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Ozet

Bu calismada, cesitli oranlarda nisin iceren (2500, 5000, 7500 ve 10.000 IU cm™ film) yenilebilir peyniralti
suyu protein izolati (PASP) filmler hazirlanarak, in vitro kosullarda, Listeria innouca’ ya karsi antimikrobiyel
etkilerinin belirlenmesi ve hazirlanan antimikrobiyel filmlerin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerinin tespit edilmesi
amaglanmistir. Antimikobiyel etkinin belirlenmesi icin, hazirlanan nisin ilaveli PASP filmlerden, 1 cm capinda
diskler kesilerek, agar diflizyon yontemi ile olusan zon caplar 6lgilmustir. Ayrica filmlerin, ambalaj materyali
olarak kullanim potansiyelini belirlemek amaciyla, kalinlik, agirlik, kurumadde orani, nem icerigi, su buhari
gecirgenligi, gbzenek yapilari, cekme dayanimi (TS), uzama katsayisi (E) ve youngmodill (YM) ile renk 6zellikleri
gibi karakteristik 6zellikleri belirlenmistir. Listeria innocua’ya karsi en yiiksek antimikrobiyel etki, 10.000 IU cm
nisin iceren PASP filmler ile saglanmistir. Ayrica, elde edilen filmlerin oldukga ince, yiksek % nem igeriginde,
homojen bir film ylzeyi ile kuvvetli gekme dayanimi ve yiiksek uzama katsayisina sahip olan seffaf filmler oldugu
tespit edilmistir (P<0,01). Sonug olarak, hazirlanan tim PASP filmlerin Listeria innocua’nin gelisimi Uzerine
antimikrobiyel etkisinin bulundugu ve film karakterizasyonlarinin ambalaj materyali olarak kullanima uygun
oldugu belirlenmistir (P<0,01).

Anahtar kelimeler: Nisin, peyniralti suyu protein izolati, yenilebilir filmler, antimikrobiyel, karakterizasyon

Characterization of Whey Protein Isolate Films Containing Nisin and Determination of
Their Antimicrobial Effect Against Listeria innocua

Abstract

In this study, we aim to determine of antimicrobial properties containing nisin in various proportions
(2500, 5000, 7500 and 10,000 IU cm™? film) edible whey protein isolates (PASP) films against Listeria innocua by
in vitro and also requested to be determined physical and mechanical properties of prepared antimicrobial films.
For the determination of effective antimicrobial films 1 cm diameter discs cut from prepared nisin containing
PASP films and zone diameters were measured by the agar diffusion method. Also the films in order to determine
the potential for use as packaging material, thickness, weight, solids ratio, moisture content, water vapor
permeability, porosity, tensile strength (TS), elongation (E), and Young's Modulus (YM) as with the color
properties characteristic properties were determined. The highest antimicrobial activity against Listeria innocua
was achieved by PASP films containing 10.000 [Ucmnisin films. Also, the obtained films very thin, having a high
moisture content rate, having strong tensile strength and high elongation with a homogeneous film surface were
found to be transparent films (P<0.01). As a result, it was determined that all PASP films have an antimicrobial
effect against Listeria innocua and characterization of the films is suitable for use as packaging material (P<0.01).

Key words: Nisin, whey protein isolate, edible films, antimicrobial, characterization
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Giris

Son yillarda tuketici taleplerinde, minimum
islem gormis gidalara olan ilginin artmasina bagl
olarak, ambalaj sektoriinde de yeni teknolojilerin
arastiriimasina ve kullaniimasina baslanmistir. Bu
teknolojilerden en fazla ©ne ¢ikan ise aktif
ambalajlama teknigidir. Aktif ambalajlama, ambalaj
materyaline gesitli aktif bilesenlerin katilimi yoluyla
gerceklesmektedir. Bu aktif bilesenler,
antimikrobiyel 6zellikte olup, sentetik polimer ve

yenilebilir ~ film  gibi farkhh  yapilar icinde
etkinlesmektedirler. Antimikrobiyel ambalajlama
olarak da tanimlanan bu yontemde, aktif

antimikrobiyel maddeler, ambalajlamada kullanilan
film igerisine dogrudan katilabilecegi gibi, kiiglik
paketler halinde ambalaj materyali icerisine de
yerlestiriimektedir (Ayana, 2007). Bu amagla,
ambalaj materyali olarak, polietilen esasli, seliiloz
icerikli pek ¢ok farkh bilesenden yararlaniimaktadir.
Biyolojik olarak yikima ugrayan, protein, polisakkarit
ve lipit gibi dogal polimerlerden elde edilen
yenilebilir film ve kaplamalar, aktif ambalajlama
materyali olarak kullaniimaktadir. Antimikrobiyel
film ve kaplamalarin lretiminde ise, hem kimyasal,
hem de dogal antimikrobiyel maddelerden
yararlaniimaktadir (Ayana ve Turhan, 2010).

