £0.1(87) 92 74
0.7 3.0 3.0 5 (BM) 13751+1914 4.9 £0.2(82) 86 60

aZeinin yiizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; "KAR:karnauba mumu, KAN: kandelilla
mumu, BM: bal mumu; ° filmlerden salinan toplam fenolik maddenin filmlere ilave edilen

toplam fenolik maddeye ylzde orani

kandelila mumu kompozit filmlerde katesin ve gallik asit gegisinin zein-karnauba mumu
iceren filmlere gbre daha yavas oldugu aciktir. Elde edilen bu veriler zein-mum
kompozitlerinin hem lisozim hem de fenolik bilegiklerin ayri ayri, veya ayni anda kontrollu
salimini gergeklestirebilecek filmler oldugunu gdstermektedir.

Tablo 4.16’de zein ve zein-mum kompozit filmlerden gegen toplam fenolik madde
miktarlari ve bunlara karsilik gelen TEAC ve ORAC metodlariyla belirlenmis antioksidant
aktiviteleri de verilmigtir. Sekil 4.31’daki salim kurveleri temel alinarak belirlenmis toplam
salinan fenolik madde miktarlari 6zellikle zein-kandelilla mumu kompozit yapilarin bir miktar
fenolik maddeyi bagladigi izlenimini dogurmaktadir. Ancak, daha 6nce benzer filmlerle
yuritilen 6n denemeler deneyler salim slresi uzadik¢a filmlerin saldigi toplam fenolik

madde miktarinin arttigi gértlmektedir. Bu tlr salim suresine bagh artiglar lisozim igin
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gOzlenmemekte ve aktivite codu kez ya sabit kalmakta ya da sinirli bir azalma

gOstermektedir.

—&— 3 0mg/cm*KAT + 3.0 mg /cm? GA+ 0.7 mg /cm? Lisozim
—— 005 KAR + %5 Lesitin + 3.0 mg/fem® KAT + 3.0mg /em2 GA + 0.7 mg fom2 Lisozim
=005 KAN + %5 Lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg /cm? GA+ 0.7 mg /cm? Lisozim

—O0— %5 BAM + %65 Lesitin+ 3.0 mg fcm® KAT + 3.0 mg fem® GA+ 0.7 mg fom® Lisozim

Ortama salinan fenolik madde miktari

+4 °C’ de destile su igerisinde kalis siiresi (giin)

Sekil 4. 31. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada igceren zein ve zein-mum
kompozit filmlerin fenolik madde salim profilleri (not-1: KAT: katesin, GA: gallik
asit, KAR: karnauba mumu, KAN: kandelila mumu, BM: bal mumu; not-2:

filmler destile su igerisinde serbest halde galkalanmaktadir)

4.2.1.2.3. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’i birarada igeren zein-mum kompozit

filmlerin Listeria monocytogenes lizerindeki antimikrobiyel etkisi

Gidalarda bulunan patojenitesi en ylksek bakterilerden birisi olan ve ¢evresel kosullar
ve antimikrobiyallara duyarlihgi az olan Listeria monocytogenes bakterisi Uzerinde yurutilen
testler, gelistiriimis olan filmlerin bu bakteriye karsi olan antimikrobiyel aktivitelerinin oldukc¢a
yuksek oldugunu ve filmlerden ortama gecen antimikrobiyel ajanlarin miktarlarinin bu
bakterinin deneysel kosullardaki inaktivasyonu agisindan yeterli oldugunu gdéstermistir (Tablo
4.17). Elde edimis olan test sonuclarina goére tek basina lisozim iceren filmlerin
antimikrobiyel etkisi katesin-gallik asit ilavesiyle énemli élglide artmaktadir (P<0.05). Daha
onceki deneylerde katesinin L. innocua ve L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyel etkisinin

gallik asite gére daha az oldugu belirtilmistir. Ancak, katesinin kullaniminin antimikrobiyel
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aktivite diginda lisozim igin kontrollu salim etkisi elde etmek Uzere zeinin ¢apraz baglanma
duzeyini artirmak, film g6zenkliligini azaltmak ve filmlerin antioksidant kapasitesini geligtirmek
gibi iglevleri de bulundugu unutulmamalidir. Diger yandan kullaniimis olan mumlardan,
karnauba mumu igeren kompozit filmlerin kandelilla ve bal mumu icerenlere kiyasla daha

yuksek antimikrobiyel etki gosterdigi de belirlenmistir (P<0.05).

Tablo 4. 17. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit'i birarada iceren zein ve zein-mum

kompozit filmlerin Listeria monocytogenes izerindeki antimikrobiyel etkisi

Filmlerin bilegimi Olusan ortalama
Lisozim  Katesin Gallik asit Mum Lesitin zonlarin ¢api
(mg/lcm?) (mg/cm?) (mg/cm?) (%)? (%) ? (mm?)
0.7 - - - - 98 + 14a°
- 3.0 3.0 - - 254 + 32¢
0.7 3.0 3.0 - - 232 + 51bc
0.7 3.0 3.0 5(KAR)° 5 249 + 32¢
0.7 3.0 3.0 5(KAN)° 5 151 + 63ab
0.7 3.0 3.0 5(BM)° 5 166 + 60ab

3Zeinin yiizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; "Kolonlardaki farkli harfler istatistiksel olarak
onemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05) “KAT: katesin, GA: gallik asit, KAR: karnauba
mumu, KAN: kandelilla mumu, BM: bal mumu, KAT:katesin, GA:gallik asit

4.2.2. Lisozimin’in Kontrollu Salimi igin Fenolik Bilesikler igeren Zein-Yag Asiti Karisim

Filmler Gelistirilmesi

4.2.2.1. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-oleik asit karigim filmlerin lisozim

salimi

Hatirlanacagi Uzere daha onceki galismalarda zein-oleik asit karisim filmlerin fenolik
maddelerin kontrollu salimi amaciyla kullanilabilecegi belirlenmisti. Calismanin  bu
asamasinda fenolik maddeler igeren zein-oleik asit filmlerden lisozim salimi incelenmistir.
Sekil 4.32 incelenecek olursa %5 oleik asit ve %5 lesitin igceren filmlerde fenolik madde
olarak kullaniimis olan katesinin miktari artirildikga lisozimin filmlerden daha yavas salindigi
gorulmektedir. Bu durum daha 6nce zein-mum kompozit filmlerde ulasmis oldugumuz fenolik
madde ilavesinin zein filmler icerisinde bir agyapi olustugu ve bu agyapinin fenolik madde
miktari arttikca giclendigi sonucunu bir kez daha dogrulamaktadir. Ancak en disuk salim

hizinin goériildiigii 6.0 mg/cm? katesin iceren filmlerde bile lisozim salim hizi halen gecmis
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gbnemde ayni miktarda katesin ile %5 mum ve %5 lesitin kullanilarak elde edilmis
filmlerinkinden fazladir. Filmler icerisindeki katesin miktari 6 mg/cm? olarak, lesitin miktari ise
zeinin %5’i dizeyinde sabit tutularak oleik asit miktarinin zeinin %10’u dizeyine ¢ikartiimasi
ise lisozim salim hizini daha da azaltmakta ve mum ve lesitin iceren filmin lisozim salim hizi
dizeyine yaklastirmaktadir (Sekil 4.33). Fenolik madde miktarinin sabit tutulmasi, oleik asit
miktarinin ve lesitin miktarinin her ikisinin de %10 dizeyine ¢ikartiimasiyla da benzer sekilde
yavas hizda salim yapan filmler elde edilmistir. Ancak, dzellikle 6 mg/cm? katesin, %20 oleik
asit ve %10 lesitin iceren filmlerde bugine kadar galismalarda ulasilan en dusuk lisozim
salim hizina ulagiimistir.

Katesin ilave edilmis zein-oleik asit karisim filmlerde kontrollu salim lzerinde etkili
olan mekanizmalar daha 6nce de belirtildigi Gizere oleik asitge saglanan hidrofobisite artisi ve
fenolik maddenin film icerisinde olusturdugu agyapiyla iligkilidir. Ayrica oleik asit iceren
filmlerde bazi ajanlarin tasinmasinda (carrier) kullanilabilecek slingerimsi bir yapi olustugu
da literatirde belirtiimektedir (WANG ve ark., 2008).

——0.7mg/ cm?lisozim

—&— 5% oleik asit + 5% lesitin + 6.0 mg / cm? katesin + 0.7 mg/ cm?lisozim
—a— 5% oleik asit + 5% lesitin + 4.5 mg/ cm? katesin + 0.7 mg/ cm? lisozim
—o— 5% oleik asit + 5% lesitin + 3.0 mg / cm? katesin + 0.7 mg/ cm?lisozim
—*— 5% mum + 5% lesitin + 6.0 mg / cm? katesin + 0.7 mg/ cm?lisozim

18000
16000
14000

12000

10000
8000
6000
4000

2000

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm2)

0 ' T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

4 °C destile su igerisinde kalig siiresi (giin)

Sekil 4. 32. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigim filmlerin lisozim
salim profilleri (not-1:zein-karnauba mumu kompozit filme ait kurve kiyaslama
amaciyla konmustur; not-2: filmler destile su icerisinde serbest halde
calkalanmaktadir)
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——0.7mg/ cm?lisozim

—8— 5% oleik asit + 5% lesitin + 6.0 mg/ cm? katesin + 0.7 mg / cm? lisozim
—a— 10% oleik asit + 5% lesitin + 6.0 mg/ cm? katesin + 0.7 mg/ cm? lisozim
—»—10% oleik asit + 10% lesitin + 6.0 mg/ cm? katesin + 0.7 mg/ cm? lisozim
—— 20% oleik asit + 10% lesitin + 6.0 mg/ cm? katesin + 0.7 mg/ cm? lisozim
—¢— 5% mum +5% lesitin + 6.0 mg/ cm? katesin + 0.7 mg/ cm?lisozim
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm?)

0 L& T T T T T T
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

4 °C destile su igerisinde kalig stiresi (giin)

Sekil 4. 33. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein-oleik asit karigsim filmlerin lisozim salim
profilleri (Not-1: zein-karnauba mumu kompozit filme ait kurve kiyaslama
amaciyla konmustur; Not-2: filmler destile su igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

Diger yandan Tablo 4.18 incelenecek olursa 6zellikle oleik asiti ve lesitini %10 ve
Uzerinde igeren filmlerde ortama salinan lisozim miktarinin daha énce incelenmis zein-mum
kompozitleri ve kontrol filmlere gére daha dusik oldugu gorilmektedir. Buna gore zein-oleik
asit karigim filmlerin lisozimin bir miktar immobilizasyonuna neden oldugu agiktir.

Hatirlanacagi Uzere zein-oleik asit karisim filmlerin destile su igerisine serbest sekilde
atilmasi ve calkalama uygulanarak yuritulen salim deneyleri filmlerde olusan yogunluk
farkliliklari nedeniyle deneyler sirasinda bazi filmlerin tam olarak batik (kontrol), bazilarinin
askida (birgok film), bazilarinin ise yuzer formda (az sayida film) kalmasina neden
olmaktadir. Dolayisiyla bu filmlerde salim deneyleri hem filmlerin serbest yuzdugu klasik
salim diuzenegi, hem de filmlerin cam bir ¢cergceveye tutturularak su icerisinde batik halde

tutuldugu ancak yine galkalandidi 6zel bir dizenekle yuratulmustar (bak Sekil 3.4).
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Tablo 4. 18. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigsim filmlerden

salinan toplam lisozim aktivite duzeyleri

Oleik asit Lesitin Katesin Lisozim Filmlerden salinan toplam
(%)? (%)? (mg/cm?) (mg/cm?) lisozim aktivitesi (U/cm?)
- - - 0.7 15372 +748
S 5 3 0.7 10953 +1402
S 5 4.5 0.7 11408 +1965
5 5 6.0 0.7 10012 425
10 5 6.0 0.7 10263 +348
10 10 6.0 0.7 8126 +92
20 10 6.0 0.7 6041 +572

®zeinin ylzdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari

Sekil 4.34A’de lisozimin salim profili Gzerine katesin ve oleik asit konsantrasyonunun
etkisi bir kez daha gériilmektedir. Elde edilen sonuglar 6zellikle 3 mg/cm? katesin iceren
filmlerde lisozimin ortama hizla gegctigini ve bir slire sonra enzim gegisinin durdugunu veya
cok yavasladigini géstermektedir. Buna karsin 6 mg/cm? katesin igeren filmlerde lisozimin
ortama gegis hizi oldukga yavaslamaktadir. Bu sonu¢ daha énce filmlerin destile su
icerisinde serbest olarak bulundugu calkalamali dizenkete elde edilenlerle uyumludur.
Katesin miktari 6 mg/cm®de sabitken oleik asit miktarinin %5ten %10’a yiikseltimesi
lisozimin salim hizini biraz daha azaltmaktadir. Buna gére uygun konsantrasyonda
kullanildiklari zaman gerek katesinin, gerekse oleik asitin lisozimin salim hizini etkiledigi
ortadadir. Daha 6nceki rapor dénemlerinde de belirtildigi gibi gok sayida OH grubu iceren (5
adet) katesinin zein molekullerinde bulunan karbonil gruplariyla H bagi yaparak filmin
agyapisini, yani gapraz baglanma duzeyini artirarak, oleik asitin ise filmin hidrofobikligini
artirip su alip sismesini geciktirerek kontrollu salim etkisi yarattigi disiniimektedir.

Ortama salinan toplam lisozim aktiviteleri dikkate alindi§1 zaman 6zel cam dizenek
kullanilarak yuratulen gecis deneylerinde de aynen klasik salim deneylerindeki gibi zein-oleik
asit karigim filmlerde 6nemli miktarda lisozimin filmler igerisinde tutuklu kaldidi agikga
gorilmektedir. Nitekim dzellikle lisozim salim hizinin oldukga yavas oldugu 6 mg/cm? katesin
iceren filmlerde ortama gecen toplam lisozim aktivitesinin kontrol filmlerden ortama gegen
toplam aktivitenin neredeyse yarisi kadar olmasi dikkat ¢ekicidir (Tablo 4.19). Bu nedenle
lisozim gecisinin yavas bir hizda gerceklestigi, ancak ortama gecen toplam enzim
aktivitesinin daha ylksek oldugu filmler elde edilmesi amaciyla filmler icerisindeki lisozim
diizeyi 2 kat artirilarak 0.7 mg/cm?den 1.4 mg/cm?ye yiikseltilmis ve salim deneyleri bir kez

daha tekrarlanmistir. Lisozim konsantrasyonunun ytkselmesiyle zein-oleik asit karigim
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filmlerde lisozim salim profilinin daha rahat incelenebilecedi dusundlmuastir. Ayrica, bu
denemelerde zein-oleik asit karigimlarinda kategin bulunmadigi zaman konrolli salim
etkisinin nasil degistigi de incelenmistir.

Sekil 4.34B incelenecek olursa zein-oleik asit karisim filmler icerisinde katesin
olmadan tek basina oleik asit ilavesinin lisozim salim hizi Uzerinde herhangi bir etki
saglamadi§i gortulmektedir. Ayni sekilde filmlere tek basina katesin katilmasi da ylksek
konsantrasyonda kullanildigi  zaman lisozimin  salim hizini  istenilen duzeyde
azaltmamaktadir. Buna gore calisilan yiiksek lisozim konsantrasyonunda (1.4 mg/cm?
lisozim icin bir kontrolli salim etkisi elde edilmesi icin hem oleik asitin yarattigi hidrofobisite
artisi, hem de katesinin yarattiyi capraz baglama etkisinin gerekli oldugu aciktir. Filmlerdeki
lisozim diizeyinin 1.4 mg/cm?ye yiikseltimesiyle 6zellikle %10 ve %20 diizeyinde oleik asit
iceren filmlerde lisozim salim hizinin oldukga yavasladigi, ancak salinan toplam aktivite
diizeyi 20000 U/cm?nin Uizerinde olan filmler elde edildigi gériilmektedir (Tablo 4.19). 15000-
16000 U/cm? diizeyinde lisozim salabilen icerisinde tek basina lisozim bulunan filmlerin
antimikrobiyel aktivite gosterdigi dusinilince (bak Tablo 4.17) elde edilen bu sonuglarin

olduk¢a olumlu oldugu dusunulmektedir.

