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OZET

LIMON KABUKLARINDAN ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLI
YENILEBILIR FiLM URETIMi VE KARAKTERIZASYONU

EBRU DOGANGUN BAHTIMUR
Yiiksek Lisans, Kimya Muhendisligi
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Deniz TANYOLAC
Haziran 2018, 63 sayfa

Sunulan tez ¢calismasinda, atik limon kabuklari ile ozonize zeytinyaginin literatlrde
ilk kez birlikte kullanimiyla dogada kendiliginden bozunabilen, yenilebilir, guglu
antimikrobiyal 6zellikli, cevre dostu ve dusuk maliyetli literaturde 6zgun degeri olan
alternatif ambalaj malzemesinin hazirlanmasi amacglanmaktadir.

Calismada, farkli ortam parametreleri (sicaklik, pargacik boyutu, sire) ve bilesen
konsantrasyonlarinin (pektin, ozonize zeytinyadi, gliserol, CaCl,) elde edilen
pektin ve hazirlanan vyenilebilir filmlerin yapisina olan etkilerinin belirlenmesi
amaciyla Termal Gravimetrik Analiz (TGA), Taramali Elektron Mikroskopisi
(SEM) ve Fourier Donusumla Infrared Spektrofotometresi (FTIR) kullanilarak
yapisal karakterizasyon gercgeklestirilmigtir.

Calismanin ilk asamasinda, asidik ortamda, farklh sicaklik ( 50 ve 85 °C ), farkli
partiktl boyutu (150, 300 ve 500 um) ve farkli ektraksiyon surelerinde ( 60, 90 ve
120 dakika ) gergeklestirilen ekstraksiyon islemi ile atik limon kabuklarindan pektin
eldesi gercgeklestiriimis ve en ylksek pektin verimine pektinin esterlesme
derecesinin % 61 olarak hesaplandigi 150 um pargacik boyutunda, 85 °C sicaklik
ve 90 dakikalik ekstraksiyon suresinde ulagiimigtir.

Calismanin ikinci asamasinda, atik limon kabuklarindan elde edilen pektin ile
hazirlanan yenilebilir filmler igin en uygun gliserol, ozonize zeytinyadi ve CaCl;
konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik ¢calismalar yapilarak bu parametrelerin

filmlerin gorsel, mekanik, yapisal ve antimikrobiyal &zelliklerine etkileri



incelenmigtir. Mekanik test analizlerinde yenilebilir filmlerin kopma anindaki
mukavemet degerlerinin 0,14-4,73 MPa ve uzama degerlerinin % 37-90 araliginda
oldugu tespit edilerek standartlara uygun aralikta yeni bir bir ambalaj filmi olarak
kullanilabilecegi gorulmustur.

Calismada kullanilan ozonize zeytinyaginin ve hazirlanan yenilebilir filmlerinin
antimikrobiyal duyarhliginin belirlenmesinde disk difizyon yontemi kullaniimig ve
sonug¢ olarak ozonize zeytinyaginin E. coli, ve S. aureus mikroorganizmalari
Uzerinde antimikrobiyal aktivite gdstermesine karsilik hazirlanan filmlerinin sadece
E. coli mikroorganizmasi Uzerinde etkili oldugu gortlmustar.

Tum bu sonuglar 1siginda, tez galismasi kapsaminda hazirlanan pektin bazli
ozonize zeytinyagi icerikli biyobozunur ve antimikrobiyal 6zellikli yenilebilir filmlerin
gidalarin muhafazasinda etkin bir ambalaj malzemesi olacagdi, bunun yaninda
cevre dostu olmasi nedeniyle milli ekonomiye, 6zgun degeriyle de literatire dnemli

bir katki saglayacagi dusunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: yenilebilir film, pektin, atik limon kabugu, antimikrobiyal,

ozonize zeytinyag



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF ANTIMICROBIAL
EDIBLE FILM FROM LEMON PEEL

EBRU DOGANGUN BAHTIMUR
Master of Science, Department of Chemical Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Deniz TANYOLAC
June 2018, 63 pages

In this study, it is aimed to prepare a biocompatable, ecofriendly, low cost, edible,
antimicrobial, novel food packaging which has an unique value in literature from
waste lemon peel for the first time using of with lemon peel and ozonated olive oil.

In the study, structural characterization was performed with wusing of
Thermogravimetric Analysis (TGA), Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) in order to determine the effects
of with different experimental conditions (temperature, particle size, duration),
component concentrations (pectin, ozonated olive oil, glycerol, CaCl,) on the
structure of edible film which was prepared from pectin.

In the first part of the study, pectin elution was carried out from the waste lemon
peels in acidic medium with different temperatures (50 and 85°C), different particle
sizes (150, 300 and 500 um) and different extraction times (60, 90 and 120
minutes). The highest pectin yield was reached at a particle size of 150 pm
calculated as 61 % of the esterification degree of pectin, at 85 ° C temperature and
90 minutes of extractions.

In the second part of the study, the effects of these parameters on the visual,
mechanical, structural and antimicrobial properties of the films were investigated
by studying the determination of the most suitable glycerol, ozonized olive oil and
CaCl, concentration for edible films prepared with pectin from waste lemon peels.

In the mechanical test analyzes, it was found that the strength values of the edible



films at break were in the range of 0,14-4,73 MPa and the elongation values were
in the range of 37-90 %, and it was seen that they could be used as a new
packaging film in the range according to the standards.

The determination of antimicrobial susceptibility of ozonated olive oil used in the
study and prepared edible films disk diffusion method was used and as a result it
was seen that ozonated olive oil had an antimicrobial activity on E. coli and S.
aureus strains but the prepared edible films had an antimicrobial effect only on E.
coli strain.

In the light of these findings, it can be stated that biodegradable and antimicrobial
edible films containing pectin based ozonized olive oil prepared in the scope of
thesis study will be an effective packaging material in the preservation of food.
Besides, it will contribute to the national economy and the literature with its original

value due to its environmental friendliness.

Key words: edible films, pectin, waste lemon peel, antimicrobial, ozonated olive

oil
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1. GIRIS
Gidalarin dretiminden, tiketiciye ulasana kadar gegen sure zarfinda tazeligini,
kalitesini ve butinlGguni koruyan muhafaza islemine ambalajlama denir. Uriiniin
Ozelliklerine uygun ambalaj materyalinin segilmesi ve tasarlanmasi son derece
onemlidir. Geleneksel ambalajlamanin amaci; gidayi disardan gelebilecek fiziksel
hasarlardan, istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarindan, biyolojik bozunmadan ve
nem kaybindan korumaktadir. Ancak degisen yasam kosullariyla Dbirlikte
ambalajlamanin bu islevleri gidalarin muhafazasinda yetersiz kalmaktadir. Nufus
artisina kargilik gida Uretebilecek kaynaklarin ve Gretim alanlarinin sinirli olmasi
ve hazir gida sektorunun hizla gelismesi daha pratik ve daha modern ambalaj
malzemelerinin kullanimina olan ihtiyaci arttirmigtir [1,2].
Endustride kullanilan ambalaj malzemelerinin bircogu ylksek miktarda atik ihtiva
eden hem igletmeye hem de ekolojik dengeye zarar veren petrol tlrevli ve pratikte
sindirilemeyen materyallerden hazirlanmaktadir. Butin bu nedenlerden oturd,
glinimuzde kalitesinden 6din vermeden gidalarin raf émurlerini iyilestirebilecek,
dig etkilerden koruyabilecek ve gidalarla birlikte tlketilebilecek gevre dostu ve
dusuk maliyetli materyal arayisina girilmigtir. Biyolojik olarak pargalanabilir ve
yenilebilir filmler bu arayisin bir sonucudur [2,3].
Gidalarin ambalajinda kullanilan yenilebilir film ve kaplamalarin etkinligini, sahip
olduklari mekanik, fiziksel ve duyusal Ozellikleri belirlemektedir. Filmin ve
kaplamanin ylizde uzamasi, kalinhgl ve ¢ekme mukavemeti mekanik o6zelliklerini
olustururken, filmin su buhari, oksijen ve karbondioksit gegirgenligi de fiziksel
Ozelliklerini olusturmaktadir.
Gunumuzde tuketiciye, kalitesini koruyan, kolay bozulmayan ve raf dmru uzun
gidalar sunabilmek, dolayisiyla gidalardaki mikroorganizma udremesini kontrol
altina alabilmek icin antimikrobiyal ambalajlama sisteminin gelistiriimesine yonelik
calismalara da agirlik veriimekte ve bu amacla sisteme propiyonik asit, sorbik asit,
benzoik asit, sodyum benzoat, potasyum sorbat, propiyonat gibi kimyasal kaynakli,
organik asit, yag asitleri, pigmentler, flavonlar ve baharat yaglari gibi dogal
kaynakh antimikrobiyal ajanlar ilave edilmektedir. Gida sanayinde gugli
antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozon, ylksek penatrasyon ve reaktivasyon

glcune sahiptir. Yarilanma omru ve temas suresinin kisa olmasi, kanserojen ve



mutajen olmamasi, ¢evreye higbir zarari olmamasi ve duguk konsantrasyonlar da
bile etkili olmasi ozonun gida endustrisinde antimikrobiyal ajan olarak
kullaniimasindaki en buyuk etkenlerdir.

Yenilebilir film ve kaplama uygulamalarinda hammadde kaynagi olarak
polisakkarit, protein ve yaglar kullaniimaktadir. Asidik heteropolisakkaritlerden olan
pektin, bitkilerin hicre aralarinda, hicre zarlarinda ve orta lamel bolgelerinde
bulunmaktadir. icerigindeki metil esterden dolay! uygun kosullar altinda seker ve
asitle birlikte farkh notralizasyon derecelerine sahip suda eriyebilen jelimsi bir
madde olusturmaktadir. Metonal ile kismen esterlesmis olan ve pektinin temel
bileseni olan galakturonik asit birimleri a (1-4) glikozid baglariyla birbirine
baglanmistir. Pektinler; esterlesme derecelerine gore yuksek metoksilli ve disuk
metoksilli olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Narenciye kabuklari, elma posasi, ayva ve
seker pancari kuspesinden elde edilen pektin yuksek metoksilli iken aygicegdi
tablalarindan elde edilen pektin dusuk metoksillidir.

Her mevsim tiketilebilen turunggillerden olan limon Turkiye’de her yil ortalama
750.550 ton olarak Uretiimektedir (TUIK, 2015). Ortalama agirhigi 100-120g olan
bir limondan 50-60 g kabuk ciktigi ve kabuktaki pektin oranin da agirlikca % 25-35
arasinda degistigi bilindigine goére geri donusumuin c¢evreye ve ekonomiye
getirisinin 6nemi acikga goérulmektedir [4].

Sunulan tez calismasinda calismaya 6zgun degerini veren ve literatiirde ilk kez
atik limon kabuklari ve ozonize zeytinyagindan, gidalari sadece toz ve nem gibi
etkenlere kargi koruyan degil ayni zaman da mikrobiyal bozulmasini da engelleyen
cevre dostu, ekonomik ve antimikrobiyal Ozellikli yeni bir yenilebilir film
hazirlanarak hem milli ekonomiye katki saglamak hem de cevresel bir soruna
¢O6zUm bulunarak atik yonetiminin gergeklestirimesi amacglanmigtir. Literaturde
ozonize zeytin yaginin antimikrobiyal ajan olarak kullanildigi tek bir uygulamaya
[5,6] yer veriimekle birlikte gerek literatir gerekse mevcut piyasada yapilan
incelemelerde atik limon kabuklarindan hazirlanmig yenilebilir film 6rneklerine
rastlaniimamistir.

Bu amaglar dogrultusunda tez kapsaminda ilk olarak atik limon kabuklarindan
uygun kosullarda pektin elde edilerek karakterizasyonu gerceklestiriimis daha
sonra ise elde edilen pektinden antimikrobiyal 6zellikli yenilebilir filmler hazirlanip
karakterizasyonu igin on ¢alismalar yapilarak en uygun plastiklestirici ve

antimikrobiyal ajan konsantrasyonlari belirlenmigtir. Son olarak da sentezlenen
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ozonize zeytinyagi ve hazirlanan yenilebilir filmlerinin S. aureus ve E. coli
bakterilerine kargi antimikrobiyal aktiviteleri “Disk Difuzyon” yontemi kullanilarak

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Ambalajlama

Ambalajlama, icine konulan urinud dagitim zincirindeki dis etkenlerden koruyarak,
batinligund koruyan bir uygulamadir. Gida sanayinde ambalaj ise i¢ine konulan
aranlerin, tuketiciye, bozulmadan en az maliyetle guvenilir bir gekilde
ulastirimasini ve tanitiimasini saglayan bir ara¢ olarak tanimlanabilir. Gidalarin
ambalajlanmasinda cam, plastik, metal ve kagit gibi materyaller kullaniimakla
birlikte bu materyallerin ¢cogu yuksek miktarda atik ihtiva etmekte ve ekolojik
dengeye zarar vermektedir. Butin bu nedenlerden Otlrd gida kalitesinden 6din
vermeden, gidalarin raf émrinU iyilestirebilecek, ¢evre dostu ve dusuk maliyetli
materyal arayisina agirlik verilmektedir ki yenilebilir filmler bu arayisin bir
sonucudur [7,8].

2.2. Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Dogal yollardan elde edilen, gidalarla birlikte tuketilebilen, gidalari dig etkenlerden
korumak icin gida yuzeylerine ve katmanlarina uygulandiginda gaz, nem ve kati
hareketliliginin kontrolintu saglayabilen ince ambalaj materyallerine yenilebilir film
veya kaplama denir [9].