Bir sit proteini olan peyniralti suyu
proteinleri, slit proteinlerinin %20’sini teskil eder.
Kazeinlerin aksine, fosfor icermezler ve kalsiyuma
duyarli degildirler. Tamami, disilfit baglari icerir ve
yaplyi stabilize eder (Sarikus, 2006). Peyniralti suyu
protein filmleri, icerdikleri polar kisimlar nedeniyle,
miikemmel oksijen bariyeri 6zelliklerine sahiptirler.
Bu nedenle, ozellikle et ve balik gibi gidalarin
muhafazasinda, meyve ve sebzelerdeki oksidatif
renk degisiminin ©6nlenmesinde, 6nemli etkiye
sahiptirler. Peyniralti suyu proteinleri, dusik ve orta
nispi nemlerde mikemmel aroma ve yag bariyer
ozelliklerine sahip olmalarinin yani sira, Uriine
yliksek oranda parlaklik da kazandirmaktadirlar
(Yilmaz  ve ark.,, 2007). Peyniralti suyu
proteinlerinden hazirlanan filmlerin, mikemmel
oksijen bariyer 6zellikleri olmasina karsin, su buhari
gecirgenlik o6zelligi hidrofilik yapisi nedeniyle,
yeterince direngli  degildir. Peyniralti  suyu
proteinlerinde uretilen filmler de seffaf, kokusuz ve
ylksek esneme kabiliyetine sahiptir (Sarikus, 2006).

Dogal bir antimikrobiyal madde olan nisin,
Lactococcus lactis subsp. lactis’in  bazi suslar
tarafindan Uretilen protein yapisinda, antibakteriyal
etkiye sahip bir bakteriyosindir. Nisinin, Lactococcus
spp., Lactobacillus spp., Streptococcus spp.,
Micrococcus spp., Mycobacterium spp.,
Staphylococcus aureus, Corynebacterium ssp.,
Clostridium spp., Bacillus spp., Listeria spp.
turleridahil olmak (izere oldukga genis bir etki
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spektrumu bulunmaktadir (Kurt ve Zorba, 2005).
Gida kaynakl 6nemli bir ¢cok Gram pozitif patojen
bakterilere karsi etkili olan nisinin, selliloz, naylon,
peyniralti protein izolati, hidroksipropil metil
seliiloz, zein vb. birgok gesit filmlere dahil edildigi ve
bu paketleme sistemlerinin nisinin tasiyisici olarak
kullanildigi, bir cok ¢alisma yapilmistir. Nisin iceren
yenilebilir filmlerin, gida ylzeyindeki istenmeyen
mikroorganizmalar Uzerine olan inhibisyon etkisi,
nisinin gida matriksine difuzyonuna baghdir (Kalkan
ve ark., 2014).

Listeria innocua, Listeria cinsine ait 6
tirden biridir.Listeriac monocytogenes ile birlikte et
yluzeylerinden en fazla izole edilen Listeria tiridr.
Gida kaynakli tehlikeli bir patojen olan, L.
monocytogenesile ¢ok benzerlik gosterir fakat L.
innocua patojen olmayan bir bakteridir. Bir gidadaki
L. innocua varligi muhtemel bir L. monocytogenes
varligini ifade edecegi icin, L. innocua gida
mikrobiyolojisi agisindan  6nemli  bir  yilizey
kontaminantidir (Blair ve ark., 1997). Bu ¢alismada,
cesitli oranlarda nisin iceren (2500, 5000, 7500 ve
10.000 U cm? film) yenilebilir peyniralti suyu
protein izolati (PASP) filmler hazirlanarak, in vitro
kosullarda, L. innouca’ya karsi antimikrobiyel
etkilerinin belirlenmesi ve hazirlanan antimikrobiyel
filmlerin fiziksel ve mekaniksel 6zelliklerinin tespit
edilerek ambalaj materyali olarak kullanim
potansiyelin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Peyniralti suyu protein izolati (BIPRO Whey
Protein Isolate) Davisco Foods International. Inc.-
USA) Hardline Nutrition, Tirkiye’den temin
edilmistir. Kullanilan antimikrobiyel 6zellikteki nisin,
balmumu ve kopik oOnleyici madde (silicon
antifoam) Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA)'dan
temin edilmistir. Plastiklestirici olarak, Merck
(Darmstadt, Germany) marka gliserol kullaniimistir.

Mikroorganizma ve Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Arastirmada bakteri kiltiri olarak, L.
innocua (ATCC 33090) kullanilmistir. Oxford Listeria
Selektif ~Agar (Merck) besiyerinde gelisen
kolonilerden 6ze yardimiyla alinarak, her bir koloni
10 ml'lik % 0.6 yeast ekstrakt ilaveli, Triptik Soy
Broth besiyerine inokiile edilmistir. Daha sonra
bakteri kolonileri 35 °C'de 24 saat inklibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonrasi gelisen bakteri
kolonileri 5000 d d"*'da 10 dakika santrifiij edilerek,
Ust faz dokilmustiar. 5 mL'lik eppendorf tupleri
icerisinde, % 40 oraninda gliserol iceren Tryptic Soy
Yeast Extract Broth (TSYB) besiyerlerinde kulturler,
stok kiltir olarak -18 °C'de muhafaza edilmislerdir
(Kogan, 2007; Tatli, 2009).
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Standart Nisin Soliisyonun Hazirlanmasi

Nisin, 0.1 g tartilarak 2 mL 0.01 M HCI
soltisyonu (pH 2) icerisinde ¢ozinddurilerek, 0.2 um
gozenek caph Millipore filtreden (Nalgene,
Rochester, New York, USA) gegirilmis ve 4 °C’'de
saklanmistir (Cao-Hoang ve ark., 2010).