0.7 mg/cm?lisozim
—m— %5o0leik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm? lisozim
—— %10oleik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
—=&— %5o0leik asit + %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm? lisozim
& —o— %10 o0leik asit+ %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm? lisozim
§ 25000
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8 20000
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©
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1.4 mg/cm?lisozim

= = = %10o0leik asit+ %10 lesitin + 1.4 mg/cm? lisozim

----@--- 6.0 mg/cm? KAT + 1.4 mg/cm?lisozim

—8B— %10o0leik asit+ %10 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 1.4 mg/cm?lisozim

—a— %5oleik asit+ %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 1.4 mg/cm?lisozim

—2z— %10o0leik asit+ %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 1.4 mg/cm?lisozim
= —X— %20o0leik asit+ %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 1.4 mg /cm? lisozim
& 40000
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B 4 °C' de destile su icerisinde kalig sliresi (glin)

Sekil 4. 34. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein ve zein-oleik asit karisim filmlerin lisozim
salim profilleri (not-1: A: 0.7 mg/cm?; B: 1.4 mg/cm? lisozim igeren filmler; not-2:
KAT: katesin; not-3: filmler gerceve igerisine yerlestiriimis halde destile suda

tutulurken tim dizenek galkalanmaktadir)

4.2.2.2. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-laurik asit ve zein-linoleik asit karigim

filmlerin lisozim salimi

Zein filmlerle karisim olusturmak amaciyla oleik asit yerine laurik asit ve linoleik asit
ilave edilerek elde edilmis olan karisim filmlerin kismi saf lisozim salimi Sekil 4.35'de
gorulmektedir. Filmler daha 6nce oleik asit igin uygun oldugu belirlenen %10 yag asiti ve
%10 lesitin ilavesiyle hazirlanmistir. Elde edilen sonuglar filmler igerisinde farkli yag asitleri
kullanimiyla lisozimin salim hizinin degistirilebilecedini bir kez daha gostermektedir. Yag asiti
alifatik zincir uzunlugu ayni olan oleik ve linoleik asitler (Tablo 4.20) benzer salim kurveleri
vermis ve en yavas lisozim salim hizini géstermistir. Buna karsin bunlardan daha kisa alifatik
zincir igceren dolayisiyla daha az hidrofobik olmasi beklenen laurik asit iceren karigim filmler
oleik asit ve linoleik asit igeren filmlerden daha hizli lisozim salmistir. Ozellikle laurik asit
iceren filmlerde salim hizinin tek basina katesin iceren filmlerinkine yakin olmasi bu yag

asitinin salim hizini etkileyecek bir hidrofobisite artisi veya yapisal bir degisime neden
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olmadigini gostermektedir. Ayrica Tablo 4.21 g6z 6nune alindiginda, deney sulresince
ortama gecen toplam lisozim miktarinin laurik asit iceren karisim filmlerde diger karisim

filmlerle karsilastinldiginda en disik seviyede kaldigi belirlenmistir.

Tablo 4. 19. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigsim filmlerden

salinan toplam lisozim aktivite duzeyleri

Film kompozisyonu Salinan toplam
Lisozim Katesin Oleik asit Lesitin lisozim aktivitesi
(mg/cm?) (mg/cm?) (%)? (%)? (Ulcm?)
0.7 - - - 22854 +632
0.7 3.0 5 10 17323 £1550
0.7 3.0 10 10 10048 +853
0.7 6.0 5 10 11055 +1036
0.7 6.0 10 10 10962 +3289
1.4 - - - 32501 +753
1.4 - 10 10 34002 +294
1.4 6.0 - - 23725 +867
1.4 6.0 5 10 22861 £2337
1.4 6.0 10 10 25011 £1718
1.4 6.0 20 10 20972 +886
1.4 3.0 10 10 20309 £576

8Zeinin ylizdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari
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1.4 mg /em? Lisozim

---8---6.0mg/fcm?* KAT + 1.4 mg /em? Lisozim

—2— %10 Oleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg /fcm® KAT + 1.4 mg /em? Lisozim
—&— %10 Laurik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg /em2KAT + 1.4 mg /em? Lisozim
—— %10 Linoleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg fem? KAT + 1.4 mg /em?® Lisozim
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi
(U/ cm?)
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+4 °C' de destile su icerisinde kalis siiresi (gtin)

Sekil 4. 35. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein-yag asiti karigim filmlerin liszoim salim
profilleri (Not-1: daha 6nce incelenmis %10 oleik asit ve %10 lesitin iceren
filmlerin sonuglari kiyaslama amaciyla verilmistir; Not-2: filmler gergeve icerisine

yerlestirilmis halde destile suda tutulurken tim dizenek galkalanmaktadir)

Tablo 4. 20. Karigim olusturmada kullaniimig olan yag asitlerinin molekuler yapisi

Yag asitinin adi Kapali formiilii (RCOOH yapisi)
Laurik asit Cu
Oleik asit (018:1) A9
Linoleik asit (Cis2) A%12
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Tablo 4. 21. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein ve zein-yad asiti karigsim filmlerden

salinan toplam lisozim aktivite duzeyleri

Film bilesimi
_ _ _ Salinan toplam
Lisozim Katesin Yag asiti Lesitin L L
lisozim aktivitesi (U/cm?)

(mg/cm?) (mg/cm?) (%)° (%)°

14 - - - 32501 £723

14 6.0 - - 22924 £1152

14 6.0 10 (OLE)® 10 25011 £1718

14 6.0 10 (LAV) 10 20941 £1301

14 6.0 10 (LINO) 10 22789 £1632

2Zein miktarinin yilizdesi olarak filmlere ilave edilen yag asiti ve lesitin miktarlari; °Zein filme

ilave edilen yag asiti tirleri: OLE: oleik asit; LAU: Laurik asit; LINO: Linoleik asit

4.2.2.2. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein-yag asiti karisim filmlerin mekaniki

ozellikleri

Farkh yagd asitleri ilavesiyle Uretiimis zein-yad asidi karigim filmlerinin mekaniki
Ozellikleri Tablo 4.22 ‘de verilmistir. 6.0 mg/cm? katesin ve 0.7 mg/cm? lisozim iceren zein
filmin uzama degeri ortalama %136 iken (bak Tablo 4.12); lisozim miktarinin 2 katina
cikariimasi filmin uzama degerini etkilemis ve deger ortalama %70 ‘e kadar dusurmustar.
Diger taraftan farkh yag asitleri kullaniimasi katesin ve lisozim bir arada igeren filmlerin

mekaniki 6zelliklerinde bir degisiklik yaratmamigtir (P>0.05).

(Not: yuksek fenolik madde icerigi nedeniyle mekanik testler éncesi uygulanan kurutma

islemi 24 saatten 48 saate c¢ikariimistir)

4.2.2.3. Kismi saf lisozim ve katesin iceren zein-yag asiti karisim filmlerin SEM

goruntileri

Sekil 4.36 ‘da kismi saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-yag asiti karigim
filmlerin SEM yan kesit gorintileri verilmistir. Daha dnce bahsedildigi gibi yag asiti ilavesiyle
olusan slingerimsi yapi verilen bu goérintilerle tespit edilmistir. Zein film de olusan bu
siingerimsi yapi sayesinde hem katesin hem de lisozim salim hizinin azaltildigi

dusUnUtlmektedir.
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Tablo 4. 22. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein-yag asiti karisim filmlerin mekaniki

ozellikleri
Film bilesimi Gerilme giicii Uzama Elastik Film
Katesin | jsozim Yag asiti  Lesitin (MPa) (%) modulus —kalnliklar

(mglcm?) ~ (mg/cm?) (%) (%) (MPa) (um)
- - - - 17.67 £ 0.93a" 4+1b 775 t 44a 113 £1
- 1.4 - - 10.98 + 0.96b 3+1b 530 + 32b 143 £+ 1
6.0 1.4 - - 0.98 £ 0.14c 71+ 15a 55+ 12c 167 £ 1
6.0 14 10 (OLE)* 10 1.17 £ 0.26¢ 70 £ 10a 55+ 19c 160 £ 2
6.0 1.4 10 (LAU)® 10 0.88 + 0.10c 61+ 18a 37 £ 9c 159 + 2
6.0 1.4 10 (LINO)® 10 1.23 £ 0.10c 53 + 9a 63 + 9c 192+5

2 zeinin yiizdesi olarak mum ve lesitin miktarlari; "Kolonlardaki farkli harfler istatistiksel olarak
onemli farkliliklar gostermektedir (P<0.05); “Zein filme ilave edilen yag asiti tirleri: OLE: oleik
asit; LAU: Laurik asit; LINO: Linoleik asit

4.2.2.4. Saf lisozim ve katesin igeren zein-oleik asit karigim filmlerin lisozim salimi

Zein-oleik asit karisim filmlerin lisozim salim profilleri tarafimizdan Uretilen kismi saf
lisozim yerine bir kez de saf lisozim kullanilarak gergeklestirilmistir. Saf lisozim her ne kadar
gida uygulamalarinda kullanilabilecek kadar ekonomik olmasa da gelistirilen filmlerin
etkinliginin  farkli  6zelliklerdeki lisozim igin belilenmesi agisindan bu enzimden
faydalaniimigtir. Saf lisozim dogal olarak tarafimizdan Uretilene goére aktivitesi ve
antimikrobiyel etkisi daha yuksek bir enzimdir.

Sekil 4.36’de gorulen salim deneyi sonuglarina gére tarafimizdan Uretilmis kismi saf
lisozimde de oldugu gibi zein filmler igerisine katesin olmadan tek basina oleik asit
katiimasinin saf lisozimin kontrollu salimi Gzerinde bir etkisi yoktur. Oleik asit ve katesin veya
tek basina katesin zein filmlere katildigi zaman ise saf lisozimin baslangi¢ salim hizinda (ilk 1
gun icerisinde) bir yavaglama olmazken, salim deneyinin 3. gininden sonra kontrol filmlere
gore zein-oleik asit karigim filmlerden destile suya kayda deger miktarda lisozim salinmistir.
Saf lisozim igin elde edilmis olan salim profilleri tarafimizdan UGretilmis kismi saf
lisoziminkilere goére oldukga farklidir. Nitekim, daha dnce elde edilen kurveler incelenirse

kismi saf lisozimin saliminin 3. glinden sonra bulytk oranda dengeye ulastigi gorilmektedir.
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Sekil 4. 36. Kismi saf lisozim ve katesin igeren zein ve zein-yag asiti karigim filmlerin SEM
yan kesit gorintileri (Filmler sivi azotla dondurulup kirilmistir; A: 6.0 mg/cm?
katesin ve 1.4 mg/cm? lisozim iceren film, B: oleik asit iceren karisim film, C:
laurik asit iceren karisim film; D: linoleik asit iceren karisim film (B, C, ve D
gorintileri igin film bilesimi: 6.0 mg/cm? katesin, 1.4 mg/cm? lisozim, zeinin %10
‘u kadar yag asiti, ve zeinin %10 ‘u kadar lesitin iceren karisim filmler);
Blyutme:1000X).

Saf lisozim iceren filmlerde ise salim deneyinin 3. glninden sonra, (6. giinde)
yalnizca saf lisozim igeren zein filmlerden; saf lisozim ve 6 mg/cm? katesin iceren zein
filmlerden; saf lisozim ve 3 mg/cm? katesin igeren zein-oleik asit (%10 oleik asit ve %10
lesitin) igeren filmlerden ve saf lisozim ve 6 mg/cm? katesin igeren zein-oleik asit (%20 oleik
asit ve %10 lesitin) iceren filmlerden buyuk miktarda lisozim gegisi olmaktadir. Anlagildigi
kadariyla saf lisozim zein filmler igerisinde tarafimizdan Uretilmis olan kismi saf lisozim gibi
enkapsule olmamakta ve salim deneyinin ilerleyen asamalarinda (3. glinden sonra) yavasca
ortama gecmekte ve bu yolla bir kontrollu salim etkisi elde edilmektedir. Deneyin hemen
basinda saf lisozimin buyuk bir kisminin hizla filmlerden suya ge¢cmesi s6zkonusu enzimin
tarafimizdan dretilmis olan kismi saf enzime gére daha disik molekuler agirhiga sahip
oldugunu veya film matrisiyle daha az etkilesime girdigini (filme afinitesinin az oldugunu)

gOstermektedir. Tarafimizdan Uretilmis olan lisozim etanolle muamele edilerek Uretilmis
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oldugundan tuzla ¢oktirilmuis saf lisozime gore tersiyer ve kuaternar yapisinda degisimler
olmasi mamkundur. Nitekim, etanolin lisozimin konformasyonunda ciddi degisimlere neden
oldugu bilinen bir durumdur (MECITOGLU ve ark., 2006). Dolayisiyla saf ve kismi saf
enzimlerin molekuler agirhk veya ylzey 6zelliklerinin farkli olmasi ve bunun salim profillerini
etkilemesi mumkunddr.

Diger yandan ticari lisozimin saflik oraninin yiksek olmasi ortama salinan enzim
aktivitesinin de oldukga yuksek olmasini saglamaktadir. Tablo 4.23’da verilen salinan aktivite

degerleri incelendigi zaman bu durum daha iyi anlasiimaktadir.

0.7 mg/cm?lisozim

----- %10 oleik asit+ %10 lesitin + 0.7 mg/cm?lisozim

----@--- 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm?lisozim

—8— %10o0leik asit+ %10lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
—&— %5oleik asit+ %10 lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
—2— %10o0leik asit+ %10 lesitin +6.0 mg/cm? KAT +0.7 mg/cm?lisozim
—X¥— %20o0leik asit+ %10lesitin +6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm?lisozim
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4 °C' de destile su icerisinde kalis suresi (glin)

Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm?)

Sekil 4. 37. Saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigim filmlerin lisozim salim
profilleri (filmler gergeve igerisine yerlestiriimis halde destile suda tutulurken tim

dizenek calkalanmaktadir)
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Tablo 4. 23. Saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-oleik asit karigim filmlerden salinan

toplam lisozim aktivite dizeyleri

Film bilesimi
Filmlerden salinan toplam
Lisozim Katesin Oleik asit Lesitin L L.
lisozim aktivitesi (U/cm?)
(mg/cm?) (mg/cm?) (%)° (%)°
0.7 - - - 76408 £2987
0.7 - 10 10 79468 +3524
0.7 6.0 - - 62576 £810
0.7 6.0 5 10 55255 +6622
0.7 6.0 10 10 58513 6041
0.7 6.0 20 10 60868 +1608
0.7 3.0 10 10 55179 £2855

Zeinin ylizdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari

4.2.2.5. Saf lisozim ve katesin iceren zein-laurik asit ve zein-linoleik asit karigsim

filmlerin lisozim salimi

Kismi saf lisozim yerine saf lisozim kullanilarak elde edilmis olan katesin iceren zein
ve zein-yag asiti karigim filmlere ait salim kurveleri Sekil 4.37°de verilmigtir. Goraldigu Uzere
saf lisozimin salim profili kismi saf olana kiyasla yine daha farkl olmustur. Gerek tek basina
katesin iceren zein filmler, gerekse katesin iceren zein-yag asiti filmlerde salim hizi kontrol
filmlere gbére daha yavastir. Tek basina katesin igeren filmlerde baslangic salim hizi
kontrolden sonra en hizli gergeklesmis ancak sonradan bu filmlerin lisozim gegis hizi azalmig
ve zein-oleik asit igeren filmlerin dizeyine digmustur. Oleik asit iceren filmler hem baslangig
gecis hizi hem de 1. ginden itibaren gerceklesen yavas gecis doneminde dusuk gegis hizi
gOsteren tek filmlerdir. Buna karsin laurik ve linoleik asit iceren filmlerde saf lisozimin gegis
hizi oleik asit ve katesin ve tek basina katesin iceren filmlere gére daha ylksektir. Saf ve
kismi saf lisozimin oldukga farkl salim profilleri géstermesi bu enzimlerin farkli molekuler ve
yuzey Ozellikleri gosterdigini bir kez daha dogrulamaktadir. Buna goére gerek saf, gerekse
kismi saf lisozimin salim hizini disurebilecek filmlerin zein-oleik asit kompozitleri oldugu
aciktir. Diger yandan Tablo 4.24 ‘de filmlerden salinan toplamlisozim aktivitesi de verilmistir.
Elde edilen sonuglar saf lisozimin filmler igerisinde bir miktar tutuklandigi ve bunun yag asiti

ilavesinden ¢ok katesin ilavesinden kaynaklandigini géstermistir.
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi
(U/cm?)