2.2.1. Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Tarihgesi

Yenilebilir film ve kaplamalar tarihgesi yillar dncesine dayanmaktadir. Vakslar,
Cin’de meyvelerin eksimesini dnlemek icin uzun yillardan beri kullaniimaktadir.
Asya’ da 15. Ylzyildan beri gidalarin muhafazasinda Yuba adi verilen soya
sutinden elde edilen protein bazl filmler kullaniimaktadir. 19. Yizyilda sukroz ilk
defa kuruyemis bozulmasini dnlemek icin kullaniimistir. 1930’dan beri portakallarin
muhafazasinda parafin mumundan yapilmis filmler dinya genelinde kullaniimaya
baslanmigtir [10]. Yenilebilir filmler ise ilk olarak 1941 yilinda yaz aylarinda
cikolata satisini arttirmak amaciyla kullaniimistir. Yenilebilir filmler raf 6mra
suresince ve urunu elde tutma sirasinda eriyen gikolata damlalarina dokunmadan
tutmak igin tasarlanmistir. Kaplanmis sekerler yenilebilen film ve kaplamalar igin
en iyi ornektir. Ayrica yenilebilir film ve kaplama uygulanmalari, et karisimini
Isitma islemine kadar belirli bir formda tutmak icin sosis Uretiminde hayvan
bagirsagindan ve sonraki yillarda kollajenden yapilan kaplamalara alternatif

olarak Uretilmigtir [11].



2.2.2. Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Ozellikleri

Gidalarin raf omrunu uzatmalari, gidalar dis etkilerden korumalari, gidalarla
birlikte tluketilebilen saglikli materyaller olmalari ve cevreye zarar vermeden
dogada yok olmalari yenilebilir film ve kaplamalarin en &6nemli o&zelliklerini
olusturmaktadir [3].

Yenilebilir film ve kaplamalar ozellikle taze ve dondurulmus gidalarda su kaybini
azaltan verimli bir nem bariyeri olarak kullaniimakta ve gidadaki gaz transferini

kontrol altina alarak oksidasyonu engellemektedir.
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Sekil 2.1. Yenilebilir film ile gidanin dis ortamla etkilesimi [3]

2.2.3. Yenilebilir Filmlerin Avantaj ve Dezavantajlari
Diger ambalaj filmlerine gore yenilebilir filmler; biyolojik olarak pargalanabilir
olmalari, gidalarin lezzet, tat ve koku gibi 6zelliklerini iyilestirmeleri, gidalarin nem
kaybini azaltarak tazeliklerini korumalarina yardimci olmalari, ¢evre dostu olup
dogada kolayca yok olmalari, gidalarin bozulmasini kolaylastiran oksijene karsi iyi
bir bariyer olmalari, yenilebilir antimikrobiyal maddeler icin tasiyici gérevi goérmeleri
gibi birgok dnemli avantaja sahiptir [12].
Bu avantajlari 6rneklendirirsek;
¢ Yemeklik mantarlarda enzimatik esterlesmeyi azaltmaktadir [13].
e Kavrulmus fistiklarin Uzerine uygulanan zein kaplanmalar oksijene karsi iyi

bir bariyer 6zelligi sergileyerek raf dmrini %50 uzatmaktadir.



e Domateslerin Uzerine uygulanan zein kaplamalar ise hem domatesin nem
kaybini azaltarak parlaklik gozukmesini saglamakta hem de renk degisimini
de geciktirmektedir.

e Zein kaplamalar peynirlerin Uzerine uygulandiginda Uzerindeki sorbik asiti
koruyarak koruyucunu koruyarak dayanimini arttirmaktadir [12].

Yenilebilir filmlerin dezavantajlar ise; uygulama maliyetlerinin yuksek olmasi,
uygulanacak materyal sayisinin az olmasi,henuz yeni bir uygulama oldugu igin
tuketici tarafindan bilinmiyor olmasi, gida ile birlikte tlketilebilmelerinden dolayi
gidalarin muhafazasinda ¢ogu kez baska bir ambalaj materyaline gerek duyulmasi
seklinde 6zetlenebilir [14].

2.2.4. Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Siniflandiriimasi

2.2.4.1. Yenilebilir Polisakkarit Filmler

Kitosan, agar, pektin, aljinat, nisasta, nigasta hidrolizatlari, karragenen, sellloz
turevleri ile dekstran polisakkarit bazli filmlerin hammaddesini olusturmaktadir.
Gaz gecirgenligi dusuk bir hidrokolloid olan kitosan, bazi bakteri ve mantarlarin
hdcre duvarlari ile 1stakoz, karides, yengeg, gibi eklembacakllarin kabuklarinda
bulunan kitinin (B-(1-4)-poli-N-asetil-Dglukozamin) deasetilasyonu ile elde edilen
bir polimerdir. Kitosan biyopargalanabilir ve biyogec¢imli olmasinin yanisira alerjik
ve toksik bir yapiya da sahip degildir. Fungistatik, bakteriyostatik, hemostatik, film
olusturucu, antikanserojen, spermisidal, antikolesteremik, antitlser, immun sistem
stimilan kemik ve vyara iyilesmesini hizlandirici 6zellikleri olan kitosan, gida
enduUstrisinde sebze ve meyvelerin muhafazasinda ve depolanma sulresinin
arttinlmasinda kullaniimaktadir. Kitosandan yapilan filmler sert, dayanikh ve esnek
oluslarinin yanisira kolayca yirtimazlar. Bu avantajlari sayesinde kitosandan
yapilan filmler petrol tirevli filmlerle ticari olarak yarisabilir 6zelliktedir [15].

Pektin bitkisel kdkenli bir polisakkarittir. Pektinin yapisindaki metil ester icerigi
pektinin jellesme 6zelligini ve esterlesme derecesini belirlemektedir. Pektin bazli
filmler iyi bir nem bariyer Ozelligine sahip oldugundan dusuk nemli gidalarin
muhafazasinda ve raf Omrinin arttinimasinda ambalaj filmi olarak
kullanilmaktadir. Yapilan calismalar pektin bazh filmlerin etteki buzilmeyi ve
bakteriyel gelismeyi azalttigini géstermistir [15].

Kahverengi deniz yosunlarindan izole edilen aljinatlar, endistride en c¢ok
uygulamasi olan polisakkarit filmlerdir ve Uzerine uygulandiginda urinun nem

kaybini azaltmaktadir.



Etlerin kaplanmasinda tercih edilen bir diger film agar bazl polisakkarit filmlerdir.
Agar kaplamalar antibiyotikler ile birlegtirilirse bifteklerin ve tavuk drtnlerinin raf
OmrinU uzatabilmektedir. Agar filmlerin en buylk dezavantaji nem kaybini
azaltmamalaridir.

Agar filmlerin aksine kirmizi deniz yosunundan elde edilen karragenandan yapilan
filmler, karragenanin sahip oldugu genis yluzey alani ve polimerik yapisindan
dolay! urunin nem kaybini azaltmaktadir.

Selulozdan yapilan kaplamalar Grindeki oksijen transferini kontrol altinda tutmakta
ve ayni zamanda Uzerine uygulandigi Urindeki su kaybini azaltmaktadir [12].
2.2.4.2. Yenilebilir Protein Filmler

Yenilebilir film ve kaplamalar arasinda hidrofilik yapisindan ve nem
absorbsiyonuna kargi duyarlihgindan dolayr en az gelistirilen protein bazl
filmlerdir. Bu dezavantajlarina kargin diger filmlere ve kaplamalara gore daha iyi
mekanik ve bariyer 6zellik gosterirler. Protein bazl film Gretiminde; soya proteini,
bugday gluteni, misir zeini, cigit proteini ve yer fistigi proteini gibi bitkisel kokenli
proteinler kullanildi§i gibi kazein, keratin, kollajel ve peynir alti proteini gibi
hayvansal kokenli proteinler de kullaniimaktadir. Proteinlerden elde edilen filmler
iyi nem bariyerine sahip olmadiklari igin 06zellikle kaplandiklari meyve ve
sebzelerin ¢abuk bozulmasina neden olmaktadirlar. Bu olumsuz oOzelliklerinden
dolayl gidalara yiksek nem bariyeri saglamalari igin proteinlerin lipitlerle birlikte
kullaniimalari 6nerilmektedir. Protein bazli filmlerin olumlu bir 06zelligi de
uygulandiklari Granlerin besin degerini arttirmalaridir [12,15].

2.2.4.3. Yenilebilir Lipid Filmler

Yenilebilir lipid filmlerin Gretiminde dogal mumlar, asetillenmis monogliseritler,
koruyucu kaplama olarak kullanilan vyaglar ve c¢esitli yagh Dbilesikler
kullaniimaktadir.  Yenilebilir ~ film Gretiminde vyararlanilan bu malzemeler
hidrofobiktir. Bu o6zelliklerinden dolayr uygulandiklari urinde hem nem kaybina
engel olmakta hem de gorlnusu iyilestirmektedirler. Yenilebilir lipid filmler daha
cok kirmizi ve beyaz etlerin muhafazasinda kullaniimaktadir. Yaglar, kullanildiklari
urindeki oksijen transferini kontrol altinda tutarak raf édmrinidn uzamasini da
saglamaktadirlar. Ancak lipid bazl filmler diger yenilebilir filmlerle kiyaslandiginda
zayif mekanik Ozellik go6sterirler. Filmin Gretiminde ¢dzlcuye veya ylksek
sicakliklara ihtiya¢ duyulmasi bir diger dezavantajidir. Lipitden yapilan filmler kendi



arasinda kiyaslandiginda sivi haldeki lipid filmler kati haldekilere gore gaz ve
buhar gecisine kargi daha az direng gostermektedir.

Lipidler neme kargl hassas olan gidalarda yuksek molekuler agirlikli polimerlerle
birlikte kullaniimaktadir. Lipid filmler Grinle dig ortam arasindaki nem aligverisini
kontrol ederek taze sebze ve meyvelerde rahatlikla kullaniimakta, taze sebze ve
meyvelerin ylzeyine uygulandiginda ise O, akisini sinirlandirip  kurumayi
geciktirmektedirler. Bu kaplamalar aerobik solunumu baskilamakta ve bu baski
uygun dereceye geldiginde son urtiintiin depolanma émru uzamaktadir [15].

2.2.4.4. Yenilebilir Karma Filmler

Bu filmler; su buharina karsi bariyer Ozelliklerine sahip ve suda ¢dzinen bir
yenilebilir film elde etmek igin gelistiriimistir. Bir baska deyisle bu filmlerdeki amag
iyi nem bariyer 6zelliklerine sahip ve oksijen transferini kontrol altinda tutabilen
heterojen filmler olusturabilmektir. Ornegin, polisakkarit kokenli kaplamalar (rinde
daha fazla nem kaybina neden olurken, diguk oksijen gecirgenligine sahip olan
lipidleri iceren kaplamalar oksijensiz solunuma neden olmaktadir. Bu iki ambalaj
malzemesindeki dezavantajlari tolere etmek igin kitosan ve laurik asitten yeni
ambalaj filmi hazirlanmistir. Kitosan ve laurik asitten hazirlanan bu karma filmin,
nem kaybinin daha duslk, oksijen gegirgenliginin daha ylksek oldugu
gorulmustur. Laurik asit yerine oktanoik asit, palmitik asit, butirik asit veya asetilli
monogliserit, metil laurat, propilen glikol stearat kullanildiinda su buhari gecis
orani arttigi gézlemlenmistir. Sadece laurik asit igeren filmlerin nem kaybina karsi
etkili bir bariyer 6zelligi gostermigstir [12,16].

2.2.5.Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Uygulama Yontemleri

Yenilebilir film ve kaplamalarin uygulanmasinda dékme, puskiurtme, daldirma,
damlatma, boyama ve kdplikleme olmak Uzere alti farkli yontem kullaniimaktadir.
2.2.5.1. D6kme Yontemi

Film olusturacak ¢ozeltinin, duzglin ve pulrazsuz bir ylzey Uzerine, istenilen
boyutlarda dokilmesi ve kurutulmasi ile film olusturma yontemidir. Bu yontem
endustride daldirma ve puskurtme yontemlerine yardimci olarak kullaniimaktadir.
Tek basina kullanilmamasinin nedeni hazirlanan filmin ¢ok ince dokiulememesidir.
Urlin ylzeyinin fazla miktarda ambalaj filmi ile kaplanmasi filmin gaz
gecirgenliginin azalmasina neden olmakta bu durum da Urinde bozulmalara

neden olabilmektedir [17].



2.2.5.2. Puskirtme Yontemi

Plaskurtme yontemi, gidalarin sadece bir ylzeyinin kaplanmasi ya da kaplanmig
gidalara ikinci bir film tabakasi olusturmak istenilen durumlarda kullaniimaktadir.
Puskurtme yontemi 6zellikle meyve ve sebze kaplanmasinda kullaniimaktadir. Bu
yontem alttan puskurtme, sprey yontemi ve teget yontemi olmak Uzere Ug farkh
sekilde uygulanabilmektedir. Alttan puskurtme yonteminde (Sekil 2.2.A) akiskan
formdaki kaplama ¢ozeltisi, hava dagiticisi yardimiyla tankin igerisinde havada
aslili olan parcaciklara bir enjektor yardimiyla alttan puskurtulmektedir. Kaplanan
bu pargaciklar tank kenarlarindan agsagiya dusmektedir. Asagiya dusen kaplanmis
parcaciklar baska duzenekler araciligiyla ortamdan uzaklastirimaktadir. Sprey
yonteminde (Sekil 2.2.B) kaplama ¢ozeltisi parcaciklara Ustten enjekte
edilmektedir. Bu yontemin en o6nemli dezavantaji fazla miktarda kaplama
cOzeltisine ihtiyag duyulmasidir. Bundan dolayr ek yontemlerle Grin Gzerine
kaplama c¢ozeltisinin tekdlize sekilde dagitilmasi saglanmaktadir. Teget
yonteminde ise (Sekil 2.2.C) alttan puskirtme ve sprey ydéntemine gore kaplama
¢Ozeltisi Urunun Uzerine yandan puskurtilerek uygulanmaktadir. Diger yontemlere
gore pek tercih edilen bir yontem degildir. Yandan puskirtme yapildigi igin
kaplanmayan pargaciklar tekrar tank igerisine gonderilmekte ve ikinci puskurtmeye
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu da yontemin veriminin disuk olmasina neden olmaktadir
[17].
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Sekil 2.2. Yenilebilir filmlere uygulanan farkli piskirtme yéntemleri [17]
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2.2.5.3. Damlatma Yontemi

Kaplama yoOntemleri arasinda en ¢ok uygulanan yontem damlatma yontemidir.
Kaplama maddesi urunun Uzerine ustten damlalar halinde uygulanmaktadir.
Damlatma islemi tamamlandiktan sonra kaplama maddesinin daha homojen
dagilmasi igin kaplanan Urun donen firga yataklari Uzerine gonderilmekte ve
fircalarin Uzerindeki fanlar vasitasiyla kurutulmaktadir. Kaplama firgalarinin
buradaki roll filmin kalinhdini kontrol etmesidir. Kaplamalarin kalinhigi Grandn
depolanma surecini etkilemektedir. Kaplama kalinhdinin olmasi gerekenden fazla
ya da az olmasi urinde c¢atlama, kirilma, yapigsma gibi problemlerin ortaya
¢clkmasina neden olmaktadir [17].