Nisin ilave Edilmis Peyniralti Suyu Protein izolat:
(PASP) Filmlerin Hazirlanmasi

Peyniralti suyu protein izolati (% 5 w/v) ve
gliserol (% 2 w/v), % 0.04 CaCl,w/v iceren 100 mL
distile su icerisinde ¢ozindurilmistiir. Cozeltinin
pH’s1, 1 M NaOH kullanilarak 8'e ayarlanmig ve daha
sonra, 90 °C’'de 30 dakika siresince, karistirilarak,
isittilmigtir.  Karistirma  sirasinda 0.1 mL  kopulk
onleyici madde ilavesi yapilmistir. Isitmanin son 5
dakikasi stiresince, yavas bir sekilde bal mumu (%
0,4 w/v) ilavesi gerceklestirilmistir. Homojenizator
yardimiyla, soliisyonun 22.000 d d¥da 2 dakika
suresince homojenizasyonu saglanmistir. Tllbent
(cendere bezi) yardimiyla, sollisyonun siiziilmesi
islemi gergeklestirildikten sonra, 2312 °C'ye kadar
sogutulmustur. Sogutulmus sollisyon igerisine, nisin
2500, 5000, 7500 ve 10.000 IU cmoranlarindailave
edilmistir. Hazirlanan film sollsyonlari, 50’ser mL
olarak, teflon tepsilere aktariimis ve 25 °C’'de 24 saat
streyle kurumaya birakilmistir (Cagri ve ark., 2002;
Sarikus, 2006; Cao-Hoang ve ark., 2010).

Nisin iceren PASP Filmlerin Antimikrobiyel
Etkilerinin Belirlenmesi

Farkl antimikrobiyel madde icerigi ile
hazirlanan yenilebilir filmlerin antimikrobiyel etkisi,
agar difizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Stok kiiltirlerden, 6ze ile L. innocua’ya ait koloniler,
% 0.6 yeast ekstrakt ilaveli, Triptik Soy Broth
besiyerine inokile edilmistir. Duyarhlk testi igin
inokllim miktari, McFarland 0.5 standart degerine
ulasincaya kadar, 35°C'de inklibasyona
birakilmislardir. Yogunlugu ayarlanmis kiltirlerden
(10 KOB/mL), 0.1 mL alinarak steril swab yardimiyla
Petrilerdeki steril Nutrient Agar (Merck) besiyerine
ekimler  yapilmistir.  Antimikrobiyel  etkisini
belirlemek igin hazirlanmis filmlerden, 1 cm caph
steril delge¢ yardimiyla kesilen disk seklindeki
filmler, ylzey ekimi yapilmis ve agar plagi Uzerine
yerlestirilmislerdir. Petriler, 35 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda,
film disklerin etrafinda olusan berrak zon capi
oOlglilerek, degerlendirme yapilmistir (Emiroglu
Karagoz ve ark., 2010).

Filmlerin Kalinlik ve Agirlik Olgiimleri

Filmlerin kalinlik 6lgiimiinde, 0.001 mm
hassasiyetli dijital mikrometreden yararlaniimistir.
Olgiimler, 6 farkli bolgeden yapilmis ve ortalama
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deger su buhari gecgirgenligi ve diger mekanik
ozelliklerin belirlenmesinde hesaplamalarda
kullanilmigtir (Atares ve ark., 2010).

Filmlerin Nem igeriginin Belirlenmesi

Her bir film 6rnegi £0.0001’e duyarli hassas
terazi kullanilarak, 0.2 g olarak tartilmis ve 105 °C’lik
firnda 24 saat sliresince kurumaya birakilmistir.
Nem igerigi degerleri, kurutma sonrasi her bir filmin
agirhk kaybinin yizdesi alinarak hesaplanmistir
(Gounga ve ark., 2007; Kowalczyk ve Baraniak,
2011).

Filmlerin Kuru Madde Yogunluklarinin Belirlenmesi
Film yogunluklarinin hesaplanmasinda,
dogrudan film agirhklari  ve boyutlarindan
yararlaniimistir. Hesaplamada, asagida gosterilen
forml (2.1) kullanilmistir (Ramos ve ark., 2012).

p=m (Ay)?

p*: Kuru madde yogunlugu (g cm3)
m: Kuru kitle agirligi (g)

A: Film yizey alani (cm?) y: Film kalinligi (cm)

(2.1)

Filmlerin Su Buhari Gegirgenliginin Belirlenmesi

Filmlerin su buhari gegirgenligi, (SBG)
ASTM E96-92 yontemi kullanilarak, 25 °C'de
gravimetrik  olarak  tespit edilmistir.  SBG

Olcilmesinde, korozif olmayan 0zellikte Delrin
(fleksiglass) kaplar kullanilmistir. Kaplar, ASTM E96-
92 standardinda belirtilen olgilerde yaptirilmistir.
Deney kaplarina, susuz kalsiyum klorir konulmus ve
filmler kap igine yerlestirilmistir. Hazirlanan deney
kaplari, doygun magnezyum nitrat ¢ozeltisi (25 °C, %
5312 bagil nem, BN) iceren desikatore konulmustur.
Desikatdr, 25 °C tutulmus ve deney kaplarinin
agirhgindaki degisim zamana karsi olgUlmustar.