—().7 mg lem® Lisozim
—0—6.0mg/cm? KAT + 0.7 mg /em? Lisozim
—— %10 Oleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg /cm? KAT + 0.7 mg /cm? Lisozim
—4— %10 Laurik asit+ %10 Lesitin + 6.0 mg /em®* KAT + 0.7 mg /em?®Lisozim
—®— %10 Linoleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg /cm? KAT + 0.7 mg /cm? Lisozim
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Sekil 4. 38. Saf lisozim ve katesin iceren zein-yag asiti karisim filmlerin lisozim salim profilleri

(Not-1: daha 6nce incelenmis lisozim; katesin ve lisozim; katesin, lisozim, oleik

asit ve lesitin iceren filmlerin sonuglar kiyaslama amaciyla verilmigstir; Not-2:

filmler gergeve igerisine yerlestiriimis halde destile suda tutulurken tim dizenek

calkalanmaktadir)

Tablo 4. 24. Saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-yag asiti karigim filmlerden salinan

toplam lisozim aktivite dizeyleri

Film bilesimi

Salinan toplam

Lisozim KAT Yag asiti Lesitin lisozim aktivitesi
(mg/cm?) (mg/cm?) (%)? (%)? (Ulcm?)
0.7 - - - 76408 +2987
0.7 6.0 - - 62576 +810
0.7 6.0 10(OLE)® 10 58513 +6041
0.7 6.0 10(LAV) 10 63786 +749
0.7 6.0 10(LINO) 10 61427 +696

2Zeinin ylizdesi olarak oleik asit ve lesitin miktarlari; °Zein filme

OLE: oleik asit; LAU: Laurik asit; LINO: Linoleik asit

137

ilave edilen yag asiti turleri:



4.2.2.6 Kismi saf lisozim ve katesin veya saf lisozim ve katesin iceren zein-yag asiti

karigim filmlerin Listeria innocua iizerindeki antimikrobiyel etkisi

Geligtirilmis olan kismi saf lisozim ve katesin veya saf lisozim ve katesin iceren
karisim filmlerin antimikrobiyel etkisi L.innocua bakterisi test mikroorganizmasi olarak
kullanilarak gergeklestiriimistir (Tablo 4.25). Kismi saf lisozim igeren zein filme katesin ilavesi
ollusan ortalama zon c¢apini bir miktar disirsede, filmin antimikrobiyel etkisini istatiksel
agidan anlamli olacak sekilde degistirmemistir (P>0.05). Fakat filmlere oleik asit ve linoleik
asit ilavesi filmlerin antimikrobiyel etkilerini azaltmistir (P<0.05). Laurik asitin icern zein
filmlerin antimikrobiyel etkisi zaten bilinmektedir (PADGETT ve ark., 2000), dolayisiyla laurik
asit iceren filmlerin buyuk zon olusturmasi literatir bilgisini dogrular niteliktedir. Benzer
sonuglar saf lisozim igeren filmler icin de bulunmustur. Diger bir taraftan, elde edilen sonuclar
¢alisilan konsantrasyonlarda saf lisozim ile kimi saf lisozim igeren filmlerin antimikrobiyel
etkilerinin farkli olmadigini ortaya koymustur. Geligtiriimis olan lisozim ve kategin iceren
filmlerin gercek antimikrobiyel potansiyelinin anlasiimasi icin bu filmlerin antimikrobiyel

aktivite testlerine gergek gida uygulamalarinda da yer verilmistir.

4.2.3. Lisozimin kontrolli salimi igin zein-baklagil proteini kompozit filmler

gelistiriimesi

Bilindigi Uzere mercimek ve soya gibi baklagillerde bulunan proteinler ylizey aktivitesi
yuksek olan yani hidrofilik ve hidrofobik molekullerle etkilesime girerek onlara baglanabilen
ve ¢ozunarluklerini degistirebilen fonksiyonel ajanlardirlar (ARCAN ve YEMENICIOGLU,
2009; PEARCE VE KINSELLA, 1978; BOYE ve ark., 2010). Zein asiri hidrofobik bir protein
oldugundan igerisine ilave edilen hidrofilik lisozimle ¢ok az etkilesime girmekte ve lisozimin
ge¢ de olsa zamanla kismen hidrate olan zein filmlerden su igerisine gecisi oldukca hizl
olmaktadir. Esasen bugune kadar lisozimin zein filmlerden saliminin yavaslatiimasi ile ilgili
calismalara bu denli dnem verilmesi bundan kaynaklanmaktadir. Filmler icerisine ylzey aktif
Ozelligi ile bilinen baklagil proteinlerinin ilave edilmesiyle lisozim ve zeinin birbirine olan
afinitesinin artacagi ve enzimin ortama salim profilinin degisecedi dustnulmastir. Yine
izoelektrik noktalari pH 4.5-5.5 arasinda olan baklagil proteinlerinin potansiyel gida
uygulamalari sirasinda ylUksek izoelektirik noktaya sahip, dolayisiyla gidalarda pozitif yuklu
olarak bulunan lisozimle (pl= 11.0) ortamin pH degerine gore farkli siddetlerde yuk-yuk
etkilesimlerine girecegi ve bu durumun da enzimin filmler igerisindeki ¢ozinur formunun bagh
forma oranini veya salim profilini etkileyecedi de agiktir. Bu durumda teorik olarak pH

degisimine gore salim dzellikleri degisen filmler Uretilmesi ve bunlarin ézellikle dinamik bir pH
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Tablo 4. 25. Kismi saf lisozim ve katesin veya saf lisozim ve katesin iceren zein ve zein-yag

asiti karisim filmlerin Listeria innocua’ya kargi antimikrobiyel etkisi

Filmlerin bilesimi Ortalama
Lisozim Katesin Yag asiti Lesitin zon alani
(mg/cm?) (mg/cm?) (%)* (%)* (mm?)
Kismi saf lisozim
1.4 - - - 65 £ 10b,C
1.4 6.0 - - 55 + 26ab,A
1.4 6.0 10 (OLE)" 10 35 + 4a,AB
1.4 6.0 10 (LAU)® 10 537 + 52* *
1.4 6.0 10 (LINO)® 10 34 + 7a,ABC
Saf lisozim
0.7 - - - 73 + 26b,BC
0.7 6.0 - - 38 + 7a,ABC
0.7 6.0 10 (OLE)® 10 43 + 10a,A
0.7 6.0 10 (LAU)" 10 506 + 71*,*
0.7 6.0 10 (LINO)" 10 46 + 7ab,A

aZein miktarinin yiizdesi olarak filmlere ilave edilen mum ve lesitin miktarlari; ®Zein filme ilave
edilen yag asiti tiirleri: OLE: oleik asit; LAU: Laurik asit; LINO: Linoleik asit; a-b: kismi saf
veya saf lisozim iceren filmlerin kendi aralarinda yapilan harflendirmeler istatiksel olarak
onemli farkhhklari gostermektedir (P<0.05); A-C kismi saf ve saf lisozim iceren filmler
arasinda yapilan harflendirmeler istatiksel olarak énemli farkhliklari géstermektedir (P<0.05);

"Laurik asit iceren filmler istatiksel analize sokulmamustir.

degisimi icerisinde olan drunlerin kaplanmasi amaciyla tasarlanmasi muoamkin olabilir.
Ornegin, bilindigi Gzere kesimden sonra etlerin pH degeri laktik asit olusumundan dolayi
fizyolojik pH degeri olan 7.3 civarindan zamanla pH 5.3’e dogru dismektedir. Bunun disinda
filmle kaplanmis herhangi bir Grlinde istenilen bir anda, depolama, tasima veya sergileme
oncesi, Urun pH degerinin asit-baz ¢ozeltisine daldirmayla salimi baglatacak uygun bir
degere getiriimesi de mumkundur. Ete uygulanacak aktif bir kaplama igerisinde bulunacak
biyoaktif ajanin paketlemenin baglangicinda et pH degeri yiksekken ortama tamamen
salinmamasi, pH dederi zamanla distikten sonra da salinmaya devam etmesi (yani
gecikerek salim) veya et pH dederi degdistikce salim hizinin degismesi uygulama acgisindan
anlamli olabilecek etkilerdir. Dolayisiyla kesimden sonraki pH degeri dinamik bir degisim

halinde olan karkaslarda veya pH ‘si ayarlanabilen gidalarda kullanilabilecek aktif film
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kaplamalarinin farkl pH ‘lardaki salim profilinin bilinmesi sarttir. iste tim bu hususlar dikkate
alinarak galismanin bu asamasinda Uretilmis filmlerin salim deneyleri farkli pH degerlerinde

duzenlenmistir.

4.2.3.1. Kismi saf lisozim iceren zein-mercimek proteini kompozit filmlerin farkh pH

degerlerindeki yiiriitiilen lisozim salimi

Sekil 4.38A ve 4.38B’'de zein filmlere mercimek protein ekstrakti katimasinin
lisozimin salim profiline etkisi gorulmektedir. Anlasilacagi lzere tek basina lisozim iceren
filmlerde pHnin salim hizina etkisi oldukga dusuktir. Buna karsin salim deneyinin
yurataldaga pH’nin degismesi ortama gecen toplam lisozim dizeyini etkilemektedir. Nitekim,
pH 5.3 ve pH 6.3'de ortama salinan toplam lisozim aktiviteleri yiiksek ve birbirine oldukca
yakinken, pH 7.3'de ortama salinan toplam lisozim aktivitesi diger pH degerlerinde
salinanlardan dusuktir (Tablo 4.26). Zein filmlere mercimek proteini ilavesi lisozimin salim
hizinda kayda deger bir degisiklie neden olmamistir. Ancak, tahmin edildigi gibi pH'ya gore
ortama salinan toplam lisozim miktarlari mercimek proteini ilavesiyle degismektedir. Buna
gbre mercimek proteini ilavesinin 6zellikle pH 6.3 ve 7.3'de salinan toplam lisozim miktarini
azalttigi, buna karsin pH 5.3’de salinan lisozim miktarina etkisinin daha az oldugu agiktir.
Esas olarak bu beklenen bir sonugtur. Tarafimizdan 2 boyutlu elektroforezde belirlendigi
kadariyla mercimek proteinlerinin blyuk kismini olusturan globdlinlerin izoelektrik noktasi pH
5-6 arasindadir (Bak Ek-1). Dolayisiyla pH 6.3 ve 7.3’de zein filmler igerisindeki proteinlerin
blaylk kismi negatif ylkliyken, izoelektrik noktasi pH 11 civarinda olan yumurta aki lisozimi
pozitif yikliddr. Bu durumda pH 6.3 ve 7.3'de lisozimin bir kisminin filmler igerisindeki
mercimek proteinlerince tutulmasi ve bu tutulmus enzimin filmden ortama ge¢memesi

normaldir.
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Sekil 4. 39. Kismi saf lisozim iceren zein ve zein-mercimek proteini kompozit filmlerin farkli
pH degerlerindeki lisozim salim profilleri (A: 0.7 mg/cm? lisozim iceren kontrol;
B: 0.7 mg/cm? lisozim ve 1 mg/cm? mercimek proteini iceren kompozit filmler)

(Not-1: her film farkh bir tampon igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

Tablo 4. 26. Kismi saf lisozim igeren zein ve zein-mercimek proteini kompozit filmlerden farkh

pH degerlerinde salinan toplam lisozim aktiviteleri

_ . Filmlerin
Filmlerin _ Salim deneyi Salinan toplam
mercimek
lisozim miktari o pH lisozim aktivitesi
5 proteini miktarlari oo )
(mg/cm?) 5 degeri (U/lcm*®)
(mg/cm?)
0.7 - 5.3 11600 £ 126
0.7 - 6.3 11920 £ 597
0.7 - 7.3 10009 + 395
0.7 1 5.3 10850 + 57
0.7 1 6.3 7172 £ 234
0.7 1 7.3 6153 £ 112

4.2.3.2. Kismi saf lisozim igeren zein-mercimek proteini kompozit filmlerin dinamik pH
degisimi olan ortamlardaki lisozim salimi

Sekil 4.39°de verilmis olan salim profillerine gore tarafimizdan tretilmis olan kismi saf
lisozimin filmlerden pH 7.3 ve 4.3 ‘de salindigi, buna karsin pH 6.3 ve 5.3'de ise filmlerden
lisozim salimi gerceklesmedigi gorilmektedir. Lisozim (pl= 11) ve mercimek proteinlerinin pl

degerleri (pl: 5-6) dikkate alindid1 zaman bu durumun beklenen bir sonug¢ oldugu agiktir.
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Buna gore pH 7.3’de mercimek protinleri negatif yukliyken lisozim pozitif yuklu oldugundan
bir miktar lisozim film matrisindeki mercimek proteinlerine baglanmaktadir. Filmler
icerisindeki mercimek proteini miktari arttikca pH 7.3’de filmlerden salinan lisozim dizeyinin
azalmasi bunun dogal bir sonucudur (Tablo 4.27). Diger yandan pH 7.3'de filmlerdeki
baglanmamig lisozimin ortama gectikten bir sure sonra aktivitesinin MPE duzeyine bagli
olarak azalmasi bu protein ekstraktinin igerisindeki bazi safsizliklarin lisozimde kismi bir
inaktivasyona yol acmig olabilecedi veya enzimin bu pH degerinde stabil olmadigi izlenimi
yaratmaktadir. Ancak, gerek farkl pH degerlerinde yuritilen stabilite deneyleri (Sekil 4.40A),
gerekse pH 7.3'de MPE varliginda ydrutilen stabilite deneyleri (Sekil 4.40B) lisozimin deney
kosullarinda oldukga stabil oldugunu goéstermistir. Buna gore pH 7.3'de salinan lisozimin bir
kisminin daha sonra yeniden filmlerdeki mercimek proteinlerince baglanmis olabilmesi
mumkuindir. Diger yandan pH 7.3’de mercimek proteinlerince tutulamayan serbest lisozim
filmlerden uzaklastigi icin filmler bu pH'dan pH 6.3, ve ardindan pH 5.3 tampon icerisine
yerlestirildigi zaman lisozim salimi gergceklesmemektedir. pH degerinin 4.3’e, yani mercimek
proteinlerinin izoelektrik noktasinin altina dismesinin ardindan ise mercimek proteinleri
pozitif yukli hale gelmekte ve bu proteinler negatif yikliyken tutulmus olan pozitif yUkli
lisozim serbest kalarak filmlerden salinmaya baglamaktadir. Kontrol filmler ise igerdikleri
lisozimin tamamini pH 7.3'de saldiklarindan, pH 6.3 ve 5.3'de oldugu gibi pH 4.3'de de

lisozim salmamaktadir.

4.2.3.3. Saf lisozim igceren zein-mercimek proteini kompozit filmlerin dinamik pH

degisimi olan ortamlardaki lisozim salimi

Sekil 4.41°de kismi olarak saflagtirilmis lisozim yerine yuksek safliktaki ticari lisozim
kullanilarak ayni deneyin tekrarlanmasiyla elde edilmis olan sonuclar gérulmektedir. Saf
lisozimin aktivitesi tarafimizdan Uretilmis olan kismi saf lisozime gore oldukga yuksek
oldugundan, bu filmlere ilave edilen lisozim miktari 2 kat daha az tutulmustur (1.4
mg/cm®den 0.7 mg/cm®ye disirilmistiir). Buna gére yiiksek safliktaki lisozim icin de pH’ya
bagl salimin ayni sekilde gergeklestigi aciktir (Tablo 4.28). Ancak, saf olan lisozimde pH
7.3'de gegis sonrasi aktivite disusi oldukga azdir. Bu durum saf lisozimin ortamdaki
etkilesimlerinin kismi saf lisoziminkinden daha farkli oldugunu bir kez daha gdstermistir.
Buna gore zein filmler igerisine mercimek proteni katilarak kompozit filmler elde edilmesinin
lisozimin salim hizini etkilemedigi ancak filmlere pH’ya gére degisen miktarlarda lisozim
salma yetenegi kazandirdidi aciktir. Bir bagka ifadeyle zein-mercimek proteini kompozit
filmler lisozimin pH'ya baglh olarak salimini kontrol eden filmlerdir. Bu filmlerin érnedin sigir

karkaslarina kaplama
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—— 1.4 mg/cm? lisozim —1—1.4mg/cm? lisozim + 1.5 mg/lcm? MPE

—&— 1.4 mg/cm? lisozim + 3 mg/cm* MPE —<—1.4mg/cm? lisozim + 4.5 mg/lcm* MPE
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Sekil 4. 40. Kismi saf lisozim ve mercimek proteinleri (MPE) igeren zein filmlerin ard arda
farkh pH degerlerindeki Na-fosfat tamponlar icerisinde salim deneyine tabi
tutulmasi sirasindaki lisozim salim profilleri (Not-1: 0-24 saatler arasinda her
film pH’s1 7.3 olan tampon igerisinde; 24-48 saatler arasinda her film pH’si 6.3
olan tampon icerisinde; 48-72 saatler arasinda her film pH’si 5.3 olan tampon
icerisinde; 72-168 saatler arasinda her film pH’si 4.3 olan tampon igerisinde
tutulmustur; Not-2: yUratilen gecis deneyinde salim deneyi pH’lari farkl olsa da
aktivite 6lcim pH degerleri tim érneklerde pH 7.0’dir; Not-3: filmler tampon

icerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

seklide uygulanmasi durumunda baslangi¢c pH’si 7.3 civarinda olan karkasa filmlerden
lisozim gegcisi olacag ve belirli bir antimikrobiyel aktivite elde edilecegi ongorilmektedir. Bir
miktar lisozim ise filmler igerisindeki mercimek proteinlerine bagl olarak kalacak ve karkas
yuzeyinin asitlendirilerek pH degerinin bu proteinlerin pl degeri olan pH 5-6 altina
dusurilmesine bagh olarak ortama salinarak ete gecebilecektir. Bu sekilde bir kaplama
materyaliyle asitlendirme isleminin zamanlamasina bagl olarak istenildigi zaman 6rnegin etin
depolanmasi, nakliyesi veya satis icin sergilenmesi Oncesinde antimikrobiyel etki elde
edilmesi mumkuadar. Gida teknolojisinde bu tir pH’ya bagl olarak salim yapan filmler

geligtiriimesi ve et Urtnlerine uygulanmasi ile ilgili literattirde herhangi bir veri bulunmayip, bu
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tarfimizdan tasarlanmis yeni bir digtncedir.
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Sekil 4. 41. Kismi saf lisozimin farkh pH’lardaki Na-fosfat tamponlar igerisindeki (A) ve farkli
miktarlarda mercimek proteinleri (MPE) bulunan pH 7.3 Na-fosfat tampon
cozeltilerindeki stabilitesi (B)

Tablo 4. 27. Farkh pH degerlerinde zein filmlerden 24 saat sonunda ortama gecgen kismi saf
lisozimin aktivite diizeyleri (Tim filmler 1.4 mg/cm® kismi saf lisozim

icermektedirler)

Filmlerdeki mercimek proteini miktarlari (mg/cm?) ve
I
Salim ortama gegen lisozim aktiviteleri (U/cm?
deneyi pH’si

Kontrol 15 3.0 4.5
7.3 26060+1339 179424647 148924920 73331774
6.3 11951185 1228184 1203174 1244+189
5.3 1213+121 986169 19111446 17991684
4.3 13461228 64181937 88551739 1176241559
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm?)