2.2.5.4. Daldirma Yontemi

Bu yontemde urun, sivi halde olan kaplama materyaline daldiriimakta ve iglem
sonucunda fazla miktardaki kaplama malzemesi Uriunden uzaklastiriimaktadir.
Urtiniin homojen ve puriizsiiz sekilde kaplanmasi, Grinin kurutulmasi ve GUriindeki
fazla miktardaki kaplama malzemesinin Urlinden uzaklastiriimasi yontemin en
onemli avantajlari iken fazla miktarda kaplama malzemesine ihtiya¢ duyulmasi
yontemin dezavantajini olusturmaktadir. Daldirma yontemi et, balik, tavuk, meyve
ve sebzelerin kaplanmasinda siklikla uygulanan bir yontem iken buyuk hacimli
gidalarin kaplanmasi igin uygun degildir [17].

2.2.5.5. Boyama Yontemi

Urtiniin belli bir kismini homojen ve ince bir tabaka halinde kaplamak istenildiginde
bagvurulan ydontemlerden biridir. Boyama yonteminde, akiskan formdaki kaplama
malzemesi Urunun Gzerine bir firga yardimiyla surtlmektedir [17].

2.2.5.6. Kopilikleme Yontemi

Kopukleme ydénteminde; Urunler, Uzerinde hareket eden bir silindir bulunan
sisteme yerlestiriimekte, silindir Ustten Granlere kopuk firlatirken sistemde yer alan
fircalar kaplama malzemesinin Uran yuzeyine dagitiimasini  saglamaktadir.
Kaplama malzemesinin fazlasi tipki daldirma yonteminde oldugu gibi kurutma v.s.
gibi iglemlerle Urunden uzaklastirimakta ve uzaklastirlan malzeme tekrar
kullaniimaktadir. Kopukleme ydnteminde kaplama malzemesi az su igerdiginden
artin hizh bir sekilde kururken hizli kurumadan dolayi Urlinde kaplama problemleri

ortaya ¢ikmaktadir. Bu yluzden ¢ok fazla tercih edilen bir ydntem degildir [17].
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2.2.6. Yenilebilir Filmlerin Ozelliklerini Etkileyen Faktorler

Yenilebilir filmler ile kaplamalarin etkinliklerini belirleyen en 6nemli Ozellikler
mekanik fiziksel ve duyusal 6zellikleridir. Kullanilacak filmin ve kaplamanin ylzde
uzamasli, kalinligi ve ¢cekme mukavemeti mekanik ozellikleri olustururken; su
buhari, oksijen ve karbondioksit gecirgenligi fiziksel 6zelliklerini olusturmaktadir.
Filmin kalinh@i ve gorseli ise duyusal 6zellikleridir.

2.2.6.1. Plastiklestiricinin Etkisi

Protein ve karbonhidrat bazli yenilebilir filmlerde protein ve polisakkarit zincirleri
arasindaki gugli baglar molekullerin hareketlerini kisittamakta ve filmlerin
elastikiyetini azaltarak kirilganhgini arttirmaktadir. Bu durum ambalaj filmleri igin
istenilen bir 6zellik degildir. Protein ve karbonhidrat molekulleri arasindaki bu guglu
badlar daha zayif yapida olan ve molekillerin haraketliligine izin veren hidrojen
baglarina g¢evirmek kisaca yenilebilir filmlere elastikiyet kazandirmak igin gliserol,
sorbitol, mannitol, sakkoroz gibi maddeler kullaniimaktadir [18]. Yenilebilir filmlere
esneklik ozelligi kazandirmak icin kullanilan plastiklestirici maddenin miktari ve
cinsi, filmin mekanik 6zelliklerini etkilemektedir. Plastiklestirici madde miktari ve
molekul agirligi arttikga filmin bariyer 6zelligi ve gekme gerilimi de dismektedir.
2.2.6.2. Polimerin Kimyasal Yapisi

Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda kullanilan polimerin kimyasal yapisi da filmin
Ozelliklerini etkileyen 6nemli faktorlerden biridir. Protein ve karbonhidrat gibi polar
yapidaki polimerler dusuk gaz gegirgenliginin yani sira ylksek su buhar
gegirgenligi sahiptirler. Bunun aksine, lipid gibi apolar yapidaki polimerler su
buhari gecisine karsi iyi bir bariyer 6zelli§gi sergilerken gaz gegisine karsi etkili bir
bariyer olusturmazlar. Gazin ve su buharinin filmde diflizyonuna gecis
denilmektedir. Gegis surecinde gazlar ve su buhari polimerin bir ylzeyinden
sog@rulurken, diger ylzeyinden salinmaktadir. Gazin kimyasal yapisi ve sekli de
filmdeki gecis surecini etkilemektedir. Kiguk molekullerin buyik molekullere gore
gegcisi daha hizlidir. Ayni sekilde polar filmlerde polar molekillerin gegisi hizli iken
apolor molekullerin gegisi yavastir. Apolar filmlerde ise tam tersi bir durum soz
konusudur [19,20].

2.2.6.3. Katki Maddelerinin Etkisi

Yenilebilir filmlerin kirllganhigini azaltmak ve elastikiyetini arttirmak icin eklenen
plastiklestirici maddelerin yani sira filmlere antimikrobiyal 6zellik kazandirmak veya

filmlerin besin degerini arttirmak igin bazi maddeler de eklenmektedir. Eklenen bu

11



maddelerin molekul agirliklari, polar ya da apolar yapida olmalari ve kimyasal
yapilari hazirlanan filmlerin 6zelliklerini etkileyen onemli parametrelerdir. Hidrofilik
karakterdeki filmlere eklenen katki maddesinin etkisi artan nem oraniyla birlikte
artmakta, disuk molekll agirlikli katki maddesi eklendiginde ise katki maddesinin
kimyasal yapisina bagli olarak filmin mekanik ve fiziksel 6zellikleri iyi ya da kotu
yonde etkilenmektedir. Filme eklenen maddenin molekul agirligi kadar sekli de
filmin &zelligini etkilemektedir. Ornedin, peynir alti suyu proteininden yapilmis
sorbat ve para-benzoat iceren filmlerin farkli mekaniksel ve fiziksel 6zellige sahip
oldugu ortaya cikarilmigtir. Sorbat iceren filmlerin benzoat icerenlere goére daha
esnek yapida oldugu anlagiimigtir. Bunun nedenini ise duz zincir yapidaki sorbatin
halka yapidaki benzoata goére protein molekilleri arasinda daha kolay diflize
olmasidir [20,21].

2.2.6.4. Bagil Nemin Etkisi

Yenilebilir filmlerin Ozelligini etkileyen parametrelerden biri de bagil nemdir.
Ozellikle protein kaynaklh filmlerde bagil nem arttikca gaz gecirgenligi de
artmaktadir. Bu durum filmlerin hidrofilik yapida olmasiyla ilgilidir [20]. Ornegin
yuksek amit grubundan dolayl bugday glutenin oksijen gecirgenligi bagil nemle
birlikte artmaktadir [22]. Protein bazli filmlerde ylksek bagdil nemde gaz
gegirgenliginin yani sira su buhari gegirgenligi de fazla olmaktadir. Su molekdlleri
ile amit gruplari arasindaki fazla etkilesim filmde protein ag yapisinda
modifikasyonlara neden olmaktadir. Bu modifikasyonlar camsi durumdan
viskoelastik duruma gecisten kaynaklanmaktadir [23,24]. Yuksek bagil nemin
protein bazh filmlerdeki bir diger etkisi ise nemin, protein molekdilleri arasindaki
hidrojen baglari azaltarak ve molekullerin hareketliligi arttirmasidir. Buna bagl
olarak da filmin gekme mukavemeti azalirken, ylizde uzamasi artmaktadir [25].
2.2.6.5. Capraz Baglayici Ajan Etkisi

Yenilebilir flmlerde molekuller arasinda yeni kovalent baglar olugturarak filmlerin
mekanik ve fiziksel 6zelliklerini iyilestirilen islem capraz baglama islemi olarak
adlandirilmaktadir [26]. Capraz baglama islemini gerceklestiren maddeler molekdl
yapilarina gdére homobifonksiyonel, heteribifonksiyonel ve ¢apraz badlayicilar
olarak ii¢ grupta incelenmektedir. iki ayni fonksiyonel grup arasinda kovalent bag
yapanlara homobifonksiyonel, U¢ farkli grup arasinda bag olusturanlara
heteribifonksiyonel ve amino asitler arasinda kovalent bag yapanlara ¢apraz

baglayici denilmektedir [27]. Homobifonksiyonel c¢apraz baglayicilara nisasta,
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dialdehit, gluteraldehit ve glioksal 6rnek olarak verilebilir [28]. Sodyum dodesil
sulfat, tannik asit, sistein, kalsiyum klorit ve asetik asit sikga kullanilan diger
capraz baglayici ajanlardir [29]. Yenilebilir filmlerde en ¢ok kullanilana ¢apraz
baglayici ajan ise kalsiyum Kklorurdur. Divalent katyon olan kalsiyum Kklorur
hazirlanacak filmin yapisindaki negatif yuklu protein molekulleri arasinda capraz
baglama islemi gerceklestirerek filmin mekanik ve fiziksel Ozelliklerini
iyilestirmektedir [30].

Yenilebilir filmlerin mekanik ve fiziksel 6zelliklerini iyilestirmek icin basvurulan
yontemlerden bir digeri de 1sitma islemidir. Sentetik polimerlerden yapilan filmlerde
Isitma islemi ¢apraz baglayici ajan rolinu Ustlenerek filmin mekanik ozelliklerini
arttirmaktadir. Isitma islemi, hazirlanan yenilebilir filmlerde molekiller arasindaki
zincirleri birbirine daha fazla yaklastirarak daha kuvvetli baglarin olusmasini
saglamaktadir. Ayrica isil igslem, serbest sulfitril gruplarini, molekuller arasi disulfit
baglarina donustlrerek gaz ve buhar gegirgenligi dusuk, cekme kuvveti yuksek
filmlerin elde edilmesini saglamaktadir [20].

2.3. Antimikrobiyal Ambalajlama

Tuketiciye kalitesini koruyan, kolay bozulmayan ve raf omru uzun gidalar
sunabilmek, gidalardaki mikroorganizma uremesinin kontrol altina alinmasi ile
ilgilidir. Bu amacla antimikrobiyal ambalajlama sistemi gelistiriimistir [31].
Ambalajlama sisteminde yapiya antimikrobiyal 6zellik kazandirmak icin sisteme
antimikrobiyal ajanlar ilave edilmektedir. Bu ajanlar gaz ya da sivi halde olabilirler
[32]. Sivi halde olan antimikrobiyal ajanlar gaz halde olanlara gore gidadaki
bosluklara daha iyi nifuz ederek daha etkin bir 6zellik sergileyebilmektedir [32].
Antimikrobiyal ambalajlamada mikrobiyal gelisme absorbsiyon, sabit kalma ve
serbest kalma olarak u¢ farkh sekilde kontrol altinda tutulmaktadir. Bunlardan
absorbsiyonda gidadaki mikrobiyal gelismeye sebep olan asil faktorler ortadan
kaldirilmaktadir. Sabit kalan (hareketsiz) sistemde antimikrobiyal ajanlar gidada
serbest sekilde hareket edemediginden temas ettikleri ylizeyde mikroorganizma
gelisimini kontrol etmektedirler. Hareketsiz sistem, kati besinlere gore sivi
besinlerde daha ¢ok kullaniimaktadir. Clnku kati besinlerde ambalaj malzemesi ile
gidanin temasi daha fazladir. Serbest sistemde ise antimikrobiyal ajanlar
ambalajlama materyalinin bilesimine karigtirilarak tium sisteme dogrudan dabhil
olmaktadirlar [32].
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2.3.1. Antimikrobiyal Ambalajlama Sistemleri
Antimikrobiyal ambalajlamada kullanilan antimikrobiyal maddelerin yapi iginde
kalmalari gesitli yontemlerle saglanmaktadir. Bu yontemler;
e Ucucu antimikrobiyal madde iceren kesecik ya da pedlerin ambalaja
eklenmesi;
e Ucucu ve ugucu olmayan antimikrobiyal maddelerin dogrudan polimerlere
ilave edilmesi,
e Antimikrobiyal maddelerin polimer ylzeyine kaplanmasi ya da absorbe
edilmesi,
e Antimikrobiyal maddelerin iyonik ya da kovalent baglarla polimerlere
immobilizasyonu ve
e Antimikrobiyal 6zellikleri olan polimerlerin kullaniimasi seklinde 6zetlenebilir
[33].
2.3.1.1. Ugucu Antimikrobiyal igeren Kesecik ya da Pedlerin Ambalaja
Eklenmesi
Antimikrobiyal ambalajlama yontemlerinden en yaygin olarak kullanilanlarindan
biridir. Sisteme antimikrobiyal 6zellik; oksijen emici, alkol salici ve nem tutucu
tablet, kesecik ya da pedlerin ilave edilmesi ile kazandiriimaktadir. Oksijenin
tutucular; aerobik bakterilerin ve kuflerin, alkol salicilar; 6zellikle firin tGrinlerde kuf
ve mayalarin nem tutucular ise yiuksek su igerigine sahip gidalarda bakteri, kif ve
mayalarin gelisimini engelleyerek mikrobiyal gelismeyi kontrol altinda tutmaktadir
[33].
2.3.1.2. Antimikrobiyal Maddelerin Polimer Yiuzeyine Kaplanmasi ya da
Absorbe Edilmesi
Bu yontemde antimikrobiyal maddeler, ambalaj materyaline absorbe ettiriimekte
ya da kaplanabilmektedir. Antimikrobiyal madde olarak nisin/EDTA (Etilendiamin
tetraasetikasit)nin kullanildii poliamid, lineer dusik yogunluklu polietilen ve
polivinil klorir bazl filmler ile antimikrobiyal maddenin nisin/metilsellloz oldugu
polietilen kaplamalar bu yonteme 6rnek olarak verilebilir [33].
2.3.1.3. Antimikrobiyal Maddelerin Polimerlere immobilizasyonu
Ambalajlama sistemlerine antimikrobiyal 0Ozellik kazandirmak igin kullanilan

yontemlerden bir digeri de antimikrobiyal maddelerin ambalaj materyaline iyonik ya
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da kovalent baglarla immobilizasyonudur. Ancak bu ydntemin uygulanabilmesi
hem ambalaj materyalinde hem de antimikrobiyal maddenin yapisinda fonksiyonel
gruplarin yer almasini gerektirmektedir. Lizozim, poliaminler, bazi enzimler ve
organik asitler yapisinda fonksiyonel grup igeren antimikrobiyal maddelere 6rnek
olarak verilebilir. Immobilizasyon ydnteminde fonksiyonel gruplarin yani sira
ambalaj materyalinin yuzeyinde biyokaktif maddeyi baglayacak bogluklarin da
olmasi gerekmektedir. Bu bosluklar materyalin yapisindaki molekiller tarafindan
olusturulmaktadir. Dekstranlar, etilendiamin, polietilenglikol ve polietilemin bu
bogluklari olugturan molekulllere o6rnek olarak verilebilir. Bu molekdller,
antimikrobiyal maddelere hareket 6zgurligu saglayarak, maddenin aktif kisminin
gida yuzeyinde bulunan mikroorganizmalarla temasini kolaylastirmaktadir [33].
2.3.1.4. Antimikrobiyal Ozellikleri Olan Polimerlerin Kullanimi

Antimkrobiyal 6zellikli polimerlerin yenilebilir film ve kaplamalarda kullaniimasi ile
filmlere antimikrobiyal 6zellik kazandirilabilmektedir. Antifungal Ozellikleri olan
“kitosan” bunlardan en yaygin olarak kullanilanidir [33].