Agirlik kaybi, 72 saat siresince, 4’er saatlik
araliklarla belirlenmistir. Tartimlar, £ 0.0001 g
duyarliiga sahip terazi kullanilarak yapilmistir.
Agirlik-zaman iliskinin dogrusal oldugu
bilindiginden, dogrularin  egimleri bulunarak,
asagidaki esitlikte (2.2) yerine konulmus ve

filmlerin/kaplamalarin su buhari gegirgenlikleri
hesaplanmistir. ic ve dis nispi rutubet farkindan
kaynaklanan basing farki ise, 1.750 KPa itici gice
karsilik gelmektedir. Analizler, 3 tekerrirli olarak
gerceklestirilmistir (Ayana, 2007; De Moura ve ark.,
2011; Ramos ve ark., 2012).

Egim= PA Ap x*

P: Gegirgenlik (g mm m2sa kPa)
Ap: Gazlarin kismi basing fark
x: Film kahnhgi (mm)

A: Yiizey alani (m?)

(2.2)
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Filmlerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
Gozenek Yapilarinin Belirlenmesi

Film materyallerinin film homojenligi,
katman yapisi, ylizey yumusakligi ve gézenek yapisi
analizleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
belirlenmistir. SEM analizleri, Nova NanoSEM 200
cihazi ile 10 ile 15 kV arasinda degisen voltajlarda
gergeklestirilmistir (Garcia ve ark., 2009; Souza ve
ark., 2010).

Filmlerin Cekme Dayanimi, Uzama Katsayisi ve
Elastik Modiiliin Belirlenmesi (TS, E, YM)

Filmlerin mekanik ozelliklerinin
belirlenmesinde, ASTM D638 yontemi esas
alinmistir. Filmlerden standartta belirtilen sekilde
hazirlanmis,  kalip  yardimiyla  80x25 mm
boyutlarinda kesilen ornekler, 252C ve % 53%2
BN’de 48 saat bekletilmistir. Orneklerin, ¢ekme
dayanimi ve % uzamalari TA-XT2 model mekanik
test cihazi (Stable Micro Systems, Surrey, England)
kullanilarak belirlenmistir. Cihazin iki genesi arasina
yerlestirilen érnekler, 1 mm s cekme hizi ile test
edilmislerdir (Ayana, 2007; Atares ve ark., 2010).

Kopma aninda drnege uygulanan maksimum
kuvvet ve kopma anindaki uzama miktari, mekanik
test cihazina bagh bilgisayar programi (Texture
Expert Exceed 2.3, Stable Micro System, Survey,
England) yardimiyla hesaplanmistir. Kopma aninda
ornege uygulanan kuvvetin, 6rnegin baslangigtaki
kesit alanina bélinmesiyle, gerilim (N mm),
ornegin boyundaki degisimin baslangigtaki boyuna

oranlanmasiyla da  uzama  yilzdesi (2.3)
hesaplanmistir (Ayana, 2007; Kibar, 2010).
% uzama= (L - Lo) Lo1 100! (2.3)

Lo : Filmlerin ilk uzunlugu
L: Filmlerin son uzunlugu

Filmlerin Renk Ol¢iimleri

Her bir film 6rneginin, beyaz standart yiizey
tizerinde, CR-410 kolorimetresi ile L™ (agiklik) , a
(kirmizi-yesil) ve b (sari-mavi) renk parametreleri
dlclilmistir.  Filmlerin  renk degisimleri (AE"),
asagida verilen esitlikten (2.4) vyararlanilarak
hesaplanmistir (Zinoviadou ve ark., 2009; Pires ve
ark., 2011; Bahram ve ark., 2013).
AE"=[(Lo™L")? + (a0™- a")? + (bo" - b")?] Y2 (2.4)

Esitlikte yer alan Lo, aovebostandart ylizeyin
renk parametreleri iken, L, a ve b degerleri ise
orneklerin renk parametreleridir.

istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler, “Windows SPSS 15.0
software” istatistik paket programi  (SPSS
Inc.,Chiago, IL, USA) kullanilarak yapilmistir. Tek
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yonli varyans analizi (ANOVA), denemeler arasinda
onem farklihklarinin karsilastirilmasinda, Duncan
coklu karsilastirma testi, gruplar arasindaki
farkhhklarin  karsilastirlmasinda  kullanilmistir
(P<0,01) (Royo ve ark., 2010).