—— 0.7 mg/cm? lisozim —1—0.7 mg/cm? lisozim + 1.5 mg/lcm? MPE

—&— 0.7 mg/cm? lisozim + 3 mg/cm* MPE —*%— 0.7 mg/cm? lisozim + 4.5 mg/lcm* MPE
90000

soo00 | PHZ.3 | pH6.3 | pH5.3 | pH4.3 | pH4.3 | pH4.3

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

0 & t t t
0 24 48 72 96 120 144

4°C'de tampon igerisinde kalis siiresi (saat)

Sekil 4. 42. Saf lisozim ve mercimek proteinleri (MPE) iceren zein filmlerin ard arda farkh pH

degerlerindeki tamponlar igerisinde salim deneyine tabi tutulmasi sirasindaki
lisozim salim profilleri (Not 1: 0-24 saatler arasinda her film pH’s1 7.3 olan
tampon igerisinde; 24-48 saatler arasinda her film pH'si 6.3 olan tampon
icerisinde; 48-72 saatler arasinda heer film pH’si 5.3 olan tampon igerisinde;
72-144 saatler arasinda her film pH’si 4.3 olan tampon icerisinde tutulmustur;
Not-2: yurutulen gecis deneyinde salim deneyi pH’lari farkh olsa da aktivite
Olcim pH degerleri tum 6rneklerde pH 7.0°dir; Not-3: filmler tampon icerisinde

serbest halde galkalanmaktadir).

Tablo 4. 28. Farkh pH degerlerinde zein filmlerden 24 saat sonunda ortama gegen saf
lisozimin aktivite degerleri (Tim filmler 0.7 mg/cm? saf lisozim icermektedirler)
Filmlerdeki mercimek proteini miktarlari (mg/cm?) ve
Salim ortama gecen lisozim aktiviteleri (U/cm?)
deneyi pH’si
Kontrol 15 3.0 4.5
7.3 69910+4991 715331245 4942943630 3686512397
6.3 3033117 5733+370 64361586 6785+419
5.3 2938166 54884311 7067+294 89231246
4.3 2535417 98341761 174691613 228151433
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4.2.3.4. Lisozim igeren zein-mercimek protini kompozit filmlerin Listeria innocua

tizerindeki antimikrobiyel etkisi

Gelistirilmis olan zein-mercimek proteini kompozit filmlerin antimikrobiyel aktivitesinin
belirlenmesinde L. innocua bakterisi kullaniimigtir. Tablo 4.29 incelenecek olursa gelistirilen
kismi saf ve saf ticari lisozim iceren zein ve zein-mercimek proteini filmlerin hepsinin
antilisteriyal aktivitesi oldugu gorilmektedir. Saf ve kismi saf lisozim iceren zein-mercimek
proteini kompozit filmler farkli miktarlarda lisozim i¢cermekte olduklarindan bunlarin
kiyaslanmasi dogru degildir. Ancak, 0.7 mg/cm? saf lisozim igeren filmlerin ayni miktarlarda
kismi saf lisozim igerenlerden yalnizca biraz daha blylk zon olusturmasi iki enzimin
aktiviteleri oldukgca farkli olsa da antimikrobiyel aktiviteleri arasinda c¢ok buylk farklar
olmadigini gostermektedir. Lisozimin antimikrobiyel aktivitesinin enzim konsantrasyonu, aktif
yanda ylzey Ozellikleri ve bakteri membranina olan afinitesiyle de yakindan ilgili oldugu

dusunuldrse bu durum daha agik anlasiimaktadir.

Tablo 4. 29. Kismi saf lisozim ve saf lisozim iceren zein-mercimek proteini kompozit filmlerin

L. innocua uzerindeki antimikrobiyel etkisi

Filmlerin mercimek

Filmlerin lisozim miktari Ortalama zon
proteini miktarlari
(mg/cm?) gaplar (mm?)
(mg/cm?)
Saf lisozim
0.7 - 74 £ 27a%
0.7 15 68 + 22a
0.7 3.0 78 + 26a
0.7 4.5 78 + 19a
Kismi saf lisozim
0.7 - 63 + 14a
1.4 - 61+ 15a
1.4 15 64 + 11a
1.4 3.0 68 + 15a
14 4.5 75+ 13b

®arkh kolonlardaki harfler istatistiksel olarak 6nemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05).
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4.2.3.5. Lisozim iceren zein-mercimek proteini kompozit filmlerin mekaniki 6zellikleri

Tablo 4.30’dan da gérulecegi Uzere zein filmler icerisine mercimek proteini ilave
edilmesi filmlerin mekaniki ozellikleri Uzerinde fenolik bilegiklerde oldugu gibi sira disi
degisimlere neden olmamaktadir. Ancak, gerek saf, gerekse kismi saf lisozim kullanildigi
zaman Ozellikle 3.0 ve 4.5 mg/cm? gibi ylksek konsantrasyonda mercimek proteini iceren
filmlerde elastikiyette bir miktar artis ve elastik modulus degerinde bir miktar azalis meydana
gelmektedir. Zein filmlerin en 6énemli dezavantaji elastik olmamalari ve kirilganlik sorunlari
oldugundan zein filmlerin mercimek proteinleriyle kompozitlestiriimesinin sinirli da olsa

mekaniki 6zelliklerde bir gelisme sagladigi sdylenebilir.

Tablo 4. 30. Zein ve zein-mercimek proteini kompozit filmlerin mekaniki 6zellikleri

Film bilegimi

Gerilme giicii Uzama Elastik modulus
Lisozim Mercimek prot. (MPa) (%) (MPa)
(mg/cm?) (mg/cm?)
Saf lisozim®
- - 6.40 £ 0.89a° 1.36 £ 0.13a 470.29 + 38.64a
0.7 - 5.61 1+ 0.32a 1.52 +0.12a 370.14 + 30.45b
0.7 15 4.39 + 0.82b 2.44 £ 0.38a 180.59 £ 26.68c
0.7 3 5.62 £ 0.57a 3.45+0.73b 168.31 £ 31.70c
0.7 4.5 5.00 £ 1.29ab 3.46 £ 1.24b 138.75 £ 23.10c

Kismi saf lisozim"
- - 6.40 +£ 0.89a 1.36 £ 0.13a 470.29 + 38.64a

14 - 5.88 £ 1.08a 1.56 + 0.22a 376.77 + 56.28b
1.4 15 7.11 £ 0.68a 2.91+£0.54b 248.29 + 27.48c
1.4 3 7.31+£0.15a 3.64 £ 0.26¢ 201.71 £ 12.51¢c
1.4 4.5 8.37 £ 0.46b 3.98 £ 0.73c 216.27 + 41.03c

*tarkli kolonlardaki harfler istatistiksel olarak énemli farkliliklari géstermektedir (P<0.05); "Saf

ve kismi saf enzim kullanilan filmlere ait veriler kendi iginde degerlendirilmistir.

4.2.3.6. Lisozim igeren zein-mercimek protini kompozit filmlerin SEM goruntileri

Mercimek proteinleri emiilsiye edici Ozellikleriyle hidrofobik zein film ¢ozeltileri
icerisine oldukga rahat karisgtirilabilmekte ve homojenizasyonla kolaylikla dagitilabilmektedir.
Ancak yine de dikkatli bir sekilde ciplak gdzle film ylzeyine bakildiginda filmler icerisinde

dagiimis mercimek protein globllleri belli belirsiz secilebilmektedir. Kompozitlesme c¢iplak
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gozle dzellikle 3.0 ve 4.5 mg/cm? mercimek proteini iceren filmlerde segilebilmekedir. Ancak,
zein filmlerin SEM yan kesit goruntilerinden kompozitlesme tam olarak gérilememektedir
(Sekil 4.42A-4.421). Kismi saf lisozim igceren filmlerde mercimek proteini konsantrasyonu
arttikga film icerisinde ince catlaklari andiran yapilar, yer yer sekilsiz olusumlar meydana
gelmektedir. Ancak, 6zellikle saf lisozim iceren filmlerde zein-lisozim-mercimek proteinleri
mukemmel bir emulsiyon olusturmaktadir. Dolayisiyla aslinda zein-mercimek protein filmleri
karisim olarak bile adlandirilabilecek filmlerdir. Ancak, dzelikle ylksek konsantrasyonlarda
mercimek proteini igeren filmlerde ciplak gozle incelenince film igerisine dagiimis olan ¢ok

sayida protein zerreciklerinin secilmesi nedeniyle filmler kompozit olarak adlandiriimistir.

4.2.3.7. Kismi saf lisozim igeren zein-soya proteini kompozit filmlerin dinamik pH

degisimi olan ortamlardaki lisozim salimi

Sekil 4.43'de ylksek safliktaki ticari lisozimin; mercimek proteini iceren kompozit zein
filmler (bolim 4.2.3.3) yerine tarafimizdan uretilmis soya proteinleri katilarak elde edilmis
kompozit filmlerden salim profilleri gdsterilmistir. icerisine soya proteni katilarak kompozit
filmler elde edilmesinin ayni mercimek proteinleri ilavesinde oldugu gibi lisozimin salim hizini
etkilemedigi ancak filmlere pHya goére dedisen miktarlarda lisozim salma yetenegi
kazandirdid1 aciktir (Tablo 4.31). Bir bagka ifadeyle hem zein-mercimek proteini hem de
zein-soya proteini kompozit filmler lisozimin pHya bagll olarak salimini kontrol eden
filmlerdir. Daha 6nce de belirtildigi gibi gida teknolojisinde bu tir pH’ya bagl olarak salim
yapan filmler gelistirimesi ve et UrUnlerine uygulanmasi tarfimizdan tasarlanmis yeni bir

duslncedir.

4.2.3.8. Lisozim igeren zein-soya protini kompozit filmlerin Listeria innocua lizerindeki

antimikrobiyel etkisi

Gelistirilmis olan zein-soya proteini kompozit filmlerin antimikrobiyel aktivitesinin
belirlenmesinde L. innocua bakterisi kullaniimigtir. Tablo 4.32 incelenecek olursa gelistirilen
saf ticari lisozim iceren zein ve zein-soya proteini filmlerin hepsinin antilisteriyal aktivitesi
oldugu gorulmektedir. Kompozit film i¢erisindeki soya proteini miktarinin artmasi, gelistirilen

filmlerin antilisteriyal 6zeliklerini istatiksel olarak énemli 6lglide degistirmemisrtir.
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Sekil 4. 43. Kismi saf ve saf lisozim iceren zein ve zein-mercimek protein ekstrakti kompozit
filmlerin SEM gérintileri (Blyiitme: x500; A: Kontrol; B: 1.4 mg/cm? kismi saf
lisozim, C: 1.5 mg/cm® MPE ve 1.4 mg/cm? kismi saf lisozim; D: 3 mg/cm® MPE
ve 1.4 mg/cm? kismi saf lisozim; E: 4.5 mg/cm® MPE ve 1.4 mg/cm? kismi saf
lisozim; F: 0.7 mg/cm? saf lisozim; G: 1.5 mg/cm? MPE ve 0.7 mg/cm? saf
lisozim; H: 3 mg/cm?® MPE ve 0.7 mg/cm? saf lisozim; I: 4.5 mg/cm?® MPE ve 0.7
mg/cm? saf lisozim (MPE: mercimek protein ekstrakt)
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm?)
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Sekil 4. 44. Saf lisozim ve soya proteinleri (SPE) igeren zein filmlerin ard arda farkli pH

degerlerindeki tamponlar igerisinde salim deneyine tabi tutulmasi sirasindaki
lisozim salim profilleri (Not 1: 0-24 saatler arasinda her film pH’s1 7.3 olan
tampon igerisinde; 24-48 saatler arasinda her film pH'si 6.3 olan tampon
icerisinde; 48-72 saatler arasinda heer film pH’si 5.3 olan tampon igerisinde;
72-144 saatler arasinda her film pH’si 4.3 olan tampon icerisinde tutulmustur;
Not-2: yurutulen gecis deneyinde salim deneyi pH’lari farkh olsa da aktivite
Olcim pH degerleri tum 6rneklerde pH 7.0°dir; Not-3: filmler tampon igerisinde

serbest halde galkalanmaktadir).

Tablo 4. 31. Farkli pH degerlerinde zein filmlerden 24 saat sonunda ortama gegen saf
lisozimin aktivite degerleri (Tim filmler 0.7 mg/cm? saf lisozim icermektedirler)
Filmlerdeki soya proteini miktarlar (mg/cm?) ve
Salim ortama gegen lisozim aktiviteleri (U/cm?)
deneyi pH’si
Kontrol 1.5 3.0 4.5
7.3 47134 £ 3069 43628 + 1381 13715 £ 857 19687 + 1446
6.3 4389 + 282 1331 £ 748 406 + 202 844 + 314
5.3 2227 £ 1171 868 + 257 959 £ 533 2344 £ 1306
4.3 5214 £ 483 13331 £ 1849 15511 £ 2375 36232 + 390
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Tablo 4. 32. Saf lisozim igeren zein-soya proteini kompozit filmlerin L. innocua Uzerindeki

antimikrobiyel etkisi

Filmlerin soya proteini

Filmlerin lisozim miktan . Ortalama zon
5 miktarlari 5
(mg/cm?) ) caplar (mm")
(mg/cm?)
Saf lisozim
0.7 - 247 £ 47a
0.7 15 116 + 39b
0.7 3.0 96 + 26b
0.7 4.5 91 +15b

®farkh kolonlardaki harfler istatistiksel olarak 6nemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05).

4.3. LISOZIM VE FENOLIK BILESIKLER’IN KONTROLLU SALIMI iGIN KOMPOZIT VE
KARISIM YENILEBILIR PEYNIRALTI SUYU FILMLER GELISTIRILMESI

4.3.1. Katesinin peyniralti suyu proteini filmlerden kontrollu salimi igin zein-mum

kompozit filmlerin gelistiriimesi

Calismanin bu agsamasinda peynir alti suyu proteinlerinden (PSP) elde edilen filmlerle
de calisiimis ve buglne kadar zein filmlerde kullaniimis mumlarla (balmumu ve kandelilla
mumu) kompozit yapilar olusturulmasi yoluyla kontrollu salim etkisi gelistiriimesi stratejisi bu
filmlere de uyarlanmaya cgahsiimistir. Asagida bu galismalar kapsaminda elde edilen bazi

sonuglar verilmistir.

4.3.1.1. Katesin iceren peyniralti suyu proteini-kandelilla mumu ve peyniralti suyu

proteini-balmumu kompozit filmlerin katesin salimi

Sekil 4.44 incelendigi zaman PSP filmlerden fenolik madde gegcisinin blyuk bir hizda
gerceklestigi ve filmler icerisine PSP’nin %15 i oraninda balmumu veya kandelilla mumu
(lesitinle veya lesitinsiz) katilmasinin fenolik madde gecis hizini herhangi bir sekilde
yavasglatmadigi gértlmektedir. Bu durum PSP’nin ¢ok hidrofilik olmasi ve filmlerin blylk bir
hizla su alip sismesiyle ilgilidir. Nitekim, salim deneyinin hemen basinda petri kaplari
icerisine yerlestirilen filmlerin baslangictaki boyutunun 1.5-2.0 kati kadar genisleyerek
blylmesi de filmlerin ne kadar hidrofilik oldugunu ve hizla siserek su aldigini géstermektedir.
Salim deneylerinde 6zellikle dikkat ¢ceken bir husus da mum ilave edilen filmlerden ortama

gecen toplam katesin miktarinin mum icermeyen kontrol filmlere kiyasla daha yiksek
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olmasidir. Bu sonu¢ mum ilavesiyle PSP filmlerin yapisal batunligunun bozuldugunu ve
mum zerreciklerinin girmesiyle gevseyen film matrisinin katesini tutamadigini gostermektedir.