2.3.2. Antimikrobiyal Yenilebilir Film ve Kaplamalar

Antimikrobiyal ambalajlama yontemlerinden en ¢ok kullanilani antimikrobiyal film
ve kaplamalardir. Mikrobiyal gelismeyi kontrol altinda tutan antimikrobiyal film ve
kaplamalar gidalarin raf dmrind uzatmaktadir. Antimikrobiyal film ve kaplamalarda
anaerobik bir ortam saglandigi i¢in miroorganizmalarin oksijensiz ortamda tUreme
hizi dUsmekte ve sayica azalmalari saglanmaktadir. Mikrobiyal gelisim kaplama
yuzeyinde gerceklesmektedir. Baslangigta antimikrobiyal madde igermeyen gida
tabakasina, diflizyon hizina gére antimikrobiyal madde yavas yavas gegcmekte ve
zamanla antimikrobiyal madde miktarinda azalmakta olmaktadir. Antimikrobiyal
maddenin gecis kinetigi ile film ve kaplamadaki miktarinin kontrol edilmesi
gerekmektedir [26].

Antimikrobiyal madde iceren vyenilebilir film ve kaplama sistemlerinde
antimikrobiyal maddenin film tabakasindan gidaya gecisi yavas bir sekilde
gerceklesir. Boylelikle antimikrobiyal madde gida yuzeyinde daha yuksek
derisimde kalarak mikroorganizmalara kargi daha etkin bir sekilde savasir.
Antimikrobiyal madde yenilebilir film ve kaplamada ne kadar ¢ok kalirsa o kadar
cok gida ile temas halinde olur ki bu da antimikrobiyal aktiviteyi arttirir [34,35,36].
Sekil 2.3.’de antimikrobiyal maddelerin yenilebilir film ve kaplama sistemlerinde

gidaya difuzyonu verilmigtir.
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Yenilebilir Film Yenilebilir Kaplama

Tabakas: Tabakas:

Antimikrobiyal Madde

Mikroorganizma

Sekil 2.3. Yenilebilir film ve kaplama sistemlerinde antimikrobiyal maddelerin
gidaya gegisi [38]

Antimikrobiyal film ve kaplamalarin Uretiminde kimyasal ve dogal antimikrobiyal
maddeler kullaniimaktadir.

Sorbik asit, propiyonik asit, benzoik asit, tartarik asit gibi zayif organik asitler,
sodyum benzoat, potasyum sorbat, propiyonat gibi organik asit tuzlari gidalarda en
yaygin olarak kullanilan kimyasal koruyuculardir. Bunlarin bir kismi fermente
urtnlerde ve bitkilerde dogal olarak bulunmasina ragmen bircogu kimyasal olarak
sentezlenmektedir. Zayif organik asitler, pH bagimh koruyuculardir ve koruyucu
etkilerini ayrismamis formlarinda goésterirler. Disik pH i ortamlarda ayrismamis
formda bulunduklarindan maksimum inhibitor etkisi gosterirler. Yenilebilir film ve
kaplama sistemlerinde, gidayla birlikte tuketiimelerinden kaynakli kimyasal
antimikrobiyal maddelerin kullanimlarina birtakim sinirlamalar getirilmis ve sinirli
miktarda antimikrobiyal madde vyenilebilir film ve kaplamalarda kullaniimaya
baglanmigtir [37].

Kimyasal antimikrobiyal maddelere karsin dogal antimikrobiyal maddelerin

kullanilmasinda bir sinirlandirma  yoktur ve kritk miktar ve Uzerinde
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kullanildiklarinda gerekli antimikrobiyal etkiyi saglarlar. Ancak, yuksek miktarlarda
kullanildiginda gidanin kendi rengini ve tadini kaybetmesine neden olarak tuketici
tarafindan tercih edilmemesine sebep olmaktadir.

2.3.3. Antimikrobiyal Yenilebilir Film ve Kaplamalarin Gida Endustrisindeki
Uygulamalari

Gida endustrisinde sut ve sut drunleri, meyve, sebze, et ve et Urlnleri ¢ok ¢abuk
bozulan Urlnlerdir. Bu gidalarin Gretimi asamasinda hijyen kosullarinin tam olarak
saglanamamasi ortamdaki patojen mikroorganizmalarin gidaya gegisini
hizlandirmakta ve gidalarin tiketimi sirasinda hastaliklarin tiketiciye gegmesine
neden olabilmektedir. Gidalarda bu tarz problemlerin gidalarin raf émriu sona
ermeden ortaya ¢cikmasi hem tlketiciyi hem de Ureticiyi magdur etmektedir. Ayrica
bu Grdnlerin tiketilemeyip Ureticiye gonderilmesi de gida kaybina yol agmaktadir.
Bu tarz gida kayiplarini 6nleme yontemlerinden en etkili olani antimikrobiyal
madde iceren yenilebilir film veya kaplama uygulamalaridir [38].

2.4. Pektin

Asidik heteropolisakkaritlerden olan pektin bitkilerin hicre aralarinda, hicre
zarlarinda ve orta lamel bdlgelerinde bulunmaktadir. Kompleks yapidadir.
icerigindeki metil esterden dolay! uygun kosullar altinda seker ve asitle birlikte
farkh noétralizasyon derecelerine sahip suda eriyebilen jelimsi bir madde
olustururlar. Bu madde pektinin temel bileseni D-Galakturonik asittir. Metonal ile
kismen esterlesmis olan galakturonik asit birimleri a (1-4) glikozid badglaryla
birbirine baglanmiglardir. Pektinler, D-galaturonik asit birimlerinden bagka L-
arabinoz, D-galaktoz ve L-ramnoz gibi sekerleri de igerirler.

Pektin molekulinun temel bilegseni olan galakturonik asit karboksil gruplari ya metil
gruplariyla kismen esterlesmis halde ya serbest halde ya da kismen katyonlarla
notrallesmis bulunabilirler. Karboksil grubu hi¢ esterlesmemis poligalakturonik
asitlere pektik asit, tuzlarina pektat denir.

Diger polisakkaritler gibi erime noktasi olmayan pektin acik renklidir ve isI etkisiyle
bozunur, komurlesir. Pektinin en iyi ¢ozlucusu sudur. Ortalama molekul agirhgi
30000-300000 dalton arasinda degismektedir.

Pektin molekuld uygun kosullar altinda seker ve asitle birlikte jel olusturmaktadir.
Olusan jelin yapisi ve noétralizasyon derecesi kullanilan pektin kaynagina, karboksil
gruplarinin icindeki metil gruplarinin esterlesme derecesine, pektinin temel bileseni

olan galakturonikasit zincir uzunluguna ve uygulanan ektraksiyon yontemine goére
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degismektedir. Molekul agirhgr yluksek olan pektin molekullerinin dusuk olanlara
gore jel yapabilme 6zelligi daha fazladir. Dusuk molekul agirhkh pektin molekulleri
fazla miktarda asetil grubuna sahip olduklari igin jel olustururken asetil gruplari
tarafindan steril engelleme ile kargilagsmaktadir. Bu nedenle ektraksiyon iglemi
kuvvetli asidik ortaminda yapilmaktadir. Dusuk metoksilli pektinler; genis pH
araliginda diisik seker konsatrasyonlarinda ya da Ca*?, Mg gibi cok degerli
katyonlarin oldugu sekersiz ortamlarda jel olustururlar. Distik metoksilli pektinlerin
olusturduklari jelin fiziksel 6zellikleri ortamda %10-20 oraninda seker bulunmasi ile
iyilegtirilebilir.

Dusuk metoksilli pektinlerin karsi yuksek metoksilli pektinlerin jel olusturabilmesi
icin ortamda % 50’den daha fazla seker ve asidin bulunmasi gereklidir. Ayrica pH
degerinin de 3,6’ dan daha kuguk olmalhdir. Jel olusumunda seker dehidratasyon
etkisi yaparken pozitif yUkli hidrojen iyonlarina sahip asit ise jel pektin
molekulinun negatif yukunu azaltir. Asit ve sekerin yarattigi bu cift etki, kolloidal
olarak ¢6zUnmusg pektinin ¢okelmesini saglayarak U¢ boyutlu bir yapi olusturur.
Seker ve pektinden olusan bu Ug¢ boyutlu yapi hidrojen baglari yardimiyla bir butin
halinde gorunur. Yuksek metoksilli pektinlerin jel olusturma yontemi ve
mekanizmasi tamamen farkhdir. Jel olusumu igin dehidrasayona ugramis ve
kolloidal sekilde disperse olmus pektin aglomeratlarinin elektriksel olarak notralize
olmasi gereklidir. Bu pektin molekll agregatlari sulu ¢ozeltilerde negatif bir yik
tasir. Negatif yuk ortaminda elektriksel nétralizasyon igin pH 3.5’'un altinda
olmalidir ve bu da pozitif iyonlu asit ilavesi ile mimkundur.

Pektinler; yuksek metoksilli ve duguk metoksilli olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Bu
ayrim pektin molekulinun karboksil gruplarinin esterlesme derecesine gore
yaplimaktadir. Toplam galakturonik asit birimlerinde esterlesmis karboksil
gruplarinin toplam karboksil gruplarina orani esterlesme derecesi olarak ifade
edilir. Tum karboksil gruplari esterlesmis pektin molekulinin metoksil miktari %
16,32 esterlesme derecesi % 100’dur. Metoksil miktari % 3-7 arasindaki pektin
disuk metoksilli, % 7-16,32 arasindaki pektin yiksek metoksilli olarak adlandirilir.
Yuksek metoksilli pektinin (elma posasi, narenciye kabuklari ve seker pancari
kispesinden elde edilen pektin) esterlesme derecesi % 50’den daha fazla, dugsuk
metoksilli pektinin (aygicedi tablalarindan elde edilen pektin) esterlesme derecesi
% 50’den daha azdir. Esterlesme derecesi, jel olusumunda gerekli sire ve

sicakhgin belirlenmesinde oldukga etkilidir. Dustik metoksilli pektinlerde jelin
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sertlesmesi ¢ok yavas iken, yuksek metoksilli pektinlerden esterlesme derecesi %
70’den fazla olanlarda hizli, esterlesme derecesi % 50-70 olanlarda daha yavasdir
[39,40].

2.4.1. Pektinin Gidalarda Kullanimi

Pektin; jel ve recel yapiminda, sekerlemelerde, ila¢ endustrisinde, kozmetikte ve
tibbi uygulamalarda stabilizor ve jellesme araci olarak kullaniimaktadir. Pektinin
gidalarda en ¢ok uygulama alanlarindan biri stt endustrisidir. Stabilizér olarak
kullanilan pektin, st endustrisinde de kazeinle birlikte disik pH ortaminda
koruyucu hidrokolloid olarak gorev yapar. Pektinin gidalarda kullaniimasi seker ve
asit ortaminda jel olugturma Ozelliginden kaynaklanmaktadir. Pektin jel yapici,
kivam verici, emulgator ve stabilizor 6zelliginden dolayl meyve ve sebze sularinda,
marmelat, recel ve sekerleme yapiminda, mesrubatlarda, pasta jolesinde, meyveli
krema ve sut Urlnlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. llag endistrisinde ishale
karg! kullanilan ilaglarin bilesiminde kullaniimaktadir. Pektininin toksik etkiyi yok
etme 06zelliginin de olmasi ilag yapiminda kullaniimasinda énemli etkenlerden
biridir. Ayrica pektinin kolay sekil almasi ve emulsiyon tutucu 6zelliginden dolayi
da tekstil ve kagit sanayilerinde kullaniimaktadir. 1 kg meyve suyu, jole, marmelat,
mayonez, balik konservesi ve dondurma Uretiminde yaklasik 1-5 mg arasinda
pektin kullniirken eritme peyniri Uretiminde ise 8 g dolaylarinda pektin
kullaniimaktadir. Yogurdun yapisini dizeltmek amaciyla da pektin koruyucu kolloid
olarak kullaniimaktadir [40].

