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OZET

Gida tiriinlerinin depolama ve sevkiyat siireclerinde kalite kayiplarinin 6nlenmesi ve
mikrobiyolojik bulagsmalarin engellenmesi amaciyla ambalajlama biiyiikk 6neme sahiptir.
Sentetik ambalajlarin dogaya verdigi zararlari azaltmak amaciyla ve genis fonksiyonellikleri
nedeniyle yenilebilir film ve kaplamalara ilgi son yillarda artmistir. Bu amacgla yapilan
calismada peynir alt1 suyu ve soya proteinlerinden 1s1l denatiirasyon ve enzimatik hidroliz
yontemleri kullanilarak mercankosk (Origanum majorana) yagi ve kekik (Thymus vulgaris)
suyu eklenmis antimikrobiyal oOzellikte yenilebilir film ve kaplama iretimi ve
karakterizasyonu hedeflenmistir. Elde edilen filmlerin fiziksel 6zellikleri, protein
yapisindaki degisimler incelenmis, kasar peynirine uygulanan kaplama sonrasi tekstiirel
analizlerle peynirdeki nem kaybi degerlendirilmistir. Ayrica filmlerin Aspergillus niger’e
kars1 antimikrobiyal etkinlikleri incelenmistir. Calismanin 6zgiinliigii hem hayvansal hem
de bitkisel kaynakli proteinlerden literatiirde siklikla ifade edilen 1sil islem degil de

enzimatik hidrolizle yenilebilir film olusturulmasiyla 6n plana ¢ikmaktadir.

Protein c¢ozeltileri i¢in uygun kompozisyonlarin tespiti sonrasi yapilan viskozite
tayininde cozeltiler psddoplastik benzeri akiskan ozelligi gostermistir. Kromatografi ve
spektroskopi kullanilarak ¢ozeltilerde protein kompozisyonlar: incelendiginde gliserol ve
antimikrobiyal ajanlarin protein yapisina baglandigi tespit edilmis ve ikincil yapilarda
degisiklik meydana getirdikleri gozlenmistir. Elde edilen yenilebilir filmlerin fiziksel
analizlerinde kalinlik ve renk Olc¢limleri yapilmistir. Bunun sonucunda antimikrobiyal

ilavesinin film kalinhigma etkisi bulunmazken gliserol kalinlig1 bir miktar artirmistir. En



fazla renk degisimi ve yiiksek sarilik indeksi soya bazli filmlerde, en az renk degisimi ise
WPI filmlerde gozlenmistir. Kaplama uygulanan kasar peynirlerinin tekstiirel analizlerine
bagli olarak mercankdsk yaginin film yiizeyini sertlestirdigi, dolayisiyla peynirlerde fazla
kurumaya sebep oldugu goriilmiis, enzimatik hidrolizde ise en az nem kaybi1 oldugu tespit
edilmigtir. Antimikrobiyal analizler neticesinde mercankdsk yagi ve kekik suyunun
A.niger’e kars1 etki gostermedigi ancak sporlanmay1 bazi filmlerde baskiladigi gortilmiistiir.
Elde edilen tiim bu bulgularla daha fazla detayli denemeler yapilarak film ve kaplama

ozelliklerinin gelistirilmesi gerekmektedir.
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ABSTRACT

Packaging is of great importance in order to prevent quality losses and to prevent
microbiological contamination in food storage and transportation processes. Interest in
edible films and coatings has increased in recent years due to their wide functionality and to
reduce the damage caused by synthetic packaging to the nature as well. In this study, it was
aimed to produce and characterize edible films and coatings with antimicrobial properties
by the incorporation of marjoram (Origanum majorana) oil and thyme (Thymus vulgaris)
juice using thermal denaturation and enzymatic hydrolysis methods from whey and soy
proteins. The physical properties of the films and changes in protein structure were
examined. Moisture loss in cheese samples were evaluated by texture analysis after coating
of cheddar cheese. In addition, the antimicrobial activities of the films against Aspergillus
niger were investigated. The originality of the study comes to the forefront with the creation
of edible films from both animal and vegetable-based proteins, not heat treatment, which is

often expressed in the literature, but by enzymatic hydrolysis.

The protein solutions showed shear thinning fluid properties in the viscosity
measurement performed after determination of appropriate compositions for film solutions.
When protein compositions in solutions were examined using chromatography and
spectroscopy, it was determined that glycerol and antimicrobial agents binded protein and
caused changes in protein secondary structures. In the physical analysis of the edible films
obtained, thickness and color measurements were made. As a result, the addition of
antimicrobials had no effect on the film thickness, while the glycerol increased the thickness

slightly. The highest color change and high yellowness index was observed in soy-based



films, and the least color change was observed in WPI films. Depending on the texture
analysis of the cheddar cheese applied to the coating, it has been observed that the marjoram
oil hardened the film surface and thus caused excessive drying in the cheeses. The least loss
of moisture was achieved in enzymatic hydrolysis. As a result of antimicrobial analysis, it
has been observed that marjoram oil and thyme juice had no antimicrobial activity against
A. niger, but could repress sporulation in some film formulations. With all these findings, it
IS necessary to conduct more detailed experiments and improve the properties of films and
coatings.
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1.GIRIS

Diinya niifusunun artmasiyla birlikte gida iiretiminin yani sira depolama sirasinda
gida giivenligi de Oonem tagimaktadir. Gida ambalajlarinin amact depolama ve nakliye
sirasinda  gida  drlinlerinin ~ kalitesini  ve  giivenligini  saglayarak  tehlikeli
mikroorganizmalardan, kimyasal bilesiklerden ve giines 15181, oksijen, nem gibi dis ortam
etmenlerinden koruyarak gidanin raf dmriinii uzatmaktir. Glinlimiizde meyve ve sebzeler de
dahil olmak iizere bircok gida iiriinlinde en yaygin olarak kullanilan ambalaj materyali
plastiktir. Ancak, plastigin dogaya verdigi zararlar nedeniyle alternatif olarak etkili ve ucuz
ambalaj materyali arayis1 baglamistir. Biyolojik olarak pargalanabilen ambalaj materyalleri
icinde, ¢esitli biyopolimerlerden elde edilen yenilebilir film ve kaplamalar son yillarda
oldukga ilgi gormektedir. Yenilebilir filmler dogal kaynaklardan elde edilen, gida
ylzeylerine veya gida katmanlar1 arasina uygulanarak gidayr dis etkenlerden koruyan,
kontrollii oksijen, yag ve nem gecirgenligi saglayan bir bariyer gorevi goren ve
mikrobiyolojik iiremeyi yavaslatarak veya engelleyerek gidanin raf Omriinii uzatan

yenilebilir nitelikteki ambalaj materyalleridir [1].

Yenilebilir kaplamalarin  gida ambalajlamasinda  kullamimi  ¢ok  eskilere
dayanmaktadir. Cin’de yenilebilir kaplamalar 12. Yiizyil’dan beri kullanilmaktadir.
Turuncgiller basta olmak {izere, meyve ve sebzelere parlaklik vermek ve nem kaybini
onlemek i¢in mumdan yapilan kaplamalarin uygulandigi bilinmektedir [2]. Daha sonra 15.
Yiizyil’da Japonya’da gida kalitesini korumak ve goriiniimii iyilestirmek icin soyadan elde
edilen Yuba denilen ilk yenilebilir film kullamlmistir 19. Yiizyil’da ise ABD’de et
iiriinlerinde jelatin kaplamalar kullanilmaya baslamustir [3]. 1lk baslarda, genellikle
depolama ve tasima sirasinda nem kaybini 6nlemek i¢in kullanilan yenilebilir film ve
kaplamalar, giiniimiizde antimikrobiyal, antioksidan, renklendirici gibi ajanlarin ilavesi ile
gidalarin  kalite Ozelliklerinin iyilestirilmesi ve raf Omriiniin uzatilmast amaciyla

kullanilmaktadir.

Yenilebilir film ve kaplamalarin {retiminde proteinler, karbonhidratlar,
polisakkaritler ve lipitler tek olarak ya da birlestirilerek kullanilabilmektedir. Peynir alt1 suyu
ve soya proteinleri, kolay elde edilebilir ve ucuz olmalar1 nedeniyle bu proteinlerden elde
edilen film ve kaplamalar son yillarda aktif gida ambalajlamasinda iizerinde en ¢ok ¢alisilan

film ve kaplama gesitlerinden olmustur [4].



Yenilebilir filmler, gida maddesinden ayr olarak iiretilirken, yenilebilir kaplamalar
dogrudan gida maddesinin yiizeyinde olusturulmaktadir. Yenilebilir film ve kaplamalar
arasindaki temel fark, yenilebilir kaplamalarin genelde damlatma, daldirma veya piiskiirtme
yontemleriyle gidaya uygulanmasi, yenilebilir filmlerin ise kati bir tabaka seklinde
hazirlandiktan sonra gidanin bu film ile sarilmasi veya gida tabakalari arasina

uygulanmasidir.

Yenilebilir filmler, bir nem bariyeri veya bir gaz bariyeri olarak islev gérmek, su /
lipit ¢ozilindiiriilmesini 6nlemek, renk ve goriiniisii korumak, mekanik ve reolojik 6zellikleri
temin etmek ve toksik olmamak tiizere bir dizi spesifik gereklilik yerine getirmelidir. Bu
ozellikler kullanilan hammaddelerin tipine, iiretim siirecine ve nihai amaglanan uygulamaya

baghdir.

Termal denatiirasyon ve enzimatik hidroliz, yenilebilir filmlerin iiretiminde
kullanilan yontemlerden bazilaridir. Protein yapisindaki molekiiler zincirler arasindaki
cesitli molekiil i¢i baglanmalar, elektrostatik, hidrofobik ve iyonik etkilesimlerle istenilen
fizikokimyasal ve mekanik ozelliklerde yenilebilir filmler elde edilebilmektedir [5].
Kurutma isleminden sonra filmlerin esnekligini arttirmak i¢in plastiklestiricilerin

kullanimina da ihtiyag¢ vardir.

Yenilebilir kaplama ¢6zeltisine eklenen antimikrobiyal ajanlar ile kasar peynirinde
mikrobiyal gelismeyi inhibe etmek, nem kaybii engellemek ve raf Omriinli uzatmak
miimkiin olabilmektedir. Esansiyel yaglarin ve bitki Oziitlerinin bakteriler, mayalar ve
kiiflere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 bir¢ok arastirmaci tarafindan

belirtilmektedir [6].

Bu ¢alismada hayvansal kaynakli proteinlerden peynir alt1 suyu ve bitkisel kaynakli
proteinlerden soya proteinlerinin 1s1l denatiirasyon ve enzimatik hidrolizi ile yenilebilir film
ve kaplama malzemelerinin elde edilmesi, film ¢ozeltilerinin ve elde edilen filmlerin bir
takim fizikokimyasal ve yapisal 6zelliklerinin incelenmesi ve bu yapilara mercankosk yagi

ile kekik suyu eklenerek antimikrobiyal etkileri degerlendirilmesi amaglanmustir.

Calismanin 6zgiinliigii hem hayvansal hem de bitkisel kaynakli proteinlerden
literatiirde siklikla ifade edilen 1s1l islem degil de enzimatik hidrolizle yenilebilir film
olusturulmasi ve bunlarin aktif ajanlar igin tasiyici matriks olarak kullanilabilirliklerinin

arastirilmasi noktasinda kapsamli bir ¢alisma olarak ele alinmistir.



2. LITERATUR OZETIi

2.1. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Cesitli gidalarin raf omriinii uzatmak amaciyla gida yiizeyine uygulanarak birlikte
tiiketilebilen veya tiiketim Oncesi gida yilizeyinden ¢ikarilabilen dogada ¢oziinebilir
malzemeler yenilebilir film veya kaplama olarak kabul edilmektedir. Yenilebilir filmler ve
kaplamalar genellikle tek basina veya birbirleriyle kombinasyon halinde kullanilan
proteinler, polisakkaritler ve lipitlerden iretilmektedir [7]. Polisakkarit filmler nigasta
(patates, misir, bugday ve tiirevleri), seliiloz (pamuk, odun ve tiirevleri), gumlar (karragenan,
aljinatlar, pektinler, lokust bean ve tiirevleri) ve kitinden elde edilmektedir. Protein filmler
hayvansal bazli olarak kollajen, kazein, peynir alti1 suyu ve jelatinden, bitkisel bazli olarak
soya, zein ve gliitenden iiretilirken; lipit filmler vakslar ve ¢apraz bagli trigliseridlerden

tiretilmektedir [8].

Yenilebilir film ve kaplamalar gidalarin dogal tabakalarindan oksijen, karbondioksit
ve etilen gibi 6nemli gazlarin kontrollii gegisini saglarken tiriin raf dmriiniin uzamasina katki
saglamakta, su buhar1 gecirgenligini de kontrol altinda tutarak nem kayiplarini 6nlemektedir.
Ayrica gida bilesenlerinde yer alan yaglar, g¢esitli aroma bilesikleri ve besinlerin de
migrasyonunu kontrol altinda tutmaktadir [3]. Ek olarak, bir gida iiriiniin gériiniimiinii ve
kalitesini iyilestirebilmekte ve parlaklik veya renk ekleyerek, mikrobiyolojik gelisimi

Onleyerek tiiketicilere daha ¢ekici hale getirebilmektedir.

Yenilebilir filmler ve kaplamalar, formiilasyonlarina, olusum yontemine ve
uygulanan modifikasyon islemlerine bagl olarak yenilebilir ve / veya biyolojik olarak
bozunabilir olabilir. Formiilasyonda yer alan bilesikler ve katki maddeleri gida sinifi ise ve
film olusumu sadece 1s1l islem, pH modifikasyonu, enzimatik islem ve UV uygulamas: ile
elde edilirse, iiretilen film veya kaplama yenilebilir ve biyolojik olarak bozunabilir. Bununla
birlikte, film veya kaplamanin olusmasindan once veya sirasinda yenilebilir olmayan
bilesikler ilave edildiginde artik yenilebilir degildir [9]. Yenilebilir film ve kaplamalarin
tiketim i¢in giivenli olmasi gerekirken, uygulandigi {irlinlerin duyusal o6zelliklerini
etkilememesi, gida kalitesi ve giivenligini korumasi gerekmektedir. Film ve kaplamalarin
uygulanabilirligini biiylik 6l¢iide filmlerin mekanik o6zellikleri (kopma mukavemeti ve

uzama), fizikokimyasal ozellikler (nem igerigi, ¢Oziinilirlik ve sisme indeksi), bariyer



ozellikleri (gaz ve su buhar1 gecirgenligi) ve biyolojik aktiviteleri (antimikrobiyal ve

antioksidan ozellikler) belirlemektedir [5, 6].

Yenilebilir filmler ve kaplamalar i¢in gereken oOzellikler kaplanan gidanin
ihtiyaclarima gére modifiye edilmektedir. Ornegin, oksidasyona duyarli iiriinler diisiik
oksijen gecirgenligi gerektirirken, meyve ve sebzelerin depolama sirasinda
dehidrasyonlarini siirlamak i¢in gii¢lii nem bariyeri, respirasyonlarini kontrol etmek icin

uygun gaz bariyeri gerekmektedir [11].

Yenilebilir film ve kaplamalar sentetik ambalajlar ile birlikte ¢ok tabakali gida
ambalaj malzemeleri olarak uygulanabilmekte ve boylelikle gida maddeleri ile sentetik

materyalin gida ile dogrudan temasin1 engelleyebilmektedirler.

Yenilebilir film ve kaplamalarin sentetik ambalajlara gore bazi avantajlari bulunmaktadir.

Buna gore,
1. Biyobozunur 6zellikte olduklari i¢in ¢evre dostu olmalari,

2. Film yapisina eklenebilen aroma ve renk maddeleri, tatlandiric1 gibi katkilarla

uygulandiklar1 gidalarin organoleptik 6zelliklerini gelistirebilme potansiyelleri,

3. Proteinden yapilan filmler basta olmak {izere, gidalarin beslenme 6zelliklerini

gelistirebilme yetenekleri,
4. Heterojen gidalarda farkli tabakalar arasina uygulanabilirlikleri,

5. Antimikrobiyal ve antioksidan maddelerin yapiya eklenebilmesi ve dolayisiyla
gidalarin raf Omriinii uzatmaya fayda saglamalari, ©Onemli avantajlar arasinda

siralanmaktadir.
Avantajlarmin yani sira yenilebilir filmler baz1 dezavantajlara da sahiptir;

1. Sentetik ambalaj materyallerine gore daha maliyetli olmasi,

2. Baz film materyallerinin higroskopik olmasi mikrobiyal iiremeyi artirabilmesi,
3. Yeni bir teknoloji oldugu i¢in ¢ok fazla tiiketici tarafindan taninmiyor olmast,

4. Yenilebilir 6zellikte olduklari igin tiiketici sagligi i¢in ikinci ambalaj materyaline

ihtiya¢ duyulabilmesi,
5. Birtakim antioksidan ilavelerinde kanserojen etkilerinin ortaya ¢ikabilmesi,

gibi hususlar bu iriinlerle ilgili olarak dikkate alinabilecek dezavantajlardir.



Yenilebilir kaplama formiilasyonlar1 hedeflenen gereklilikleri karsilamak i¢in, uygulanacak
gidanin kimyasal bilesimi, saklama kosullari, korunacak veya gelistirilecek 6zelliklere gore
dikkatle secilmelidir. Gidaya uygulanacak kaplamalar, gida gilivenligini saglamak, besinsel,
bariyer ve duyusal ozellikleri iyilestirmek gibi fonksiyonlara sahip olmalidir. Ayrica
kaplama seciminde gida sinifi olmasi, mekanik biitiinliige sahip olmasi ve iyi yilizey
ozelliklerine sahip olmasi aranmalidir. Bir kaplamanin istenen fonksiyonel 6zellikleri sekil

2.1°de verilmistir.

Kompozisyon Formiilasyon Ozellikleri
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Sekil 2.1 Gidaya uygulanan yenilebilir kaplamalarin iglev ve 6zellikleri [12]

2.1.1 Protein Bazh Film ve Kaplamalar

Proteinler, spesifik amino asit dizilerine ve molekiiler yapiya sahip
makromolekiillerdir.  Proteinler dogal hallerinde genellikle fibril ve globular yapida
bulunmaktadir (Sekil 2.2.).



Fibril Protein Globular Protsin

Sekil 2.2. Fibril ve globular protein yapilari

Fibril proteinler suda ¢oziinmezken globular proteinler suda ¢oziiniir. Globular
proteinler, hidrojen, iyonik, hidrofobik ve kovalent(disiilfiir) baglarla bir arada tutulan
karmasik kiiresel yapilara katlanir. Bu proteinlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri, amino
asit kalmtilarinin miktarlarina ve bunlarin protein polimer zinciri boyunca dizilimine
baglhdir. Kolajen, fibril protein yapisindayken; bugday gliiteni, misir zeini, soya proteini ve

peynir alt1 suyu proteini globular yapidadir [13].