Calismanin ikinci asamasinda PSP ile kandelilla mumuna gdre daha kolay karisan
balmumu kullanilarak kompozit filmler igerisindeki mum orani kayda deger sekilde artiriimig
ve filmler su alma hizlarini yavaglatmak amaciyla daha hidrofobik hale getiriimeye
calisiimistir. Yuksek oranda mum ilave edebilmek amaciyla PSP c¢dzeltileri 90°C’ de 30
dakika isitildiktan sonra ayni sicakliktaki su banyosuna alinarak bu sicaklik korunmus ve
ortama mum ilave edildikten sonra film ¢ézeltileri sicak olarak homojenize edilmistir. Film
¢ozeltileri sogutulduktan sonra iclerine gliserol ve katesin ilave edilmis ve homojenizasyon
islemi bir kez daha uygulanmistir (bu proseduriin normal yéntemden farklini anlamak icin bak
bolium 3.2.4.2). Ancak, Sekil 4.45°'den de acgikga goruldugu gibi PSP’nin %133’U duzeyinde
mum katilan kompozit filmlerde bile katesinin gecis hizi azaltilamamaktadir. Buna gore
katesin gibi kiclik molekil agirlikli ve sudaki ¢6zinlrligu yuksek olan fenolik bilesiklerin

kontrolli saliminin zein-mum kompozit filmlerle saglanmasinin oldukca gli¢c oldugu aciktir.
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4 °C' de destile su igerisinde kalig siiresi (giin)

Sekil 4. 45. Katesin igeren PSP, PSP-kandelilla mumu kompozit ve PSP-balmumu kompozit
filmlerin katesin salim profilleri (Not-1: KAT: katesin, BM: Bal mumu; KAN:
Kandelilla mumu; Not-2:filmler destile su icerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)
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Sekil 4. 46. Katesin iceren PSP-balmumu kompozit filmlerde mum oraninin artiriimasinin
katesinin salim profiline etkisi (Not-1: KAT: katesin, BM: Bal mumu; Not-2:

filmler destile su igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

4.3.2. Lisozim’in kontrollu salimi igin peyniralti suyu proteini-mum kompozit filmler
geligtirilmesi

4.3.2.1. Kismi saf lisozim igeren peyniralti suyu proteini-kandelilla mumu ve peyniralti

suyu proteini-balmumu kompozit filmlerin lisozim salimi

PSP filmler ve bunlarin farkli mumlarla karistiriimasiyla elde edilen kompozit filmlerde
katesin’in kontrollu salimi ile ilgili guglikler gorilince benzer filmlerin lisozimin kontrollu
saliminda kullanim potensiyeli incelenmistir. Ancak, gerceklestirilen denemelerde gerek
uretilmis olan kontrol PSP filmlerde, gerekse PSP-kandelilla mumu ve PSP-balmumu
kompozit filmlerde filmlerden destile su igerisine 24saat boyunca herhangi bir lisozim gegisi
gorulmemistir. Elde edilen bu sonug lisozimin PSP filmler igerisinde immobilize oldugunu ve
ortamda bagh olarak kalarak salinmadigini gostermektedir. Bu durumun dogrulanmasi
amaciyla uretilen filmlerde immobilize lisozim aktivitesi 6lgimleri gergeklestiriimis ve enzimin
PSP filmlerde bagh halde bulundugu dogrulanmigtir. Sekil 4.46’dan de goérilecedi Uzere
uretilen PSP filmler oldukga yiksek dizeyde immobilize lisozim aktivitesi icermektedir (Tablo
4.33). Salim deneyleri nétrale yakin bir pH degerinde ve destile su igerisinde yurutilmustar.

Lisozimin izoelektrik noktasi olduk¢a yiksek ve pl= 11 civarinda, PSP’yi olusturan
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proteinlerin isolektrik noktasi ise pl= 5 civarindadir. Dolayisiyla lisozimin salim deneyi
kosullarinda pozitif yuklu, PSP filmin ise buyuk oranda negatif yukli oldugu dusunulerek
enzimin filme baglanmasinin yuk-yuk etkilesimi nedeniyle meydana geldigi dugunulmektedir.
Literatr incelendigi zaman 6zellikle plastik filmler icin immobilize halde enzim iceren aktif
ambalajlama malzemeleri gelistirimesi  Uzerinde c¢alismalar oldugu go6riimektedir
(APPENDINI ve HOTCHKISS, 1997). Ancak, bu durum kontrollu salim agisindan bir

olumsuzluk teskil etmektedir.

0.60
—— 0.7 mg/cm?2 lisozim iceren PSP film

0.50 —0— 0.7 mg/cm?2 lisozim + %15 kandelilla mumu igeren PSP film
E ' —— 0.7 mg/cm2 lisozim + %15 bal mumu iceren PSP film
c
@)
8 0.40 -
n
c
@®
2 0.30 A
o)
0
o
<

0.20 A

0.10 -

0.00 T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70
Filmin M. lysodeicticus ¢ozeltisi icerisindeki kals siiresi (dak)

Sekil 4. 47. Farkh PSP filmlerinin immobilize lisozim aktivitelerini gosteren kurveler (filmler

0.7 mg/cm? kismi saf lisozim igermektedirler)

Tablo 4. 33. Kismi saf lisozim iceren PSP ve PSP-mum kompozit filmlerde immobilize lisozim

aktiviteleri
Filmlerdeki lisozim Mum Immobilize lisozim
miktar (mg/cm?) (%15)? aktivitesi (U/cm?)
0.7 - 0.90 £0.02
0.7 Kandelilla mumu 0.84 +0.09
0.7 Bal mumu 0.81 £0.03

#PSP’ nin ylizdesi olarak filmlere ilave edilen mum miktari
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4.3.2.2. Saf lisozim igeren peyniralti suyu proteini filmlerin farkli pH degerlerindeki

lisozim salimi

Negatif yUkld lisozimin yine negatif yakla PSP filmler igerisinde aynen lisozimin zein-
mercimek proteini kompozit filmlerde oldugu gibi yuk-ylk etkilesimleriyle tutuldugunun
anlasiimasiyla bu filmlerden lisozim saliminin gergeklestigi pH degerlerinin belirlenmesi icin
farkh pH dederlerindeki tamponlar igerisinde salim deneyleri yuriatalmustir. Calismanin bu
asamasinda aktivitesinin yuUksekligi dolayisiyla oldukga hassas bir sekilde Olgllebilmesi
nedeniyle 6zellikle saf lisozim kullanilmistir. Sekil 4.47°de farkli pH’daki tamponlar igerisinde
PSP filmlerin lisozim salim profilleri gértilmektedir. Buna gére PSP’nin pl degerinin izerinde
olan (pl=5.0) pH 6.0’da beklendigi gibi filmlerden lisozim gecisi olmadigi, ancak buna karsin
salim deneyinin pH 5.0’ de yuriutlilmesiyle filmlerden az da olsa lisozim salimi basladigi
gorulmektedir. Salim deneyinin pH 4.5 veya 4.0’ te gerceklestirimesiyle ise lisozim gecisi
hizlanmis ve enzim serbest kalmistir. Elde edilen bu sonuclar pl degerinin altindaki pH
degerlerinde negatif yuklerini kaybeden PSP’nin pozitif yukli lisozimi serbest biraktigini ve
pH’ya bagli bir kontrolli salim gerceklestigini gostermektedir (Tablo 4.34). Bu durumda PSP
filmlerin aynen zein-baklagil proteini kompozit filmlerde oldugu gibi lisozimin pH'ya bagli
kontrolli salimini gergeklestirmek amaciyla kullanilabilecedi agiktir. Bu amagla daha dnce
zein-baklagil kompozit filmlerinde belirtildigi gibi lisozim iceren PSP filmlerle kaplanmis
drtnlerin pH degerinin asidik bir ¢dzeltiye daldirma ile duaglrilmesi yeterlidir. Bu islemin
antimikrobiyel aktiviteye ihtiya¢ duyulan tasima, depolama veya sergileme &ncesinde

gercgeklestiriimesi uygun olabilir.

4.3.2.3. Saf lisozim igeren peyniralti suyu proteini filmlerin dinamik pH degisimi olan

ortamlardaki lisozim salimi

Lisozim igeren tek bir PSP filmin ard arda farkli pH degerlerindeki tamponlarda en az
24 saat bekletiimesiyle elde edilen lisozim salim profilleri Sekil 4.48'de gorulmektedir. Buna
gore pH 5.0'te meydana gelen lisozim salimindan sonra film icerisindeki serbest hale gelmis
lisozimin azaldigi ve bunun ardindan ayni filmden pH 4.5’te meydana gelen salimin buna
bagl olarak daha da dustugu gorulmektedir. Filmin pH 4.0 tampon igerisine aktarilmasiyla
ise lisozim salimi biraz artmis ve salinan lisozim aktivitesi 10000 U/cm?nin biraz lzerine
cikmistir (Tablo 4.35). Bir sonraki asamada pH 3.0’de filmden bu kez blylk bir lisozim gegisi
olmus ve filmde baglanmis lizozimin blyuk bir kismi ortama ge¢mistir. Buna gore cesitli
proteinlerin karisimindan olusan PSP igerisinde pl degeri 5.0 ve 3.0 arasinda degisen farkli

proteinler bulundugu ve pl degeri en disik olan poteinleri en yiksek miktarda lisozim
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bagladigi agiktir.
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Sekil 4. 48. Saf lisozim iceren PSP filmlerin farkh pH degerlerindeki lisozim salim profilleri
(Not-1: filmler 0.7 mg/cm? saf lisozim icermektedir; Not-2: her film farkli bir Na-

asetat tamponu (0.05 M) igerisinde serbest halde galkalanmaktadir)

Tablo 4. 34. Saf lisozim iceren PSP filmlerden farkli pH’larda salinan toplam lisozim aktivite

duzeyleri
Filmlerdeki lisozim Salim ortami Salinan toplam lisozim aktivitesi
miktari (mg/cm?) pH degeri (Ulcm?)
0.7 6.0 510 £ 129
0.7 5.0 13587 + 670
0.7 4.5 29708 + 677
0.7 4.0 51395 £ 1733
0.7 3.0 76481 + 4930
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4°C'de tampon igerisinde kalis siiresi (saat)

Sekil 4. 49. Saf lisozim iceren PSP filmin ard arda farkh pH degerlerindeki Na-asetat

tamponlar (0.05 M) igerisinde salim deneyine tabi tutulmasi sirasindaki lisozim
salim profilleri (Not-1: 0-24 saatler arasinda film pH’si 5.0 olan tampon
icerisinde; 24-48 saatler arasinda film pH’si 4.5 olan tampon igerisinde; 48-72
saatler arasinda film pH’si 3.0 olan tampon icerisinde; 72-192 saatler arasinda
film pH’si 4.3 olan tampon igerisinde tutulmustur; Not-2: ydrutllen gecis
deneyinde salim deneyi pH’lar farkli olsa da aktivite dlcim pH dederleri tim
Orneklerde pH 7.0°'dir; Not-3: filmler tampon igerisinde serbest halde

calkalanmaktadir)

Tablo 4. 35. Saf lisozim iceren PSP filmden farkli pH degerlerinde 24 saat sonunda ortama
gecen saf lisozimin aktivite degerler (0.7 mg/cm? lisozim icermektedirler)
Filmlerdeki lisozim Salim ortami Salinan toplam lisozim aktivitesi
miktari (mg/cm?) pH degeri (Ulcm?)
0.7 5.0 8061 + 402
0.7 4.5 4832 + 726
0.7 4.0 10450 + 913
0.7 3.0 38031 £ 4212
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4.3.2.4. Saf lisozim iceren peyniralti suyu proteini-balmumu kompozit ve peyniralti

suyu-oleik asit karigim filmlerin lisozim salimi

PSP filmlerde lisozimin pH'ya bagh salim kinetigi hakkinda ayrintili denemeler
yurattikten sonra PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karigsim filmlerin lisozim gegisi
olmasi beklenen pH degerlerindeki salim profilleri incelenmistir. Sekil 4.49°da goruldigi
tzere pH 5.5'da beklendigi gibi lisozim gecisi olmamaktadir. Ancak gerek pH 5.0’de, gerekse
pH 4.5'de tim filmlerden lisozim gegisi olmaktadir (Sekil 4.50 ve 4.51). Ancak beklenenin
aksine PSP filmler icerisine balmumu ve oleik asit katilmasi lisozim gecis hizini ve ortama
gecen toplam lisozim miktarlarini artirmaktadir. Bu durum yag asiti ve mum ilavesinin PSP
filmlerin gozenekliligini artirdigini veya lisozimi baglayan negatif yukli protein gruplarinin
lipitlerce maskelendigini gostermektedir. Bu ilging durum kompozit veya karisim PSP filmle
kaplanmis bir Grinde PSP filme gbére daha hafif bir asitlendirmeyle lisozim saliminin
baslatilabilmesini saglayacagindan oldukg¢a anlamh bulunmustur. Gerek pH 4.5'te, gerekse
pH 5.0'te oleik asitin PSP filmlerin lisozim salim hizini ve salinan toplam miktarini artirici
etkisi balmumu iceren filmlere gére daha yuksektir (Tablo 4.36). Homojenizasyon sirasinda
oleik asitin balmumuna gdre filmler icine daha kolay ve homojen sekilde katildig1 distnullrse
bu durumun sdzkonusu yag asitinin PSP film ylzeylerindeki ¢ok sayidaki negatif yUkIu
gruplari daha etkin sekilde kaplamasindan kaynaklandigi dusunulebilir. Oleik asit icerdigi
karboksil grubu nedeniyle kendisi de negatif yiklidur, ancak yik iceren grubu yalnizca 1
adettir (-COOH grubu) ve uzun hidrofobik zincirinin PSP yizeylerini kaplayarak ¢ok sayidaki

negatif yikini maskeleyebilmesi mimkindur.
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Sekil 4. 50. Saf lisozim igeren PSP, PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karisim
filmlerin pH 5.5 Na-asetat tampon (0.05 M) igerisindeki lisozim salim profilleri

(Not-1: her film farkh bir tampon igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)
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Sekil 4. 51. Saf lisozim igeren PSP, PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karisim
filmlerin pH 5.0 Na-asetat tampon (0.05 M) icerisindeki lisozim salim profilleri

(Not-1: her film farkh bir tampon igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)
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Sekil 4. 52. Saf lisozim igeren PSP, PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karisim
filmlerin pH 4.5 Na-asetat tampon (0.05 M) igerisindeki lisozim salim profilleri

(Not-1: her film farkh bir tampon igerisinde serbest halde ¢alkalanmaktadir)

Tablo 4. 36. Saf lisozim iceren PSP, PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karisim
filmlerin farkh pH degerlerinde ortama gecgen saf lisozimin aktivite degerler (0.7

mg/cm? lisozim icermektedirler)

Salim Film bilesimi Salinan toplam
ortami lisozim aktivitesi
pH degeri (l;liz(/)é:::) OI?LZ )2sit Bal(zz;;amu (Ulcm?)
0.7 - - 872 + 194
5.5 0.7 10 - 611 + 262
0.7 - 30 403 + 385
0.7 - - 15910 £ 131
5.0 0.7 10 - 21966 + 240
0.7 - 30 20821 + 1215
0.7 - - 18532 + 763
4.5 0.7 10 - 61032 + 2912
0.7 - 30 45114 + 4818

4PSP’ nin yiizdesi olarak filme katilan mum ve yag asiti miktari
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4.3.2.5. Saf lisozim iceren peyniralti suyu proteini-balmumu kompozit ve peyniralti

suyu-oleik asit karigim filmlerin Listeria innocua’ya karsi antimikrobiyel etkisi

Tablo 4.37’ de elde edilen verilere gore lisozim icermeyen PSP filmler kendiliginden
antimikrobiyel bir etkiye sahiptir. Bu veri daha énce UYSAL ve ark (2011) tarafindan bu
mikroorganizma Uzerinde gergeklestiriimis olan antimikrobiyel testleri dogrulamaktadir. Bu
arastirmacilar PSP filmlerin sahip oldugu antimikrobiyel aktivitenin sutten gelen laktoferrin
gibi antimikrobiyel peptitlerden kaynaklandigini iddia etmiglerdir. Filmler icerisine lisozim ilave
edilmesi filmlerin antimikrobiyel aktivitesini artirmaktadir. En ylksek antimikrobiyel etki
lisozim salimini en fazla artirdigi belirlenmis olan PSP-oleik asit karisim filmlerce
gosterilmistir. PSP-balmumu kompozit filmler ise lisozim iceren PSP filmlerle ayni dizeyde
antimikrobiyel aktivite gostermistir. Literatlir incelendigi zaman MIN ve ark’'nin (2005) lisozim
iceren PSP filmler kullanarak L. monocytogenes’e karsi antimikrobiyel etki elde etmeyi
basardiklari goérilmektedir. Ancak, lisozim iceren PSP kompozit ve karisim filmlerin daha

once baska arsatirmacilarca uretildigi belirlenmemigtir.