Bulgular ve Tartisma

Nisin iceren Peyniralti Suyu Protein izolati Filmlerin
Listeria innocua Uzerine Antimikrobiyel Etkisi

Yapilan denemeler sonucunda, 2500, 5000,
7500 ve 10.000 IU cm? oranlarinda nisin iceren
peyniralti suyu protein izolati filmlerin timindn, L.
innocua Uzerinde in vitro kosullarda inhibisyon
etkisinin oldugu tespit edilmistir. Cizelge 1’de nisin
iceren (2500, 5000, 7500 ve 10.000 IU cm)
peyniralti suyu protein izolati filmlerin, L. innocua’ya
karsi  antimikrobiyel etkileri  gorilmektedir.
Beklenildigi gibi, antimikrobiyel madde igermeyen
kontrol filmlerin, L. innocua’ya karsi herhangi bir
antimikrobiyel etkisi gorilmemistir.

Cizelge 1 incelendiginde, nisin ilaveli
peyniralti suyu protein izolati filmlerin, igerdigi nisin
konsantrasyonlarina bagli olarak, L. innocua’ya karsi
antimikrobiyel etkide artis oldugu goriilmektedir.
Bu sonug, istatistiksel olarak énemli bulunmustur
(P<0,01). L. innocua’ya karsi en dislk
antimikrobiyel etki, 2500 IU cm™ nisin igeren
peyniralti suyu protein izolati filmlerde goriliirken,
en yiiksek antimikrobiyel etki, 10.000 IU cmnisin
iceren peyniralti suyu protein izolati filmler ile
saglanmistir.

Cizelge 1’de de goruldugu gibi, hazirlanan
tiim nisin iceren peyniralti suyu izolati filmler, L.
innocua'ya karsi antimikrobiyel etki gostermistir.
Bilindigi lizere nisin, Gram pozitif bakterilere karsi
gucli bir antimikrobiyal o6zellik sergilemektedir
(Dawson ve ark., 2005; Campos ve ark., 2011). L.
innocua, Gram pozitif bir apatojen olarak, nisin
iceren peyniraltt suyu protein izolati filmlerden
etkilen bakteri kiltirid  olmustur. Arastirma
sonuglarina benzer olarak, Ko ve ark. (2001) ile
Reyes-Garcia ve ark. (2004), nisin iceren peyniralti
suyu protein filmler ile yaptiklari ¢alismalarda, L.
monocytogenes inaktivasyonunda basarili sonuglar
elde etmislerdir. Chi-Zhang ve ark. ise (2004), nisin
ile kombine edilmis paketleme materyallerinin, L.
monocytogenes gelismesini 6nlemede 6nemli bir
yontem olabilecegini belirtmislerdir.

Nisin iki 6nemli etki mekanizmasina sahip
olup, birincisi, membranlarda porlar olusturarak
hicre icindeki organellerin ve diger maddelerin
disari akmasini saglamak, ikincisi ise, membranlarda
Lipid I molekilinin, peptidoglikan zincirine
birlesmesini o6nleyerek hiicre duvari sentezini
durdurmaktir (Hampikyan ve Colak, 2007). Nisin
iceren vyenilebilir filmlerin antimikrobiyel etkisi,
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mikroorganizmanin gelisme orani ile antimikrobiyal baglarin oranindan etkilenmektedir (Kalkan ve ark.,
maddenin besiyerine difuzyon oranina baglh olarak 2014).

degisiklik gosterebilmektedir. Mikroorganizmanin Sekil 1'de 7500 ve 10.000 IU cmnisin iceren
gelisme orani ile, antimikrobiyel maddenin peyniralti suyu protein izolati filmlerin, L. innocua’ya
besiyerine diflizyon orani, agar kompozisyonundan, karsi antimikrobiyel etkileri goriilmektedir.

filmin kimyasal yapisi ile film igerisindeki c¢apraz

Sekil 1.Nisin iceren (7500 ve 10.000 IU cm™) peyniralti suyu protein izolati filmlerin Listeria innocua’ya karsi
antimikrobiyel etkileri

Cizelge 1.Nisin iceren peyniralti suyu protein izolati filmlerin L. innocua’ya karsi antimikrobiyel etkileri
Zon gaplari (mm)*

Nisin (IU cm™) Listeria innocua Film altinda Gireme*
K or +
2500 20.33+0.57° -
5000 21.66+0.578¢ -
7500 22.66+0.57¢ -
10.000 26.66+0.57° -

*(+) Film altinda Greme pozitif; (-) Film altinda ireme negatif; A- D: ayni situnda fakli harfleri tasiyan zon ¢api
ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0, 01).