Protein yapisinda (ikincil, ti¢iinciil ve kuaterner), 1s1l denatiirasyon, basing, 1sinlama,
mekanik iglemler, asidik veya alkali islemler, hidroliz veya enzimatik islemler, tuzlarin
eklenmesi veya kimyasal ¢apraz baglanma kullanilarak olusturulabilen konformasyonel

degisimlerle istenilen 6zelliklerde film ve kaplamalar elde etmek miimkiindiir [14].

Protein bazli filmlerin, genel olarak mekanik Ozellikleri iyi, gazlara (oksijen,
karbondioksit) kars1 bariyer 6zellikleri giiclii olup, hidrofilik karakterleri sebebiyle su buhari
gecirgenlikleri zayiftir. Protein bazli filmlerde, gaz ve nem gegirgenligi protein
kompozisyonuyla farklilik gostermektedir [3]. Protein polimer zincirlerinde etkilesimin
desteklenmesi, daha giiglii fakat daha az esnek olan ve gazlar ve su buhari i¢in daha az
gecirgen olan filmlerin olusumuna sebep olmaktadir. Hidrojen veya iyonik bag yoluyla
birlesebilen gruplar igeren polimerler, mitkkemmel oksijen bariyerleri olan ancak neme
duyarl filmlerle sonuglanir. Dolayisiyla protein filmlerinin diisiik bagil nemde iyi oksijen

bariyerleri olmasi beklenir [13].



2.1.1.1 Peynir Alt1 Suyu Proteini Bazh Film ve Kaplamalar

Peynir alt1 suyu, peynir iiretimi sirasinda elde edilen bir yan iiriindiir. %85-90’1 sudan
olusan peynir altt suyunun kati kismi laktoz, proteinler, yaglar ve minerallerden
olusmaktadir. Peynir alt1 suyu proteinleri, peynir alt1 suyundan termal ¢okeltme sonrasinda
ultrafiltrasyon, santrifiij yoluyla ya da diizenli filtrasyon yoluyla geri kazanilabilir [15].
Oziinde besleyici 6zelliklerinin yani sira, peynir alt1 suyu proteinleri, yenilebilir filmlerin
olusumu i¢in gerekli olan g¢esitli fonksiyonel Ozellikler sergiler. Peynir alt1 suyu
proteinlerinde molekiiller arasi disiilfit baglarmm olugsmasi igin 1sil denatiirasyona
gereksinim vardir.Bu baglar sayesinde filmler dayanikli hale gelmektedir. Siit proteini
agindaki trigliseritlerin varligi, diisiik polariteleri nedeniyle su buhari bariyer 6zelliklerini
onemli Olgtlide artirir. Ayrica, daha opak ve nispeten esnek olmayan filmlere ve kaplamalara

yol agarlar [16].

Proteinlerin 1s1l denatiirasyona ugratilmasi sonucu, siilfidril gruplar1 okside olmakta

ve thiol-disiilfit degisimi ile polimerizasyon ger¢eklesmektedir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Disiilfit bagi reaksiyonu

Yenilebilir filmler, polimerizasyon sirasinda meydana gelen kovalent distilfit baglar
sayesinde suda ¢Oziinmeyen yapida olusmaktadir. Peynir alti suyu proteinlerinden elde
edilen yenilebilir filmler seffaf, tatsiz, renksiz ve diisiik nem gegirgenligine sahiptirler. Cok
kirtlgan olmalar1 nedeniyle yapiyr yumusatict madde ilavesi gerekmektedir. Bu nedenle
yapiya eklenen plastiklestiriciler ile filme esneklik saglanir ve fakat bu su buhari
gecirgenliginin de artmasina sebep olur [12]. Lipit gibi hidrofobik maddelerin yapiya
eklenmesiyle peynir alt1 suyu protein filmlerin su buhar1 gecirgenligi azaltilabilmektedir.

Fakat lipit ilavesinde filmin duyusal 6zellikleri etkilendigi igin, eklenecek lipit miktari



dikkatli secilmelidir. Bu film ve kaplamalar ayrica aroma bilesikleri ve yaga karsi

miikemmel bariyer 6zellikleri sergilerler [2].

Sekil 2.4'de gosterildigi gibi peynir alti suyu proteinlerinin ana bilesenleri, -

laktoglobulin, a-laktalbiimin ve sigir serum albiimini igeren kiiresel proteinlerdir.

PAS Proteini
Ana Bilesenler
y |
-1 aktalbumin B-Lactoglobulin Bovia scrmm
pI=4.8 pI=5.2 albumin
Mw= 14.2 kDa Mw= 18.3 kDa pl=4.7-4.9
A Mw= 66.4 kDa

¥

Sekil 2.4 Peynir alt1 suyu proteini bilesenleri [17]

2.1.1.2 Soya Proteini Bazh Film ve Kaplamalar

Kolay elde edilebilir, ucuz ve islevselliginin fazla olmasi nedeniyle son yillarda soya
proteini bazli film ve kaplamalara ilgi artmistir. Soya proteini, soya yag1 iiretimi sirasinda
soya fasulyesinden ekstrakte edilir. Soya proteinlerinin yaklasgitk %901 globulindir.
Globulinler, alt birimlerin hidrofobik ve hidrojen baglanmasi ile iligkili oldugu protein
fraksiyonlaridir [5]. Soya proteinin baslica bilegenleri, polimerlestirme yetenegine sahip
molekiiler agirligi 150 ila 200 kDa olan B-konglisin (7S) ve molekiiler agirlig1 300 ila 380



kDa olan glisindir (11S) [7]. Soya proteini filmleri genellikle 11S ve 7S proteininin disiilfiir
baglart ile polimerlestirilmesiyle olusturulur [18]. Glisinin agregasyonu, daha organize
yapilarin sekillenmesi nedeniyle daha sert bir jel olusumuna katkida bulunur.
Bununla birlikte, glisininin kdpiirme kabiliyeti ve emiilsifiye edici performansinin, disiilfiir
baglar1 ile stabilize edilmis yogun agi nedeniyle B-konglisinden daha diisikk oldugu
bildirilmistir [17]. Soya proteinlerinin bazi temel 6zellikleri sekil 2.5'te gosterilmektedir.

Molekiiler Agrlik
26-120 kDa

[zoelektrik Nokta
4548
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Proteini
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v

Sekil 2.5 Soya proteini bilesenleri [17]

Soya protein filmleri lipit ve polisakkarit filmlere kiyasla daha iyi bir gaz bariyeri
ozelligine sahiptir. Bununla birlikte soya protein filmleri hidrofiliklige neden olan %58 polar

amino asitler igerir. Dogal hidrofiliklikleri, proteinin gii¢lii molekiiler etkilesimi nedeniyle



pratik uygulamalarda tatmin edici mekanik oOzellikler veya su buhar1 bariyer ozellikleri
gostermez. Bu ozellikler yiiksek nemli kosullar altinda zayiflar. Protein filmlerinin fiziksel
ozelliklerini arttirmak ig¢in ¢esitli yontemler 6nerilmistir. En yaygin ¢oziimlerden biri, uygun

film formiilasyonu ve hazirlama kosullarmni kullanmaktir [19].

2.2.Yenilebilir Filmlerin Uretimi

Filmin iiretim kosullari, elde edilen filmin fiziksel 6zellikleri lizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Yenilebilir film olusturmak i¢in kullanilan en yaygin yontem solvent dokiim
yontemidir. Bir ¢ozilicli icerisinde hazirlanan protein cozeltilerine plastiklestirici gibi
malzemeler eklenerek homojenize edilir. Daha sonra 1s1 uygulamasi veya enzimatik hidroliz
gibi yontemler kullanilarak protein yapisinda molekiil i¢i etkilesim saglanir. Oda 1sisina
getirilen ¢ozelti diiz bir yiizey {lizerine yayilir ve daha sonra kurutulur. Cozeltinin
kurutulmas: sirasinda, polimer zincirleri film yapisi olusturmak i¢in kendilerini hizalayana
kadar, ¢Oziicliniin buharlasmasi polimerin ¢oziniirliigiinde bir azalmaya yol acar [20].
Kurutma sonrasinda herhangi bir zarar vermeden yiizeyden kolayca soyulabilen filmler elde
etmek icin dokiim ylizeyinin se¢imi 6nemlidir. Film yapilari, kurutma kosullarina (Sicaklik
ve bagil nem), ¢ozelti dokiim kalinligina ve ayrica dokiim ¢6zeltisinin bilesimine baglhdir.
Saf polimerlerden hazirlanan filmler kirilgan olma egilimindedir ve genellikle kuruduktan
sonra ¢atlarlar, bu nedenle plastiklestiricilerin ilavesi gereklidir. Cozeltilerin hizli bir sekilde
kurutulmasi, ¢oziici konsantrasyonu azaldiginda polimer zincirlerinin hareketliligi
kisitlandigindan, film yapisi i¢inde molekiiller aras1 baglanmayi sinirlar. Bu nedenle, hizli

kurutma genellikle filmlerde ¢atlak veya kivrilma gibi kusurlara neden olur [3].

2.2.1 Is1l Denatiirasyon

Filmlerde protein ¢apraz baglanmasini arttirmak i¢in kullanilan fiziksel yontemler
arasinda en sik kullanilan 1s1l islemdir. Film olusturucu c¢ozeltilerin termal muamelesi
sirasinda proteinlerin ve mevcut fonksiyonel gruplarin ii¢ boyutlu yapisi agilarak protein
denatiire edilir, bu da hidrofilik gruplarin agiga g¢ikmasina sebep olur [14]. Kurutma
sirasinda, katlanmamis proteinler birbirine yaklasir ve molekiiller arasi etkilesimler (disiilfiir
ve hidrofobik etkilesim) ile baglanir. Bu, plastiklestirici maddeler gibi film bilesenlerinin

tutulmasi i¢in matris gorevi goren bir protein agmin olusumunu saglar. Film olusumu
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denatiirasyon kosullarinda meydana geldiginde, proteinin filmde tamamen denatiirasyon
durumunda kaldigi varsayilir [13]. Farkli proteinlerin degisen zaman ve sicakliklarda 1sil
denatiirasyona ugratilmasi1 ile protein filmlerin gerilme ve bariyer ozellikleri
gelistirilebilmektedir. Denatiirasyon sonrasi olusturulan filmlerin gerilme kuvvetindeki artis,
baslangigta protein molekiiliiniin i¢ine dogru yer alan S-H gruplarinin 1s1l denatiirasyon
sirasinda agiga ¢ikarak molekiiller arast kovalent disiilfit baglarin olusumundan
kaynaklandig1 distinilmektedir [14]. Peynir alti suyu proteinlerinin 1s1l denatiirasyonu

70°C’de baslarken, soya proteinlerinin 90°C’de baslar [5].

2.2.2 Enzimatik Hidroliz

Proteinler peptit baglar1 ile bagli amino gruplari iceren polimer zincirlerdir. Sekil
2.6’da gorildiigii gibi hidroliz reaksiyonu sirasinda su molekiillerinin eklenmesi ile amid
baglar1 kirilir ve peptitler ve/veya serbest amino asitler agiga ¢ikar [21]. Katlanmis protein
molekiiliinde gomiilii hidrofobik gruplarin hidroliz sonrast aciga c¢ikmasi ve yan
polipeptitlerle etkilesime girmesiyle olusan agregatlarin jel aglar1 olusturdugu ve

proteinlerin jellesme 6zelligini artirdig1 yapilan ¢alismalarla gézlemlenmistir [22].
O 0O R
H,N H,0 _ HN )\/DH
R +H,0 R H O
Sekil 2.6 Protein hidrolizi [5]

Protein hidrolizi i¢in kimyasal ve enzimatik olmak iizere iki farkli ydntem
kullanilmaktadir. Kimyasal yontem daha basit ve ekonomik iiretim maliyetine sebep olsa da
prosesi kontrol etmek genellikle zordur ve hidrolizatta istenilen fonksiyonel 6zelliklerin
kaybolmasina sebep olabilmektedir. Enzimatik hidrolizde bu tiir dezvantajlar yer almadigi

i¢in son yillarda daha popiiler hale gelmistir [23].

Kismi hidroliz yontemiyle hem proteinlerin jellesme yetenegi hem de olusan jellerin
kuvveti kontrol edilebilmektedir. Proteinlerin jellesme kabiliyeti ve jel mukavemeti, enzime,

jelasyonun pH degerine ve hidroliz derecesine bagli olarak azaltilabilir veya arttirilabilir
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[24]. Bu nedenle, istenen islevsellige sahip iriinler tiretmek igin proteoliz reaksiyonu

dikkatle izlenmeli ve kontrol edilmelidir [25].

Proteaz olarak da adlandirilan proteolitik enzimler proteinlerde peptit baglarinin
hidrolizini katalize ederek daha diisiik molekiil agirliklt tirtinlerin olugmasina yol agarlar.
Proteazlar hayvan, bitki ve mikrobiyolojik kaynaklardan tiiretilmektedir. Bakteriyel
proteazlar Bacillus cinsi bakteriler tarafindan iiretilmektedir. Bacillus licheniformis susu
tarafindan tiretilen bir alkalin proteaz olan alkalaz, nispeten ucuz ve yaygin olarak kullanilan
gida smift endistriyel bir enzimdir [26]. Alkalazin hidrolizi ile elde edilen protein jel,
kovalent olmayan, 6zellikle hidrofobik etkilesimlerle bir arada tutulan diisiik molekiiler
agirlikli peptitlerden olugmaktadir [27]. Enzimlerin spesifikligi ve basit reaksiyon sartlari
gerektirmesi nedeniyle proteinlerin enzimatik hidroliz yontemiyle muamelesi sonucu

yenilebilir film olusturmak faydali bir yontemdir [14].

2.3.Yenilebilir Kaplamalarin Gida Uygulamalar:

Yenilebilir kaplamalar, uygulandiklar1 gida maddesinin yiizeyinde dogrudan bir film
olusumunu igerir. Bu nedenle, kaplamalar filmlerden daha incedir ve filmler tiiketim 6ncesi
gida yiizeyinden ¢ikarilabilirken yenilebilir kaplamalar kullanim ve tiiketimi boyunca {iriin
tizerinde kalir [9]. Yenilebilir kaplamalar lipit oksidasyonunu, mikrobiyal biiytimeyi, nem
kaybmi ve esmerlesmeyi engelleyerek gida kalitesini korumaktadir. Gidalara kaplama
uygulamasi, kuruyemis, nohut gibi gruplar halinde ambalajlanan taneli iirtinlere tek tek
uygulanabilerek oksidasyon, mikrobiyal biliylime gibi olumsuz sartlar i¢in koruma sansi

getirmistir [28].

Yenilebilir kaplamalar gidalara daldirma, pliskiirtme, dokme, kopiikleme ve firca ile
boyama gibi tekniklerle uygulanabilmektedir. Uygulama teknigi gidanin tiiriine gore zarar
vermeyecek sekilde secilmelidir [29]. Kullanimda siklikla tercih edilen daldirma ve

ptskiirtme yontemleri asagida agiklanmistir.

2.3.1 Daldirma Metodu

Gilinlimiizde daldirma metodu gidalara yenilebilir kaplama uygulamalarinda en

yaygin yontemdir. Daldirma metodu, diizensiz yilizeyde homojen bir kaplama yapilmasina
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olanak saglamaktadir. Bu yontemde gida maddesi film ¢ozeltisine daldirilarak bir siire
bekletilir, ¢ikaritlip siiziilir ve film olusumunun saglanmasi i¢in kurutulur. Daldirma
yonteminin kolay ve diisik maliyet gibi avantajlarinin yaninda, kaplama c¢dzeltisini
seyreltmesi, yiksek miktarda kaplama malzemesinin kalmasi ve daldirma tankinda

mikroorganizma biiylimesi gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir [30].

2.3.2 Piiskiirtme Metodu

Kaplama uygulamasinda piiskiirtme, yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisidir.
Bu teknik, homojen kaplama, kalinlik kontrolii ve kaplama ¢ozeltisini kirletmeyen ardigik
uygulama imkani sunar [30]. Piiskiirtme ile uygulanan filmler, daldirma ile uygulananlardan
daha ince, daha homojen bir sekilde olusturulabilir. Daldirma yonteminden farkli olarak
puskiirtme yontemi, kaplama uygulanacak gidanin belli bir kismina uygulanabilmesi i¢in
daha elveriglidir. Ayrica bu yontem diisiik viskoziteli ¢ozeltilerin kaplanmasi i¢in daha
uygundur [31]. Son zamanlarda, gida endiistrisinde elektrostatik piiskiirtme teknolojisinin
kullanimina artan bir ilgi vardir. Bu yontem, damlacik boyutunu kontrol ederek damlacik

birikmesini arttirabilir ve homojen dagilim iireterek israfi azaltabilir [30].

2.4. Yenilebilir Film ve Kaplamalarda Kullanilan Plastiklestiriciler

Protein filmleri kirilgan yapida oldugu i¢in yapiy1 yumusatici plastiklestirici ilavesi
ile filme esneklik kazandirilabilir. Film olusturucu ¢o6zeltideki plastiklestirici
konsantrasyonu arttifinda, daha az sert ve dolayisiyla daha fazla uzatilabilir filmler ortaya
c¢ikar. Bu durum, muhtemelen plastiklestiricilerin biyopolimer zincirler arasindaki
etkilesimleri azaltirken, polimer zincir hareketliligini ve molekiiller arasi1 mesafeyi
arttirmalart ile iligkilidir [1] . Kullanilan plastiklestirici tiiri, molekiil agirligi protein
filmlerin ¢oziiniirliikk, mekanik ve bariyer 6zelliklerini etkilemektedir. Genel olarak, kii¢iik
molekiiler agirlikli plastiklestiriciler protein matrislerine daha iyi dahil edilebilir ve yiiksek
molekiiler agirlikli bilesiklerden daha iyi bir plastiklestirme etkisi tretirler [19].
Plastiklestiricilerin polaritesi de etkinliklerini etkiler; polarite ne kadar yiiksek olursa,
protein matrisinde hidrojen bag zinciri etkilesimleri daha fazla zayiflar, bu da matrisde daha

fazla hacme sebep olur [12].
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Yenilebilir protein film ve kaplama iiretiminde filmin kirilganligini engellemek
amactyla glukoz, fruktoz-glukoz suruplar1 ve sukroz gibi mono, di veya oligosakkaritler;
gliserol, sorbitol, gliserol tiirevleri, polietilen glikolleri gibi polioller; fosfolipitler ve yag
asitleri gibi lipit ve tiirevleri plastiklestirici olarak kullanilmaktadir [32]. Gliserol renksiz,
kokusuz, hidroskobik, tatli ve viskoz bir sividir. Gliserol bir seker alkoliidiir ve yapisinda
bulunan 3 hidrofilik alkolik hidroksil gruplar1 (-OH) gliseroliin suda ¢dziinmesini saglar
[33]. Erime noktasi 17.8 °C olan gliserol, sabun iiretim prosesinin bir yan {riinidiir [34].
Genellikle, opaklik plastiklestirici ilavesiyle artar, ancak seyreltme etkisinden dolay1 gliserol

kullanildiginda azalir.