2.5. 0zon

2.5.1. Gida Endiistrisinde Ozon Kullanimi

Gida sanayinde gugclid antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozon, vyusek
penatrasyon ve reaktivasyon giclne sahiptir. Toksik olmayan gidalara kolayca
nufuz edebilmesi gida sanayinde mikrobiyal gelisimi engellemede kullaniimasini
saglamaktadir. Son 10 yildir ozon gazinin guvenilir (generally recognized as safe-
GRAS) kabul edilmesiyle gidalarda kullanimi yayginlagmistir. 1982 yilinda ozonun
Gida ve ilag Dairesi tarafindan (FDA) GRAS kabul edilmesiyle sise sularinda
dezenfektan olarak kullanimindaki bazi sinirlamalar kaldirilmigtir [41,42] Ozonun
gida endustrisinde klor ve diger dezenfektanlara gore daha ¢ok kullaniimasinin
temel nedeni digerlerine goére % 52 daha gugli olmasi ve c¢ok genis bir
mikroorganizma spektrumunda etkili olmasidir [41]. Gida endUstrisinde; meyve ve

sebze isleme tesislerinde, icme sularinda, ¢ig etlerin ve kuru gidalarin
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dezenfeksiyonunda, balik Uretiminde ve yumurta kabuklarinin Uzerindeki
bakterilerin arindiriimasinda antimikrobiyal ajan olarak kullaniimaktadir.

Ozonlama, gidalari ¢lirimesine ve bozulmasina neden olan kuf gibi mantarlarin
gelisimini engelleyerek veya geciktirerek bircok uygulama ve calismada etkin
olarak kullaniimaktadir [42].

Kim ve arkadaslart 1999 yilinda dogranmis marullari, akig hizi 0.5 L/dakika olacak
sekilde 1.3 mM ozonlu su ile yikamiglar ve 3 dakika sonunda toplam aerobik
mezofil bakteri sayisinda, 2 log kob/g azalma oldugunu rapor etmislerdir [43,44].
Kondo ve arkadaslari 1989 yilinda ayni uygulama ile lahanalarin toplam bakteri
sayisinda % 90'In Uzerinde bir azalma saglandigini saptamislardir [44,45].
Ozonun varligl c¢ok dusik derisimlerde bile meyve ve sebzelerin raf émrind
uzatmaktadir. Xu; ahududu, Gzim gibi meyvelerin bulundugu depoya glinde birkag
saat araliklarla 2-3 ppm dizeyinde ozon verilmesinin meyvelerin raf émrand 2
katina g¢ikardigini saptamigtir [46]. Bir baska ¢alismada Barth ve ark boguartlenin
ozon konstrasyonun 0.3 ppm oldugu depoda muhafaza edildiginde; bégdurtlendeki
kuf gelisiminin ozon tarafindan baskilandigini raporlamiglardir [47].

Elma, erik, GzUm, turuncgiller, bogurtlen, kivi, kiraz gibi meyvelerin ylzey
dezenfeksiyonunda kullanilan ozonun sebzelerin ylzey dezenfeksiyonunda da
kullaniimasi giderek yayginlasmaktadir. Kuscu ve arkadaslari 2004 yilinda sogan
ve patateslerin 5 glin suresince 8’er saat 0.2 ug/L ozon atmosferinde depolamislar
ve yuzeydeki mikroorganizma sayisinda azalma oldugu tespit etmislerdir [50].
Mandiracilik sektorinde ozon drUnlerin raf dmrinid ve Kkalitesini arttirmak ile
depolanma alanlarinin dezenfeksiyonunu saglamak igin kullaniimaktadir. Ozon
sistemleri; ciftliklerde, sit sogutma tanklari, sut gugumleri ve sit sagim
makinelerinin temizlenmesinde yaygin olarak uygulanmaktadir [48].

Tahil depolarinda boceklerin neden oldugu zararlari dnlemede depoya ozon gazi
uygulanmaktadir. Mendez ve ark. 2003 yilinda yaptiklari ¢alismada misiri 50 ppm
ozona maruz birakarak, misirin amino asit ve yag asidi kompozisyonunun
degismedigini saptamiglardir [44,49]. Benzer bir ¢alismada; Kells ve ark. 50 ppm
ozonlu ortamda 3 gun boyunca depolanan misirdaki zararhlarin % 92-100
oraninda olduruldiguni tespit etmiglerdir [44,52].

2.5.2. Antimikrobiyal Ajan Olarak Ozon Kullanimin Avantaj ve Dezavantajlari
Antimikrobiyal ajan olarak ozon kullanimin avantajlari su sekilde 6zetlenebilir;

e Ozonun yarilanma émru kisadir.
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e Ozonun oksidasyon gucu yuksek oldugu i¢in duslk konsantrasyonlarda da
etklilidir.

e Temas suresi kisadir.

e Kararli bir yapisi olmayan ozonun oksijene pargcalanma egilimi yuksek
oldugundan yuksek konsantrasyonlarda serbest kalmasi s0z konusu
degildir.

e Kendine has ve keskin bir kokusu olmasi sebebiyle duguk
konsantrasyonlarda dahil herhangi tehlike ortaya ¢ikmadan 6nceden fark
edilmektedir.

e Ozonun pargalanmasi sonucu olugsan oksijenin g¢evreye higbir zarari
bulunmamaktadir.

e Yag dokusunda birikemeyen ozonun uzun soluklu kronik etikleri yoktur.

e Ozon kanserojen ve mutajen degildir.

e Gida isletmelerinde dezenfeksiyon amach kullanilan ozon kimyasal
kullanimini azaltir.

e Gida Uzerinde artik ve kalinti birakmaz [48,51].

Antimikrobiyal ajan olarak ozon kullanimin dezavantajlari;

e Yesil sebzeler ve et gibi gidalarda kullanilan ozon yuzey oksidasyonuna
neden olabilmesi,

e Gidalarda askorbik asit ile B1 vitaminin azalmasina neden olabilmesi,

e [stenmeyen tat ve koku degisimlerine neden olabilmesi ve

e Ozon jeneratorlerinin pahali olmasi seklinde 6zetlenebilir [48,51].

2.5.3. Ozonun Antimikrobiyal Etkisi

Ozon; virls, protozoa, bakteri fungus ile bakteriyel ve fungal sporlara karsi gugli
ve genis spektrumlu bir antimikrobiyal ajandir. Ozonun sulu ortamda farkl
kimyasal bilesiklerle reaksiyonu, molekller ozonun dogrudan reaksiyona girmesi
veya serbest radikaller araciligiyla gergeklesmektedir. Ozonun etkisiyle
gerceklesen biyokimyasal hasarlanmada ara reaktif Grin olarak singlet oksijen
olusmaktadir. Cok adimli olarak gerceklesen bu reaksiyonlar sonucu ozon,
mikroorganizmalari parcalamaktadir. Bakteriyel hicre yuzeyi ozon aktivitesinin ilk
hedefi olmakta ve hucrede hasara yol agmaktadir. Lipoprotein ve lipopolisakkarit
gibi gram negatif bakterilerde bulunan c¢ift bagli doymamis lipitler ozondan

etkilenmekte ve lizis olayl gergceklesmektedir. Viral kapsitlerde ve bakteriyel hicre
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duvarinda bulunan peptidoglukan tabakasinda yer alan N-asetil glikozamin, pH 3-7
arasinda sulu ortamda ozonla hizli reaksiyona girerek, ozunun etkisini
sinirlandirmaktadir. Bundan dolayi peptidoglukan tabakasina sahip gram pozitif
bakteriler, gram negatiflere gére ozona karsi daha fazla direng gdstermektedirler
[50].

Cizelge 2.1. Gram negatif bakterilerin sulu ortamda ozonla inaktivasyonu [50]

Bakteri Ozon Sure pH Sicaklik Logio

(ng/ml) (dak.) °C) (Birim
Azalma)

Escherichia coli 0.065 a 0.5 - - 35

E. coli 0.004-0.8 0.5-2.0 6.9 - 0.5-6.5

E. coli O 157: H7 0.3-1.0a <0.5 59 25 1.3-3.8

Legionella 0.32a 20 7.0 24 >4.5

Salmonella 0.5-6.5 0.5 - 25 0.6-4

enteridis

Pseudomonas 0.2-1.2a <0.5 59 25 0.9-5

fluorescens
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Cizelge 2.2. Gram pozitif bakterilerin sulu ortamda ozonla inaktivasyonu [50]

Bakteri Ozon Siire pH Sicaklhk Logio

(ng/ml) (dak.) °c) (Birim
Azalma)

Bacillus 0.19 5 - 28 >2.0

megaterium

B. cereus 0.12 5 - 28 >2.0

Leuconostoc 0.3-3.8 0.5 5.9 25 1.3-7

mesenteriodes

Listeria 0.2-1.8 0.5 5.9 25 0.7-7

monocytogenes

Mycobacterium 0.23-0.26 1.67 7.0 24 1.0

fortuitum

Staphylococcus 0.3-1.97 10 - - 4-6

aureus

S. aureus - 0.25 7.0 25 >2.0

Cizelge 2.2. ve Cizelge 2.3. 'de G(+) ve G(-) bakterilerin degdigsik kosullar altinda
ozon uygulamasiyla inaktivasyon dereceleri gorlilmektedir. Mikroorganizmalarin
ozonla etkilesimi sonucunda mikroorganizmalarin enzim dehidrojenasyon sistemi
parcalandigi icin hiicre solunumu etkilenerek 6lim gerceklesmektedir. Ozon ayrica
mikroorganizmalarin genetik materyalinde hasara da sebep olmaktadir. Ozon
isleminin enzim sistemindeki etki igin diger bir goruste sulfidril gruplarinin
oksidasyonuyla (SH-‘nin S-S’ye donusumu) oluman gercgeklestigi  seklindedir.
Ozonun virtslere olan etkisinde farkli mekanizmalardan bahsedilmektedir.
Ozonlama sonrasi faj partikillerinden RNA’nin disari sizdigi belirlenmektedir.
Elektron mikroskobu incelemesi sonucu faj kilifinda kirilmalar oldugu
belirtiimektedir [50].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Atik Limon Kabuklarindan Pektin Eldesi

Calismada pektin eldesi igin hammadde kaynagi olarak evsel atik limon kabuklari
kullaniimistir. Atik limon kabuklari ilk olarak yikanmis ve oda sicakliginda 4-5 gln
muhafaza edilip kurutulmustur. Daha sonra kurutulan limon kabuklarinin elek
analizi yapilarak 150-500 pm pargacik buyukligunde limon kabuklari elde
edilmigtir.

Pektin Uretimi icin gerekli olan temel islemler; hammaddedeki pektinin suda
¢6zUnur hale getiriimesi, asit ile ekstraksiyonu, ekstraktin stzllerek ayriimasi,
¢okturdlmesi, suzulmesi, yikanmasi ve kurutulmasi seklinde siralanabilir. Limon
kabuklari karigtirmal bir reaktorde 100 ml 0.01 M HCI asit ¢ozeltisi ile sicakhdi 50-
85 °C arasinda ayarlanabilen sabit sicakliktaki su banyosunda, 300 rpm karistirma
hizinda 60-120 dakika boyunca ekstrakte edilmistir. Sekil 3.1.de atik limon

kabuklarinin karigtirmali bir kapta asit ile ekstraksiyonu islemi gorulmektedir.

Sekil 3.1. Atik limon kabuklarinin asit ile ektraksiyonu

Ektraksiyon islemi sonrasinda ¢ozelti sicak iken bez suzgecten stzulmus ve elde
edilen slzintli sicakligi 4 °C olana dek buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Buzdolabinda gerekli sicakliga ulasan suzuntu igerisine onunla ayni sicaklik ve
ayni hacimde % 96’lik etanol eklenerek ektraksiyon sonucunda ortaya ¢ikan
pektinin ¢okmesi saglanmis ve ¢oken pektin 4 °C’ de 24 saat buzdolabinda
bekletilmistir. Jel olarak ¢oken pektin; ortamdaki klortr iyonlarini uzaklastirmak

amaciyla sirasiyla % 96’lik etanol, % 70’lik asidik etanol ve % 70’lik etanol ile 15
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dakika boyunca yikanarak film yapimi igin kullanima uygun hale getirilmigtir. Sekil
3.2.’de yikama ve c¢okturme islemleri sonucunda elde edilen pektin ornekleri
gorulmektedir. Sekil 3.3."de ise atik limon kabuklarindan pektinin elde edilme

asamalari sematik olarak gosterilmigtir.

Sekil 3.2. Atik limon kabuklarindan pektin elde etme asamalarindan sirasiyla a)
ektraksiyon sonrasi sizme b) etil alkol ile ¢oktirme ve c) etil alkol ile yikama
sonrasi elde edilen pektin
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Sekil 3.3. Atik limon kabuklarindan pektin eldesine yénelik akis semasi
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3.2. Atik Limon Kabuklarindan Elde Edilen Pektinin Karakterizasyonu:
Esterlesme Derecesi Tayini

Pektinin esterlesme derecesi; pektin  molekulindeki karboksil gruplarinin
esterlesme derecesine gore hesaplanmaktadir [56]. Kurutulmus pektinin
yapisindaki karboksil gruplarinin varhgini tespit etmek amaciyla Frouier Transform
Infrared Spektrofotometresi (FTIR) ile 400-4600 cm™ dalga sayisi aralijinda
spektrum alinmigtir.

Esterlesme derecesi, spektrumda 1740 cm™ dalga sayisinda gozlenen absorbans
degerinin 1630 cm™ ve 1740 cm™ deki absorbans degerlerinin toplamina
bollinerek hesaplanmaktadir [56]. (Esitlik 1)

ESTERLESME DERECESI(%) = %xloo 1)

3.3. Ozonize Zeytinyaginin Eldesi ve Ozellikleri

Calismada ozonize zeytinyagl, Tanyola¢g ve arkadaglar tarafindan isletim
parametreleri ile reaktor konfigirasyonu arasinda gelistirilen istatistiksel model
yaklagimiyla analojik bir iliski kurularak tasarimi yapilmis ve patent basvurusu igin
calismalarin surdugu piyasadaki emsallerine gore Ustlun Ozellikli ozon jeneratoru
ile retilmigtir [5,6] (Sekil 3.4.)