Tablo 4. 37. Saf lisozim iceren PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karigim filmlerin

Listeri innocua’ya karsi antimikrobiyel etkisi

. e .. Ortalama zon alani
Filmlerin bilegimi

(mm?)

Lisozim Mum veya 24 saat 48 saat
(mg/cm?) yag asiti (%)° inkiibasyon igin inkiibasyon igin
- - 62t5a’ 70t5a
0.7 - 83+2b 95+2a
0.7 10 (OLE)* 125+ 7¢c 145+ 14 b
0.7 30 (BM)° 89+2b 74+ 13 a

APSP’ nin yiizdesi olarak filme katilan mum ve yag asiti miktari; °farkli kolonlardaki harfler
istatistiksel olarak onemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05); PSP filme ilave edilen mum

ve yag asiti tlrleri: OLE: oleic asit; BM: balmumu

4.3.2.6. Saf lisozim igeren peyniralti suyu proteini-balmumu kompozit ve peyniralti

suyu proteini-oleik asit karigim filmlerin mekaniki 6zellikleri
Tablo 4.38'den de goérildigu Gzere PSP filmlere balmumu ve oleik asit katilarak

kompozit ve karisim yapilar olusturmak filmlerin mekaniki o6zellikleri Uzerinde dramatik

degisimlere neden olmamaktadir. Filmlerin uzama miktarinin ve gerilme gicinin 6zellikle
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mum ilavesiyle bir miktar azaldigi agiktir. Ancak, bu degisimlerden uzama miktarindaki azalis

istatistiksel olarak 6nemli bulunmamigtir (P>0.05) .

Tablo 4. 38. Saf lisozim iceren PSP-balmumu kompozit ve PSP-oleik asit karigim filmlerin

mekaniki ozellikleri

Filmlerin bilegimi

Mum veva Gerilme giici Uzama Elastik
Lisozim y (MPa) (%) modulus (MPa)
(mg/cm?) yag asiti (%)*
0.7 - 2.80+0.44 @" 33.23+14.79 a 10.14 £ 5.79 a
0.7 10 (OLE)* 277 £0.26 a 30.12+11.81a 10.72 £ 5.06 a
0.7 30 (BM)° 2132014 0b 1413+ 3.54 a 15.66 £ 3.31 a

aPSP’ nin ylizdesi olarak filme katilan mum ve ya§ asiti miktari; *farkli kolonlardaki harfler
istatistiksel olarak énemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05); ‘PSP filme ilave edilen mum

ve yag asiti turleri: OLE: oleic asit; BM: balmumu

4.2.2.6. Saf lisozim igeren peyniralti suyu proteini-balmumu kompozit ve peyniralti

suyu proteini-oleik asit karigim filmlerin SEM goruntiileri

Sekil 4.52.’de gorulen SEM goruntuleri PSP filmler icerisine oleik asit ve balmumu
katilmasinin filmlerin morfolojik Ozelliklerine kayda deger degisimler meydana getirdigini
gostermektedir. Ozellikle filmler igerisine oleik asit katimasi filmlerin yizeyindeki
gOzenekliligi ve kuglk gukurcuklari andiran yapilari artirirken, mum katiimasi yuzeyinde
kabarik puatirler olusmasina neden olmustur. PSP filmlere oleik asit katimasi filmlerin
icerisinde sinirli bir degisime neden olurken, balmumu katilmasi filmler igersinde ¢6zundr
halde olmayan sekilsiz ve kiigik mum zerrecikleri olusmasina neden olmustur. Bu gortntiler
oleik asit ve balmumu igin filmlerin niye karisim ve kompozit olarak adlandirildiklarinida
gostermektedir. Ozellikle oleik asit igeren filmlerde ylizeyin daha gézenekli olan gérintisi bu
filmlerin lisozim gegcisini kayda deger sekilde artirmasi bulgusuyla uyumludur. Ancak yuk-yuk
etkilesimiyle tutuklanma olan pH degerlerinde tek basina gézeneklilik artisinin bile lisozoimin
filmlerden gegcisini artirmasi beklenmemektedir. Bunun igin oleik asitin PSP’nin yuzeyini
kaplayarak icerdigi negatif ylkleri maskeleme etkisi oldugu ve bu durumun filmlerin lisozim
baglama yetenegini azalttigi da distnulmektedir. Ancak, su an igin elimizde bu hususta

somut bir delil yoktur.
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Sekil 4. 53. Saf Iisozimieren PSP (A), SP-oIﬂeik asit karisim (B) ve PSP-balmumu
kompozit (C) filmlerin SEM gériintileri (Filmler 0.7 mg/cm? lisozim

icermektedir; Blyutme: 500x)

4.4. GELISTIRILMIS OLAN POTANSIYEL ARZ EDEN FILMLERIN SEGILMiS
GIDALARDA UYGULANMASI

4.4.1. Kismi saf lisozimin ve fenolik bilesikler iceren zein-karnauba mumu kompozit

filmlerin taze kasarda Listeria monocytogenes’e karsi kullaniimasi

Projenin bu asamasinda gelistiriimis olan secilmis bazi filmler gidalara uygulanmistir.
Gergeklestiriimis olan ayrintih  denemeler 1siginda o6ncelikli olarak lisozimin ve fenolik
bilesiklerin kontrollu saliminin basarili bir sekilde saglandigi digstnilen mum ve fenolik
madde igeren zein filmlerin taze kasar peynirine uygulanmasi kararlagtiriimistir. Mum olarak
deneysel olarak basarili bulunmus olan karnauba mumu, fenolik bilesik olarak da katesin ve
katesin-gallik asit karisimi segilmistir. Segilen filmlerde kismi saf lisozimin konsantrasyonu
0.7 mg/cm? diizeyinde tutulmusur (bu degerin segilme nedeni ayrintili bir sekilde bélim 4.2.1’
de aciklanmigtir). Test bakterisi olarak gidalarda bulunabilecek en kritik patojenlerden birisi
olan Listeria monocytogenes segilmistir. Cesitli kimyasallara ve gevresel faktorlere direngli
olan bu bakteri sogukta depolama sicakliklarinda bile Ureyebilmekte ve Ozellikle yeni
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gelismekte olan termal olmayan muhafaza ydntemleriyle dretiimis sogutulmus gidalar
agisindan tehdit olusturmaktadir. Buna gore ¢alismada kullanilan érnekler ve film bilesimleri

asagidaki gibidir:

(1) Zein film icermeyen kaplanmamis 6rnek

(2) 0.7 mg/cm? kismi saf lisozim igeren zein filmle kaplanmis érnek

(3) 6 mg/cm? katesin + 0.7 mg/cm? kismi saf lisozim igeren zein filmle kaplanmis érnek

(4) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 6 mg/cm? katesin +
0.7 mg/cm? kismi saf lisozim iceren zein-karnauba mumu kompozit filmle kaplanmis
ornek

(5) 3 mg/cm? katesin + 3 mg/cm? gallik asit + 0.7 mg/cm? kismi saf lisozim iceren zein
filmle kaplanmis 6rnek

(6) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 3 mg/cm? katesin +
3 mg/cm? gallik asit + 0.7 mg/cm? kismi saf lisozim iceren zein-karnauba mumu

kompozit filmle kaplamis 6rnek

Her iki ylzeylerine de film kaplandiktan sonra peynir pargalari ilk énce filmlerin Urlinle
siki sekilde temasinin saglanmasi amaciyla stre¢ naylon filmle, ardindan ise aliminyum
folyoyla sarilarak paketlenmis ve mikrobiyolojik olarak analiz edilene kadar +4°C'de

depolanmiglardir.

441.1. Taze kasarda aktif ambalajlamanin Listeria monocytogenes iizerindeki

antimikrobiyel etkisi

Sekil 4.53A ve 4.53B'de yaklasik 2 ay yuritilen depolama deneyi sirasinda
peynirlerdeki L. monocytogenes yukunun degisimi gorulmektedir. Elde edilen verilere gore
inokulasyon sonunda yani depolamanin 0. ginudnde farkli peynir &rneklerinde L.
monocytogenes duzeyi 5.5-6.0 desimal (log CFU/g) duzeyinde deg@ismistir. Depolamanin ilk
haftasinda kontrol érneklerde bakteri sayisi baslangica gére 0.5 desimal kadar artarken,
lisozim-katesin-gallik asit igeren zein-karnauba mumu kompozit filmlerle kaplanmig
peynirlerde bakteri sayisi 0.2 desimal kadar azalmis diger tum filmlerle kaplanmis
peynirlerde ise bakteri sayisi 0.2-0.3 desimal artmistir. Bu asamadan sonra filmle
kaplanmamis kontrol 6rneklerde bakteri sayisi bir miktar daha artarak sabit kalmis, lisozim-
katesin-gallik asit igceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerle kaplanmis peynirlerde
bakteri sayisindaki disis depolamanin 28. glinliine kadar yavas¢ca devam etmis, lisozim-

katesin iceren kompozit filmler ve diger filmlerle kaplanmis peynirlerde ise bakteri sayisi ¢ok
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sinirli bir azalig géstermis veya neredeyse sabit kalmistir. 28. gun itibariyla lisozim-kategin-
gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerle kaplanmis &rneklerin mikrobiyel
yukd ayni sldre depolanmis filmle kaplanmamis kontrol érneklerinkine gére 0.55 desimal
(yaklagik 3.6 kat) daha azdir (P<0.05). Yine baslangica gore kontrol drneklerde 28 gun
sonunda bakteri sayisi yaklasik 4 kat artarken, lisozim-katesin-gallik asit iceren zein-
karnauba mumu kompozit filmlerle kaplanmig érneklerin mikrobiyel yiki ayni stre zarfinda
baslangica gore 2.5 kat azalmigtir. Diger filmlerle kaplanmis érneklerde ise 28 giin depolama
sonunda filmle kaplanmamis kontrol drneklere gére mikrobiyel yik 0.2-0.4 desimal arasinda
daha azdir. 28. gunden itibaren ise kontrol érneklerde L. monocytogenes sayisinda sira digi
bir artis meydana gelirken, aktif paketleme uygulanmis peynir Orneklerinde L.
monocytogenes sayisi herhangi bir artis gostermemis veya sinirl da olsa bir azalis
gOstermistir. Tablo 4.39'da farkli peynir 6rneklerinde depolama sirasinda elde edilen L.
monocytogenes sayimlariyla ilgili istatistiksel agcidan 6nemli farkliliklar gorilmektedir. Elde
edilen sonuclar lisozim-gallik asit-katesin iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerin
depolamanin 14. ve 28. gunlerinde mikrobiyel yUkin kaplanmamis ve diger filmlerle
kaplanmis olanlardan istatistiksel olarak o6nemli dizeyde dusuk oldugunu godstermistir
(P<0.05). Depolamanin son glnlnde (56.gun) ise lisozim-gallik asit-katesin igeren zein-
karnauba mumu kompozit filmlerin sadece kaplanmamis olan 6rneklerden istatiksel olarak

onemli dizeyde dusuktur (P<0.05).

Peynirlerin aktif ambalajlanmasinda mikrobiyolojik acidan ulasiimis olan baslica

sonuclar sunlardir:

(1) Geligtirilmis olan lisozim-katesin-gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit
filmler, lisozim-katesin-gallik asit igceren zein filmlere goére Listeria monocytogenes’e
karsi daha etkili bulunmuslardir. Lisozim-katesin-gallik asit iceren zein-karnauba
mumu kompozit filmlerin lisozim ve fenolik bilesik salim hizinin Lisozim-katesin-gallik
asit iceren zein filmlere gore ¢ok daha yavas olmasi (bak Sekil 4.30 ve Sekil 4.31)
depolama sirasinda aktif paketlemede salim hizinin azaltildigi olumlu bir etki
sagladigini dogrular niteliktedir. Tarafimizdan zon inhibisyon deneyleri dizenlenerek
gerceklestiriimis antimikrobiyel testler sonucunda lisozim-katesin-gallik asit iceren
zein ve zein-karnauba mumu filmlerin Listeria monocytogenes’e karsi birbirine yakin
dizeyde antimikrobiyel etki gosterdiginin bulunmasi (bak Tablo 4.17) bu sonucu
dogrulamakta ve gida uygulamasindaki farkliigin filmlerin antimikrobiyel etki
farkhhgindan degil antimikrobiyel maddelerin salim hizi farkindan kaynaklandigi

bulgusunu desteklemektedir.
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Sekil 4. 54. Lisozim ve fenolik bilesikler iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit

filmlerle aktif ambalajlamanin +4 °C’de depolanmakta olan taze kasarlarda

Listeria monocytogenes Uzerindeki antimikrobiyel etkisi (A: kismi saf lisozim

ve katesin iceren filmlerin kullanildi§i uygulama; B: kismi saf lisozim, katesin

ve gallik asit’ i birarada igeren filmlerin kullanildigi uygulama)
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Tablo 4. 39. Lisozim ve fenolik bilesikler iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit

filmlerle aktif ambalajlamanin +4 °C’de depolanmakta olan taze kasarlarda

Listeria monocytogenes uzerindeki antimikrobiyel etkisi

Depolama siiresi (giin) ve

Uygulama Listeria monocytogenes koloni sayimi (Log (CFU).g™)
1 7 14 28 56

(1) Filmle 5.53+0.07** 6.02+0.23**  6.16+0.01°* 6.15+0.01°" 8.13+0.59"
kaplanmamis

2
I(g)gi';] mg/cm 5.67+0.11°" 504%0.14*"  585:0.03" 5.86£0.00 5.86£0.00*
(5) 3.0 mg/cm?
KAT +

a,A a,A b,A b,A a,A

3.0 mg/cm? GA + 5.96+0.12 6.01+0.00 5.87+0.08 5.79+0.01 5.75+0.28
0.7 mg/cm? lisozim
(6) %5 KAR+ %5
lesitin + 3.0
mg/cm? KAT + 6.02+0.04*% 5.79+0.17*"® 566+0.01*"® 560+0.07** 5.59+0.04*"

3.0 mg/cm? GA +

0.7 mg/cm? lisozim

#Her depolama giiniindeki degerler arasinda yapilan harflendirmeler istatiksel olarak énemli

farkhliklari géstermektedir (P<0.05); “®Her uygulama igerisindeki degerler arasinda yapilan

harflendirmeler istatiksel olarak énemli farkliliklari géstermektedir (P<0.05)

Peynirlerin aktif ambalajlanmasinda mikrobiyolojik acidan ulasiimis olan baslica

sonuclar sunlardir (devam):

(2) Lisozim-katesin iceren zein ve lisozim-katesin igeren zein-karnauba mumu kompozit

filmler bu filmlerde Listeria monocytogenes’e karsi antimikrobiyel etki sagayan tek

ajan lisozim oldugundan, ve lisozim bu filmlerden ¢ok yavas sekilde salindigindan bu

bakteriye karsi daha disUk antimikrobiyel etki géstermektedirler. Bu durum Listeria

monocytogenes’in  peynirlerde Uremesini

kismen engellese de bu bakterinin

inaktivasyonunu yeterince saglayamamaktadir. Dolayisiyla hedef bakteri Listeria

monocytogenes oldugu zaman Kkatesin

iceren filmlerdeki

lisozim aktivitesinin

artinlmasi veya lisozimin gallik asit gibi Listeria monocytogenes’e karsi daha etkili

ikinci bir antimikrobiyel ajanla desteklenmesi gereklidir.
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4.4.1.2. Taze kasarda aktif ambalajlamanin oksidatif degisimlerin 6nlenmesi lizerindeki

etkisi

Oksidatif degisimler en yuksek antimikrobiyel etkinin goruldugu lisozim-kategin-gallik
asit iceren kompozit zein-karnauba filmlerde incelenmistir. Depolanan aktif ambalajlama
uygulanmis taze kasar drneklerinde olusan oksidatif degisimler Sekil 4.54’de gorilmektedir.