2.5 Yenilebilir Film ve Kaplamalarda Kullamilan Antimikrobiyal Maddeler

Yenilebilir filmler antimikrobiyal maddeler i¢in tasiyici gorevi gormekte, gida
yiizeyine uygulandiginda koruyucu ajanin gidanin igine difiizyon hizini kontrol etmektedir.
Boylelikle gida kaynakli patojenik bakterilerin liremesinin kontrol edilmesinde, raf dmriiniin

uzatilmasinda ve gida tiriinlerinin glivenliginin saglanmasinda fayda saglamaktadir.

Film ve kaplamalarda enzim (lizozim), bakteriyosin (nisin), organik asit (malik,
sorbik, laktik asit vb.), ugucu yag (mercankosk, kekik, sarimsak, tar¢in vb.), bitki eksrakti
(limon, kekik vb.), metalik nanokompozit malzemeler (giimiis nanopartikiiller), fungusit ve
kitosan gibi dogal antimikrobiyal ajanlar kullanilmaktadir. Dogal antimikrobiyaller olarak
ucucu yaglarin ve ozellikle bitki ekstraktlarinin gidalarda kullanimi tiiketiciler tarafindan

gittikge ilgi gérmektedir [35].

Antimikrobiyaller genellikle inaktivasyon igin farkli konsantrasyon esiklerine
sahiptir. Bu esikler hiicre duvari, hiicre zari, metabolik enzimler, protein sentezi ve genetik
sistemler dahil olmak {izere antimikrobiyal maddenin spesifik hedeflerine baglidir. Belirli
bir antimikrobiyalin etkinligi ayrica hedef mikroorganizmanin tipine, cinsine, tiiriine ve
susuna baghdir [36]. Yenilebilir film ve kaplamalara antimikrobiyal ajanlarin dahil
edilmesinin, gidalarda bakteri, maya ve kiif olusumunu geciktirmek veya inhibe etmek i¢in
yeni bir alternatif oldugu kanitlanmistir ve bu yiizden uygulamalarda giderek
yayginlagmaktadir [37]. Cizelge 2.1°de antimikrobiyal filmlerle ilgili literatiirde yer alan

caligmalar verilmistir.
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Cizelge 2.1 Farkli antimikrobiyal ajanlar eklenen yenilebilir film ve kaplamalarla ilgili literatiir ¢alismalar1

Hidrokolloid Antimikrobiyal Gida M/O Lit.
: il . L. plantarum, S. enteritidis, E. coli O157:H7, .
PAS kekik , biberiye , sarimsak yaglari L. monocytogenes,S.aureus Seydim ve Sarikus, 2006
PAS nisin, natamisin, malik asit L.monocytogenes, P.aurogenase, Y.lipoliytica, P.roqueforti Pintado, 2010
PAS nisin, natamisin, malik asit, EDTA, Tween80, Peynir P.aeruginosa, Y.lipolytic, L. monocytogenes, P.commune, Pintado, 2010
sucrose esterleri P.chrysogenum
PAS laktoferrin,lizozim,laktoperoksidaz S.enterica, E.Coli O157:H7 Min,2005
PAS p-aminobenzoik asit, sorbik asit Sosis L.monocytogenes, E. coli 0157:H7, S. Typhimurium Cagri, 2002
PAS kekik, karanfil yaglari Kasar peyniri E. coli O157:H7, L. monocytogenes, S.aureus Kavas, 2015
PAS kekik yag Taze et Toplam bakteri, Pseudomonas, Laktik asit bacterisi Zinoviadou, 2009
PAS lizozim Somon fiime L.innocua Boyaci ve ark., 2016
PAS Lactobacillus sakei Taze et E. coli, L. monocytogenes Beristain-Bauza, 2017
PAS sIv1 tiitsit E. coli, S.aureus, L.monocytogenes, B.cereus Soazo ve ark., 2016
PAS 5|tr!k asit, laktik a_S|_t, kitooligosakkarit, E. coli, L.innocua, Y. lipolytica, S.aureus, Salmonella spp, Ramos, 2012
sodium benzoat, nisin P.fluorescen
Pseudomonas spp, Enterobacteriaceae, Toplam aerobic
PAS kekik, karanfil yaglari Tavuk gogiis mesofilik bakteri, Lactic acit bacterisi, Toplam aerobic psikrofil Fernandez-Pan ve ark., 2014
bacteri
PAS, Soya,
Gluten, nisin L.monocytogenes Ko, 2001
Albumin
Kitosan kekik, karanfil yaglari Kasar peyniri | L.monocytogenes Torlak ve Nizamoglu, 2009
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Kitosan

kekik, karanfil yaglar

Kasar peyniri

S. aureus, E. Coli 0157:H7

Torlak ve Nizamoglu, 2011

Kitosan bergamut yagi P.italicum Sanchez-Gonzalez ve ark., 2010
Kitosan cayagacl yagl P.italicum, L. monocytogenes Sanchez-Gonzalez ve ark., 2010
Kitosan sarimsak yagi, potasyum sorbat, nisin E.coli, S.aureus, L.monocytogenes, B.cereus Pranoto ve ark., 2005
Kitosan anason, feslegen, kisnis, kekik Islenmis et L.monocytogenes, E.coli 0157:H7 Zivanovic, 2005
Kitosan asetik asit, laktik asit Dana rosto L.monocytogenes Beverlya, 2008
Kitosan balik yagi Kasar peyniri | kiif Yangilar, 2016
Kitosan natamisin Peynir kiif ve maya Fajardo, 2010
Kitosan kekik, biberiye yaglari Keg¢i peyniri kiif, lipolitik , proteolitik aktivite Embunea, 2016
. asetik asit, propiyonik asit, laurik asit, .SOSiS’ - - . o .
Kitosan cinnamaldehyde jambon, Laktik asit bacterisi, Enterobacteriaceae, L.sakei, S.liquefaciens | Ouattara,2000
pastirma
Kitosan lizozim Mozzarella L.monocytogenes, E.coli, P fluorescens, kiif ve maya Duan,2007
Kitosan nisin E.coli, S.aureus, L.monocytogenes, B.cereus Li, 2006
Aljinat xaglli:r?s“’ taremn, palmorasa, limon otu Kavun S.enteritidis Raybaudi-Massilia ve ark., 2008
Aljinat Lactoperoksidaz sistem E.coli, L.innocua, P.fluorescens Yener, 2009
Sodyum Aljinat | limon yagi Mozzarella Pseudomonas Conte, 2007
Kal§jyum i.Stir i.dyf“ lizozimi, nisin, yumurta beyazi Somon fiime L. monocytogenes, S.anatum Datta, 2008
Aljinat lizozimi
Sodyum Aljinat | kekik yag: Peynir S.aureus, psikrofil bakteri, kiif,maya Artiga,Artigas, 2017

Aljinat , elma
piiresi

karvakrol, sinemaldehit, mercankésk, limon
otu, tar¢in yaglari

E.Coli O157:H7

Rojas-Graii, 2007

Zein

Lauric asit, nisin

L.plantarum

Padgett ve ark., 2000
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Zein EDTA, lauric acid, nisin L.monocytogenes, S.Enteritidis Hoffman, 2001
Zein nisin, kalsiyum propionate Hazir tavuk L. monocytogenes Janes, 2002
Zein Zataria multiflora Boiss, monolaurin Kusbasg et L. monocytogenes, E. coli 0157:H7 Moradi ve ark., 2016
Fenolik asitler (gallik, vanillik, sinamik) E.amylovora, E.carotovora
Zein g:?;s)'yel yag (karvakrol, timol, djenol, P.syringae, X.vesicatoria Alkan ve Yemenicioglu, 2016
Fenolik ekstrakt (karanfil, kekik, enginar,
ceviz kabugu)
Zein , mum katesin, lizozim, gallik asit Kasar peyniri L. monocytogenes Unalan, 2013
Soya Lauric asit, nisin L. monocytogenes Dawson, 2002
Soya iiziim ¢ekirdegi eksrakti, nisin, EDTA L. monocytogenes, E.coli 0157:H7, S. typhimurium Sivarooban, 2008
Soya nisin, iiziim cekirdegi, yesil ¢cay Hindi sosis L. monocytogenes Theivendran, 2006
Soya mercankosk, kekik yaglari L. monocytogenes, S. enteritidis, B.cereus Yemis ve ark., 2017
Soya letﬁlkn?sﬁlr: laktik asit, malik asit, tartarik L. monocytogenes, E. Coli 0157:H7, S.gaminara Eswaranandam, 2004
in vitro: E. coli, E.coli O157:H7, S.aureus, P. aeruginosa,
L.plantarum
Soya kekik, giiveyotu yaglari Kofte in vivo: Toplam canli, LAB, Staphilococcus spp, Koliforms Emiroglu, 2010
Pseudomonas spp, L. monocytogenes
Seliiloz pediosin Jambon L.innocua, Salmonella Santiago,silva, 2009
Seliiloz natamisin Peynir P. roqueforti Oliveira, 2007
Seliiloz nisin Sosis L.monocytogenes, Toplam aerobik bakteri Nguyen, 2008
Seliiloz natamisin, nisin Mozzarella S.aureus, L.monocytogenes, Penicillium sp., Geotrichum sp. Santos Pires, 2008
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Jelatin

kitosan, mercankosk, biberiye yaglar

Sardalya

Enterobacteriaceae

Gomez,Estaca ve ark., 2007

fiime
Jelatin iiziim ¢ekirdegi ekstrakti, yesil cay Domuz fileto Eschericia coli 0157:H7, L.monocytogenes Hong, 2009
Pektm;?tmakt'k nisin L.monocytogenes Jin, 2009
Metilseliiloz zeytin yaprag ekstrakti Kasar peyniri | S.aureus Ayana, 2009
- ; Mezofilik aeroblar, Psikrotroflar, Laktik asit bakterisi, Kiif ve
Metilseliiloz Kitosan Kavun maya, S.aureus, Toplam Koliform, E. coli , Salmonella Krasaekoopt, 2008
Kazein natamisin Kasar peyniri Toplam aerobik mezofilik, LAB, Kiif, Koliform Yangilar, 2015,
Sodium . .. L .
Kazei sodium lactate, potasyum sorbate, nisin Listeria monocytogenes Kristo, 2006
azeinat
sodyum kazeinat | nisin Peynir Listeria innocua Hoang, 2010
Sodyum . S R i liheidari K 2
Kazeinat papatya yagy, oleik asit, stearik asit L. monocytogenes, S. aureus, E. coli Aliheidari ve ark., 2013
Sodyum . .
. Sodyum laktat, potasyum sorbat, nisin L. monocytogenes Kristo ve ark., 2008
kazeinat
Pullulan lizozim, EDTA Salata Toplam canli, Koliform, Kiif,maya, Laktik asit bakterisi Kandemir, 2006 (tez)
Pullulan sakasin A Hindi gogiis L. monocytogenes Trinetta, 2009
Gluten nisin Hindi sosis L.monocytogenes, S.Typhimurium McCormick, 2005
Glustzrﬁior:etll natamisin Kasar peyniri | Aspergillus niger, P.roqueforti Ture, 2011
k,karregenan ovotransferrin, EDTA, sorbik asit Tavuk gogiis E.coli, S.Typhimurium, S.aureus, Candida albicans Seol, 2009
Kandela mumu | elajik asit Avokado Colletotrichum gloeosporioides Saucedo,Pompa, 2009
Aycekirdegi
proteini, iiziim cekirdegi Ordek fiime L. monocytogenes Song, 2013
Kirmzi alg
Galaktomannan | nisin Ricotta L. monocytogenes Martins, 2010
Y“n::gttzi?ﬁyam adacayi, limon balsam Lor peyniri E.coli 0157:H7, L.monocytogenes, S.aureus Kavas, 2016
Nisasta linalool, karvakrol, timol Cheddar Aspergillus niger Kuorwel, 2013
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Esansiyel yaglarin antimikrobiyal Ozellik gostermesinde etkili olan bilesenler
genellike fenolikler ve terpenoidlerdir. Antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 bilinen
monoterpenler, ojenol, sinnamaldehit, timol ve karvakrol gibi bilesikler esansiyel yaglarda
yiiksek oranda  bulunurlar [38]. Gram negatif bakteriler membranlarinin hidrofobik
yapisindan dolay1 gii¢lii gegirgenlik bariyerine sahiptir ve bu ylizden Gram pozitif
bakterilere gore esansiyel yaglara daha direnglidirler [39].

Esansiyel yaglarin agir aromaya sahip olabilmeleri, toksik olabilmeleri ve polimerin
ozelliklerini olumsuz yonde etkileleyebilmeleri nedeniyle film yapilarina eklenecek
miktarlar1 dikkatli sec¢ilmelidir. Bununla birlikte uygun antimikrobiyal se¢imi aktivite

araliklari, kimyasal yapilar1 ve hedeflenen mikroorganizmalara gore yapilmalidir.

2.5.1. Mercankosk Ucucu Yag:

Kekikgiller familyasina ait mercankdsk eski ¢aglardan beri Anadolu’da baharat
olarak ve ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanilmaktadir[40]. Mercankoskiin (Origanum
majorana) taze veya kurutulmus aromatik yapraklari ve gigekli tist kisimlari birgok yiyecegi
tatlandirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.7). Esansiyel yagi ve alkollii
ekstraktlari ilag, parfiim ve kozmetik iirinlerinde kullanilmaktadir. Buhar damitma ile elde
edilen ugucu yag, esas olarak (+) cis-sabinen hidrat (%3-18) ile mercankosk yaginin
karakteristik lezzetinden ve kokusundan sorumlu olan terpinen-4-ol (>%20) igerir.
Mercankosk esansiyel yagi antioksidan aktiviteye ve gida kaynakli bakterilere karsi
antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir [30,35].

Sekil 2.7 Mercankosk (Origanum majorana) bitkisi
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2.5.2. Kekik Suyu

Kekik (Thymus Vulgaris), gida isleme alaninda kullanilacak potansiyel bir dogal
antimikrobiyal olarak giderek arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir (Sekil 2.8). Kekigin
dezenfektan ve antimikrobiyal 6zellikleri ilk olarak antik Yunanistan'da taninmig, burada
ciltte veya yaralarda bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek ve yiyecekleri bakterilerden

korumak i¢in kullanilmistir [38].

Sekil 2.8 Kekik (Thymus vulgaris) bitkisi

Kekigin en 6nemli bilesenleri karvakrol ve timoldiir. Kekigin keskin aromasindan
karvakrol sorumludur. Ayrica, karvakrol ve timoliin gida kaynakli patojenlere karsi
etkinlikleri birgok c¢alismayla bildirilmistir [30,36]. Karvakrol (2-metil-5-(1-metiletil)
fenol), p-cymene ve o-terpinenden sentezlenen hidrofobik yapida fenolik bir bilesiktir. B.
cereus, Escherichia coli O157: H7, Staphylococcus aureus ve Salmonella enterica gibi
cesitli patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteleri bildirilmistir [42]. Karvakroliin
antimikrobiyal aktivitesi i¢in en olasi mekanizma, sitoplazmik membran boyunca hidroksil
gruplarina bagli pH seviyesindeki diisiis oldugu diisiiniilmektedir. Arastirmacilar, bakteriler
antimikrobiyal bilesiklere maruz kaldiginda membran akiskanligindaki artigla hiicre disina
sizintinin gozlendigini bulmuslardir. Membran sizintisina neden olmak i¢in bu bilesiklerin

belirli konsantrasyonlarina ihtiyag duyulmaktadir [38]

Seydim ve Sarikus (2006), esansiyel yag eklenmis peynir alti suyu protein bazl
filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada E. coli O157: H7,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes ve Lactobacillus
plantarum'a kars1 kekik yagmin, biberiye ve sarimsak yaglarindan daha etkili oldugunu
bildirmistir [43].
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Kekik baharat olarak kullaniminin yaninda kekik yagi ve kekik suyu olarak da
kullanilmaktadir. Kekik suyu kekikten su veya buhar distilasyonu ile ugucu yag elde
edilmesi esnasinda toplama kabinda biriken yag alt1 suyunu ifade etmektedir [39,40]. Kekik
suyu, esas olarak oksijenli bilesenler i¢ceren yagin suda ¢ozliniir bilesenlerine sahiptir. Kekik
suyunun icerdigi polioksijenlenmis bilesenlerin bazilar1 yagda bile bulunmayabilir. Bu

nedenle, kekik suyu distilati, kekik yagindan farkli biyolojik 6zelliklere sahip olabilir [45].

2.6. Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Ozelliklerini Etkileyen Faktorler

Yenilebilir film ve kaplamalarin gida ambalajlamada kullanilabilmesi igin
gelistirilmis bariyer ve duyusal Ozelliklere sahip olmasi gerekir. Film ve kaplamada
kullanilacak polimer bu 6zellikleri etkileyen faktorlerden birisidir. Protein ve karbonhidrat
gibi polimerlerden yapilan filmlerin elastik 6zellikleri protein ve polisakkarit zincirleri
arasindaki giiclii baglar nedeniyle ¢ok diisiiktiir ve kirilgandirlar. Hammadde olarak
kullanilan polimerlerin hidrofilik ve hidrofobik yapilar filmin gaz ve nem gecirgenligini
onemli oOlgiide etkilemektedir [13]. Ayrica kullanilan polimerlerin  ¢6zeltideki

konsantrasyonu da film olusumuna etki edebilmektedir.

pH degeri 6zellikle suda ¢oziinen PAS ve soya gibi protein filmlerde 6nemli bir rol
oynar. Ciinkii bu proteinlerin ¢oziiniirliigii izoelektrik noktalarina (pI) baghdir. Coziinme
derecesi ne kadar biiyiik olursa ve zincir ne kadar yogun bir sekilde yiiklenirse, zincirin
acilmasi o kadar biiyiik olur [13]. pH degeri ayrica molekiiler etkilesimleri ve polipeptit

zincirler arasi kuvvetleri degistirdigi i¢in jel aginin olusumunu etkiler [46].

Biyopolimerlerin fizikokimyasal dogasi ile kurutma kosullar1 arasindaki etkilesim
cok onemlidir. Film olusumu sirasinda yapida meydana gelecek baglar kurutma sartlarindan
etkilenmektedir. Kurutma sirasinda ortamdan asamali olarak uzaklastirilan nem proteinlerin
konformasyonel yapisin1 degistirmektedir. Film olusumunda sicaklik arttik¢a hidrofilik

etkilesimler artarken hidrojen baglar1 ve elektrostatik etkilesimler azalir [21].

Molekiil agirliklart degisen farkli plastiklestirici kullanimi ve ¢ozeltideki miktari
filmin fiziksel ozelliklerini etkilemektedir. Genel olarak, kiiciik molekiiler agirlikli
plastiklestiriciler protein matrislerine daha iyi dahil edilebilir ve yliksek molekiiler

agirliklilardan daha etkilidir. Plastiklestiricilerin polaritesi de etkinliklerini etkiler; polarite
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ne kadar yiiksek olursa, hidrojen bag zinciri etkilesimleri tizerindeki zayiflama etkisi o kadar

biiyiik olur, bu da matristeki daha fazla bozulmayi tesvik eder [14].