Sekil 3.4. Ozon gazi Uretimi i¢in tasarlanan deney duzenegi [5]

Ozonlanmis  yaglarin  antimikrobiyal  aktivitesini gbésteren en  6nemli
parametrelerden biri peroksit degeridir. Calismada kullanilan ozonize zeytinyadi
icin peroksit degeri yaklasik 2700-2800 mEq O,/kg yag araliginda bulunmustur
[5,6].
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3.4. Atik Limon Kabuklarindan Yenilebilir Film Hazirlanmasi

Atik limon kabuklarindan literatirde ilk kez elde edilen yenilebilir filmlerin
hazirlanmasinda ¢6zucl buharlastirma yontemi kullaniimigtir. Limon kabuklardan
ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen pektin (% 0,5-2 w/v), saf su igerisinde
¢Ozlindiikten sonra ¢ozelti 70 °C ye kadar isitilarak homojen bir hal alana kadar
karistinlmistir. Homojen ¢ozelti igerisine, filme esneklik kazandirabilmek igin
sicakligi 70 °C getirilen gliserol (% 2-6 v/v) ilave edilmis ve karistirmaya devam
edilmistir. Gliserol ile iyice karisan homojen ¢dzelti icerisine antimikrobiyal ajan
olarak ozonize zeytinyadi (% 0.5-1,5 v/v) eklenmis ve ¢bzelti 15 cm g¢apinda cam
petri kaplarina dokulerek hava kabarcigi kalmamasi igin oda sicakliginda yaklasik
3 saat bekletilmistir. Sekil 3.5.’de yenilebilir filmlerin hazirlanma iglemi ve petri

tabaklarina dokimu goérulmektedir.

Sekil 3.5. Yenilebilir filmlerin hazirlanma islemi ve dékimu

40 °C ye sitilan etiivde 3 glin sireyle kurutulan filmler, % 5 (v/v) ’lik CaCl,
¢Ozeltisine daldiriimis ve yapilan bu ¢apraz baglama islemi ile filmlerin mekanik
dayaniklihginin arttirlmasi amacglanmistir. Atik limon kabuklarindan elde edilen
yenilebilir ~ filmlerin hazirlanmasina yonelik akim semasi $ekil 3.6.da

gOrulmektedir.
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Sekil 3.6. Atik limon kabuklarindan yenilebilir filmlerin hazirlanmasina yonelik akis

semasi
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3.5. Atik Limon Kabuklarindan Elde Edilen Filmlerin Karakterizasyonu

3.5.1. Yenilebilir Filmlerin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yenilebilir filmlerin gerilme kuvveti ve uzama miktarlarinin belirlenmesinde ISO 37
Type 3 standarti esas alinmig ve INSTRON 5969MTS model mikro mekanik test
cihazi (Sekil 3.7.) kullanilarak gerilme ve uzama miktarlari belirlenmistir

Belirtilen sekilde ve boyutta standarta uygun olarak hazirlanmis kalip yardimiyla
kesilen film ornekleri, cihazin iki genesi arasina yerlestiriimis ve 1.00 mm/dak ve
20 mm/dak araliginda gekme hizi ile ¢ekilmistir. Kopma aninda 6rnege uygulanan
maksimum kuvvet ve kopma anindaki uzama miktari mekanik test cihazina bagh

bilgisayar programi yardimiyla hesaplanmigtir.

Sekil 3.7. a) ISO 37 Type 3 normuna uygun kesilen yenilebilir film numunesi b)
yenilebilir filmlerin gekme testi analiz gérintisu

Hazirlanan filmlerin kopuncaya ve kirilincaya kadar dayanabilecedi en ylksek
kuvvet olan gerilme kuvvetinin (F) (kopma aninda 6rnege uygulanan kuvvet)
baslangictaki filmin kesit alanina (A) bdlunmesiyle flimin ¢cekme mukavemeti
(MPa) hesaplanmistir. (Esitlik 2)

Cekme mukavemeti = ZF (2)

Filmlerin uzama ylzdesi filimin boyundaki degisimin (AL= Lson — Lilk) baglangigtaki

boyuna (Lilk) oranlanmasiyla hesaplanmistir. (Esitlik )

Yiizde Uzama = —= 3)
Lilk
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3.5.2.Yenilebilir Filmlerin Termal Gravimetrik Analizi (TGA) ve Diferansiyel
Termal Gravimetrik Analizi (DTG)

Filmlerin TGA ve DTG egrileri, PERKIN ELMER SII Exstar 6000 TG-DTA6300
marka cihaz kullanilarak elde edilmistir. 200 °C-10000 °C sicaklik araliginda ve 99
°C/dak 1sitma hizi ile galisan cihaz ile filmlerin kitlesindeki degisim olgilerek
filmlerin erime sicakhdi belirlenmistir. Antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozonize
zeytinyaginin filmin erime sicakligina olan etkisinin belirlenmesinde TGA ve DTG
termogramlari kullanilimistir.

3.5.3. Yenilebilir Filmlerin Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR)
Analizi

Atik limon kabuklarindan hazirlanan yenilebilir filmlerin ylzeylerinde bulunan
fonksiyonel gruplarin aydinlatimasi amaciyla FTIR kullanilarak yapisal
karakterizasyon gergeklestirilmigtir

3.6. Yenilebilir Filmlerin Yiizey Analizlerinin Yapiimasi

QUANTA 400F Field Emission marka taramali elektron mikroskobu (SEM)
kullanilarak yenilebilir film drneklerinin yuzey ve kesit alanlari incelenmistir. Filmler,
vakum altinda altin ile kaplanip daha sonra sivi azot ile kirilarak analize uygun
hale getirilmistir.

3.7. Yenilebilir Filmlerin ve Ozonize Zeytinyaginin Antimikrobiyal
Aktivitesinin Belirlenmesi

Atik limon kabugundan hazirlanan yenilebilir filmlerin ve ozonize zeytinyadinin
gram (-) E. coli (ATCC 25922), ve gram (+) S. aureus (ATCC 29213), bakterilerine
karsi antimikrobiyal aktivitesi “Disk Difuzyon” yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Test icin farkli konsantrasyonlarda ve bilesimlerde hazirlanan yenilebilir filmlerden
6 mm capinda kesilen diskler kullanilmistir. ilk olarak taze kiltiirden 6ze ile alinan
mikroorganizmalar sivi besi ortaminda 10* CFU/ml mikroorganizma yogunluguna
olusana kadar inkube edilmis ve daha sonra agar kati besi yuzeyine ekimi
yapilmigtir. Son olarak yenilebilir filmlerden kesilen diskler ekim yapilan petrilere
yerlestirilerek petri kapaklar alta gelecek sekilde 35+2 °C’de 24 saat inkibe
edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonlari
Olculmustur. Ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde

Whatman kagidindan (No:1) 6 mm c¢apinda kesilen disklere emdirilen 20 pl drnek
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kullaniimistir. Ozonize zeytinyagl emdirilmis steril diskler igin de yenilebilir filmlere

uygulanan ayni yontem uygulanarak inhibisyon degerlendiriimesi yapiimigtir.
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4. DENEY SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Atik Limon Kabuklarindan Elde Edilen Pektinin Karakterizasyonu

Pektinin esterlesme derecesi (galakturonik asit icerigi), pektinin ticari deger olgusu
olarak kabul edilmekte olup, gida maddeleri kodeksinde belirtilen standartlara gére
% 50’nin Uzerinde olmasi gereken bir degerdir [53]. Calismada, farkh ortam
parametrelerinin elde edilen pektinin esterlesme derecesine etkisinin belirlenmesi
amaciyla, 0.01 M HCI asit kullanilarak farkli partiktl bayuklagunde limon kabuklari
ile farkh sicaklik ve surelerde ekstraksiyon iglemleri gergeklestirilmistir. Farkh
kosullarda gercgeklestirilen ektraksiyon islemi sonucunda elde edilen pektinlerin

esterlesme dereceleri Cizelge 4.1.-4.2. ve 4.3.’te gosterilmigtir.

Cizelge 4.1. Ektraksiyon sicakhginin pektinin esterlesme derecesine etkisi

Parcacik Boyutu Esterlesme
Sicaklik (°C) Siire (dakika) (Mm) Derecesi (%)
50 120 150 45
85 120 150 49

Cizelge 4.1.de gorlldigu Uzere ekstraksiyon isleminde sicaklk, ¢éziinen
maddenin ¢bzuclye gecisini etkileyen en Onemli parametredir. Yuksek
sicakliklarda, ¢dzlinen maddenin ¢bdzlcuye gecisi duslk sicakliklara gore daha
hizlidir. Bu nedenle diger parametreler sabit kalmak kosulu ile 85 °C de
gergeklestirilen ekstraksiyonda pektinin esterlesme derecesi % 49, 50 °C de ise %
45 olarak belirlenmigtir. Ekstre edilecek katinin yapisina bagh olarak sicaklikla
ekstraksiyon verimi artmasina ragmen c¢ok yuksek sicaklikta bazi bilesenlerin
yapisinda meydana gelebilecek bozunmalar ve istenmeyen bazi bilesiklerin

ortama gegisi Urun kalitesinin dismesine neden olabilmektedir [54].
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Cizelge 4.2. Parcacik boyutunun pektinin esterlesme derecesine etkisi

Esterlesme
Pargacik Stire (dakika) Sicaklik (°c) ~ Derecesi (%)
Boyutu (um)
150 90 85 61
300 90 85 55
500 90 85 52

Yapilan ekstraksiyon deneylerinde en vyuksek esterlesme derecesi 150 um
parcacik boyutunda goézlenmistir. Bunun nedeni kutle aktariminda temel prensibin
¢Ozucu faz ile ekstraktl igeren materyalin mimkun olan en genis yluzeyde temasa
girmesidir. Bu dogrultuda bir materyalin ne kadar kiguk pargalara ayrilirsa birim
hacime dusen yuzey alanin da o kadar artacag bilinse de ¢ok kuc¢uk parcaciklarin
elektrostatik cekim kuvvetlerinden 6tlru bir arada kalmak istemeyip akisa karsi
direng gOstermelerinden dolayr ektraksiyonu olumsuz ydnde etkileyecegi

unutulmamalidir.

Cizelge 4.3. Ektraksiyon suresinin pektinin esterlesme derecesine etkisi

Esterlesme
Sire (dakika) | Pargacik Boyutu Sicaklik (°C) Derecesi (%)
(um)
60 150 85 40
90 150 85 61
120 150 85 49

Ekstraksiyonun temel prensiplerinden biri de ekstraksiyon igleminin ¢ozucunun
kaynama noktasindan daha 6nce ekstrakte edilmesidir. Cozlcu ile ekstraktin
temas suresi ne kadar uzun ise iglemin etkinligi de o kadar fazladir. islem boyunca

cOzeltide buharlagsma olmasi da ¢ozlcu ile ekstraktin temas slresinin azalmasina
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neden oldugundan ektraksiyonda uygun sure belirlenmesi ¢ok onemlidir. Bu
calismada 150 um pargacik boyutundaki atik limon kabuklari ile 85 °C’ de yapilan
asidik ektraksiyon islemi igin ektraksiyon suresi 90 dak olarak belirlenmisgtir.
Yapilan deneyler sonucunda atik limon kabugundan pektin eldesi igin uygulanan
ekstraksiyon isleminde en yuksek pektin verimine; pektinin esterlesme
derecesinin % 61 olarak hesaplandi§i 150 um pargacik boyutunda, 85 °C sicaklik
ve 90 dakikalik ekstraksiyon suresinde ulagiimistir.

Atik limon kabuklarindan elde edilen pektinin ticari deger tasiyip tagimadiginin
tespiti icin FTIR spektrumu alinmig, yapida yer alan fonksiyonel gruplar
belirlenerek ticari pektin ile karsilastirlmigtir. Alinan FTIR spektrumlari Sekil

4.1.’de verilmistir.

Limzn Kabugundan Elde Edilen Pektin

Ticari Pektin

2500 2000 ZE0D 2000 1500 1000
Dialga sayis (om-1)

Sekil 4.1. Atik limon kabugundan elde edilen pektinin ve ticari pektinin FTIR
spektrumu
Spektrumda 3600-3400 cm™ dalga sayisi araliginda gérillen pik O-H geriime
titresimini gostermektedir. Bu pikler genelde molekiller arasi H- bagh polihidroksi
bilesiklerde gorulmektedir ki bu da pektin molekulinde ¢ok sayida -OH grubunun
varliginin isaretidir. 1740 cm™ dalga sayisinda gériilen pik esterlerde goriilen C=0
gerilmesidir ve pektinde asetil (COCH3) gruplarinin yani iyonlasmamis karboksilik
asitin varligini gdstermektedir. 1630 cm™ dalga sayisinda gériilen pik -OH gerilme
titresim bandini, 1385- 1445 cm™ de gdzlenen pikler —CH3 grubunun varligini,
1015-1104 cm™ dalga sayisinda gériilen pikler ise C-O egilme veya gerilme

titresimlerin varligini géstermektedir [54]. Esterlerin spekturumunda 1740 cm™ -
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1630 cm™ dalga sayi araliginda gdzlenen bir veya iki kuvvetli band bulunur. 1740
cm™ dalga sayisinda gdézlenen pikin vari§i pektindeki esterlesme derecesinin
yuksek oldugunun isaretidir [55]. Sekil 4.1.’den gorllecegi gibi atik limon
kabugundan elde edilen pektin ile ticari pektinin FTIR spektrumlari neredeyse
birebir ortusmektedir ki bu da bize elde edilen pektinin ticari deger tasidigini ve
yenilebilir film hazirlanmasinda da kullanilabilecegini gostermigtir.

4.2. Limon Kabugundan Hazirlanan Yenilebilir Filmlerin Gorsel ve Mekanik
Ozellikleri

Yenilebilir film hazirlanmasi agamasinda agirlikga farkli oranlarda kullanilan (0,5
ve 2 % w/w) pektininin hazirlanan filmlerin gorselligine etkisi incelenmigtir. Sekil
4.2.’den goéruldugu Uzere agirlikga % 2 oraninda pektin iceren film daha az pektin
iceren filme gdre gorsel olarak daha iyi durumdadir. Bu durum yenilebilir filmin
icerisindeki pektin miktarina bagh olarak artan metil ester igerigi ile aciklanabilir
[53].