Nisin igeren Peyniralti Suyu Protein izolati Filmlerin olarak ortaya gikmasidir (Ayana, 2007). Protein ve
Karakterizasyon karbonhidratlar gibi hidrokarbonlardan vyapilan
Yenilebilir filmlerin veya kaplamalarin, gida filmlerin esneklik katsayilari, elastikiyet ozellikleri
ylizeyine ya da ambalaj malzemesi olarak kullanima yok denecek kadar dusuktir. Bu filmler, kirilgan
uygunlugunu, o filmin veya kaplamanin mekanik, Ozelliktedir. Bunun nedeni, protein ve polisakkarit
fiziksel ve duyusal ozellikleri belirler (Mehmetoglu, zincirleri arasindaki gigli baglarin  molekilerin
2010). Bu kapsamda gergeklestirilen filmlerin hareketini kisitlamasidir. Bu baglari daha zayif ve
kalinhk, agirlik, nem igerigi, su buhar gegcirgenligi, harekete izin veren bir bag olan hidrojen bagina
gozenek yapisi, cekme dayanimi, uzama katsayisi, cevirmek igin, film ¢ozeltisine, plastiklestirici etki
elastik moduli ve renk élgimleri L. inncoua'ya karsi yapan gliserol, sorbitol, mannitol, sakkaroz gibi
en fazla antimikrobiyel etkinin tespit edildigi 10.000 maddeler eklenir. Plastiklestiriciler, hidrojen
IU cm nisin iceren peyniralti suyu protein izolati baglariyla protein polimer zincirleri arasindaki
filmler kullanilarak gerceklestirilmistir. mesafeyi artirarak, esneklik saglarlar (Mehmetoglu,
Nisin iceren antimikrobiyel peyniralti suyu 2010). Polimer filmlerin, mekanik 6zelliklerinin
protein izolati filmlerin fiziksel ve mekaniksel belirlemesinde, yaygin olarak, gerilim direnci ve
ozellikleri Cizelge 2'de gosterilmistir. uzama miktarlari 6lgtlir. Gerilim direnci, uygulanan
Genel olarak, polimerik materyallerin dis kuvvete karsi malzemenin go6sterdigi tepki,
mekanik 6zellikleri, dis kuvvetlerin etkisiyle ortaya uzama ise, dis kuvvetlerin etkisiyle malzemenin
cikan, uzama, akma, kopma gibi deformasyonlarla geometrik durumundaki degisim olarak ifade edilir
tanimlanir. Bu malzemelerin en 6nemli 6zellikleri (Ayana, 2007; Skurtys ve ark., 2010). Filmin fiziksel
ise, deformasyonlarin sicaklik ve zamana bagimli ozelligini ise, filmin oksijen, karbondioksit ve su
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buhari gecirgenligi belirler (Mehmetoglu, 2010).
Yenilebilir filmlerin 6nemli islevlerinden biri, gaz
veya daha da sik olarak su buhari igin bariyer olarak
kullanilabilmeleridir.  Su  buhari  gegirgenligi,
yenilebilir filmlerin en 6nemli ve en ¢ok calisilan
bariyer 0zelligidir. Gidalardaki nem seviyeleri,
tazeligi korumak, mikrobiyolojik gelisimi kontrol
altinda tutmak ve agiz dolgunlugu ve goriinim
saglamak igin 6nemlidir (Sarikus, 2006). Filmler
bilesen ozelliklerine gore ve yapilma teknigine gore,
farkh bariyer ozelligine sahiptirler. Protein ve
karbonhidrat gibi polar polimerler, dusik gaz
gecirgenligi ve vyuksek su buhari gegirgenligi
degerleri gosterirler (Mehmetoglu, 2010). Hidrofilik
maddelerden olusan yenilebilir filmlerin, su buhari
gecirgenligi yuksektir. Hidrofilik filmlerde, diistk su
aktivitelerinde suyun ¢ozinirlik katsayisi ve nem
diflizyonu disuktar, dolayisiyla filmlerin
gecirgenlikleri minimum dizeydedir. Filmlerin su
aktivitesinin artmasi, filmlerin nem igeriginin,
dolayisiyla su buhari gegirgenliginin artmasina
neden olur. Yiksek su aktivitelerinde, matriksin su
ile sismesi, su molekillerinin diftizyonunu artirir.
Dolayisiyla,  hidrofilik ~ filmlerin ~ su  buhar
gecirgenlikleri yiksektir. Bu nedenle, bu tip filmler
disik ve orta nemli gidalarda kisa dénemli
uygulamalar icin uygundur (Ayana, 2007).

Bu bulgular 1s1ginda Cizelge 2'deki degerler
incelendiginde, 10.000 IU cm™2nisin iceren peyniralti
suyu protein izolati filmlerin oldukg¢a dusik kalinlik
degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Sivarooban
ve ark (2008), tarafindan yapilan bir calismada
10.000 IU nisin, EDTA ve (izim gekirdegi ekstraktlari
ile zenginlestirilen soya protein izolati filmlerin
kalinliklarinin 0.609+2,93 - 0.25+5,55 mm arasinda

oldugu tespit edilmistir. Ko ve ark. (2001),
tarafindan yapilan bir baska calismada, nisin ilave
edilmis peyniralti suyu protein izolati filmlerin
kahnhklarinin ortalama 0.244+8.5 mm oldugu

bildirilmistir.

Nisin iceren peyniralti suyu protein izolati
filmlerin agirlik degerleri incelendiginde ise (Cizelge
2), agirlik degerlerinin  3.686+0.352 g oldugu
gorulmektedir (P<0.01). Konuile ilgili yapilan benzer
agirhk

calismalar  incelendiginde, filmlerin
degerlerinin 6lciim parametreleri arasinda yer
almadigr  goértlmektedir.  Candogan

degistigi belirtilmistir.