Filmin yapisin1 bagil nem de yiiksek oranda etkilemektedir. Ozellikle hidrofilik
yapidaki protein filmlerde bagil nem arttik¢a, gaz gecirgenligi de artmaktadir. Diigiik bagil
nemde hidrojen baglar1 daha saglam bir yap1 olusturdugu i¢in gaz gegisi engellenmektedir
[47].

Film kalinliginin su buhari transferi {izerinde 6nemli etkisi vardir. 60 um'den ince
filmlerde su buhar transferi Fick Yasasi'na gore azalir. Ancak bu kalinligin iizerinde su

buhari transfer orani neredeyse sabit kalir [3].

Film yapisina lipit eklenmesi nem igerigine baglh olarak farkli mekanik ve bariyer
ozelliklerine sebep olur. Lipitler iceren protein filmlerinde su buhar1 gecirgenligi azalirken,

oksijen gegirgenligi artar [14].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyaller

Peynir alt1 suyu izolati, WPI (90% protein igerigi) Davisco International Foods (La
Sueur, MN, USA) firmasindan, peynir alt1 suyu konsantresi, WPC(80) (80% protein igerigi)
Kimbiotek Kimyevi Maddeler San. Tic. A.S. (Istanbul, Tiirkiye) tarafindan, peynir alt1 suyu
tozu, WPC(35) (%35 protein igerigi) WPC(35) Siit ve Gida Mamiilleri Sanayi ve Ticaret
A.S. (Konya, Tiirkiye) firmasi tarafindan, soya proteini (%50 protein igerigi) Giirhak Gida
ve Kim. Mad. Amb. San. D1s Tic. Ltd. Sti. (Istanbul, Tiirkiye) firmasindan tedarik edilmistir.
Enzim olarak Novozymes A/S (Bagsvaerd, Denmark) firmasindan temin edilen Alcalase
2.4L ve plastiklestirici olarak Wilmar (Endonezya) firmasindan temin edilen gliserol
kullanilmistir. Antimikrobiyal olarak kullanilan kekik suyu Canakkale’den yerel bir
isletmeden, mercankosk yagi ise PipingRock (NY, USA) firmasindan tedarik edilmistir.
Aspergillus niger (NRRL 326) ise Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi’na ait kiiltiir

koleksiyonundan saglanmustir.

3.2. Protein Film ve Kaplama Caozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1. Hayvansal Kaynakl Proteinler ile Film Uretimi

Hayvansal kaynakli protein olarak farkli protein oranlarina sahip olan; peynir alti
suyu protein izolatt (WPI, %90), peynir alt1 suyu protein konsantreleri (WPC(80), %80) ve
(WPC(35), %35) kullanilmstir. Protein tozlar1 (%5 w/v) saf su igerisinde ¢éziinmesi i¢in 30
dk manyetik karistiric1 ile karigtirildiktan sonra tam ¢oziinme i¢in 1 gece +4°C’de
bekletilmistir. Cozeltinin yarisina %3 (w/v) oraninda gliserol eklenmis ve 30 dk. manyetik
karistirict ile karistirilmistir. Dana sonra cam tiipler icerisine koyularak calkalamali su
banyosunda protein denatiirasyonu igin 90+1°C’de 10 dk isitilarak hizlica oda 1sisina
getirilmistir. Diger yarisina ise %35 (v/w) oraninda alkalaz enzimi eklenerek iyice
karistirilmis ve cam tiipler icerisinde su banyosunda 50°C’de 8 saat hidrolize ugratilmistir.
Enzimatik hidroliz sonrasi protein ¢ozeltileri hizli sekilde oda 1sisina getirilmistir. Denatiire
edilen ¢ozeltinin yarisina %1 (v/v) oraninda mercankosk yagi eklenmis, diger yarisina da

%35 (v/v) oraninda kekik suyu eklenerek 30 dk manyetik karistiricida karigtirilmiglardir.
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Antimikrobiyal oranlar1 ¢aligmanin basinda yapilan denemelerle elde edilen filmler gorsel
olarak degerlendirilerek belirlenmistir. Daha sonra denatiire ve hidrolize protein ¢ozeltileri
5 em capindaki petri kaplarina dokiilerek 25°C’de 48 saat kurumaya birakilmistir. Kurutma
sonrasi filmler petri yilizeyinden soyularak ¢ikarilmistir. PAS proteinler ile film iiretimi akis

semasi sekil 3.1°de verilmistir.
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Gliserol ilavesi (%3 wW/v)

Vorteks
20 sn

Isil Denatiirasyon
90 +1 °C - 10 dk

PAS Cozeltisi (%5 w/v)

Manyetik Karistirici
30 dk

Depolama
1 Gece (+4 °C)

Alkalaz ilavesi (%5 v/w)

Vorteks
10 sn

Enzimatik Hidroliz
50°C+1 — 8 sa

Oda Isisina Sogutma

Mercankosk
Yag ilavesi

%1 v/v

Manyetik
Kanistirica

30 dk

Petriye Dokiim

Kurutma
25°C -48 sa

Kekik Suyu
ilavesi

%05 viv

Manyetik
Kanstirici

30 dk

Petriye Dokiim

Kurutma
25 °C - 48 sa

Sekil 3.1 Peynir alt1 suyu protein filmi tiretim akis semasi



3.2.2. Bitkisel Kaynakh Protein ile Film Uretimi

Tekstiire soya proteini (%10 w/v) saf su igerisinde ¢oziinmesi i¢in 30 dk manyetik
karistiric1 ile karistirildiktan sonra tam ¢oOziinme igin 1 gece +4°C’de bekletilmistir.
Cozeltinin yarisina %1 (w/v) oraninda gliserol eklenmis ve 30 dk. manyetik karistirict ile
karigtirllmistir. Dana sonra cam tiipler icerisine koyularak c¢alkalamali su banyosunda
protein denatiirasyonu i¢in 90+1°C’de 10 dk sitilarak hizlica oda 1sisina getirilmistir. Diger
yarisina ise %5 (v/w) oraninda alkalaz enzimi eklenerek iyice karistirilmis ve cam tiipler
icerisinde su banyosunda 50°C’de 8 saat hidrolize ugratilmistir. Enzimatik hidroliz sonrasi
cozeltiler hizli sekilde sogutulmustur. Denatiire edilen ¢ozeltinin yarisina %1 (v/v) oraninda
mercankOsk yagi eklenmis, diger yarisina da %35 (v/v) oraninda kekik suyu eklenerek 30 dk
manyetik karistiricida karistirillmislardir. Daha sonra denatiire ve hidrolize protein ¢ozeltileri
5 cm ¢apindaki petri kaplarina dokiilerek 25°C’de ve %50 ortalama nemde 48 saat kurumaya
birakilmistir. Kurutma sonrasi filmler petri yiizeyinden soyularak ¢ikarilmistir. Soya protein

filmleri akis semas1 sekil 3.2°de verilmistir.
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SOYA Cozeltisi (%10 w/v)

Manyetik Karistiricl
30 dk

Depolama
1 Gece (+4 °C)

Gliserol ilavesi (%1 wi/v) Alkalaz ilavesi (%5 v/iw)

Vorteks Vorteks
20 sn 10 sn

Isil Denatiirasyon Enzimatik Hidroliz
90 £1 °C - 10 dk 50+1 °C — 8 sa

Oda Isisina Sogutma

Mercankosk Kekik Suyu
Yagi ilavesi ilavesi

%1 v/v %05 viv

Manyetik Manyetik
Kanistiricl Kanistiricr

30 dk 30 dk

Petriye Dokiim Petriye Dokiim

Kurutma Kurutma

25 °C - 48 sa 25 °C - 48 sa

Sekil 3.2 Soya protein filmi iiretim akis semasi
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3.3. Fiziksel Analizler

3.3.1. Goriiniimiin Degerlendirilmesi

Protein ¢ozeltilerinin petri yiizeylerine dokiilerek ¢oziicii buharlastirma sonrasi
olusan yenilebilir protein filmlerin biitiinliik, esneklik, ylizeyden soyulabilme ve seffaflik/

opaklik 6zellikleri gorsel olarak degerlendirilmistir.

3.3.2. Film Kalinhg:

Film kalinligi 0.01 mm hassasiyetteki mekanik mikrometre ile 6l¢iilmiistiir. 4 um ile
25um arasinda degisen film kalinliklar1 tespit edilmistir. Her bir 6rnek film yapisina gore
1,2,3 veya 4 farkli noktadan ol¢iimler alinmistir. Yiizeyden tam soyulamayan ve kirillgan

filmler i¢in 6l¢lim alinamamustir.

3.3.3. Renk Ol¢iimii

Isil denatiirasyonun, enzimatik hidrolizin ve antimikrobiyal ilavesinin protein
filmlerin renk degisimini degerlendirmek i¢in Minolta Chromameter CR 400 kolorimetresi

(Minolta Co., Ltd., Tokyo, Japan) kullanilmistir.

Rengi 6l¢mek i¢in en yaygin kullanilan yontemlerden birisi li¢ boyutta rengi
O0lecmemizi saglayan CIE (Commission Internationale de’Eclairge, Uluslararasi Aydinlatma
Komisyonu) L*a*b* renk aralik sistemidir[20]. Renk degisimleri giin 1s18inda CIELab renk
skalas1 (L = agiklik-koyuluk, a = kirmizi-sar1 renk ve b = mavi-yesil renk) kullanilarak
belirlenmistir. Aydinlik dl¢iisii L* degerinde 0 siyah rengi tanimlarken, 100 beyazi tanimlar.
a* degerinde pozitif deger kirmiziy1 tanimlarken negatif deger yesili tanimlar. b* degerinde

ise pozitif deger sarty1 tanimlarken negatif deger maviyi tanmimlar [26, 43].

Cihaz ol¢timler oncesinde L = 97.6, a = 0.01 ve b = 1.60 renk koordinatlarinda
standart beyaz fayans ile kalibre edilmistir. Filmlerin L*, a* ve b* renk parametreleri 3 farkli
noktadan optik sensor ile Ol¢lilmiis ve ortalamalar1 alinmistir. Filmlerin renk degisimleri
(AE*) Es. 3.1, beyazlik indeksi (WI) Es. 3.2 ve sarilik indeksi (YI) Es. 3.3’e gore

hesaplanmugtir.
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AE*=[(Lo™-L")? + (a0 - a")? + (o - b")?]*2 (3.1)
WI= 100- [(100- L)%+ (&%) + (b")?]"2 (3.2)
YI= (142,86 x b") / L" (3.3)

Esitlikte yer alan Lo, 8 ve b yiizeyinde film bulunmayan bos seffaf petrilerde 6lgiilen

renk parametreleri, L, a ve b degerleri ise film 6rneklerinin renk parametreleridir.

3.4. Film Cézeltilerinin Viskozite Ol¢iimleri

Is1l denatiirasyon ve enzimatik hidroliz sonras1 antimikrobiyal madde eklenen protein
film ve kaplama ¢ozeltilerinin viskoziteleri bir rotasyonel viskometre (Brookfield DV2T) ile
spindle-5 kullanilarak dl¢tilmistiir. Milin donme hizi 20,50 ve 100 rpm’e ayarlanarak olusan
viskoz siiriiklenme, kayma geriliminin fonksiyonu olarak viskozimetrenin gostergesinden
cP olarak okunmustur. Her bir ¢ozelti 2 kez oOlglilmiistiir. Gostergede okunan degerler
goriiniir viskozite yerine kullanilmistir. Es. 3.4 ile goriiniir viskozitenin birimi Pa.s’ye

doniistiiriilmiistiir.

1000 cP=1Pa.s (3.4)

3.5. Spektroskopik ve Kromatografik Ol¢iimler

3.5.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Film formiilasyonlarina eklenen gliserol ve antimikrobiyallerin 1s1l denaturasyon ve
enzimatik hidroliz sonrasinda protein yapisina baglanmalarinin tespiti ve protein ikincil
yapisinda meydana gelen degisimleri belirlemek amacit ile FT-IR analizleri

gerceklestirilmistir.

Hazirlanan protein ¢ozelti orneklerinin FTIR spektrumlar1 Perkinelmer/Spectrum
400 (ABD) cihazi ile ATR dedektérii kullanilarak kaydedilmistir. Ornekleri okutmadan 6nce
ultra saf su ile cihazda referans alinmistir. Her 6rnek igin spektrumlar 32 tarama ile 4 cm™!

¢oziiniirliikteki 400-4000 cm™ araligindaki bolgede elde edilmistir.
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3.5.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizi

PAS film ¢ozeltilerine uygulanan 1s1l denaturasyon ve enzimatik hidroliz sonrasinda
dogal protein yapilarinda meydana gelen degisimleri gdézlemlemek amaciyla HPLC

analizleri gergeklestirilmistir.

PAS protein ornekleri, Agilent Zorbax (15 cm, 5 pm) kolonu kullanilarak analiz
edilmistir. Mobil faz olarak ¢oziicii A su i¢inde 0.1% (v/v) TFA ve ¢6ziicii B su i¢inde 20%
(v/v) metanol kullanilmistir. Eliisyon 0.8 ml/min akis hizinda, 5 dk boyunca %100 A, sonraki
5 dek %20 A, sonraki 10 dk. %40 A, sonraki 10 dk. %60 A, sonraki 10 dk. %80 A ve sonraki
10 dk %0 A seklinde lineer gradyan uygulanarak gergeklestirilmistir. Absorbanslar UV
dedektorii ile 280 nm’de izlenmis ve kromatogramlar kaydedilmistir.

3.6. Gida Uygulamasi: Kasar Peynirlerinin Kaplanmasi

Kasar peynirleri 2x2x1 cm 6lgiilerinde kesilmis ve ayn1 miktarda (50 ml) hazirlanan
protein film cozeltilerine daldirilarak 10 dk. bekletilmistir (Sekil 3.3). Daha sonra fazla
cozeltiler siiziilerek oda 1sisinda 15 dk. yiizeydeki ¢ozeltilerin kurumasi igin bekletilmistir.
Son olarak 6 cm ¢apindaki kapakli petri kaplarina konularak +4°C’de depolanmistir (Sekil
3.4). Kasar peynirlerinin kesimi kaliplarla standart 6l¢iilerde yapilamadigi ve peynir tiretimi
sirasinda olugsan hava kabarcikli yiizeyler nedeniyle homojen bir kaplama saglamak

amaciyla daldirma yontemi kullanilmistir.

Sekil 3.3 Kagsar peyniri drneklerine yenilebilir kaplama islemi
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Sekil 3.4 Kaplama 6rneklerinin depolanmasi

3.6.1. Kaplama sonrasi tekstiir 6lciimleri (Mekanik Ozelliklerin Degerlendirilmesi)

Kasar peyniri kaplama 6rneklerinin depolama siiresince tekstiir yapisini incelemek
icin Brookfield TC3 tekstiir analiz cihazi ve TA18 bashg: kullanilmigtir. Test hiz1 1 mm/s
ve basing uzaklign ise 5 mm olarak ayarlanmistir. Olciimler 4. ve 8. giinlerde

gerceklestirilmistir.

3.6.2. Mikrobiyolojik Ol¢iimler (Antimikrobiyal Aktivite Tayini)

Yenilebilir film formiilasyonlarina antimikrobiyal olarak eklenen mercankdsk yagi
ile kekik suyunun ve enzimatik hidroliz sonrasi olusan peptitlerin antimikrobiyal
etkinliklerinin belirlenmesi i¢in kiif olarak segilen Aspergillus niger (NRRL 326) kullanilmis
ve agar disk difiizyon metodu uygulanmistir. Kat1 besiyer olarak Potato Dextrose Agar
(PDA) kullanilmistir. Distile su ile hazirlanan PDA ¢ozeltisi 121+1 °C’de 15 dk steril
edildikten sonra %10°luk tartarik asit ¢ozeltisi ile pH’s1 3,5’e ayarlanmis ve yaklagik 15-20
ml petri kaplarina dokiilerek katilasmaya birakilmistir. A. niger, Nutrient Broth (NB) sivi
besiyerinde 25°C’de 4 giin inkiibe edilmistir.

Yenilebilir protein filmlerin antimikrobiyal aktivite tayini icin LSB besiyerinde
gelisen A.niger kiiltiiriinden alinan 100 pl 6rnek, drigalski spatiilii ile PDA iizerine yayma
plak yontemiyle ekilmistir. Paralel gruplar i¢in stok kiiltiirden 6ze ile alinan A.niger sporlari
PDA iizerine ¢izgi plak yontemiyle ekilmistir. 1,5 cm ¢apinda kesilen film diskleri 10 dk

UV 1s1k altinda sterilize edildikten sonra, A.niger ekili agar tizerine yerlestirilerek 25°C’de

31



48 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.5). Inkiibasyon sonrasinda antimikrobiyal

filmlerin agar tizerinde inhibisyon zonu olusturup olusturmadigi degerlendirilmistir.

Sekil 3.5. Kesilen ve agar tizerine yerlestirilen antimikrobiyal film diskleri
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Yenilebilir Filmlerin Fiziksel Parametrelerinin (Goriiniis, Renk, Kalinhk)

Degerlendirilmesi

Tez calismasinin ilk asamasinda yenilebilir protein filmler igin gerekli protein
konsantrasyon miktarlari, 1s1l denatiirasyon siireleri, gliserol miktarlari, hidroliz siireleri ve
antimikrobiyal ajan miktarlar ile ilgili denemeler yapilarak elde edilen filmler gorsel olarak

degerlendirilmis ve film ve kaplama i¢in uygun olan parametreler belirlenmistir.

4.1.1. On Denemeler

Yenilebilir protein film eldesi i¢in PAS ve soya protein ¢ozeltilerinin konsantrasyon
miktarlarini, ¢ozeltilere uygulanacak 1si1l denatiirasyon siirelerini, film formiilasyonuna
eklenecek gliserol miktarini, hidroliz siirelerini ve antimikrobiyal madde miktarim
belirlemek amaciyla bir¢ok deneme yapilmis ve i¢lerinden anlamli sonug verenler verilere
eklenmistir. Deneme sonuglarinda elde edilen yenilebilir filmler gorsel olarak
degerlendirilmistir. Cizelge 4.1’de uygun film formiislasyonunu bulmak i¢in yapilan

denemeler gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Yenilebilir film formiilasyonuna uygulanan denemeler

Denatiirasyon ) ) .| Hidroliz [ Kekik | Mercankdsk
Konsantrasyon y Gliserol | Hidroliz 1K03
. ) Suyu Yagi
90°C Gliserol

16

WQPI 5% | 10% 1s | 30dk | 10dk 3% 8s | s ]050% |[1% 3% 5% | 1% | 3% |5%
16

WPC(80)| 5% | 10% 1s | 30dk | 10dk 3% 8s | s |050% |1% |3% |5% | 1% | 3% |5%
16

WPC(35)| 5% | 10% 1s | 30dk | 10dk 3% 8s | s |050% |1% |3% |5% | 1% | 3% |5%
3 16

SOYA 5% | 10% | 20% | 1s | 30dk | 10dk | 1% | 3% |s| 8s | s | 050% | 1% | 3% | 5% | 1% | 3% [5%
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4.1.1.1 Konsantrasyon Miktari, Denatiirasyon Siiresi ve Gliserol Miktar1 Belirleme

Ik grup denemelerde denturasyon siiresi, konsantrasyon miktar1 ve gliserol miktarini

belirlemek i¢in denemeler yapilmustir.