Buna gore herhangi bir filmle kaplanmamig érneklerde oksidatif degisimlerin biyUk bir
hizla gerceklestigi aciktir. Kontrol zein filmle kaplama 6rnegdin oksijenle temasini kismen
azaltarak oksidatif degisimleri bir olcide azaltmistir. Tek basina lisozim iceren filmlerle
kaplanmis orneklerin de zein filmle kaplanmis olanlarla benzer oksidasyon hizi géstermesi
lisozimin antioksidant etkisi olmadigini gdstermektedir (P>0.05). Diger yandan lisozim-
katesin-gallik asit igceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit filmler ile kaplanmis
orneklerde antioksidant fenolik bilesikler nedeniyle oksidasyon hizi diger orneklere gore
istatistiksel olarak daha disuk olmustur (P<0.05). Oksidasyon hizinin en disik oldugu
lisozim-katesin-gallik asit iceren zein-karnauba mumu kompozit filmlerde fenolik madde gegis
hizinin lisozim-katesin-gallik asit iceren zein filmlere gére énemli 6lgclide daha disuk (P<0.05)
oldugu disunulirse antioksidantlarin asamali olarak saliminin da gida kalitesi Uzerinde
olumlu bir etki yarattigi acgikga gorilmektedir (Tablo 4.40). Elde edilen bu sonuglar lisozim-
katesin-gallik asit karigimi iceren zein-karnuba mumu kompozit filmlerin, uygun salim hizina

sahip antimikrobiyel ve antioksidant agidan etkili filmler oldugunu agikga géstermistir.
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—— Filmle kaplanmamig

—a— Filmle kaplanmig

—a— 0.7 mg/cm? lisozim igeren filmle kaplanmig

—&— 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg/cm? GA + 0.7 mg/cm? lisozim igeren filmle kaplanmig

—8— %5 KAR + %S5 lesitin + 3.0 mg/cm? KAT + 3.0 mg/cm? GA + 0.7 mg/cm? lisozim iceren kompozit filmle kaplanmis

1.50 T

1.00 A

TBA degerleri (mg MDA.kg™)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Depolama Siiresi (giin)

Sekil 4. 55. Kismi saf lisozim, katesin ve gallik asit’ i birarada igeren zein ve zein-karnauba
mumu kompozit filmlerle aktif ambalajlamanin +4°C’de depolanmakta olan taze

kasarlarda oksidatif degisimler Gzerindeki etkisi

4.4.2. Kismi saf lisozim ve fenolik bilesikler igeren zein-karnauba mumu kompozit
filmler ve zein-oleik asit karigim filmlerin dana burgerlerde E. coli O157:H7’ye karsi

kullaniimasi

Projenin bu asamasinda gelistiriimis lisozim-katesin iceren zein, zein-karnauba mumu
kompozit ve zein-oleik asit karisim filmler dana burgerlerde E. coli O157:H7’ye karsi
denemistir. Bilindigi Uzere belirtilen bakteri 6zelikle son zamanlarda hamburgerden ¢ocuk ve
yetigkin 6limlerinde bas roli oynamistir. Dolayisiyla bu bakterinin dana burgerlerde aktif
ambalajlamayla gelisiminin engellenmesi uygulama agisindan buylk bir 6nem tasimaktadir.
Ozellikle ette ylksek oranda protein bulunmasi ve bu proteinlerin fenolik bilesiklerle
kompleks olusturarak onlari nétralize etmesi ihtimali disindlerek bu ambalajlama
uygulamasinda antimikrobiyel etki lisozime dayandiriimigtir. Tarafimizdan gergeklestirilen 6n
denemelerde katesin’in E. coli O157:H7’ye karsi herhangi bir antimikrobiyel etkisi
belirlenememistir. Dolayisiyla filmlerde kullanilma amaci lisozim saliminin yavaslatiimasi igin
zein matrisinin ¢capraz baglanmasidir. Lisozim’in G(-) bir bakteri olan E. coli O157:H7’ye karsi

antimikrobiyel aktivite gdstermesi icin ortamda EDTA gibi ¢elat yapici maddelerin bulunmasi
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Tablo 4. 40. Lisozim ve fenolik bilesikler iceren zein ve zein-karnauba mumu kompozit
filmlerle aktif ambalajlamanin +4°C’de depolanmakta olan taze kasarlarda

oksidatif degisimler Gizerine etkisi

Depolama siiresi (giin) ve

Uygulama TBA degerleri (mg MDA.kg™)
0 7 14 21 28
(1) Filmle 0.63+0.08**  0.73+0.01*"  0.96+0.20°"*®  1.18+0.03°® 1.36+0.14"® 1.26+0.06°°
kaplanmamis
I(_2) 0.7 mg/cm? 0.64+0.17**  0.75+0.11°"®  0.83+0.01°*®  0.85+0.01°"®  0.95+0.05""®  1.04+0.11"°®
1SOzZzIm

(5) 3.0 mg/cm? KAT

+3.0 mg/cm? GA 0.40£0.13*"  0.42:0.06°>*  0.58£0.12*>"°  0.63£0.04*"®  0.69:0.01*®  0.66+0.01**"®

+0.7 mg/cm? lisozim

(6) %5 KAR+ %5

lesitin + 3.0 mg/cm?

KAT +3.0 mg/cm? 0.43:0.01**  0.39:0.13**  0.32£0.04**  0.52¢0.05™*  0.55£0.22*"  0.550.22*"

GA + 0.7 mg/cm?

lisozim

*“Her depolama gliniindeki degerler arasinda yapilan harflendirmeler istatiksel olarak 6nemli
farkhliklari géstermektedir (P<0.05); “®Her uygulama igerisindeki degerler arasinda yapilan

harflendirmeler istatiksel olarak énemli farkliliklari géstermektedir (P<0.05)

sarttir. Celat yapici bir gida katki maddesi olan EDTA G(-) bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan ve lisozimden etkilenmelerini dnleyen lipopolisakkarit (LPS) tabakasini stabilize
eden Ca* iyonlarini baglamakta ve bu tabakanin dagilmasini saglamaktadir. LPS tabakasi
olmayan veya hasar goéren G(-) bakterilerin peptidoglukan tabakasi lisozim tarafindan
hidrolize edilebilmekte ve bakteriyel inaktivasyon saglanmaktadir (GUCBILMEZ ve ark.,
2007). Esas olarak bu 06zelligiyle EDTA lisozimin kullanildigi aktif ambalajlama
uygulamalarinda antimikrobiyel sistemin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir (UNALAN ve

ark., 2011). Buna gore galismada kullanilan érnekler ve film bilesimleri asagidaki gibidir:

(1) Zein film icermeyen kaplanmamig 6rnek
(2) Zein filmle kaplanmis érnek
(3) 0.7 mg/cm? kismi saf lisozim + 0.2 mg/ cm? disodyum EDTA iceren zein filmle

kaplanmis érnek
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(4) Zein'in %10’u kadar oleik asit + zein’in %10’u kadar lesitin + 6 mg/cm? katesin + 0.7
mg/cm? kismi saf lisozim + 0.2 mg/ cm? disodyum EDTA igeren zein-oleik asit karigsim
filmle kaplanmis érnek

(5) Zein'in % 5'i kadar karnauba mumu + zein’in % 5'i kadar lesitin + 6 mg/cm?” katesin +
0.7 mg/cm? kismi saf lisozim + 0.2 mg/ cm?® disodyum EDTA igeren zein-karnauba

mumu kompozit filmle kaplanmis drnek

4.4.2.1. Dana burgerlerin aktif ambalajlanmasinda kullanilmig olan filmlerin salim

deneyleri

Daha onceki denemelerde lisozim ve katesin iceren zein, zein-karnauba mumu
kompozit ve zein-oleik asit karisim filmlerde salim deneyleri disodyum EDTA ilave edilmeden
gerceklestiriimistir. Dolayisiyla aktif ambalajlama denemesi 6ncesinde disodyum EDTA
ilavesiyle filmlerin salim &zelliklerinin degisip degismedidi ve bu celat yapicinin 6zellikle
lisozimin aktivitesi Uzerinde bir etkiye sahip olup olmadigi salim testleri bir kez daha
tekrarlanarak belirlenmistir. Sekil 4.55 ve 4.56’da aktif ambalajlamada kullaniimis olan farkl
filmlerin lisozim ve katesin salim profilleri gorilmektedir. Daha dnceki denemelerdeki gibi
zein-karnauba mumu kompozit filmler lisozim ve katesinin gegis hizini azaltmakta ve kayda
deger bir tutuklanmaya neden olmamaktadirlar. Ortama salinan lisozimde EDTA etkisiyle
zamanla bir inaktivasyon ve azalma da olmamaktadir. Buna karsin zein-oleik asit karigim
filmlerde ise EDTA ilavesinin filmlerdeki lisozim tutuklanmasini artirdigr goérulmektedir.
Hatirlanacagi Gzere zein filmlere %10 oleik asit ve %10 lesitin ilavesi bir miktar lisozimin
tutuklanmasina neden olmakta ancak bu oran kontrol filmlen salinan toplam aktivite
dizeyinin yaklasik %50’si dizeyinde kalmaktaydi. EDTA iceren zein-oleik asit karigim
filmlerde ise ortama salinan toplam lisozim aktivite dizeyi kontrol filmlerden salinanin
yaklasik %25’i duzeyine inmektedir (Tablo 4.41). Bu durum zein-oleik asit filmlere EDTA
ilavesinin tutuklu enzim oranini yaklagik 2 kat artirdigini ve EDTA-oleik asit-lisozim arasinda
film igerisinde birtakim etkilesimler oldugunu gdéstermektedir. Diger yandan filmler igerisine
EDTA ilavesiyle fenolik madde salim profillerinde daha 6ncekine gére bir miktar yavaslama
olsa da kayda deger bir tutuklanma olmamis ve tim filmlerde katesinin tamami ortama
salinmigtir (Tablo 4.42).
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w— (.7 mg/cm? Lisozim + 0.2 mg/cm? EDTA
—0— 6.0 mg/em® KAT + 0.7 mg/em® Lisozim +0.2 mglem®* EDTA
—B— %5 KAR + %5 Lesitin + 6.0 mg/icm? KAT + 0.7 mg/cm? Lisozim + 0.2 mg/em? EDTA

—— %10 Oleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg/em® KAT + 0.7 mg/lem? Lisozim + 0.2 mg/em® EDTA
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Ortama salinan lisozimin aktivite diizeyi (U/cm?)

+4 °C' de destile su i¢erisinde kalis siiresi (giin)

Sekil 4. 56. Burgerlerin aktif ambalajlanmasinda kullanilmis olan kismi saf lisozim, katesin ve
disodyum EDTA iceren zein, zein-karnauba mumu kompozit ve zein-oleik asit
karigim filmlerin lisozim salim profilleri (Not: filmler gergeve igerisine yerlestiriimis

halde destile suda tutulurken tim dizenek ¢alkalanmaktadir)

Tablo 4. 41. Kismi saf lisozim, katesin ve disodyum EDTA iceren zein, zein-karnauba mumu

kompozit ve zein-oleik asit karigim filmlerden salinan toplam lisozim aktivite

duzeyleri
Film bilesimi Salinan toplam

Lisozim Na,EDTA  Katesin Mum veya Lesitin lisozim aktivitesi
(mg/cm?  (mg/cm?® (mg/cm®) Yag asiti (%)*  (%)? (Ulcm?)

0.7 0.2 - - - 15765 £823

0.7 0.2 6.0 - - 12410 +854

0.7 0.2 6.0 5 (KAR)" 5 12248 £1060

0.7 0.2 6.0 10 (OLE)® 10 4036 +649

2Zeinin yiizdesi olarak filmlere ilave edilen mum, yag asiti ve lesitin miktarlari; *Zein filme

ilave edilen mum ve yag asiti tirleri: KAR: karnauba mumu; OLE: oleik asit.
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Ortama salinan fenolik madde miktari
(mg/ cm?)

8.0

(0.7 mg/lcm? Lisozim + 0.2 mg/cm? EDTA
—&— 6.0 mg/cm®* KAT + 0.7 mgfcm?® Lisozim + 0.2 mg/cm® EDTA
—h— %5 KAR + %5 Lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mgfcm? Lisozim + 0.2 mg/cm? EDTA

—8— %10 Oleik asit + %10 Lesitin + 6.0 mg/cm? KAT + 0.7 mg/cm? Lisozim +0.2 mg/ecm? EDTA

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

+4 °C’" de destile su icerisinde kalis siiresi (giin)

Sekil 4. 57. Burgerlerin aktif ambalajlanmasinda kullanilmis olan kismi saf lisozim, kategin ve

disodyum EDTA igeren zein, zein-karnauba mumu kompozit ve zein-oleik asit
karisim filmlerin lisozim salim profilleri (Not: filmler cergeve igerisine yerlestirilmis

halde destile suda tutulurken tim diuzenek ¢alkalanmaktadir)

Tablo 4. 42. Kismi saf lisozim, katesin ve disodyum EDTA igceren zein, zein-karnauba mumu

kompozit ve zein-oleik asit karigim filmlerden salinan toplam fenolik madde

miktarlari
Film bilesimi Salinan toplam

Lisozim EDTA Katesin Mum veya Lesitin fenolik madde miktar
(mg/cm?) (mg/lcm? (mg/cm?) Yag asiti (%)*  (%)® (mglcm?)

0.7 0.2 - - - -

0.7 0.2 6.0 - - 6.85 1£0.18

0.7 0.2 6.0 5 (KAR)® 5 6.58 +0.34

0.7 0.2 6.0 10 (OLE)" 10 6.17 +0.09

3Zeinin yiizdesi olarak filmlere ilave edilen mum, yag asiti ve lesitin miktarlari; *Zein filme

ilave edilen mum ve yag asiti turleri: KAR: karnauba mumu; OLE: oleik asit.
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4.4.2.2. Dana burgerlerin aktif ambalajlanmasinda kullaniimig olan filmlerin E. coli
0157:H7 lizerindeki antimikrobiyel etkisi

Dana burherlerin aktif ambalajlanmasinda kullaniimig olan filmlerin E.coli O157:H7
uzerindeki etkisi disk difuzyon metoduyla test edilmigtir (Tablo 4.43). Disodyum EDTA
icermeyen filmlerin test mikroorganizmasi Uzerine herhangi bir etkisi olmadigi
gbzlemlenmigtir. Sadece disoyum EDTA igceren zein film yUksek antimikrobiyel etki
gosterirken, olusan tam zon sayisinin azhgdi disodyum EDTA nin film icinde homojen olarak
dagilamadigini géstermistir. Daha 6ncede belirtigi gibi lisozim ve EDTA nin sinerijistik etkisi
dolayisiyla; lisozim ve disodyum EDTA’ yi bir arada igeren zein filmin atimikrobiyel
aktivitesinin sadece EDTA iceren zein filme oranla istatistiksel olarak arttiyi gézlemlenmistir
(P<0.05). Bununla birlikte, lisozim ve disodyum EDTA’ yi bir arada iceren zein filmde EDTA

nin film icerisinde dagiliminin daha homojen hale geldidi olusan tam zon sayisinin artmasiyla

Tablo 4. 43. Kismi saf lisozim, katesin ve disodyum EDTA iceren zein, zein-karnauba mumu
kompozit ve zein-oleik asit karisim filmlerin E.coli O157:H7 (zerindeki

antimikrobiyel etkisi

Film bilesimi Olusan
Lisozim  Na,EDTA  Katesin '\f(‘:g aefi Lesitin ;’;‘n""':‘,’;‘,f‘, sg;:?,:'}i:?:ﬁ
(mg/cm?)  (mg/cm?) (mg/cm?) (%) (%) (mm2)
- - - - - - 15 zy*
0.7 - - - - - 15 zy
0.7 - 6.0 - - - 15 zy
0.7 - 6.0 5(KAR)° 5 - 15 zy
0.7 - 6.0 10(OLE)® 10 - 15 zy
- 0.2 - - - 245+63b" 5 zy/1 kz/9 tz
0.7 0.2 - - - 350+64a 2 zy/1kz/12tz
0.7 0.2 6.0 - - 140+73c 1k*z/14 tz
0.7 0.2 6.0 5(KAR)° 5 160+20bc 2 zy/1 kz/12 tz
0.7 0.2 6.0 10(OLE)° 10 190+54bc 15tz

2Zeinin yiizdesi olarak filmlere ilave edilen mum, yag asiti ve lesitin miktarlari; "Olusan zon
tipleri: zy: zon olusumu yok; kz: kismi zon olusumu; tz: tam zon olusumu; “Zein filme ilave
edilen mum ve yag asiti tiirleri: KAR: karnauba mumu; OLE: oleik asit; ° kolonlardaki farkli
harfler 6nemli istatistiksel farklari gdstermektedir (P<0.05); ‘érneklerde zon olusumu

g6zlemlenmemistir.
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anlasiimaktadir. Gelistirlen kompozit ve karisim zein filmlerin antimikrobiyel etkisinin, lisozim

ve disodyum EDTA'y! birarada igceren zein filmlerin antimikrobiyel etkisinden istatiksel agidan
anlamli olagak sekilde az oldugu saptanmistir (P<0.05). Etkinligi antimikrobiyel ajanin
difizyon hizina bagh olan disk difiizyon metodu géstermistirki; lisozimin kompozit ve karigim
zein filmlerden salimi yavaglamaktadir. Bununla birlikte gelistirilen karigim zein filmlerin test

edilen batun film disklerinde zon olusturdugu gézlemlenmisgtir.