Cizelge 2'de goruldugi gibi, 10.000 IU cm”
nisin ile zenginlestirilmis filmlerin % 9.06+0.881
oranla, yiksek % nem igerigine sahip oldugu
gorulmektedir (P<0.01). Protein polimerlerinden
elde edilen filmler hidrofilik karakterdedirler ve
filmlerin bu karakteristikleri artan nem orani ile
paralel olarak artis gosterir. Dolayisiyla, % nem
buhari
gecirgenliklerinin de yiiksek olmasi beklenmektedir
(Mehmetoglu, 2010). Arastirma sonuglarina benzer
(2012) tarafindan
karregenan ve kegiboynuzu zamki kullanilarak elde
edilen filmlerin % nem igeriklerinin 13.69 - 26.77
degerleri arasinda oldugu belirtilmistir. Rubilar ve
ark. (2013), tarafindan yapilan farkh bir calismada
ise kitosan filmlerin nem igeriklerinin 8.87 - 14.87

icerigi  yuksek olan filmlerin  su

olarak, Martins ve ark.

degerleri arasinda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 2.Nisin iceren (10.000 IU cm) peyniralti suyu protein izolati filmlerin karakteristik 6zellikleri

Film karakteristik 6zellikleri

Nisin- PASP filmler

Kontrol-PASP filmler (10.000 IU cm2)*

Kalinlik (mm)

Agirlik (g)

Nem icerigi (%)

Kurumadde Yogunlugu (g cm™)

Su Buhari Gegirgenligi (g mm m2sa'kPa™)
Cekme Dayanimi (TS; KPa)

Young Modiili (YM, KPa)

Uzama Katsayisi (% E)

Renk Ozellikleri

(2009),
tarafindan yapilan bir arastirmada ise, sadece
antimikrobiyel aktivite testinde kullanilan film
disklerin agirlik degerleri 6lglilmiis ve bu degerlerin
0.056+0.001 - 0.134+0.005 mg degerleri arasinda

0.333+0.029 0.167+0.024
5.093+0.003 3.686%0.352

7.93£1.105 9.06+0.881

0.98+0.129 0.56+0.049
2.614+0.016 6.857+0.045
0.823+0.114 0.955+0.182
13.757+3.038 3.531+0.662

38.438+0.556
L;91.57+0.305
a; -1.59+0.037
b; 8.06+0.186
AE; 8.70+0.345

48.302+0.311
L;92.10+0.290
a; -1.65+0.022
b; 8.94+0.271
AE; 9.02+0.371

*QOrtalama ve standart hata
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Antimikrobiyel 06zellikteki peyniralti suyu
protein izolati filmlerin kuru madde yogunluk
degerlerinin ise 0.5630.049 g cm™ oldugu Cizelge
2'de gosterilmistir. Arastirma sonuglarina benzer
olarak, Wang ve ark. (2013), cay fenolikleri ile
zenginlestirilen kitosan filmlerle yaptiklari bir
¢alismada film yogunluklarinin, 1.102+0.078 -
1.231+0.120 degerleri arasinda oldugunu tespit
etmiglerdir.

Filmlerin su buhari gecirgenliginin
degerlendirilmesinde, dikkate alinmasi gereken
faktorler, polimerin vyapisi ile antimikrobiyel

maddenin polimer ile etkilesimidir. Calisilan filmler,
yapilarindaki hidroksil gruplari nedeniyle hidrofil
ozelliktedir. Nisin iceren peyniralti suyu protein
izolati filmlerin su buhari gegirgenlik degeri ise
6.857+0.045 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2). En
dusik su buhari gecirgenlik degerine, herhangi bir

Mag = 20.00 K X
EHT = 20.00 kv

Sekil 2. Kontrol-PASP filmlerin SEM mikrografisi

Cizelge 2'de gosterilen g¢alisma sonuglarina
gbre nisin iceren peyniralti suyu protein izolati
filmlerin uzama katsayisi (% E) 48.302+0.311,
youngmoduli  (YM, kPa) 3.531+0.662, c¢ekme
dayanimi (TS, kPa) ise 0.955+0.182 olarak tespit
edilmistir. Molekil agirhginin artmasiyla, polimer
zincirlerinin griftligi ve molekiller arasi ¢ekim
kuvvetleri artmaktadir. Bunun sonucu olarak, Young
Modili  artmakta, malzeme sertlesmektedir.
Molekdl agirliginin artmasiyla, kopma gerilimi ve
kopmada uzama da, ayni sekilde 6nce artmakta,
daha sonra fazla degismemektedir (Kibar, 2010).
Sonug¢ olarak, molekdl agirhginin  artmasiyla,
malzeme daha sert ve dayanikli olmaktadir.
Arastirmamiz sonuglarina benzer olarak, Ko ve ark.
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antimikrobiyel madde iceremeyen kontrol filmler
sahiptir. Su buharinin, polimer siiresince aktarimi
suyun, Once yapida ¢Oziinmesi ve daha sonra
difiizyonu ile olmaktadir. Bu nedenle, polimer
zincirleri  arasindaki kuvvetli etkilesim, suyun
difizyonunu zorlastirmakta ve su buhari gegirgenlik
degerleri diismektedir (Kalkan, 2014). Sonuglar
degerlendirildiginde, beklenildigi gibi % nem igerigi
yuksek olan filmlerin, su buhari gegirgenlik degerleri
de yiksektir. Protein ve karbonhidrat gibi polar
polimerler, diisik gaz gecirgenligi ve yiksek su
buhar gegirgenligi degerleri gosterirler. Arastirma
sonuglarina benzer olarak, Mehmetoglu (2010)
tarafindan yapilan bir derlemede, peyniralti suyu
protein izolati filmlerin su buhari gegirgenliklerinin,
3.720 — 4.121 g mm m%sa kPa degerleri arasinda
oldugu belirtilmistir.