Denatiirasyon stiresini belirlemek amaci ile 90°C’de 10 dk, 30 dk ve 1 s
denatiirasyona maruz birakilan ¢o6zeltilerin  film olusturmalart incelenmistir. 1 s
denatiirasyonda WPI'mn jellestigi (Sekil 4.1-a), diger protein ¢ozeltilerinde 30 dk
denatiirasyon siirelerinde koagulasyonlarin olustugu gozlenmistir (Sekil 4.1-b). Film yapilari

gozlendigi igin ilerleyen denemelerde ¢ozeltiler 10 dk denatiirasyona ugratilmustir.

Sekil 4.1 a) 90°C/1 s denatlirasyonda WPI’da gozlenen jellesme b) 90°C/30 dk

denatiirasyonda g6zlenen protein koagulasyonlari

Film formiilasyonunda uygun protein konsantrasyonunu belirlemek icin PAS
proteinleri %5 ve %10, soya proteini %5, %10 ve %20’lik konsantrasyon degerlerinde
denemeler yapilmistir. Sekil 4.2°de denemelerden elde edilen filmler gosterilmistir. PAS
proteinleri %5 ve %10’luk konsantrasyonlarda gorsel olarak ayni sonucu verdigi i¢in %5
konsantrasyonda ¢alisilmistir. Soya proteini ise %5’de petriye yapisan, %20°de kirilgan film
olustururken, %10’luk konsantrasyonda film benzeri yap: olustugu i¢in sonraki denemeler

icin %10’luk konsantrasyon se¢ilmistir.
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Sekil 4.2 PAS ve soya protein konsantrasyon denemeleri

Yapilan denemelerde plastiklestirici olarak kullanilacak gliserol miktar: literatiir
taramasi ile %3 (w/v) olarak eklenmis PAS proteinlerinde esnek film yapilar1 olusurken,
soya proteininde yapiskan ve kurumayan bir yap1 olustugu i¢in soya proteinine %1 (w/v)
oraninda eklenerek denenmistir. %1 (w/v) oraninda gliserol eklenen soya proteininde petri

ylizeyinden soyulabilen bir yap1 gozlemlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Soya protein filmlerde gliserol miktar1 denemeleri

Ayrica gliserol eklenmeyen 1sil denatiirasyona ugratilmis ¢ozeltiler ile yapilan

denemelerde tiim proteinler i¢in kirilgan yapilar gozlemlenmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2 Gliserollii ve gliserolsiiz denatiire protein film denemeleri

Gliserol

+

4.1.1.2 Hidroliz Denemeleri

Optimum hidroliz stirelerini belirlemek i¢in PAS proteinleri 8 ve 16 saat, soya
proteini 3, 8 ve 16 saat siirelerle hidrolize ugratilmis ve tiim protein ¢ozeltileri igin 8 saat

hidrolizin film yapisina daha olumlu etki ettigi gdzlemlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4 Protein filmlerde hidroliz siiresi denemeleri

24 saat sonrasinda film yapisi olusturan hidrolize protein ¢ozeltilerinin 48 saat
sonrasinda kirilganlastigi gozlemlendi. Kirillganlhigi engellemek amaciyla %1 ve %0,5
oranlarinda gliserol eklenerek denemeler yapilmistir. Gliserol eklenen hidrolize protein
filmlerde yapiskanligin arttig1 gozlenmis ve sonraki denemelerde protein ¢ozeltileri gliserol
eklenmeden hidrolize ugratilmistir. Hidrolize WPI ve WPC(80)’in kirilganliklari

engellenemedigi i¢in yenilebilir film eldesi i¢in uygun olmadigina karar verilmistir.
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4.1.1.3 Antimikrobiyal Miktarmin Film Yapisina Etkisini izleme Denemeleri

Protein film ¢ozeltilerine antimikrobiyal etki saglamak amaciyla eklenen kekik suyu
ile mercankdsk miktarlarini belirlemek amaciyla WPC(80) ile ¢alisilmistir. Kekik suyu %3
ve %5 oranlarinda, mercankosk yagi ise %1, %3 ve %5 oranlarinda WPC(80) ¢ozeltisine
eklenerek denemeler yapilmistir. %3 ve %5 oranlarinda kekik suyu eklenen protein filmde
fark gozlenmedigi i¢cin antimikrobiyal etki i¢in %5’°lik oranla ¢alismalara devam edilmistir.
%3 ve %5 oranlarinda mercankdsk yagi eklenen protein filmde kirilganlik arttigi ve film
yapisinda doku bozulmasi, bulaniklik olustugu i¢in sonraki g¢alismalarda %1°lik oran

kullanilmustir (Sekil 4.5).

%S Mercankosk

o X
%1 Mercankisk Yag: 753 Mercankésk

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda mercankdgsk yagi ilavesinin film goériinlimiine etkisi

4.1.2. On Denemelerde Basarih Bulunan Film Formiilasyonlar

On denemeler sonucu kasar peyniri kaplama uygulamasina ve yenilebilir film

eldesine en uygun film formiilasyonlar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Cizelge 4.3 Film ve kaplama i¢in uygun bulunan formiilasyonlar

Konsantrasyon Denatiirasyon Gliserol | Hidroliz Péeki . Mercankosk
90°C uyu
WPI 5% 10 dk 3% 8h 5% 1%
WPC(80) 5% 10 dk 3% 8h 5% 1%
WPC(35) 5% 10 dk 3% 8h 5% 1%
SOYA 10% 10 dk 1% 8 h 5% 1%

Optimize edilen ve analizleri yapilan protein film ¢ozeltilerinin kurutma sonrasi

gorselleri Cizelge 4.4’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.4 Elde edilen yenilebilir film gorselleri

WPI WPC(80)

Den+G

Den+G+MK

Den+G+KS

Hid

Hid+MK

Hid+KS

Kontrol

Is1l denatiirasyona ugratilarak mercankdsk yagi ve kekik suyu eklenen tiim WPI ve
WPC(80) filmler seffaf, esnek ve homojen yapida olmustur. Bu filmlerin yiizeyi gézeneksiz
ve piiriizsiizdii. Hidrolize ugratilan ve kekik suyu eklenen WPI ve WPC(80) filmler benzer
yap1 gosteriyordu ve ¢ok kirilgandi. Mercankosk eklenen hidrolize WPI ve WPC(80)

filmlerde ise asir1 ¢atlaklik gézlemlendi. Denature edilerek antimikrobiyal ajan eklenen
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WPC(35) filmlerde film yapisinin olustugu ancak petri yiizeyine yapiskanligin fazla oldugu
goriildii ve ylizeyden soyulamadi. Hidrolize WPC(35) filmlerde denature filmlere gére daha
fazla film yapisi olustugu, yiizey yapiskanliginin yine fazla oldugu fakat denature WPC(35)
filmlere gore biraz daha yiizeyden kolay soyuldugu gézlemlendi. WPC(35)’in diisiik protein
orani sayesinde, hidroliz sonrasi olusan peptitlerin film yapisi i¢in gerekli agregalari yeterli
sekilde olusturabildigi goriilmiistiir. Denatiirasyona ugratilan tim soya filmlerde asiri
yapiskanlik vardi ve film yapisi gozlenmedi. Hidrolize soya filmlerde ise ylizeye
yapiskanligin fazla oldugu, uzayan bir film yapisi1 olusturduklar tespit edildi. Soya protein
tozu igerisinde yer alan protein dist maddelerin bu yapiskanlifa sebep oldugu
diistiniilmektedir. Higbir muameleye ugratilmayan ve gliserol, antimikrobiyal ajan

eklenmeyen tiim kontrol filmlerde film yapisi olusmayan asir1 kirilgan yap1 goriildii.

Tim protein c¢ozeltilerinin gorsel degerlendirmesi sonrast 1sil denatiirasyona
ugratilan WPI ve WPC(80) filmlerin dogrudan gidaya uygulanabilecegi, WPC(35) ve Soya
protein ¢ozeltilerinin ise hidroliz sonrasinda kaplama yontemiyle gidaya uygulanmasinin

daha uygun oldugu tespit edilmistir.

4.1.3. Film Kalinliklarinin Degerlendirilmesi

Yenilebilir protein filmlerin morfolojisini, opakligini, mekanik ve bariyer
ozelliklerini etkiledigi i¢in kaplama kalinlig1 6nemli bir parametredir. Ancak film kalinlig
Olctimii daldirma yapilarak uygulanan kaplamalarda dogrudan kaplama kalinligim
yansitmamaktadir. Kaplama kalinliklar1 uygulanan ¢ozeltinin  viskozite ve yiizey
gerilimlerine bagl olarak degismektedir. Hidrofilik yapidaki PAS ve soya protein
filmlerinde film kalinlig1 su buhar1 gegirgenligini etkilemektedir. Yapilan bir ¢alismada su
ve filmler arasinda olusan baglar sonucu filmler sismekte ve bunun sonucu degisen film
yapilar1 olusmaktadir [49] . Tim protein filmlerde kontrollii film kalinlig1 elde edebilmek
icin en yaygin olan belirli bir yiizeye sabit hacim uygulamasi yapilmis ve ¢ozeltiler ayni
miktarlarda (5 ml) ve ayni cap genisliginde (6 cm) petri ylizeylerine dokiim yapilmistir.
Protein film ¢ozeltileri ayni yiizey lizerine ayni hacimde dokiildiigiinde, film kalinligindaki
farkliliklar bilesenlerin etkilesimine ve kurutma sirasinda film yapisinin olusumuna
baglidir[50]. Debeaufort & Voilley (1995) yaptiklart bir ¢alismada dokiim yapilan ¢ozelti
kalinliginin, kurutma kinetigini etkileyerek film yapisinda farkliliklara neden olabilecegini

gozlemlemistir [51] .
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Isil denatiirasyona ugratilan WPC(35) ve soya protein filmlerde, hidrolize edilen ve
hidrolize edilerek kekik suyu eklenen soya proteininde filmlerin petri yilizeyinden
soyulamamasi nedeniyle 6l¢lim alinamamuistir. Petri yiizeyinden soyulabilen film kalinliklar
oOlgiildiigiinde antimikrobiyal eklenmesinin film kalinligina 6nemli bir etki yapmadig:

goriilmistiir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Kurutma sonrasi elde edilen film kalinliklar1

FILM KALINLIGI
nm
Den+%3 gly 16,73+1,39
Den+%3 gly+%]1 mercankdsk 15,08+2,03
Den+%3 gly+%?5 kekik suyu 13,13£1,35
% Hidroliz 9,25+1,06
Hid+%1 mercankosk 13,03+1,18
Hid+%5 kekik suyu 8,13+1,14
Kontrol 13,40+5,82
Den+%3 gly 11,1842,14
Den+%3 gly+%1 mercankosk 12,51£2,82
g Den+%3 gly+%?5 kekik suyu 12,43£2,15
O | Hidroliz 8,83+0,84
= Hid+%1 mercankosk 24,65+4,13
Hid+%5 kekik suyu 7,29+1,19
Kontrol 10,65+5,98
Den+%3 gly O/A
Den+%3 gly+%1 mercankosk O/A
o | Den+%3 gly+%5 kekik suyu O/A
? Hidroliz 6,75+0,35
= Hid+%]1 mercankdsk 6,65+0,64
Hid+%5 kekik suyu 9,40+2,95
Kontrol 7,30+0,73
Den+%1 gly O/A
Den+%]1 gly+%]1 mercankdsk O/A
< Den+%1 gly+%5 kekik suyu O/A
é Hidroliz O/A
Hid+%1 mercankosk 9,00+3,54
Hid+%5 kekik suyu O/A
Kontrol 4,23+1,25
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Bu bulgular daha 6nce yapilan ¢alismalarla benzerlik gostermektedir [47, 48]. WPI
ve WPC(80) film kalinliklar1 ile kontrol ve gliserol eklenen filmlerin kalinliklar:
karsilastirildiginda gliserol eklenen filmlerin kalmligimin arttigi gézlemlenmistir. Bunun
gliseroliin plastiklestirici etkisi sirasinda peptid baglar1 arasina girerek protein yapisinda

olusturdugu serbest hacimden kaynaklandig: diisiiniillmektedir [7].

4.1.4. Renk Olciimlerinin Degerlendirilmesi

Yenilebilir filmlerin rengi, kalitelerini degerlendirmede 6nemli bir faktor olarak
kabul edilmektedir. Film renklerinin, pH degeri, ¢apraz baglanma derecesi, plastiklestirici
icerigi ve iiretim asamasinda uygulanan 1s1l iglem, hidroliz gibi ¢esitli faktorlerden biiyiik
olglide etkilendigi belirtilmektedir. Protein bazli filmlerin rengi diger uygulanan iretim
islemlerinden ziyade amino asitlerin ve proteinlerin tipi ve konsantrasyonu ile daha fazla
degismektedir [1].

Protein filmlerin renk bilesenleri (L*, a* ve b*), renk degisimleri (AE*), beyazlik

indeksi (WI) ve sarilik indeksi (Y1) igin ortalama degerler Cizelge 4.6’da gosterilmistir.
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Cizelge 4.6 Kurutma sonrasi elde edilen filmlerin renk degerleri

FiLM RENGI

L* a* b* AE* Wi Y

Den+G 69,13+0,11 0,66£0,09 | 0,46+0,74 | 16,37+0,76 | 69,12 0,94
Den+G+MK | 6825+0,04 | 0,64£0,00 | -0,03£0,16 | 15,50+0,16 | 68,24 | -0,06
Den+G+KS | 66,37+0,06 | 0,51+0,01 0,10+0,02 | 13,61+0,07 | 66,36 0,20

% Hid 68,36£0,57 | 0,58+0,26 | 0,55+0,29 | 15,60+0,69 | 68,35 1,14
Hid+MK 64,03£0,86 | 0,49+0,12 | 0,64+0,01 | 11,27+0,87 | 64,02 1,43
Hid+KS 68,09+0,03 0,63+0,15 0,68+0,04 | 15,33+0,16 | 68,08 1,42
Kontrol 67,42+0,13 0,76£0,12 | 0,12+0,18 | 14,66+0,25 | 67,41 0,24
Den+G 66,02+0,05 0,29+0,01 1,56+0,11 | 13,3140,12 | 65,98 3,38
Den+G+MK | 67,33+1,24 | 0,40+0,12 1,56+0,40 | 14,61+1,31 | 67,29 3,30
§ Den+G+KS | 64,1240,59 | -0,04+0,16 | 2,45+0,42 | 11,57+0,75 | 64,04 | 5,46
E)_’ Hid 67,76+0,06 | -1,48+0,74 | 6,13+1,13 | 16,20+1,35 | 67,14 | 12,92
= | Hid+MK 63,88+1,12 | -1,39+0,93 | 6,13£1,92 | 12,68+2,41 | 63,34 | 13,71
Hid+KS 68,07+0,20 | -4,40+1,30 | 10,74+2,36 | 19,16+2,70 | 66,03 | 22,54
Kontrol 66,44+0,16 | 0,29+0,17 | 2,70+0,26 | 13,87+0,35 | 66,33 5,81
Den+G 61,34+0,71 0,17+0,01 3,65£0,09 | 9,2240,72 | 61,19 8,49
Den+G+MK | 60,83+0,12 | 0,44+0,10 | 3,03£0,01 | 849+0,16 | 60,71 7,10
& | Den+G+KS | 62,77+0,53 | -1,11+0,87 | 4,94+0,89 | 11,13+1,35 | 62,42 | 11,24
§ Hid 63,30£0,32 | 0,22+0,05 2,93+0,60 | 10,86+0,68 | 63,19 6,60
= | Hid+MK 63,9140,20 | -2,76+0,50 | 7,07£0,82 | 13,43+0,98 | 63,12 | 15,80
Hid+KS 62,4240,26 | -1,91+0,01 | 7,29+0,06 | 12,14+0,26 | 61,67 | 16,68
Kontrol 66,572,18 | -0,04+0,56 | 4,35+0,62 | 14,38+2,33 | 66,29 9,34
DenG 64,1140,34 | -3,00+1,17 | 11,2142,52 | 16,1042,80 | 62,28 | 24,97
Den+G+MK | 64,94+0,03 0,13+0,16 | 3,84+0,08 | 12,67+0,18 | 64,73 8,44

- Den+G+KS | 64,62+0,71 | -3,50£2,29 | 12,37+,5,00 | 17,36+5,54 | 62,36 | 27,34
6‘ Hid 63,63+1,43 -1,77+0,78 8,50+2,75 13,77+3,20 62,61 19,07
“ 1 Hid+MK 64,16+0,59 | -4,61+0,42 | 14,70+1,82 | 19,03+1,96 | 60,99 | 32,73
Hid+KS 58,96+0,24 | -4,24+0,00 | 19,46+1,24 | 20,64+1,26 | 54,38 | 47,14
Kontrol 62,9140,72 | -4,5240,16 | 17,16£0,06 | 20,2740,74 | 58,88 | 38,97
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Aydmhk (L*) degerleri WPI filmler i¢in 64,03+0,86 ve 69,13+0,11 arasinda,
WPC(80) filmler i¢in 63,88+1,12 ve 68,07+0,20 arasinda, WPC(35) filmler i¢in 60,83+0,12
ve 66,57+2,18 ve soya filmler i¢in 58,96+0,24 ve 64,94+0,03 arasinda bulunmustur.
Kirmizilik-yesillik (a*) degerlerinin WPI i¢in 0,49+0,12 ve 0,76+0,12 arasinda, WPC(80)
icin -4,40+1,30 ve 0,40+0,12 arasinda, WPC(35) i¢in -2,76+0,50 ve 0,44+0,10 arasinda ve
soya filmler igin -4,61+0,42 ve 0,13+0,16 arasinda oldugu tespit edilmistir. Sarilik-mavilik
(b*) degerlerine bakildiginda WPI igin -0,03+0,16 ve 0,68+0,04, WPC(80) i¢in 1,56+0,11
ve 10,74+2,36, WPC(35) igin 2,9340,60 ve 7,29+0,06 ve soya igin 3,84+0,08 ve 19,46+1,24

araliklarinda oldugu goriilmektedir.

Filmlerin renk degisimlerine (AE*) bakildiginda ¢o6zelti grubu olarak
degerlendirdigimizde en fazla renk degisiminin soya filmlerde oldugu, bunu WPC(80)
filmlerin izledigi goriilmektedir. En az renk degisimleri WPC(35) ¢ozelti filmlerinde
gbzlemlenmistir. Tek ¢ozelti bazinda renk degisimlerine bakildiginda en fazla degisim kekik

suyu eklenmis hidrolize soya filmde iken, en az degisim mercankosk yagi eklenmis denature
WPC(35) filmde goriilmistiir (Sekil 4.6).