Sekil 4.2.a. % 0,5 w/w pektin igeren filmin gorintisu

Sekil 4.2.b. % 2 w/w pektin iceren filmin goruntusu
Hazirlanan vyenilebilir filmlerin  elastikiyeti pektindeki gugcli polisakkarit
zincirlerinden dolay! yok denecek kadar azdir. Sekil 4.3.’de goruldigu gibi bu
guclu baglan daha zayif olan hidrojen baglarina ¢evirmek icin bir bagka deyigle
filmin kinlganhgini azaltmak ve yapiya elastikiyet kazandirmak igin hacimce % 2,
% 4 ve % 6 (v/v) oranlarinda gliserol kullaniimistir.
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Sekil 4.3. Atik limon kabuklarindan hazirlanan elastik yenilebilir film 6rnegi

Cizelge 4.4. Gliserol konsantrasyonun hazirlanan filmlerin mekanik 6zelliklerine
etkisi

Film Gliserol Ozonize CaCl, Yuzde Gerilme  Cekme
kodlari Konsantrasyonu Zeytinyagl (%viv) li/zama Kl\lljwetl M|\/I|J|:I>(avemetl
(% VIV) (%) (N) (MPa)
(% viv)
El 2 0,5 5 86 1,17 1,40
E2 4 0,5 5 40 0,18 0,21
E3 6 0,5 5 37 0,12 0,14

Gerilme kuvveti, ylzde uzama ve ¢ekme mukavemeti, filmin gerilme yetenegini
ifade eden en onemli mekanik 6zelliklerdir. Atik limon kabugundan elde edilen
yenilebilir filmlerinin mekanik Ozellikleri Cizelge 4.4.’de gosterilmistir. Cizelge
4.4.’den gorulecegi gibi gliserol konsantrasyonun hacimce % 2 oldugu durumda;
uygulanan dis kuvvete kargsi filmin gésterdigi tepki olarak gerilme kuvvetinin diger
konsantrasyonlara gére daha yiksek, gliserol konsantrasyonun hacimce % 6
oldugu film drnekleri icin de gerilme kuvvetinin diger konsantrasyonlara gére daha
dusuk oldugu gorulmektedir. Bu durum ortamdaki gliserol miktarinin artmasiyla
pektin molekulleri arasindaki etkilesimin azalmasi ve buna bagh olarak
molekullerin bolgesel hareketliliginin artmasi seklinde agiklanabilir. Molekullerin
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hareketliliginin artmasiyla difuzyon kolaylagsmakta ve filmin uygulanan dis kuvvete
karsi gosterdigi direng yani gerilme kuvveti dugsmektedir.

Cizelge 4.4.’de gliserol konsantrasyonu arttik¢a filmin ylzde uzamasinin azaldigi
gorulmektedir. Filmin elastikiyetini arttiran plastiklestirici maddelerin dogal olarak
filmin yUzde uzamasini arttirmasi beklenen bir durum gibi gorinse de yapi
icerisinde fazla miktarda bulunmasi pektin yapisindaki polar uglarin ¢ozilerek
molekuller arasi etkilesiminin azalmasi dolayisiyla filmin ylzde uzamasinin da
olumsuz yonde etkilenmesi ile agiklanabilir.

Cekme mukavemeti de gerilme kuvveti gibi plastiklestirici konsantrasyonu ile ters
orantilidir. Yenilebilir filmin gekme mukavemetinin en yuksek oldugu 1,40 MPa’da
gliserol konsantrasyonu en dusuk, gekme mukavemetinin en dusuk oldugu 0,14
MPa'da ise gliserol konsantrasyonu en ylksekti, Bu durum gliserol
konsantrasyonu arttik¢a; pektinin yapisindaki uzun kovalent bagl zincirlerin yikilip
yerine zayif hidrojen baglarinin olusmasi ile agiklanabilir. Molekuller arasi Van der
Waals kuvvetleri zayifladigi icin molekiller arasi etkilesim azalmakta ve ¢ekme
mukavemeti dugmektedir.

Hazirlanan E1 kodlu filminin gerilme uzama egrisi Sekil 4.4 ‘de gorulmektedir.
Uygulanan kuvvete karsgi alinan egri, literatlrdeki tipik yenilebilir filmler i¢in alinan

uzama egrilerine benzer davranis sergilemektedir [57].
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Sekil 4.4. E1 kodlu filminin gerilim-uzama egrisi

Sekil 4.4’teki gerilim-uzama egrisi incelendiginde A-B arasinda gerilme ile
uzamanin dogru orantili oldugu gorulmektedir. Bu bdlgede deformasyon elastiktir

ve bolgenin egimi elastik moduli vermektedir [57]. Sekil 4.4.’de B-C arasinda

38



gerilim hemen hemen sabit iken, filmdeki uzama artisi devam etmektedir. Bu
kayar. Sonug¢ olarak viskoz deformasyon meydan gelir [57]. Gerilim uzama
egrisindeki C noktasi ise filmin daha fazla uygulanan kuvvete dayanamayip
koptugu noktadir.

Filmin icinde yer alan ve antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozonize
zeytinyaginin konsantrasyonu da yenilebilir filmlerin mekanik 6zelliklerini etkileyen

onemli parametrelerden biridir.

Cizelge 4.5. Ozonize zeytinyadi konsantrasyonunun hazirlanan filmlerin mekanik
Ozelliklerine etkisi

Film Ozonize Gliserol CaCl, Yuzde Gerilme Cekme
kodlari zeytinyag! (% viv) (%vIv) Uzama Kuvveti Mukavemeti
(%) (N) (MPa)
Konsantrasyonu
(% viv)
E11 0,5 2 0 75 0,93 1,65
E13 0 2 0 90 1,38 2,59

Cizelge 4.5.’de gorlldugu Uzere yapida ozonize zeytinyaginin varh@r filmlerin
¢cekme mukavemeti, gerilme kuvveti ve ylUzde uzamasinin azalmasina neden
olmustur. Ozonize zeytinyagi icermeyen filmin gekme mukavemeti 2,59 MPa iken
hacimce % 0,5 ozonize zeytinyagi iceren filmin ¢cekme mukavemeti 1,65 MPa dir.
Bu durum literatirdeki pek ¢ok calisma ile ortiusmektedir [11,57]. Ayana ve
arkadaslari 2007 yilinda farkli konsantrasyonlarda zeytin yapragi 6zutl iceren
metil sellloz esasl filmler Uretmigler ve zeytin yapragi 6zutl konsantrasyonu
arttikga filmin ylzde uzamasinin azaldigini tespit etmislerdir. Benzer bir calismada
Sari ve arkadaslari antimikrobiyal ajan olarak kekik ve biberiye iceren peynir alti
suyu proteini izolati esasl filmler yapmislar ve antimikrobiyal ajan konsantrasyonu
arttik¢a filmin uzama miktarinin ve gerilme kuvvetinin azaldigini gézlemlemislerdir.
Ozonize zeytinyag! icermeyen pektin bazl filmin ylizde uzamasi 90 iken ozonize
zeytinyagd! konsantrasyonu % 0,5 olan pektin bazli filmin ylizde uzamasi 75 olarak

bulunmustur. Yenilebilir filmin i¢cine herhangi bir katki maddesinin ilavesi ile filmin
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kimyasal yapisinda ve morfolojik yapisinda bir takim degigikliklerin olabileceqgi
bilinmektedir [20]. Bu durum molekuller arasindaki etkilesimin azalmasi buna bagh
olarak da filmin ylzde uzamasinin azalmasi ile agiklanabilir. Threepopnatkul ve
arkadaslari da 2012 yilinda antimikrobiyal ajan olarak limon yagi ve bergamot
iceren jelatin bazli filmler hazirlamiglar ve antimikrobiyal ajan i¢eren filmlerin yuzde
uzamasinin icermeyen filmlere gére daha dusuk oldugunu rapor etmiglerdir [58].
Calismada yenilebilir filmlerin mekanik 6zelliklerini en uygun dederlerde tutacak
gliserol ve ozonize zeytinyagi konsantrasyonlari sirasiyla hacimce % 2 ve % 0,5
olarak tespit edilmistir.

En uygun gliserol ve ozonize zeytinyagi konsantrasyonunda hazirlanan filmlerin
mekanik 6zelliklerini iyilestirmek igin filmler hacimce % 5’lik CaCl, ¢dzeltisine
daldinlarak gapraz baglama iglemi gercgeklestiriimistir.

Capraz baglamadaki amag¢ pektin molekdlleri arasinda var olan kovalent baglari

guglendirmek veya yeni kovalent baglarin olugsmasini saglamaktir.

Sekil 4.5. Pektin molekulunin yumurta kutusu modeli [59]

Hazirlanip kurutulan filmlerin CaCl, ‘e daldirilarak yapilan capraz bagdlama
isleminde, Ca* iyonlarinin pektin molekiliinde yer alan karboksilat gruplarina
baglanarak meydana getirdigi U¢ boyutlu ag yapisi literatirde yumurta kutusu
modeli olarak bilinmektedir [60,61].

40



Cizelge 4.6. CaCl, konsantrasyonunun hazirlanan filmlerin mekanik 6zelliklerine
etkisi

Film caCl, Gliserol Ozonize Yizde Gerilme Cekme
kodlari K (% viv) Zeytinyagi Uzama Kuvveti  Mukavemeti
onsantrasyonu (%VIV) (%) (N) (MPa)
(% viv)
E11 0 2 0,5 75 0,93 1,65
E14 5 2 0,5 42 2,69 4,73

Ca'?, pektin molekiiliindeki negatif yiikler arasinda ¢apraz baglama yapmakta ve
bunun sonucunda pektin molekillleri arasindaki mesafe ve haraketlilik
azalmaktadir. Capraz baglama ile molekuller arasi Van der Waals kuvvetleri
guglendigi igin filmin gerilme kuvveti ve ¢cekme mukavemeti de artmaktadir. Butln
bu Dbilgiler 1siginda Cizelge 4.6.’dan anlasilacagi Uzere yenilebilir film
hazirlanmasinda g¢apraz baglayici ajanin kullanimi ile filmin mekanik ézelliklerinin
iyilegtirilebilecegi gorulmektedir. Bu durum literatirdeki bircok c¢alisma ile
ortusmektedir [62,63,64,65]. Ancak Cizelge 4.6.’da dikkat gceken dnemli bir detay,
capraz baglayici ajanin filmlerin gerilme kuvveti ve ¢gekme mukavemetini artirirken
yuzde uzamanin azalmasina neden olmasidir. Andrea ve arkadaslari 2013 yilinda
yaptiklari ¢calismada capraz baglayici ajan varliginin hazirladiklar aljinant bazli
filmlerin ylzde uzamasini azalttigini tespit etmisler ve bu durumu c¢apraz
baglamanin filmin morfolojik yapisini degistirerek filmin kirilganligini arttirmasi ile
aciklamislardir [65]. Buna ek olarak ylizde uzamasinin azalmasi, yumurta kutusu
modeli ile daha guglu yapilarin olusmasi ile de agiklanabilir.

4.3. Yenilebilir Filmlerin TGA ve DTG Termogramlarinin Yorumlanmasi
Termogravimetrik analiz ile uygun bir atmosferde isitilan yenilebilir filmlerin
kutlesindeki hassas degisimler belirlenmistir. Atik limon kabugundan hazirlanan E8
(Ek-2) kodlu yenilebilir filmine ait TGA ve DTG (diferansiyel termal gravimetrik

analiz) termogramlari Sekil 4.6."da gorulmektedir.
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Sekil 4.6. Atik limon kabuklarindan hazirlanan yenilebilir E8 kodlu filme ait TGA ve
DTG termogramlari
Atik limon kabugu kullanilarak hazirlanan pektin bazli yenilebilir E8 kodlu filmin
termograminda 2 ayri bozunma basamagi goézlemlenmistir. Elde edilen TGA egrisi
literaturdeki yenilebilir filmlerin TGA egrileri ile ortusmektedir [60,61,66]. Sekil
4.6.’da goruldugu gibi polimer dusuk sicakliklarda yuksek viskoziteli akigkan bir
kutle haline gelmekte yumusayip erimektedir. Bu esnada kimyasal yapida bir
degisiklik meydana gelmemektedir. Bu nedenle diusuk sicakliklarda meydana
gelen kutle kayiplarinin polimerlerde absorplanmis halde bulunan ugucu
bilesenlerin varligina karsilik geldigi bulunmustur [60,61]. Sekil 4.6.’da filmin ilk
bozunma basamaginda suyun buharlagmasi ile gorulen kitle kaybi yaklagik %
3,68 ila % 14,23 arasinda gergeklesmektedir. Filmin ikinci bozunma basamaginda
ise yaklagik 150-250 °C sicaklik araliinda ise filmin yapisindaki anyonlarin
uzaklasmasiyla yapi bozunmaya baslamaktadir. ikinci kiitle kaybi polisakkaritlerin
bozunmasi ile % 45,64 ile % 66,07 arasinda gergeklesmekte ve genis bir sicaklik
araliginda gergeklesen bu basamakta hem fiziksel gecgis hem de termal
degredasyon gorulmektedir [67]. Calismada yenilebilir filmden suyun buharlagmasi
ile gergeklesen kuitle kaybi 14 iken ikinci kutle kaybinin yaklasik % 66 oraninda
oldugu gérilmektedir. DTG termogrami ise 70 ve 220 °C’ de iki endotermik pik

icermektedir. Bu degerler literaturdeki pektin bazl yenilebililir filmlerin endotermik

42



pik sicakliklari ile ortugsmektedir [68,75]. Ayrica TGA egrisinin tlrevinin alinmasi ile
elde edilen 220.48 °C sicaklik degeri ise yenilebilir filmin erime sicakligina kargilk
gelmektedir. Bu sicakhgin Uzerindeki sicakliklarda filmin polimer yapisi tamamen
bozunmustur.