Detector = SE1
Date :8 May 2013

(2001), tarafindan yapilan bir galismada, nisin ilave
edilmis peyniralti suyu protein izolati filmlerin,
¢ekme dayanimlari ortalamasi 3.50+0.34 MPa, soya
proteini izolati filmlerin ¢ekme dayanimlari ise,
10.43+2.53 MPa olarak bulunmustur. Sivarooban ve
ark. (2008), tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada
ise, 10.000 IU nisin ilave edilerek hazirlanmis soya
protein izolati filmlerin, gekme dayanimi degerleri
4.72+0,40 —9.78+0.12 MPa olarak tespit edilmistir.

Filmlerin renk ozellikleri (L, a, b, AE) genel
olarak degerlendirildiginde (Cizelge 2), kontrol
filmlere kiyasla nisin ilavesinin filmlerin renk
ozellikleri Uzerinde o6nemli bir degisime neden
olmadigi gorulmektedir (P<0.01). Bu durum,
filmlerin igerisine nisin ilave edilmesinin, damlacik
migrasyonu veya filmlerin kurumasi siiresince
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nisinin ylizeyde topaklasma olusturmasi gibi ylzey
dlzensizligine yol agan etmenlerle film ylzey
plrlzstzlGginin artmasina yol agmamasi ile
aciklanabilir. Yapilan arastirmalarla da ortaya
konuldugu Uzere, ylzeyde puriizlilige neden olan
ogelerin, ylzeye gonderilen 1518in farkh agilarla
yansimasina, dolayisiyla daha opak ve bulanik
goriinmesine neden olmasi mimkindir (Du ve ark.,
2009; Sanchez-Gonzalez ve ark., 2009; Kibar, 2010;
Kalkan, 2014).

Nisin iceren (10.000 IU cm2) ve herhangi bir
antimikrobiyel madde icermeyen kontrol peyniralti
suyu protein izolati polimerlerinden elde edilen
yenilebilir  film o6rneklerinin taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile belirlenen yizey yapilari, Sekil
2 ve Sekil 3'te gosterilmistir.Taramali elektron
mikroskobu goruntileri (SEM), filmlerin ylizey
homojenitesi hakkinda bilgi vermektedir. Homojen
bir film ylzeyi, yapisal butlinligin gostergesi olarak
kabul edilmektedir ve boyle filmlerin mekanik

Mag = S0.00K X

—

EHT = 20.00 kV

ozelliklerinin de iyi olmasi beklenmektedir (Mali ve
ark., 2005). Ayrica, su buharn gecirgenligi
degerlerini, ylzey mikrograflarindan elde edilen
sonuglarla iliskilendirmek mumkin olmaktadir.
Heterojen vyizey olusumuyla kendini gosteren
yapisal butunlikteki kayip, gozenekli bir yapi
olusumuna ve dolayisiyla daha yiiksek su buhari
gegirgenligi degerleri degerlerine yol agmaktadir
(Kalkan, 2014). Sekil 1 ve Sekil 2'deki vylizey
mikrograflari incelendiginde ise, herhangi bir
antimikrobiyel madde igeremeyen kontrol PASP
filmlerle 10.000 IU cm nisin iceren PASP filmlerin
homojen bir ylzey yapisina sahip oldugunu
soylemek mumkiindir. Kontrol filmlerin hig birinde
igne deligi ya da hava kabarcigina rastlanmamustir.
Nisin ilavesi filmlerdeki antimikrobiyel madde varlig
ylzey plrlizsizligunU bir miktar arttirmissa da, film
homojenligi bozulmamistir.

Detector = SE1

Date :8 May 2013

Sekil 3.10.000 IU cmnisin iceren PASP filmlerin SEM mikrografisi

Sonug ve Oneriler

Sonug olarak, nisin iceren peyniralti suyu
protein izolati filmler L. innocua tizerinde giicla bir
antimikrobiyel etkiye sahiptir. Bu filmlerin, yiiksek
nem ve su buhari degerlerine, disik kuru madde
yogunlugu ile kuvvetli ¢ekme dayanimina sahip
oldugu tespit edilmistir. Nisin ilavesi ile filmlerin
yapisal butlnlGgini korumustur ama nisin iceren
antimikrobiyel filmlerin ambalaj materyali olarak
etkin kullanimi i¢in diger fiziksel ve mekaniksel
ozelliklerinin de gelistirilmesi gereklidir.
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