Renk Degisimleri
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Sekil 4.6 Elde edilen yenilebilir protein filmlerin renk degisimleri

Elde edilen yenilebilir filmlerin 151k kaynagina gore farkli gdriinmelerinin bir
derecelendirmesi olan beyazlik indekslerine (WI) bakildiginda aralarinda ¢ok belirgin
farklar goriilmemistir. Grup bazinda degerlendirmelerde WPI ve WPC(80) filmler ¢ok yakin

degerlerde iken soya grubu en diisiik degerleri vermistir. Filmler igerisinde en farkli deger
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veren en diisiik beyazlik indeksine (54,39) sahip kekik suyu eklenmis hidrolize soya filmi
olmustur (Sekil 4.7).

20 Beyazlik indeksi
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Kontrol

Den+G+MK
DenG
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Hid+KS
Kontrol
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Sekil 4.7 Elde edilen yenilebilir protein filmlerin beyazlik indeksleri

Protein filmlerin, bir hedef rengin renksizlik ya da tercih edilen beyazliktan sariliga
kadarki sapma derecesini gosteren sarilik indeksleri (YI) degerlendirildiginde WPI grubu
filmlerin beyaza ¢ok yakin oldugu ve neredeyse hi¢ sarilik degeri gostermedigi tespit
edilmistir. Diger 3 ¢0zelti grubu filmlerin sarilik indekslerine bakildiginda WPC(80)
grubunun en az degerleri gosterirken, WPC(35) grubu filmlerin az farkla WPC(80) grubuna
yakin degerler gosterdigi, en ¢ok sarilik degerlerinin ise soya grubunda oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.8). WPC(80) bazli filmler WPI bazli filmler ile karsilastirildiginda daha fazla sarilik
gostermesinin sebebi WPC(80) ‘de bulunan yag ve fosfolipit bilesikleri olabilir. Bu sonug
Ramos ve ark. (2013) yaptigi ¢alisma ile benzerlik gostermektedir [54].
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Sarilik Indeksi
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Sekil 4.8 Elde edilen yenilebilir protein filmlerin sarilik indeksleri

Petri yiizeyinden kolaylikla ayrilan denature WPI ve WPC(80) filmlerin petri
ylizeyine bakan tarafi parlakken, disar1 ¢evreye bakan tarafi mat goriinimdeydi. Bunun

kurutma sirasinda ¢ozeltide olusan bir faz ayrilmasindan kaynaklandigi diisiintilmektedir.

4.2. Film Cézeltilerinin Viskozite Ol¢iimlerinin Degerlendirilmesi

Yenilebilir film ¢ozeltilerinde viskozite film kalmhigimi etkiledigi i¢in 6nemli bir

faktordiir. Yiiksek viskozite daldirma metodunda gida ile temasi artirdigi igin istenilen bir
ozelliktir [6, 24].

Tiim yenilebilir film ¢ozeltileri i¢in goriiniir viskozite-hiz grafikleri incelendiginde
benzer akis davranisi gozlenmistir. Elde edilen akis egrilerinin sekli, artan donme hiz1 ile
diizenli azalan viskoziteye bagli olarak kayma inceltici davranis sergiledi. Zayif agregasyon
dispersiyon sistemlerine 0zgii bu davranis, protein c¢ozeltilerinin psodoplastik sivi
ozelliginde oldugunu gostermistir [5, 51]. Donme hizina karsi viskozite grafiklerinde
regresyon katsayilar1 (R?) hesaplanarak ¢izelge 4.8’de verilmistir. Bu degerlerin 1’e yakin
olmasi ¢ozelti viskozitelerinin donme hiziyla diizenli bir azalis gosterdigini ispatlamaktadir.
Ayrica, psodoplastik benzeri akiskanlar ¢cok yiiksek hizlarda Newtonian davranis gosterir.

Sekil 4.9’da verilen hiz-goriinlir viskozite korelasyon grafiklerinde bu davranis

goriilmektedir.
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Sekil 4.9 Protein film ¢ozeltilerine ait artan donme hiziyla degisen viskozite grafikler
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Cozelti gruplar igerisinde bireysel parti ¢ozeltileri incelendiginde WPI grubunda en
fazla ayrim gbze carpmaktadir. Bunun sebebi protein oraninin yiiksek olusu ve

agregasyonun daha fazla gerceklesmesi olabilir.

Sekil 4.10°da verilen grafik degerlendirildiginde, genel olarak WPI, WPC(80) ve
soya ¢ozeltilerinde enzimatik hidrolize ugratilanlarin viskozitesi artarken WPC(35)
cozeltisinde azaldigr goriilmiistir. Bunun sebebi WPI, WPC(80) ve soya c¢ozeltilerinin
yiiksek protein oranlari nedeniyle polimerlesmenin daha fazla olmasi olabilir. WPC(35)
protein c¢ozeltilerinin diisiik viskoziteye sahip olmasi ise hidroliz sonrast molekiiler
agirliktaki azalma ve zayif polimerlesme olabilir. Yiiksek molekiiler agirlik ¢ozeltinin

viskozite degerini artirmaktadir [56].

Sekil 4.10’da verilen viskozite grafiginde denature protein ¢ozeltilerinde genel olarak
viskozitede azalma goriilmektedir. Bunun sebebi denature cozeltilere eklenen gliserol
olabilir. TUPAC konseyi, plastiklestiricileri “esnekligini, islenebilirligini arttirmak igin bir
malzemeye dahil edilmis madde” olarak tanimlamistir. Bu maddeler bir polimerin sertligi,

yogunlugu ve viskozitesini azaltir [13].

WPI ve WPC(80) protein ¢ozeltilerinde mercankdsk yagmin viskoziteyi azalttigi
goriilmektedir. Literatiirde esansiyel yag eklenen film ¢ozeltileri ile ilgili benzer bulgular
yer almaktadir [56, 57]

Kaplama c¢ozeltilerinde yiiksek viskozite tercih edilirken, yenilebilir filmlerin
yapiminda yiiksek viskoziteler elverissizdir. Clinkii ¢ozeltiyi dagitmak ve kurutma sirasinda
filmlerde diizensizliklere neden olan hava kabarciklarini ortadan kaldirmak daha zordur.
Dolayisiyla denature ¢ozeltilerin film yapimi, hidrolize ¢6zeltilerin kaplama i¢in kullanimi

uygun olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.10 20, 50 ve 100 rpm doniis hizlarinda protein film ¢ozeltileri viskozite degerleri
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4.3. Spektroskopik ve Kromatografik Olciimlerin Degerlendirilmesi

4.3.1 FT-IR Analizi

Kizilotesi (IR) spektroskopisi, polipeptitlerin ve proteinlerin ikincil yapisinin analizi
icin kullanilan en eski tekniklerden birisidir. Kat1, s1vi ve gaz gibi farkli maddelerin yapisal
analizi i¢in kullanilan FTIR yonteminde, kizilotesi i1sinlar numuneden gegirilirken bu
isinlarin bir kism1 madde tarafindan emilir, bir kismu iletilir. Elde edilen spektrum ile analiz

edilen maddenin molekiiler yapisi hakkinda bilgi edinilebilmektedir[54, 55].

Proteinlerin ve polipeptitlerin kizilotesi spektrumlarinda bulunan karakteristik
bantlar arasinda Amid I, Amid I ve Amid III bulunur. Bunlar amino asitleri baglayan peptit
baglarmdan (—CONH—) kaynaklanir [60]. Amid | 1700-1600 cm ~*, amid 11 1575-1400 cm
~1ve amid 111 1300-1220 cm ~ * dalga boyu araliklarinda gériiliir [27]. Amid I bantlar1 esas
olarak C=0 gerilmesinden, amid II bantlar1t N—H biikiilme ve C—H gerdirme titresimlerinden

ve amid III bantlar1 C—N gerdirme ve C=0O biikiilme titresimlerinden kaynaklanir [28, 55].

Bu bantlarin pozisyonlari protein ikincil yapilart hakkinda bilgi verir[61].
Proteinlerin ikincil yapilarinin analizinde genellikle amid I bandi kullanilmaktadir. Ciinkii
amid I bandi polipeptidlerin en yogun absorbsiyon bdlgesidir [62]. Amid | bantlari
genellikle 1640-1600 cm™ arasinda B-yaprak, 1650-1640 cm™ arasinda rastgele, 1660-1650
cm* arasinda o-sarmal ve 1700-1660 cm™ arasinda B-déniis ikincil yapilarini belirtmektedir
[63]. Literatiirde yer alan peynir alt1 suyu proteinlerinin tespit edildigi kizil6tesi bolgeleri ve

ikincil yapilari gizelge 4.7’de verilmistir.
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Cizelge 4.7 FTIR titresim bolgelerine ait referans literatiir ¢izelgesi [64]

Protein Dalga Amide Protein Yapisi Referanslar
boyu, cm* Bolge
1688-1698 Amide | | B- yaprak Kong ve Yu, 2007
1667-1687 gﬁf'”oo B- kivrim Kong ve Yu, 2007
1660-1670 310 sarmal Jackson ve Mantasch, 1995
1646-1658 a-sarmal/rasgele | Jackson ve Mantasch, 1995;
Kong ve Yu, 2007
1620-1642 - yaprak Jackson ve Mantasch, 1995;
Kong ve Yu, 2007
1610-1628 Birlesim bolgesi | Jackson ve Mantasch, 1995
1545-1551 Amide 1l | a-sarmal Ambrose and Elliott, 1951;
o-La (1520-1560 Jackson ve Mantasch, 1995
1521-1525 | cm™) B- yaprak Ambrose ve Elliott, 1951;
Jackson ve Mantasch, 1995
1260-1315 Amide Il | a-sarmal Anderle ve Mendelsohn, 1987
1245-1270 | (1220-1330 "ga i)y halka Anderle ve Mendelsohn,
cm-1) 1987;
1220-1250 B- yaprak Anderle ve Mendelsohn,
1987;
B-Lg 1630 Amide | [B-yaprak Lee ve ark. 2007
1643 - yaprak Lee ve ark. 2007
1694 - yaprak Lee ve ark. 2007
1656 a- sarmal Lee ve ark. 2007
1663 a- sarmal Lee ve ark. 2007
1673 a -sarmal Lee ve ark. 2007
1681 a -sarmal Lee ve ark. 2007
Serum | 1658 Amide | a-sarmal Baello, Pancoska, &
albumin | 1638-1688 | (1600-1700) | B- yaprak Keiderling, 2000; Bramanti &
1675 Déniim noktas: | Benedetti, 1996; Kato,
Matsui, & Tanaka, 1987,
1044 Farkli yapt Peters, 1985; Reed, Feldhoff,
Clute, & Peters, 1975);
Gorinstein ve ark. (2002)

Yenilebilir protein film ¢ozeltilerine eklenen gliserol, alkalaz, mercankosk yagi ve

kekik suyu i¢in FTIR analizleri Ek-1’de verilmistir. WPI, WPC(80), WPC(35) ve soya

protein  ¢ozeltilerine 1s1l  islem, enzimatik hidroliz uygulamasi, gliserol ve
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antimikrobiyallerin eklenmesi sonrasi protein yapilarinda meydana gelen degisimler FTIR

ile izlendi. FTIR analiz bulgular1 asagida verilmistir.

4.3.1.1 Kontrol Protein Cozeltilerine Ait FT-IR Sonugclar:

Herhangi bir 1s1l denatiirasyon, enzimatik hidroliz gibi islemlerden ge¢memis ve

gliserol, antimikrobiyal maddeler eklenmeyen saf protein ¢ozelti orneklerine ait FTIR

spektrumu sekil 4.11°de verilmistir.

Kontrol Protein Cozeltileri

0,010

0,006

Absorbans

0,002

-0,002
1280 1330 1380 1430 1480 1530 1580 1630 1680 1730 1780

Dalga Boyu (cm)

WPI WPC(80) WPC(35) SOYA

Sekil 4.11 Kontrol protein ¢ozeltilerine ait FTIR spektrumlari

Bu protein 6rneklerinin Amid I ve Amid II titresim bandlarinda pik gézlemlenen

dalga boylar1 ¢izelge 4.8”deki gibidir.
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Cizelge 4.8 Kontrol protein ¢ozeltileri FTIR pik noktalari

WPI WPC(80) WPC(35) SOYA
AMID 1 1635 1635 1636 1637
AMID 11 1547 1548 1559 1559

Her dort proteinin Amid I bdlgesinde verdikleri pikler proteinlerin yapilarinda

titresimlerden kaynaklanmaktadir [65].

bulunan C=0O gerilme titresimlerinden, Amid II bolgesindeki pikler C—N gerilme ve N—H
biikiilme titresimlerinden ve Amid III bolgesindeki pikler C—N, N—H diizlemindeki

Beklenildigi gibi protein oranindaki fazlaliktan dolayi serbest amino asitlerden

Kontrol protein ¢ozeltilerinin FTIR analizlerinde ikincil yapilarin pik verdigi dalga

baglar pik yogunluklarini azaltt1.

sarmal ve B-doniis yapilarin daha fazla bulundugu goriilmektedir.

Cizelge 4.9 Kontrol protein ¢ozeltileri ikincil yapt FTIR pik noktalar

WPI WPC(80) | WPC(35) SOYA
1630 1630 1636 1637
1619 1630 1630
P-yaprak 1618 1618
1611 1611
random 1648 1646 1646 1646
1657 1652 1659 1659
a-sarmal
1654 1655
1690 1696 1700 1697
1683 1696 1686
B-dontis 1686 1679
1675 1671
1670

kaynaklanan en yogun pikleri WPI ¢ozeltisi ve sonrasinda WPC(80) verdi. WPC(35) ve

soyanin protein oranlarinin diisiik olmas1 ve yapilarinda bulunan diger bilesenlerle olusan

boylar1 ¢izelge 4.9’da verilmistir. Buna gére WPC(35) ve soya proteinlerinde -yaprak, o-
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4.3.1.2 WPI Cézelti Orneklerine Ait FT-IR Sonuclar

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak gliserol ve antimikrobiyal

madde eklenen WPI ¢ozelti 6rneklerine ait FTIR spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir.

WPI

0,014

0,012

0,010

0,008

0,006

Absorbans

0,004

0,002

0,000

-0,002
1280 1330 1380 1430 1480 1530 1580 1630 1680 1730 1780

Dalga Boyu (cm™)

Hid+KS Kontrol

Hid+MK

Den+G+KS Hid

Den+G Den+G+MK

Sekil 4.12 WPI ¢ozeltilerine ait FTIR spektrumlari

Bu protein 6rneklerinin Amid I ve Amid II titresim bandlarinda pik gézlemlenen

dalga boylar1 Cizelge 4.10’daki gibidir.

Cizelge 4.10 WPI ¢ozeltileri FTIR pik noktalar1

WPI Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
AMID I 1636 1637 1638 1641 1641 1641
AMID IT 1547 1545 1547 1562 1551 1562

Cozeltiler gliserol eklenerek denature edildiginde spektral bolgede pik
yogunluklarinda azalma goriilmektedir. Bu azalma protein molekiillerinde hidrojen
baglarinin artarak serbest —OH gruplarinin azalmasi olabilir. Gliserollii denature WPI

filmlerinin bu kararli polimer yapisi ile suda ¢oziiniirliigii de azalabilir [54]. Mercankosk
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yag1 ve kekik suyu eklenen ¢ozeltilerde Amid II bolgesinde fark goriilmezken Amid I
bolgesinde pik yogunluklarinda diisiis goriilmektedir. Mercankdsk yaginin  pik
yogunlugunun daha diisiik olmasi proteinin fonksiyonel gruplar ile daha fazla etkilesime
girdigini gostermektedir. Proteinde hidrofilik olan —OH, NH2 gibi fonksiyonel gruplarin

esansiyel yag ile kaplanmasiyla protein filmde su gegirgenligi azalabilir [66] .

Enzimatik hidrolize ugratilan WPI c¢ozeltilerine bakildiginda Amid I bandinda
denature ve islem gérmeyen ¢ozeltilere gore daha zayif pikler verdi. Tarhan ve ark. (2014)
yaptiklar bir ¢alismada PAS protein hidrolizi sonrasi benzer sonuglari elde ettiler [67]. Amid
II bandinda hidroliz gruplariin en yogun pikleri verdigi goriilmektedir. Bu sonug¢ hidroliz
sonrast aciga ¢ikan fonksiyonel gruplarda C—N gerilme ve N—H biikiilme titresimlerinin
arttigin1 gostermektedir. Ayrica saf protein ve denature proteinlere gore daha yiiksek dalga
boylarinda pik verdikleri i¢in serbest —OH gruplarinda artis oldugu soOylenebilir.
Mercankosk yagi ve kekik suyu hidrolize ¢ozeltilerde denature gozeltilerle aymi etkiyi

gostermistir.

WPI ¢ozeltilerine ait FTIR analizlerinde ikincil yapilarin pik verdigi dalga boylari
Cizelge 4.11°de verilmistir. Isil denatiirasyona ugratilan ¢ozeltilerde mercankosk yagi
eklenmesi B-yaprak ve B-doniis yapilari artirirken random yapilar olusturmustur. Enzimatik
hidrolize ugratilan WPI ¢o6zeltilerde meydana gelen yeni peptitler B-yaprak, random, a-

sarmal ve B-doniis yapilarda artisa sebep olmustur.

Cizelge 4.11 WPI ¢ozeltileri ikincil yap1 FTIR pik noktalar1

WPI Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
1636 1636 1628 1635 1635 1635
1629 1632 1618 1630 1630 1630
B-yaprak 1616 1623 1623 1623
1619 1619 1619
1612 1612 1612
q 1647 1647 1647 1646
random 1642 1642 1642 1642
1657 1657 1655 1659 1658 1658
a-sarmal 1655 1655 1655
1653 1653 1653
1695 1697 1667 1700 1700 1700
doni 1684 1693 1696 1696 1696
B-doniis 1684 1687 1687 1686
1671 1676 1676 1676
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4.3.1.3. WPC(80) Cozelti Orneklerine Ait FT-IR Sonuclari

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak gliserol ve antimikrobiyal

madde eklenen WPC(80) ¢ozelti orneklerine ait FTIR spektrumu sekil 4.13’de verilmistir.

WPC(80)

0,010

0,008

0,006

0,004

Absorbans

0,002

0,000

-0,002
1280 1330 1380 1430 1480 1530 1580 1630 1680 1730 1780

Dalga Boyu (cm™)

Hid+MK Hid+KS Kontrol

Den+G+KS Hid

Den+G Den+G+MK

Sekil 4.13 WPC(80) gozeltilerine ait FTIR spektrumlari

Bu protein 6rneklerinin Amid I ve Amid II titresim bandlarinda pik gézlemlenen

dalga boylar1 Cizelge 4.12°deki gibidir.