4.4.2.3. Dana burgerlerde aktif ambalajlamanin E. coli 0O157:H7 uzerindeki
antimikrobiyel etkisi

Gergeklestirilen salim deneylerinden sonra gida uygulamalarina gecilmis ve
burgerlerin her iki ylzeylerine de film kaplandiktan sonra burgerler ilk 6énce filmlerin Grlnle
siki sekilde temasinin saglanmasi amaciyla stre¢ naylon filmle, ardindan ise aluminyum
folyoyla sarilarak paketlenmis ve mikrobiyolojik olarak analiz edilene kadar +4°C’de
depolanmislardir.  Gelistiriimis olan farkh filmlerin depolama sirasinda E. coli O157:H7
Uzerindeki antimikrobiyel etkileri Sekil 4.57°’de gorilmektedir. Buna gére herhangi bir zein
filmle kaplanmamis veya kontrol zein filmle kaplanmis burgerlerde E. coli O157:H7 sayisinda
6. glne kadar dnce yavas, ancak 6. gunden sonra oldukga hizli bir artis meydana geldigi
aciktir. Depolama sirasinda 6. gune kadar E. coli O157:H7 U(zerindeki en yuksek
antimikrobiyel etkiyi lisozim ve EDTA igeren zein filmler gostermis ve bu filmlerde belirtilen
sure icerisinde bakteri sayisinda surekli bir azalma meydana gelmistir (baslangica goére 6.
glin sonunda 0.55 desimal kadar). Lisozim-katesin igeren zein-karnauba mumu kompozit ve
zein-oleik asit karisim filmlerle depolanmis burgerlerde ise depolamanin 3. ginine kadar
bakteri sayisinda bir azalig olmus (0.3-0.4 desimal), 3-6. gun arasinda ise bu filmlerle
ambalajlanmis burgerlerin E. coli O157:H7 sayisinda istatistiksel olarak édnemli bir degisim
olmamigtir (P<0.05) (Tablo 4.44). Elde edilen bu sonuglar burgerlerde depolamanin basinda
beklendigi gibi lisozimin zein filmlerden kompozit ve karigim zein filmlerdekine gére daha
hizli salindigini ve bunun sonucunda diger filmlere gére daha yuksek bir antimikrobiyel etki
elde edildigini gostermektedir. Depolamanin 6 ve 10. gunleri arasinda zein filmle kaplanmis
veya kaplanmamis kontrol drneklerde ve lisozim ve EDTA igeren zein filmle kaplanmig
orneklerde E. coli O157:H7 sayisinda yaklasik 1 desimal (10 kat kadar) bir artis olmustur.
Depolamanin 10. gununde bakteri sayisindaki artis lisozim, katesin ve EDTA iceren zein-
karnauba mumu ve zein-oleik asit karisim filmlerle ambalajlanmis &rneklerde de
gorilmektedir. Ancak, bu filmlerle kaplanmig UrlGinlerde 6-10 gun arasinda meydana gelen
artis 0.6-0.7 desimal kadardir (4.5-5.5 kat kadar). Buna gore lisozimin hizli veya yavas

saliminin Grindeki bakteri sayisini nasil etkiledigi acgiktir. Lisozimin salim hizinin ytksek
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oldugu standart zein filmlerde baslangigta daha yuksek bir antimikrobiyel etki elde edilirken,
olusan antimikrobiyel etki depolamanin devam eden asamalarinda ortadan kalkmakta ve bu
asamadan sonra aktif ambalajlama uygulanmis Urlindeki bakteri sayisindaki artis aktif
ambalajlama uygulanmamis kontrollerdekilerle ayni hizda olmaktadir. Buna karsin lisozim
salim hizi yavas olan kompozit ve karigim filmlerde baglangicta sinirli bir antimikrobiyel etki
elde edilmekte ancak depolamanin ilerleyen asamalarinda Grtiindeki bakteri sayisindaki artis
hizi aktif ambalajlama uygulanmamis kontrollere ve lisozim iceren zein filmle ambalajlanmis

olanlara gére daha yavas olmaktadir.

e Filmle kaplanmamis

—%—Filmle kaplanmig

—4A— 0.7 mglem? lisozim + 0.2 mglem? EDTA igeren filmle kaplanmig

—— %10 Oleik asit+ 10% Lesitin + 6.0 mgicm? Katesgin + 0.7 mglcm? lisozim + 0.2 mglem? EDTA igeren karnisim filmle kaplanmig

—0— %5 KAR + %5 Lesitin +6.0 mgfem? Katesin + 0.7 mglem? lisozim + 0.2 mglem2 EDTA igeren kompozitfilmle kaplanmis
5.00

3.00

2.50

0 2 4 6 8 10

Depolama Siiresi (giin)

Sekil 4. 58. Kismi saf lisozim, katesin ve disodyum EDTA igeren zein, zein-karnauba mumu
kompozit ve zein-oleik asit karigim filmlerle aktif ambalajlamanin +4°C’de
depolanmakta olan dana burgerlerde E. coli O157:H7 Uzerindeki antimikrobiyel
etkisi (Not: kullanilmis olan burger &rneklerinde yapilan ekimlerde inokule

edilmemis érneklerde E. coli O157:H7 belirlenememistir)

Burgerlerin aktif ambalajlanmasinda mikrobiyolojik acidan ulasiimis olan baslica

sonuclar sunlardir:

(1) Et UrdGnleri gibi Grandn raf émrindn kisa oldugu durumlarda salim hizi yiksek olan

filmler salim hizi yavas olanlara gére E. coli O157:H7 U(zerinde daha ylksek
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antimikrobiyel etki gostermektedirler. Dolayisiyla 6zellikle hizli mikrobiyel gelisim

gorulen et Urunlerinde biyoaktif ajanlarin salim hizinin hizl oldugu filmler kullanilabilir.

Ancak, salim hizinin yuksek oldugu filmlerde filmlerin antimikrobiyel etkisinin

tukendigi depolama surelerinin hassas bir sekilde belirlenmesi ve gidanin bu sureyi

asmayacak kadar depolanmasi buyik énem tagsimaktadir.

(2) Lisozim-EDTA sistemi zein ve zein temelli filmlerde antimikrobiyel ambalajlamada E.

coli O157:H7’ye karsi kullanilabilir. Ancak, lisozim salim hizinin ve filmlerdeki lisozim

konsantrasyonunun Uriinin depolanma stiresine gore hassas bir sekilde ayarlanmasi

gerekmektedir.

Tablo 4. 44. Kismi saf lisozim, katesin ve disodyum EDTA igeren zein, zein-karnauba mumu

kompozit ve zein-oleik asit karisim filmlerle aktif ambalajlamanin +4°C’de

depolanmakta olan dana burgerlerde E. coli O157:H7 Uzerindeki antimikrobiyel

Depolama siiresi (giin) ve

Uygulama E. coli 0157:H7 koloni sayimi (Log (CFU).g™")

0 1 3 6 10
(1) Zein filmle kaplanmamis 3.73£0.07*" 3.54£0.01% 3.89:0.26™"  3.87:0.15""  4.79:0.11°°
(2) Zein filmle kaplanmis 3.59£0.12*" 3.450.35  3.47:0.22""  3.66:0.06™"  4.71:0.20°°
(3) 0.7 mg/cm? lisozim +
0.2 mg/ cm? EDTA 3.44+0.05*" 3.42 +0.10*" 3.19+0.02** 2.89+0.21*"  3.95+0.51%*
(4) %10 OLE +
%10 lesitin +
6 mg/cm? KAT+ 3.56£0.08*°° 3.47+0.11%"°  3.18:0.13*"  3.20:0.05°"  3.93:0.11%°
0.7 mg/cm? lisozim +
0.2 mg/ cm? EDTA
(5) % 5 KAR +
% 5 lesitin +
6 mg/om? KAT+ 3.52£0.30*" 3.53 +0.00™" 3.26£0.02*"  3.41£0.47°*  4.07:0.38""

0.7 mg/cm? lisozim +
0.2 mg/ cm? EDTA

>dHer depolama giiniindeki degerler arasinda yapilan harflendirmeler istatiksel olarak énemli

farkhliklari géstermektedir (P<0.05); ““Her uygulama igerisindeki degerler arasinda yapilan

harflendirmeler istatiksel olarak énemli farkliliklari gostermektedir (P<0.05).
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5.SONUGLAR ve ONERILER

5.1. Zein-mum kompozit ve zein-yag asiti karigim filmlerle ilgili sonuglar ve éneriler

1. Zein filmler igerisine biyoaktif ajan olarak ayri ayri veya karisim halde katesin ve gallik
asit gibi fenolik maddeler ilave edildiginde fenolik maddelerin bir kismi (calisilan
konsantrasyonlarda %50’den az) protein yapisindaki film matrisiyle hidrojen baglari
yaparak immobilize olmakta (baglanmakta) ve plastiklestirici etki gostererek normalde
asirt kirilgan olan ve esnek olmayan zein filmlerin olduk¢ca esnek bir yapi
kazanmasini saglamaktadirlar. Fenolik madde konsantrasyonu arttikca elastikiyet
belli bir sinira kadar artmakta ancak asiri ylksek konsantrasyonda olusan yogun
etilesimler nedeniyle filmler elastikiyetini yeniden kaybetmektedirler.

2. Zein filmler igerisine ilave edilen fenolik bilesiklerin blylk bir kismi (calisilan
konsantrasyonlarda %50°'den fazla) film matrisiyle etkilesime girmeden filmler
icerisinde serbest formda bulunmaktadirlar. Dolayisiyla filmler bu serbest fenolik
bilesigin salimina bagh olarak antimikrobiyel ve antioksidant aktvite gostermektedirler.

3. Zein filmler igcerisine mum veya yag asitleri katilarak filmlerin daha hidrofobik kompozit
veya karisim bir yapiya doénUstirilimesi ve filmler igerisindeki ¢apraz baglanma
dizeyinin fenolik madde ilavesiyle artirilmasi igerdikleri biyoaktif ajanlarin salim hizini
degistirmekte ve kontrolli salim &zellikleri olan filmler elde edilmesine olanak
vermektedir.

4. Katesin iceren zein filmlerde zein-mum kompozitleri ve zein-oleik asit karigimlari,
katesin-gallik asit karigsimi iceren filmlerde ise zein-oleik asit karisimlari kullanilarak
bu fenolik maddelerin salim hizi azaltilabilmektedir. Ancak, tek bagina gallik asit
iceren filmlerde g6zeneklilik artirdidi icin kompozit filmlerin kullaniimasi salim hizini
artirmaktadir.

5. Lisozim ve fenolik bilesikleri birarada igeren zein-karnauba mumu kompozit ve zein-
oleik asit karigim filmlerde fenolik madde konsantrasyonu artirildikga film matrisinde
bu bilesiklere bagl olarak olusan agyap! sikilagsmakta ve lisozim salim hizi
azalmaktadir. Katesin ve katesin-gallik asit karisimlari lisozim salim hizini azaltmada
gallik asite gore daha buyuk bir etki gostermektedir. Bunun nedeni kategin olmadan
gallik asit'in kullanildig filmlerde gdzenekliligin artmasidir. Dolayisiyla fenolik madde
konsantrasyonu yaninda fenolik madde tipi de lisozim salim hizini etkilemektedir.

6. Zein-mum kompozit ve zein-yag asiti karigimlarinda lisozim ve fenolik bilesiklerin
salim hizini degistirmek igin bir diger alternatif ise mum ve yag asiti tipini degistirmek

ve alifatik zincir uzunlugu farkli lipitler kullanmaktir.
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7.

Gergeklestiriimis olan ayrintih karakterizasyon calismalari ve filmlerin Uretim ve
ugulanabilirliginin degerlendiriimesi sonucunda Uretilen en yiksek antimikrobiyel ve
antioksidant potansiyel iceren filmlerin lisozim-katesin-gallik asit iceren zein, zein-
karnauba mumu kompozit ve zein-oleik asit karigsim filmler oldugu degerlendirilmistir.
Yuksek antimikrobiyel aktiviteye sahip gallik asitin kullaniimadigr durumlarda lisozim-
katesin iceren filmler EDTA gibi bir selat yapici ile desteklenmeli ve lisozimin
antimikrobiyel etkinligi artirilmahdir.

Secilmis et ve sut Urlnleri Gzerinde gerceklestiriimis olan gida uygulamalari bozulma
hizi yiksek olan ve patojenlerin hizli sekilde gelistigi gidalarda salim hizi yUksek olan
filmlerin, bozulma hizi disuk olan ve patojenlerin yavas gelistigi gidalarda ise salim

hizi diistik olan filmlerin digerlerine gére daha avantajli oldugu belirlenmistir.

5.2. Zein-baklagil proteini kompozit filmlerle ilgili sonuglar ve 6neriler

9.

10.

Zein filmlere mercimek veya soya proteinleri gibi baklagil proteinleri eklenmesiyle
normalde sinirli sayida iyonik grup iceren zein filmler ¢ok sayida iyonize olabilir grup
iceren kompozit filmlere dénlismektedir. Bu tir kompozit filmler lisozimin salim hizini
yavaglatmak veya artirmak agisindan belirgin bir etki yaratmamakta ancak bu enzimin
pH'ya bagl olarak kontrolli saliminin gergeklestirilebilmesine olanak vermektedir.
Oyle ki pl degeri 4.5-6 arasinda olan baklagil proteinleri pH 7.0 civarinda negatif
yuklt olduklarindan, pl degeri yaklasik 11 olan dolayisiyla nétral ve noétrale yakin
ortamlarda pozitif yUkli olan lisozimi baglamakta ve salmamaktadir. Filmler
icerisindeki bagl lisozim orani baklagil proteini orani arttikca armaktadir. Ortamda
serbest bulunan lisozim herhangi bir pH degerinde serbestgce ortama gegerken, bagli
lisozim pH degerinin ancak 4.5'in altina dusurdlmesiyle salinmakta ve ortama
gecemektedir.

Zein-baklagil proteini iceren lisozim ilave edilmis kompozit filmler gidalarin
kaplanmasinda kullanildiklari zaman serbest lisozimin gidaya gegmesiyle
antimikrobiyel aktivite elde edilmesi mumkuindur. Geriye kalan filmler icerisindeki
bagl lisozim gidaya antimikrobiyel aktivite elde edilmesi istendigi zaman gegirilebilir.
Bu amagla filmle kaplanmis gidanin pH 4.0-4.5 arasindaki asidik bir g¢ozeltiye
daldirimasi yeterlidir. Asitlendirme isleminin donmus Urdnlerin  ¢ézindurdlmesi
sonrasinda, Urinin pazara transferi veya market parakente dolabina

yerlegtiriimesinden 6nce uygulanmasi mumkundur.
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5.3. Peyniralti suyu proteini (PSP) filmlerle karisim ve kompozitleriyle ilgili sonuglar ve

oneriler

11.

12.

13.

Dogal olarak yogun sekilde iyonize olabilen gruplar iceren peyniraltt suyu
proteininden elde edilmis olan filmlerin lisozim ve fenolik bilesikler gibi belirli bir
negatif veya pozitif yike sahip biyoaktif maddelerin kontolli salimi igin kullanimi
oldukga gugtir. Hizli bir sekilde su alip sisen ve nétrale yakin pH’larda negatif yukli
olan PSP filmlerle negatif ylkli olan fenolik bilesikler arasinda dogan itme kuvvetleri
bu bilesiklerin filmlerden bulylk bir hizla salinmasina neden olurken, PSP filmler ve
pozitif yuUkli lisozim arasinda dodan cekme kuvvetleri enzimi filmler icerisinde
immobilize etmektedir.

Ancak, PSP filmlerin aynen zein-baklagil kompozit filmler gibi lisozimin pH’ya bagli
kontrolli salimi icin kullaniimasi muimkindidr. PSP’nin pl degeri 5.0 civarinda
oldugundan bu pH Uzerinde filmler lisozimi baglamaktadir. Yik yodunlugu oldukca
yuksek olan PSP filmler pH’nin 5.0’in lUzerinde oldugu durumlarda ortamdaki tim
lisozimi baglayarak immobilize etmektedirler. pH'nin 5.0’e dusuriimesiyle lisozim
salimi baslamakta ve pH disurildikce ortama gegen lisozimin miktari artmaktadir.
Buna gdre aynen zein-baklagil proteini kompozit filmlerde oldugu gibi PSP filmle
kaplanmis bir gidanin da asitlendiriimesiyle gidaya lisozim saliminin baslatilabilmesi
teorik olarak mumkdndir.  Yine asitlendirme isleminin  donmus Urlnlerin
¢dzundulrilmesi sonrasinda, Urlinln pazara transferi veya market parakente dolabina
yerlestiriimeden 6nce, yani gida guvenliginin risk altinda olabilecedi durumlarda
uygulanmasi onerilebilir.

PSP-oleik asit ve PSP-balmumu kompozit filmlerin hazirlanmasiyla pH 4.5-5.0
arasinda filmlerden lisozim salim hizinin artirlmasi ve ortama gecgen serbest lisozim

dizeyinin artirlmasi mumkundur.
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7. EKLER

EK 1. Mercimek proteinlerinin 2 boyutlu elektroforez goriintisii
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