Cizelge 4.12 WPC(80) gozeltileri FTIR pik noktalar1

WPC(80) | Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
AMID I 1634 1635 1635 1640 1640 1635
AMID IT 1548 1547 1548 1549 1549 1549

Cozeltiler gliserol eklenerek denature edildiginde pik yogunluklarinda azalmayla
birlikte WPI ¢ozeltilerine benzer sonug goriilmektedir. Mercankdsk yagi ve kekik suyu
eklenen denature ¢ozeltilerin bant yogunluklarinda herhangi bir degisim olmadigi igin

antimikrobiyal maddeler ile WPC(80) arasinda etkilesim olmadigi sdylenebilir.

58



Enzimatik hidrolize ugratilan WPC(80) ¢ozeltilerinden mercankosk yagi eklenen
haricindekiler Amid I bandinda denature ¢ozeltiler ile ayni pikleri verdi. Amid II bandinda
ise WPI ile benzer olarak hidroliz gruplarinin en yogun pikleri verdigi goriilmektedir.
Hidrolize ¢ozeltiye eklenen kekik suyu pik yogunlugunu etkilemezken, mercankdsk yagi pik
yogunluklarinda diisiise sebep oldugu i¢in hidrolize proteinlerle sadece mercankdsk yaginin

capraz baglandig1 sOylenebilir.

WPC(80) ¢ozeltilerine ait FTIR analizlerinde ikincil yapilarin pik verdigi dalga
boylar1 Cizelge 4.13’de verilmistir. Enzimatik hidrolize ugratilan WPC(80) ¢ozeltilerde B-
yaprak tabakalar artarken diger ikincil yapilarda degisiklik olmamustir.

Cizelge 4.13 WPC(80) ¢ozeltileri ikincil yap1 FTIR pik noktalari

WPC(80) | Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
1635 1635 1635 1635 1635 1635
1631 1631 1631 1630 1630 1630
B-yaprak 1618 1623 1623 1623 1623 1623
1618 1618 1618 1618 1618
1611 1611 1611
random 1646 1646 1646 1646 1646 1646
1658 1653 1652 1659 1659 1659
o-sarmal
1652 1653 1653 1653
1696 1696 1696 1696 1696 1696
o 1683 1684 1683 1685 1685 1685
B-dontis
1668 1669 1675 1675 1675 1675
1669

4.3.1.4. WPC(35) Cézelti Orneklerine Ait FT-IR Sonuclar

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak gliserol ve antimikrobiyal

madde eklenen WPC(35) ¢ozelti drneklerine ait FTIR spektrumu sekil 4.14°de verilmistir.
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Sekil 4.14 WPC(35) protein ¢ozeltilerine ait FTIR spektrumlari

Bu protein 6rneklerinin Amid I ve Amid II titresim bandlarinda pik gézlemlenen

dalga boylar1 Cizelge 4.14°deki gibidir.

Cizelge 4.14 WPC(35) protein ¢ozeltileri FTIR pik noktalar1

WPC(35) | Den+G Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
AMID I 1645 1651 1645 1637 1653 1636
AMID IT 1558 1548 1558 1565 1559 1565

WPI ve WPC(80) ¢ozeltileri gibi WPC(35) PAS protein ¢ozeltilerinde de gliserol
eklenerek denature edildiginde pik yogunluklarinda azalma goriilmistir. Kekik suyu
eklenen denature ¢ozeltisin bant yogunlugunda herhangi bir degisim olmazken, mercankosk
yag1 eklenen denature ¢ozeltilerin bant yogunluklarinda diisiis gozlenmistir. Kekik suyu
WPC(35) protein ¢ozeltisi ile etkilesime girmezken, mercankdsk yagi protein yapisiyla

capraz baglanabilmistir.

Enzimatik hidrolize ugratilan WPC(35) PAS protein ¢ozeltisinin pik yogunlugu
Amid II bolgesinde artis gostermistir. Hidroliz sonrasi agiga ¢ikan serbest gruplarda C=0
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gerilme titresimlerinin fazla olmasinin buna sebep oldugu sdylenebilir. Hidrolize ¢ozeltiye
eklenen kekik suyu Amid II bolgesinde absorbans veren serbest gruplara baglanarak bant
yogunlugunda diisiise sebep olurken, Amid I bdlgesinde degisim gostermemistir.
Mercankosk yagi eklenen hidrolize ¢ozeltisin bant yogunluklarindaki fazla diisiis WPC(35)
PAS proteinleri ile yogun etkilesime girdigini gostermektedir. Mercankosk yagi eklenen
denature ¢ozeltilere gore hidrolize ¢ozeltilerin daha diisiik yogunluklu pikler vermesi
denatiirasyona kiyasla hidroliz sonrasi daha fazla serbest gruplarin ortaya c¢iktigin1 ve

mercankosk yaginin bu gruplar1 kapattigina isaret etmektedir.

WPC(35) ¢ozeltilerine ait FTIR analizlerinde ikincil yapilarin pik verdigi dalga
boylari ¢izelge 4.15°de verilmistir. Buna gore 1s1l denatiirasyona ugratilan WPC(35) ¢o6zelti
orneklerinde mercankosk yagi eklenmesi B-yaprak ve B-doniis tabakalarda kayiba neden
olmustur. Benzer sonu¢ mercankosk yagi enzimatik hidrolize ugratilan c¢ozeltiye

eklendiginde de goriilmektedir.

Cizelge 4.15 WPC(35) ¢ozeltileri ikincil yap1 FTIR pik noktalari

WPC(35) | Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS | Hid | Hid+MK | Hid+KS
1636 1638 1636 1637 1637 1637
1630 1630 1630 1630 1630 1630
1623 1618 1623 1618 1618 1618
P-yaprak I g 1618 1611 1611 1611
1611 1611 1606 1606
1603 1603
random 1646 1646 1646 1646 1646
1659 1658 1659 1659 1659 1659
a-sarmal 1653 1655 1653 1655 1654 1655
1652 1652
1696 1697 1696 1696 1696 1696
1685 1686 1685 1686 1686 1686
B-doniis 1675 1667 1675 1676 1676 1676
1670 1670 1671 1671 1671
1667
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4.3.1.5. Soya Cézelti Orneklerine Ait FT-IR Sonuclar

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak gliserol ve antimikrobiyal

madde eklenen soya ¢ozelti 6rneklerine ait FTIR spektrumu sekil 4.15’de verilmistir.

SOYA
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Den+G+KS Hid
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Sekil 4.15 Soya protein ¢ozeltilerine ait FTIR spektrumlari

Bu protein 6rneklerinin Amid I ve Amid II titresim bandlarinda pik gézlemlenen

dalga boylar1 Cizelge 4.16°daki gibidir.

Cizelge 4.16 Soya protein ¢ozeltileri FTIR pik noktalari

SOYA Den+G Den+G+MK | Den+G+KS Hid Hid+MK | Hid+KS
AMID I 1635 1642 1636 1636 1617 1643
AMID IT 1558 1558 1558 1565 1565 1577

Soya protein ¢ozeltilerinin 1s1l denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilan
gruplart Amid I bolgesinde saf protein ile ayn1 yogunluklar1 vermis, Amid II bdlgesinde ise

hem hidrolize hem denature ¢ozeltiler i¢in hafif artig goriilmiistiir. Bu islemlerin soya protein
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yapisinda fazla degisime sebep olmadigi soylenebilir. Kekik suyu eklenen denature ve
hidrolize ¢o6zelti bantlarinda degisim goézlenmemistir. Kekik suyu eklenmesi protein
yapisinda degisiklik gdstermemistir. Bununla birlikte, mercankdsk yaginin hem hidrolize
hem de denature ¢ozeltiler igin WPC(35) PAS protein ¢ozeltileri ile benzer sonuglar verdigi
goriilmektedir. Mercankosk yagi protein yapisina baglanarak bant yogunluklarinda

azalmaya neden olmustur.

Soya ¢ozeltilerine ait FTIR analizlerinde ikincil yapilarin pik verdigi dalga boylar
Cizelge 4.17°de verilmistir. Buna gore 1s1l denatiirasyon ve enzimatik hidrolizin ikincil

yapilarda degisiklige neden olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.17 Soya ¢ozeltileri ikincil yap1 FTIR pik noktalari

Soya Den+G | Den+G+MK | Den+G+KS | Hid Hid+MK | Hid+KS
1636 1636 1636 1636 1636 1636
1630 1630 1630 1630 1630 1630
B-yaprak 1623 1623 1623 1623 1623 1623
1618 1618 1618 1618 1618 1618
1611 1611 1611 1611 1611 1611
random 1646 1647 1646 1646 1646 1646
1659 1659 1659 1659 1659 1659
a-sarmal
1653 1654 1653 1655 1655
1606 1606 1606 1606 1606 1606
1685 1685 1685 1686 1686 1686
B-dontis 1679 1679 1679 1679 1679 1679
1675 1676 1675 1676 1676 1676
1671 1671 1671 1671 1671 1671

4.3.2 HPLC Analizi

HPLC, bir karisimdaki bilesenlerin ayrilarak tanimlanabildigi ve kalitatif, kantitatif
analizlerinin yapilabildigi analitik bir tekniktir. Bu yontem hareketli faz igerisinde yer alan
numunenin yiliksek basing ile kati bir adsorban iceren sabit faz icerisinden gecirilmesine
dayanir[68]. Numune igerisinde yer alan bilesenlerin, sabit faz igerisindeki adsorban

maddeyle polariteye dayali etkilesimleri farkli oldugu i¢in kolonda tutulma siireleri degisir.
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Boylece bilesenler kolondan farkli akis hizlarinda gegtigi i¢in, kolondan birbirinden ayrilmis
olarak farkli zamanlarda ¢ikarlar. Boylece kolondan ¢ikan bilesenlerin derisimleri 6lgiilebilir

ve bilesenlerin konsantrasyonunu veren kromatogramlar elde edilebilir [69].

Isil denatiirasyon ve enzimatik hidroliz sonrasi PAS ana protein fraksiyonlarinda
meydana gelen degisimleri izlemek ve olusan yeni peptit fragmentlerinin belirlenmesi igin
HPLC analizleri gergeklestirilmistir.

4.3.2.1 Kontrol Protein Cozelti Orneklerine Ait HPLC Sonuclar

Is1l denatiirasyon ve enzimatik hidroliz gibi herhangi bir isleme ugratilmayan protein

kontrol ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar: sekil 4.16°da verilmistir.

Protein Kontrol Cozeltiler
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|——wpI WPC(80) —— WPC(35) —— SOYA

Sekil 4.16 Kontrol protein ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari

WPI ve WPC(80) grubu proteinlerde protein oranlarinin fazla olmasindan kaynakli
pikler daha yogun ve belirgindi. Diisiik protein oranina sahip WPC(35) ve soya protein
cozeltilerinde daha zay1f pikler goriildii. WPI ¢ozeltisinde B-lg B ve B-lg A proteinleri 17.
ve 18. dk.’da yogun pikler verirken, bu proteinlerin WPC(80) ve WPC(35) peynir alt1 suyu

cozeltilerinde daha az bulunmasindan dolay1 zayif pikler verdigi goriildi. Tim PAS
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cozeltileri (WPI, WPC(80), WPC(35)) igin 14. dk’da a-la piklerine bakildiginda belirgin bir
fark goriilmemistir ve tim ¢ozeltilerde yaklasik ayni oranlarda bulundugu sdylenebilir. 12.
dk.’da BSA ve 16. dk.da Ig protein pikleri incelendiginde tim PAS c¢ozeltileri igin zayif
pikler verdigi goriildii. WPC(80) ¢ozeltisinin 8. ve 10. dk. arasinda verdigi gii¢lii pikler CMP
(kazeinomakropeptit) proteinlerini yiiksek oranda icerdigini gostermektedir. Soya protein
¢ozeltisine ait kromatogram incelendiginde 31. ve 34. dk. arasinda verdigi pikler B-konglisin
(7S) protein fraksiyonuna aitken, 23. ve 27. dk. arasinda verdigi pikler glisin (11S) protein
fraksiyonuna aittir. Buna goére soya protein ¢ozeltisinde glisin (11S) proteinlerinin daha fazla

oldugu soylenebilir.

4.3.2.2 WPI Cézelti Orneklerine Ait HPLC Sonuglar

Is1l denatiirasyon ve enzimatik hidrolizin WPI dogal proteinlerine etkisini incelemek
icin HPLC analizi yapilmustir. Is1l denatiirasyon ve enzimatik hidrolize ugratilan ve herhangi

bir islem goérmeyen kontrol WPI ¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlar1 sekil 4.17°de

verilmistir.
WPI
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Sekil 4.17 WPI ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari
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Isil islem sonrasi denature olan protein zincirinde apolar kalintilarin agiga ¢ikmasi
ile protein yapisinin hidrofobikligi degistigi icin WPI dogal protein (a-la, B-1g) piklerinde
kayiplar goriilmiistiir. Bu sonug Arriaga’nin (2011) yaptig1 ¢alisma ile 6rtiismektedir[70]. B-
lg B proteini i¢in hem hidrolize hem de denature ¢ozelti i¢in tutulma zamaninda hafif kayma
goriildii. Denatiirasyon sonrasi 23., 26. ve 30. dk.’da olusan pikler ise protein zincirinin

acilmasi sonucu ortaya ¢ikan serbest amino asit gruplari olabilir.

Enzimatik  hidrolize ugratilan WPI protein  ¢ozeltisinin  kramatografisi
incelendiginde, dogal PAS proteinlerinin piklerinde 1s1l denatiirasyona ugratilan ¢ozeltiye
gore daha fazla kayip goriilmektedir. Ayrica 8. ve 11. dk. arasinda hidroliz sonrasi olusan

peptitlere ait yeni pikler goriilmektedir.

4.3.2.3 WPC(80) Cozelti Orneklerine Ait HPLC Sonuclar

Isil denatiirasyon ve enzimatik hidrolizin WPC(80) dogal proteinlerine etkisini
incelemek i¢in HPLC analizi yapilmistir. Isil denatiirasyon ve enzimatik hidrolize ugratilan
ve herhangi bir islem gormeyen kontrol WPC(80) ¢o6zeltilerinin HPLC kromatogramlari
Sekil 4.18’de verilmistir.

WPC(80)
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Sekil 4.18 WPC(80) ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari
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Isil denatiirasyona ugratilan WPC(80) c¢ozeltilerinde dogal PAS proteinlerde
degisiklik gozlenmezken, kazeinomakropeptitlerin kayboldugu goriilmiistir. WPC(80)
cozeltisi enzimatik hidrolize ugratildiginda B-lg protein yogunluklarinda hafif diisiis
goriiliirken a-la proteininde degisiklik gozlenmemistir. 8. ve 11. dk.lar arasinda pik veren
peptit sayilar1 hidroliz sonrasi artmigtir. Hem denature, hem de hidrolize ¢ozeltilerde 31. ve

34. dk arasinda yeni olusan pikler goriilmektedir.

4.3.2.4 WPC(35) Cozelti Orneklerine Ait HPLC Sonuclar

Isil denatiirasyon ve enzimatik hidrolizin WPC(35) peynir alti suyu dogal
proteinlerine etkisini incelemek i¢in HPLC analizi yapilmistir. Isil denatiirasyon ve
enzimatik hidrolize ugratilan ve herhangi bir islem gérmeyen kontrol WPC(35)

¢ozeltilerinin HPLC kromatogramlart Sekil 4.19°da verilmistir.
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Sekil 4.19 WPC(35) protein ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari

Isil denatiirasyona ugratilan WPC(35) ¢o6zelti kromatografisi incelendiginde dogal

proteinlerde degisiklik goriilmemistir. Enzimatik hidrolize ugratilan ¢ozeltide ise o-la ve -
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Ilg proteinleri ile serbest aminoasit pik yogunluklarinda azalma goriilmiis,

kazeinomakropeptitin tek bir yogun pik verdigi gozlenmistir.

4.4. Kasar Peynirine Uygulanan Yenilebilir Kaplamalarin Degerlendirilmesi

Yenilebilir kaplama uygulanan kasar peynirlerinin +4°C’de depolama siiresinde 4.
ve 8. glinlerde tekstiirel analizleri yapilarak kaplamalarin peynirin kurumasina etkileri

incelenmistir.

4.4.1. Yenilebilir Kaplama Uygulanan Peynirlerin Tekstiirlerinin incelenmesi

Tekstiir cihazinin kiiresel ucu kullanilarak peynir orneklerinde gerceklestirilen
penetrasyon testleri ile peynir yiizeyi sertlikleri degerlendirilmistir. Cizelge 4.18°de 4. ve 8.
giinlerde yapilan testler sonucu elde edilen, peynir 6érneklerine uygulanan maksimum ytiikler
verilmistir. Kontrol 6rnegi, herhangi bir ¢ozeltiyle kaplanmayan ve kaplama peynirler ile
ayni sartlarda (kapali petrilerde) depolanan kasar peyniri 6rnegidir. Standart kontrol olarak

belirtilen 6rnek ise polietilen ambalajda saklanan kontrol 6rnegidir.
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Cizelge 4.18 4 ve 8 giinliik depolama sonrasinda kaplama kasar peynirlerinin penetrasyon

direncleri

4. GUN 8. GUN

Cozelti Kompozisyonu Yik Yiik

(9) (9)
Den+G 1070,58+49,87 1103,25+63,99
Den+G+MK 1258,00+206,41 2188,25+409,77
_ | Den+G+KS 1108,67+131,92 1625,75+258,45
% Hid 838,33+48,45 1394,50+12,73
Hid+MK 1047,58+19,03 1986,75+94.,4
Hid+KS 827,33+121,05 1658,75+534,22
Kontrol 973,83+£74,91 1519,00+107,48
Den+G 1159,58+97,74 2101,75+244,31
Den+G+MK 1323,50+106,69 2842.254+252,08
S | Den+G+KS 1044,67+107,67 2474,75+538,46
O Hid 885,17+28,79 1736,25+107,83
< | Hid+MK 824,50+248.46 1442,00+:948,94
Hid+KS 1057,92+58,48 2324,00+6,36
Kontrol 1133,67+69,21 1941,75+410,48
Den+G 1175,75+134,54 1810,75+4,60
Den+G+MK 1351,50+85,39 2814,00+324,56
' | Den+G+KS 1125,17+130,90 2055,75+445,83
O Hid 869,00+139,77 1667,25+593,62
< | Hid+MK 970,08+47,07 1746,50+188,80
Hid+KS 834,67+59,81 1734,00+565,69
Kontrol 1000,08+44,37 1911,50+178,90
Den+G 986,83+51,99 1957,25+172,18
Den+G+MK 1092,17+126,51 2271,25+235,82
« | Den+G+Ks 940,83+55,78 1863,00+49,50
6‘ Hid 855,58+70,48 1618,00166,88
@ | Hid+MK 950,00:44,59 2428,00+76,37
Hid+KS 758,25+37,18 1929,50+28,99
Kontrol 903,42+123,97 2156,25+654,43
Kontrol 1384,83+96,55 1554,00+38,18
Standart kontrol 1031,50+32,53 1034,75+44,19
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4.4.1.1 WPI Kaplamalara Ait Tekstiirel Analiz Sonuc¢lar1

WPI protein ¢ozeltileri ile kaplanan kasar peyniri 6rneklerinde yapilan analizlerden

elde edilen sonuglarla ¢izilen zamana karsi yiik grafigi 4. ve 8. giin igin sekil 4.20’de

verilmistir.
WPI (4. Giin) WPI (8. Giin)
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——Hid+MK —Hid+KS ——Hid+MK ——Hid+KS
—ozelti kontrol —_— izl kontrol
standart kontrol standart kontrol

Sekil 4.20 4. ve 8. giin depolama sonras1t WP kaplama peynirlerine ait penetrasyon
grafikleri

Zaman-yiik grafigine bakildiginda, 4. giinde en fazla kuruma kontrol grubunda
goriilmiistiir. Mercankdsk yagmin hem denature hem de hidroliz gruplarinda en fazla
sertlesmeye sebep oldugu tespit edilmistir. Saf hidrolize ve kekik suyu eklenen hidrolize
cozeltilerle kaplamalar ylizey sertlesmesini engellemede en iyi sonucu vermistir. Denature

cozelti kaplamalari, islem gormeyen ¢ozelti kaplamaya gore daha fazla sertlik géstermistir.

8. giin sonrasinda yapilan test sonuglarina bakildiginda kontrol kasar peyniri
orneklerinin polietilen ambalajda saklanan standart kontrol Ornegine gore daha fazla
kurudugu goriilmektedir. Mercankdsk eklenen denature ve hidrolize kaplamalar en ¢ok

kurumaya sebebiyet verirken, saf denatiire ¢dzelti en az kurumaya neden olmustur. Kekik
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suyu eklenen denature ve hidrolize kaplamalarin ise antimikrobiyal eklenmeyen gruplara
gore daha fazla yiizey sertligine sebep oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi, yenilebilir protein
kaplamalarin olusumu sirasinda antimikrobiyal ajanlarin protein zincirlerin arasina girerek
nem gecirgenligini azaltacak yapinin olusumunu engellemesi olabilir. Kontrol kasar

peynirinde test sirasinda kirilma meydana geldigi i¢in anlamli bir sonug elde edilememistir.

4.4.1.2 WPC(80) Kaplamalara Ait Tekstiirel Analiz Sonuclari

WPC(80) protein c¢ozeltileri ile kaplanan kasar peyniri Orneklerinde yapilan

analizlerden elde edilen sonuglarla gizilen zamana kars1 yiik grafigi 4. giin i¢in sekil 4.21°de

verilmistir.
WPC(80) (4. Giin) WPC(80) (8. Giin)
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Sekil 4.21 4 ve 8 giin depolama sonras1 WPC(80) kaplama peynirlerine ait penetrasyon
grafikleri

4. giin depolama sonrasi yapilan tekstiirel analiz sonuglarina goére kontrol grubu ve
mercankdsk yagi eklenen denature kaplama WPI ile ayni sonuglar1 vermis, en yiiksek sertlik

degerlerini vermislerdir. Kekik suyu eklenen denature ve hidrolize kaplamalar standart
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kontrol o6rnegi ile aymi sonuglari vermis, mercankosk yagi eklenen ve saf hidrolize

kaplamalar en diisiik degerleri gostermistir.

WPC(80) kaplama kasar peynirlerinde 8. giin yapilan analizlerde daha onceki
sonuglar gibi mercankdsk yaginin peynir ylizeyini sertlestirdigi goriilmiistiir. Kekik suyu
eklenen hidrolize ve denature ¢ozeltiler sonraki en yiiksek sertlik degerlerini vermistir. Saf
hidrolize ¢6zeltinin islem gérmeyen kontrol ¢ozeltiye gore en az sertligi gosterdigi tespit
edilmistir. Standart kontrol kasar peynirinde en az kuruma oldugu goriilmiistiir. Kontrol
kasar peyniri ve mercankosk yagi eklenen hidrolize kaplama peynirde kirilma nedeniyle
anlamli sonug¢ alinamamistir. Peynir igerisinde bulunan hava bosluklar1 4. giinde uygulanan

kuvvetle, 8. giin testinde kirilmaya neden olmustur.

4.4.1.3 WPC(35) Kaplamalara Ait Tekstiirel Analiz Sonuclar:

WPC(35) protein ¢ozeltileri ile kaplanan kasar peyniri Orneklerinde yapilan
analizlerden elde edilen sonuclarla ¢izilen zamana kars1 yiik grafigi 4. giin ve 8. giin i¢in

sekil 4.22’de verilmistir.
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Sekil 4.22 4 ve 8 giin depolama sonras1t WPC(35) kaplama peynirlerine ait penetrasyon
grafikleri
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WPC(35) protein kaplamalara 4. giin yapilan analizlerde WPI kaplamalara benzer
sonuglar elde edilmistir. Kontrol ve mercankosk yagi eklenen denature kaplama kasar
peynirlerinin en yiiksek degerleri verdigi goriilmektedir. Hidroliz grubu kaplamalar
icerisinde yine mercankdsk yagi ekli kaplamanin daha ¢ok sertlestirdigi, diger hidroliz

gruplarmin ise kontrol gruplarina gore en diisiik kurumaya sebep olduklari tespit edilmistir.

8. glin WPC(35) protein kaplama analizlerinde mercankdsk yaginin peyniri yiizeyini
cok fazla sertlestirdigi, diger tiim kaplamalarin yaklasik ayni degerleri verdigi gortilmiistiir.

Kontrol kasar peyniri ile mercankdsk yagi ve kekik suyu ekli hidrolize kaplama peynirlerin

kirilmasi nedeniyle sonu¢ alinamamaistir.

4.4.1.4 Soya Kaplamalara Ait Tekstiirel Analiz Sonuglari

Soya protein ¢ozeltileri ile kaplanan kasar peyniri 6rneklerinde yapilan analizlerden

elde edilen sonuglarla ¢izilen zamana karsi yiik grafigi 4. ve 8. giin igin sekil 4.23’de

verilmistir.
SOYA (4. Giin) SOYA (8. Giin)
1300 2300
1100
1800
on
ot =
= H=)
> 1300
700
500 800
300 300
= mn = [fe] o n o mn o n o
& & 8 o & < 8 6 & O 9~ © 1w o w o ;v 9o 1’| o W o
N N o o < <t wn wn O o ~
Zaman sn Zaman sn
Den+G Den+G+MK Den+G Den+G+MK
Den+G+KS Hid Den+G+KS Hid
e Hid+MK e Hid+KS e— Hid+ MK e Hid+K S
— cizelti kontrol —cOzelti kontrol
standart kontrol standart kontrol

Sekil 4.23 4 ve 8 giin depolama sonras1 soya kaplama peynirlerine ait penetrasyon
grafikleri
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Soya kaplamalar i¢in de 4. giin analizinde diger protein kaplamalar ile benzer
sonuglar elde edilmistir. Kontrol kasar peyniri en fazla kurumaya sahipken, sonrasinda
mercankdsk yagi ekli denature kaplama yiiksek sertlik degeri vermistir. En az sertlik kekik
suyu ekli hidrolize kaplamada goriiliirken, saf hidrolize ¢ozeltinin en az kurumaya sebep

oldugu goriilmektedir.

8. giin analizlerinde mercankdsk yagi ekli denatiire ve hidrolize kaplamalarin peynir
ylizeylerinde en fazla sertlige neden oldugu goriilmektedir. Kaplamalar igerisinde saf
hidrolize ¢ozelti en az kurumaya neden olmustur. Kontrol kasar peynirinde kirilma nedeniyle

sonug aliamamustir.

4.5. Antimikrobiyal Degerlendirme

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak antimikrobiyal ajanlar
(mercankosk yagi, kekik suyu) eklenen yenilebilir film ¢ozeltilerinden kurutma sonrasi elde
edilen filmler Aspergillus niger ekili PDA agar yiizeyine yerlestirilerek 25°C’de 48 saat

inkiibe edilmis ve ¢izelge 4.19’daki sonuglar elde edilmistir.

Isil denatiirasyonla elde edilen WPI grubu filmler incelendiginde mercankosk yagi
ve kekik suyu ekli film ¢eperlerinde antimikrobiyal eklenmeyen filmlere gore daha az
sporlanma goriilmektedir. Kekik suyu ilave edilen filmin ise mercankosk ilaveli filme gore
biraz daha etkin oldugu goriilmektedir. Sedlarikova ve ark. (2017) yaptig1 bir ¢alismada
yenilebilir filmde mercankosk ve kekik yaglarmin A.niger’e karsi etkinliklerini incelemis ve
kekik yaginin mercankdsk yagma gore daha etkili oldugunu bulmuslardir [71]. Onceki bu
caligma, buldugumuz sonugla ortiismektedir. Benzer sonug¢ enzimatik hidrolize ugratilarak
mercankosk yagi ve kekik suyu eklenen WPC(80) grubu filmlerde de bulunmustur.
Herhangi bir antimikrobiyal eklenmeyen hidrolize WPC(80) filmin, spor olusumunu
baskiladig1 soylenebilir. WPC(35) ve soya grubu filmlerde hidroliz sonucu olusan peptitler
ve eklenen antimikrobiyaller A. niger’e karst herhangi bir etki gostermemistir. Elsayed ve
ark. (2011), gesitli esansiyel yaglarin A. niger’a kars: etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada

mercankdsk yaginin en az etkili oldugunu bulmuslardir [72].

Bu ¢alismada elde edilen filmlerin uygulanacagi gida iiriinii kasar peyniri olarak
belirlenmistir. Kasar peynirinde baskin sekilde gelisen m/o grubu kiifler oldugu dikkate

alinarak, elde edilen filmlerin ilk etapta etkinligi test m/o olarak segilen A. niger’e karsi
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incelenmistir. Ik bulgular, bu filmlerin A. niger iizerinde antimikrobiyal etkiye sebep
olmamakla beraber sporlanma siirecini bir miktar baskilayabildigini ortaya koymustur. Bu
calismada olusturulan film formiilasyonlarinin ileriki ¢alismalarda farkli m/0’lara karsi test
edilmesi antimikrobiyal etkisinin daha detayli arastirilmast ve degerlendirilmesi agisindan

biiylik 6nem tasimaktadir
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Cizelge 4.19 Aktif madde eklenmis filmlerin A. niger’e kars1 agar difiizyon yontemiyle antimikrobiyal etkisinin arastirma bulgulari

WPC(35) SOYA

WPC(80)
T

Den+G+MK

Den+G+KS

Hid

Hid+MK

Hid+KS
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5. SONUC ve ONERILER

PAS ve soya protein ¢ozeltilerine 1s1l denatiirasyon ve enzimatik hidroliz yontemleri
uygulanarak yenilebilir filmler elde edilmistir. Her bir iiretim yonteminde mercankdsk yagi
ve kekik suyu eklenerek bu yontemlerin ve antimikrobiyal maddelerin film yapisina etkileri
degerlendirilmistir. Ayrica film elde edilen ¢ozeltilerle kasar peynirine daldirma yontemiyle
kaplama uygulanmis ve peynirin yiizey kurumasina ve dolayisiyla peynir tekstiiriine etkileri

incelenmistir.

Yenilebilir film eldesi i¢in yapilan denemelerde PAS proteinleri WPI, WPC(80) ve
WPC(35) i¢in %S5, soya proteini igin %10 konsantrasyon sonuglar1 film ve kaplama i¢in
uygun bulunmustur. Isil denatiirasyon uygulanacak ¢ozeltiler igin 90°C/10 dk yeterli iken en
uygun gliserol miktar1 %3 belirlenmistir. Enzimatik hidrolize ugratilan filmlerde gliserol
kullanim1 yapiy1 yapiskan yaptigi i¢in kullanilmazken, 8 saat hidroliz siiresi film olusumu
i¢in yeterli bulunmustur. Ilave edilen mercankdsk yaginin %1°i gegtiginde protein yapisina
baglanmasiyla yapiy1 ¢ok kirilgan hale getirdigi tespit edilmistir. Protein oran1 yiiksek olan
WPI ve WPC(80) ¢ozeltilerin 1s1l denatiirasyonu sonucu seffaf ve piiriizsiiz filmler elde
edilirken, protein oran1 diisiik olan WPC(35) ve soya ¢ozeltilerin enzimatik hidrolizi sonucu
olusan peptitlerin molekiil i¢i baglanmalar1 neticesinde kaplamaya uygun filmler elde
edilmistir. Bunun sonucunda denatiire WPI ve WPC(80) proteinlerinin film uygulamalari
icin, hidrolize WPC(35) ve soya proteinlerinin ise kaplama uygulamalari i¢in uygun oldugu

tespit edilmistir.

Protein ¢ozeltilere eklenen antimikrobiyaller film kalinliklarinda bir degisime sebep
olmazken, gliseroliin peptit baglar1 arasina girerek protein zincirleri arasi serbest hacimi

artirdigi i¢in film kalinliklarinda artisa sebep oldugu goriilmiistiir.

Yenilebilir filmlerin renk parametreleri degerlendirildiginde en fazla renk degisimi
ve sarilik indeksi igerisindeki mineraller nedeniyle soya filmlerde goriilmiis, en saf protein

WPI’de en az renk degisimi ve beyazlik goriilmiistiir.

Film ¢ozeltilerinin viskozite 6lgtimleri sonucu tiim 6rneklerin artan donme hiziyla
viskozitelerinin azaldigi ve kayma incelmesi davranis1 gosterdigi ve protein ¢ozeltilerinin

psodoplastik benzeri akigkan 6zelliginde olduklari tespit edilmistir.

FTIR analizleri incelendiginde saf protein ¢ozeltilerinde WPI ve WPC(80)’nin
yiikksek protein oranlari, WPC(35) ve soyanin diisiik protein oranlar1 belirgin sekilde
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goriilmektedir. Yapiya gliserol eklenerek denature edildiginde agilan protein zincirlerinde
hidrojen baglarinin olusumuyla -OH gruplarinda azalma olmustur. Mercankosk yaginin ise
protein yapisina baglandig piklerde diisiisle tespit edilmistir. Mercankosk yagi protein orani
yiiksek WPI ve WPC(80)’de pB-yaprak tabakalarini artirirken, protein orani diisiik
WPC(35)’da B-yaprak tabakalarinin azalmasina neden olmus, soyada ise ikincil yapida bir
degisiklik meydana getirmemistir. Enzimatik hidrolize ugratilan ¢ozeltilerde meydana gelen
konformasyonel degisimler acik sekilde elde edilen FTIR spektrumlarinda goriilmektedir.
Enzimatik hidrolizin en fazla WPI 6rneklerinde tiim ikincil yapilarda artisa sebep oldugu

tespit edilmistir.

HPLC kromatogramlari, FTIR spektrumlartyla uyumlu olarak WPI ve WPC(80)’de
yiiksek, WPC(35) ve soyada diisiik protein oranlarin1 goriilebilmektedir. Kromatogramlara
gore PAS cozeltilerinde en fazla a-laktalbumin bulunurken, sigir serum albiimin ve
immunoglobulinler daha az miktarda bulunmaktadir. WPC(80) 6rneklerinde
kazeinomakropeptitlerin yiiksek miktarda bulundugu tespit edilmistir. Soya proteinine ait
kromatogram incelendiginde glisin  (11S) fraksiyonlarinin,  B-konglisin ~ (7S)

fraksiyonlarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Isil denatiirasyona ve enzimatik hidrolize ugratilarak antimikrobiyal eklenen protein
cozeltileriyle kaplanan kasar peyniri Orneklerinin tekstiirel analizlerizlerine gore
mercankOsk yagi peynir ylizeyini ¢ok fazla sertlestirmistir. Enzimatik hidrolize ugratilan
cozelti kaplamalarda yiizey kurumasi engellenirken, 1s1l denatiirasyon sertligi artirmistir.
Kaplama peynirler, 4 giin depolama sonrasi tekstiir analizlerinde kontrol gruplarina gore
daha yumusakti. 8 giin depolama sonrasi yiizey kurumasinin en az oldugu peynirler soya

protein kaplama peynirler olmustur.

Yenilebilir  filmlerin  Aspergillus niger’a karsi antimikrobiyal etkinlikleri
incelendiginde mercankosk yagi ve kekik suyu ilave edilmis denature WPI filmlerde
sporlanmanin bir miktar baskilandig1 goriilmiis, diger filmlerde herhangi bir antimikrobiyal

etki tespit edilememistir.

PAS ve soya proteinlerinin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve
bunlarin  gida iretimi i¢in yeni teknolojilerin  gelistirilmesinde kullaniminin

yayginlagtirilmasi i¢in daha fazla ¢alismanin yapilmasi gerekmektedir. Ticari uygulamalara
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gecilmeden Once uzun vadeli toksisite degerlendirmesi agisindan ilave arastirmalar

yapilmalidir.
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EKLER

EK-1 Protein Cozeltilerine Eklenen Ajanlarin FTIR Sonuclar:
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Sekil 1. Protein Cozeltilerine Eklenen Ajanlarin FTIR Sonuglar
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EK-2 Film Cézeltilerinin Viskozite Grafiklerine Ait Korelasyon Bagintis1 ve R?

Degerleri

Cizelge 2.1 Film ¢ozeltilerinin viskozite grafiklerine ait korelasyon bagintisi ve R?

degerleri
Cozelti Korelasyon Bagintisi R?
Den+%3 gly y = 4,1669x % 0,9991
Den+%3 gly+%]1 mercankdsk y = 5,8559x 08 0,9967
Den+%3 gly+%5 kekik suyu y = 5,8756x %3 0,9980
% Hidroliz y = 5,5406x % 0,9995
Hid+%1 mercankosk y= 3,8127x°%¢ 0,9862
Hid+%5 kekik suyu y = 5,0527x %8 0,9973
Kontrol y = 4,5225x 1% 0,9999
Den+%3 gly y = 4,1669x°% 0,9979
Dent+%3 gly+%]1 mercankdsk y = 5,8559x 08 0,9996
S | Den+%3 gly+%5 kekik suyu y = 4,4451x %91 0,9890
§ Hidroliz y = 5,4653x 1% 1,0000
< | Hid+%]I mercankdsk y = 5,0321x 8% 0,9828
Hid+%5 kekik suyu y = 5,5896x %972 1,0000
Kontrol y = 5,3095x 1072 0,9972
Den+%3 gly y = 4,2378x70672 0,9013
Den+%3 gly+%]1 mercankdsk y= 5,2156x 094 0,9997
@ Den+%3 gly+%?5 kekik suyu y = 5,0861x708%2 0,9972
9’ Hidroliz y = 4,1948x08% 0,9995
=< | Hid+%]I mercankdsk y = 5,1157x 087 1,0000
Hid+%5 kekik suyu y = 4,4689x 087 0,9999
Kontrol y = 4,7781x1015 1,0000
Den+%]1 gly y = 5,0136x 1% 0,9998
Den+%]1 gly+%]1 mercankdsk y= 5,8046x 8% 0,9998
« | Den+%1 gly+%5 kekik suyu y = 5,494x1008 1,0000
& | Hidroliz y = 5,2618x 097 1,0000
9| Hid+%1 mercankosk y = 5,4906x %3 0,9998
Hid+%5 kekik suyu y = 4,4188x 1034 0,9989
Kontrol y = 5,4075x%94 0,9999
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