4.4. Yenilebilir Filmlerin FTIR Spektrumlarinin Yorumlanmasi

Hazirlanan yenilebilir filmlerin yuzeylerinde bulunan fonksiyonel gruplarin
aydinlatimasi ve sentez parametrelerinin yapiya olan etkisinin belirlenmesi
amaciyla Fourier Infrared Spektrofotometresi (FTIR) kullanilarak yapisal
karakterizasyon gergeklestirilmistir. Sekil 4.7.de sirasi ile E8, E9 ve E10 kodlu
filmlere (Ek-2) ait FTIR spektrumlari goriimektedir.
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Sekil 4.7. Hazirlanan E8, E9 ve E10 kodlu yenilebilir filmlerin FTIR spektrumlari

FTIR spektrumunda gdzlenen 3270 cm™ absorbsiyon bandi O-H, N-H ve molekiil
ici hidrojen baglarinin gerilme titresimlerini géstermektedir. Spektrumdaki 2935 cm’
Y deki pik filmin yapisinda —CH3' Gin varliginin isaretidir. 1740 cm™ ve 1630 cm’
Ydeki pikler ise yapida yer alan karbonil gruplarini gésterir ki bu pikler -COO™ ‘nun
karakteristik pikidir. Yapida bulunan karboksilik asit (-COO™ ) pektinin temel
bileseni olan d-galakturonik asitin varligini isaret etmektedir [69]. Spektrumda
gorilen 1412 cm™ ile 1227 cm™ pikler C-H baglarindaki gerilmeyi 1100 cm™ pik ise

ozonoid gruplarina ait C-O gerilme bantlarini géstermektedir [70]. Genel olarak
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bakildiginda hazirlanan yenilebilir filmlerdeki ozonize zeytinyadi konsantrasyonlari
farkh olmasina ragmen filmlerin FTIR spektrumlari neredeyse birebir
ortiismektedir. Bunun nedeni, sentezlenen ozonize zeytinyaginin 1740 cm™, 1628
cm™ ve 1100 cm™ de gdzlenen karakteristik piklerinin [5,6] pektine ait karakteristik
pikler ile drtismesi olarak acgiklanabilir.

4.5. Taramali Elektron Mikroskopisi Analizi (SEM)

Limon kabuklarindan hazirlanan yenilebilir filmlerin igeriginde bulunan ve
antimikrobiyal ajan olarak kullanilan ozonize zeytinyagi ile ¢apraz baglayici ajan
olarak kullanilan CaCl, konstantrasyonlarinin filmlerin yizey ve kesit alan
morfolojilerine etkileri SEM goruntulerinden yararlanarak agiklanmaya caligiimistir.
Kalinhklari 97-127 ym arasinda degisen E8, E9 ve E10 kodlu film &rneklerinin
SEM goéruntuleri Sekli 4.8'de verilmigtir.

a) E8 Yilizey b) E9 Yiizey
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Sekil 4.8. Hazirlanan yenilebilir filmlerin ylzey ve kesit ylzeylerine ait SEM
goruntuleri

Sekil 4.8.’daki E8 kodlu filminin ylzey ve kesit alanina bakildiginda filmin

icerisinde ozonize zeytinyadl olmasina ragmen ozonize zeytinyagina ait bir
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bulguya rastlanmamis olup yuzey puruzstuz ve uniform gozukmektedir. Ayni
sekilde E9 kodlu filminin igeriginde ozonize zeytinyad! olmasina ragmen yaga ait
bir olusum yoktur. Bu durumdan antimikrobiyal duyarlihk test kisminda
bahsettigimiz gibi ¢apraz baglayici ajan filmin yapisindaki sulffitril gruplarini disulfit
baglarina donusturmekte ve ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal etkisini
gostermesine engel olmaktadir [71,72]. Bu durum antimikrobiyal aktive test
sonuglari ile de desteklenmektedir. Batin bu dediklerimiz kanitlar boyuttaki bir
diger gozlem ise igerisinde CaCl, bulunmayan E10 kodlu filminin ylUzeyindeki
siyah porlar antimikrobiyal ajan olan ozonize zeytinyagina ait bulgulardir. Ayni
sekilde E10 kodlu filminin kesit alanina ait SEM goruntisinde de ozonize

zeytinyagina ait siyah por olusumlari mevcuttur [5].

4.6. Yenilebilir Filmlerin ve Ozonize Zeytinyaginin Antimikrobiyal Duyarhhk

Test Sonuglari

Calismada kullanilan ozonize zeytinyaginin ve hazirlanan yenilebilir filmlerinin
antimikrobiyal duyarlihginin belirlenmesinde disk diflizyon yéntemi kullaniimigtir.
Farkli konsantrasyonlarda ozonize zeytinyagi ve CaCl, igceren yenilebilir filmler ile
saf ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirimasinda Gram (+)
bakteri olarak S. aures ve Gram (-) bakteri olarak da E. coli, kullaniimigtir. Disk
difizyon yontemine gore inklibasyon siresi sonunda ozonize zeytinyadi emdirilmis
disk ile yenilebilir film 6érneklerine ait disklerin etrafinda olusan berrak zonlar,
inhibisyonu yani mikroorganizmalarin tremedigi alani gostermektedir (Sekil 4.9.-
4.10.). Zon c¢apli inhibisyonun gozlendidi alanin ¢api (disk ¢api dahil) dlgulerek
tanimlanmistir. Analizlerde saf zeytinyadi emdirilen disk kontrol grubu olarak

kullaniimistir.
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Cizelge 4.7. Ozonize zeytinyaginin farkli mikroorganizmalar Uzerine etkileri
sonucu Olgulen inhibisyon zon gaplari

inhibisyon Zon Caplari (mm)
Numune S.aureus E. coli
(ATCC 29213) (ATCC 25922)
Ozonize Zeytinyagi 18 11
Kontrol (Zeytinyagt) -* -*

-* inhibisyon zonu bulunmamaktadir

Sekil 4.9. Ozonize zeytinyagdi ve saf zeytinyag! (kontol) emdirilmig disklerin a,b)
E. coli c,d) S. aures mikroorganizmalarina etkisi sonucu gézlenen inhibisyon
zonlari

Alinan inhibisyon zon gaplari 6lgimlerine gore, sentezlen ozonize zeytinyaginin

hem Gram (+) S.aureus hem de Gram (-) E.coli mikroorganizmalarina karsi
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antimikrobiyal etki gosterdigi gorulmektedir. (Sekil 4.9.) Cizelge 4.7 den
gorllecegi Uzere ozonize zeytinyaginin S.aureus mikroorganizmasina karsi
gosterdigi inhibisyon zon ¢apt 18 mm iken E. coli mikroorganizmalarina kargi
gosterdigi inhibisyon zon c¢api 11 mm olarak olgtlmustiur. Calismalarda kontrol
grubu olarak kullanilan saf zeytinyaginin S.aureus ve E. coli mikroorganizmalarina
kars! inhibisyon zonu olusturmadigi dolayisiyla antimikrobiyal bir etki gostermedigi
tespit edilmigtir. Benzer caligmalarda Rodrigues ve arkadaslari ozonlanmis
aycicek yaginin S. aureus mikroorganizmasina karsi inhibisyon zon capini 42,4
mm, Siqueira ve arkadaslari ise inhibisyon zon g¢apini 14 mm olarak
belirlemislerdir [73]. Farkh bir ¢galismada ise Sechi ve arkadaslari broth dilisyon
yontemi kullanarak ozonlamis aycgigcek yaginin S. aureus mikroorganizmasina

karsi antimikrobiyal etki gosterdigini tespit etmislerdir [74].

Cizelge 4.8. Yenilebilir filmlerin farkli mikroorganizmalar Uzerine etkileri sonucu
Ol¢llen inhibisyon zon g¢aplari

Film Ozonize CaCl; inhibisyon Zon Gaplari (mm)
Kodu Zeytinyagi Konsantrasyonu S.aufeus E. coli
0,
Konsantrasyonu (% viv) (ATCC 29213) | (ATCC 25922)
(% viv)

E11 0,5 0 - ”

E12 15 0 - 8 mm
E16 15 5 - > mm
E17 15 0 - 9 mm

-* inhibisyon zonu bulunmamaktadir
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Sekil 4.10. Hazirlanan yenilebilir film érneklerin a,c) E. coli ve b) S.aureus
mikroorganizmalari Gzerine etkileri sonucu gozlenen inhibisyon zonlari
Cizelge 4.8.de goruldugu gibi hazirlanan yenilebilir filmlerden higbirinin Gram (+)
bir bakteri olan S. aureus mikroorganizmalarina karsl inhibisyon zonu
olusturmadigl dolayisiyla antimikrobiyal bir etki gdstermedigi filmlerden ozonize
zeytinyagi konstrasyonu 1,5 (% v/v) olan ve CaCl, igermeyen E12 kodlu filmin
Gram (-) bir bakteri olan E.coli mikroorganizmasina kargi 8 mm olarak olgulen
inhibisyon c¢api ile bir direng gosterdigi gorilmektedir. Khadre ve arkadaslari [48]
2001 yilinda yaptiklari galismada Gram (+) bakterilerin, Gram (-) bakterileri ile
karsilastirildiginda ozona karsl daha fazla direng gosterdiklerini bulmuslardir. Bu
durum, Gram (+) bakterilerin hicre duvarinda bulunan peptidoglukan
tabakasindaki N-asetil glikozaminin, pH 3-7 arasinda sulu ortamda ozonla hizli
reaksiyona girerek ozonun antimikrobiyal etkisini azaltmasiyla agiklanmistir [50].
Ayrica ozonun antimikrobiyal etki mekanizmasina gére Gram (-) bakterilerin hicre
zarinda bulunan ¢ift bagh doymamisg lipitlerden olan lipoprotein ve lipopolisakkarit
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tabakalarini daha kolay etkileyerek lizis olayinin gergeklestirmesi de bu sonucu
desteklemektedir [47].

Cizelge 4.8.de hazirlanan yenilebilir filmlerde ozonize zeytinyadi konsantrasyonu
azaldikca S. aureus a gosteriimeyen direng gibi E.coli ye karsi da direncin
goOrulmedigi gozlenmigstir. Bu durum filmin igerisinde mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal  etki  gosterecek yeterli miktarda ozonize  zeytinyagi
bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Benzer bir galismada Montevecchi ve
arkadaslari, disk difizyon ydntemi kullanarak farkli seyrelme oranlarinda
hazirlanan ozonlanmis yagin S. aureus ve P. gingivalis mikroorganizmalari
uzerinde antimikrobiyal etkilerini karsilastirmali olarak incelemisler ve sonug olarak
Olculen inhibisyon zon c¢aplar kargilagtirildiginda ozonlamis yagin dusuk
seyreltme oranlarindaki zon c¢apinin yani antimikrobiyal etkisinin daha fazla
oldugunu bulmuslardir [58].

Hazirlanan yenilebilir filmlerin antimikrobiyal 6zelligini etkileyen parametrelerden
biri de filmin mekanik &zelliklerini iyilestirmek icin kullanilan ¢apraz baglayici ajanin
varligidir. Cizelge 4.8." de ve Sekil 4.10.c.’ de E.coli ye kargi diren¢ gosteren E16
ve E17 kodlu filmlerden CaCl, iceren E16 kodlu filmin olgulen inhibisyon zon
capinin E17 kodlu filme gore daha diguk oldugu gorilmektedir. Yenilebilir filmin
hazirlanmasi asamasinda capraz baglayicinin filme eklenmesi serbest siilfitril
gruplarinin ortaya ¢ikmasina neden olurken bu gruplar i1sinin etkisiyle molekuller
arasi disulfit baglarina donusmektedir [20]. Kim ve arkadaglari [43] ile Moore ve
arkadaslar [71] yaptiklari benzer ¢alismalarda ozonun, enzim sistemindeki suffitril
gruplarinin oksidasyonuyla (SH-‘nin S-S’ye doénltsimia) mikroorganizmalarin
olimune sebep olduklarini savunmuslardir. Capraz baglayici ajan olarak CacCl,
kullanilan ozonize zeytinyadi iceren filmlerde antimikrobiyal aktivitenin
baskilanmasi enzim yapisinda yer alan sulfitril gruplarinin gapraz baglayici ajan

varhiginda disulfit baglarina dénismesi ile agiklanabilir.
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5. SONUGLAR

Calismada, gidalari sadece toz ve nem gibi etkenlere karsi koruyan ancak
mikrobiyal bozulmayi engelleyemeyen klasik ambalaj filmlerine alternatif,
antimikrobiyal 6zellikli yeni gida bir ambalaj filminin hazirlanmasi hedeflenmistir.
Bu dogrultuda galismanin ilk agamasinda atik limon kabuklarindan pektinin elde
edilmig, ikinci asamasinda ise elde edilen pektinden yenilebilir antimikrobiyal

ozellikli yenilebilir filmler hazirlanmigtir.

ik olarak limon kabugundan elde edilen pektin igin piyasada satisi sunulan ve gida
maddeleri kodeksine uygun esterlesme derecesine (% 50 Uzeri) ulasabilmek
adina ekstraksiyon iglemindeki en uygun sicaklik, sure ve pargacik boyutu

belirlenerek FTIR analizleri yapiimistir.
Buna gore alinan sonuglar kisaca 6zetlenirse;

e Atk limon kabuklarindan elde edilen pektinin yapisindaki galaktronik asit
icerigini ortaya c¢ikarmak ve pektinin jellesme gucinli arttirmak igin
ekstraksiyon igleminin pH 2 ortaminda HCI asit ile yapiimasina karar
verilmistir.

e Ekstraksiyon igleminde, yuksek sicaklikta ¢ozucli maddenin ¢ozucuye
gegisinin dusuk sicakhiga gore daha hizli oldugu tespit edilmesine ragmen
¢ok yuksek sicakliklarda bilegenlerdeki yapisal bozunmalardan dolayi
ekstraksiyon sicakligi 85 °C olarak belirlenmistir.

e Kitle aktariminda ¢o6zicu faz ile ekstrakti iceren materyalin mimkun olan
en genis yuzeyde temasa girme prensibi geregi ekstraksiyon islemindeki
parcacik boyutu 150 ym olarak bulunmustur.

e Ekstraksiyon igleminde sure 90 dakika olarak belirlenmigtir

e On denemeler sonucunda belirlenen uygun sicaklik, sire ve parcacik
boyutunda gergeklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda elde edilen
pektinin esterlesme derecesi % 61 olarak bulunmustur.

e Calismada elde edilen pektinin ticari pektin ile karsilastirimasinda FTIR
analizinden faydalaniimistir. Atik limon kabuklarindan elde edilen pektinin
FTIR spektrumunda 1740 cm™ (C=0) ve 1630 cm™ (-OH) dalga sayilarinda
goOzlenen iki pik ticari pektine ait karakteristik piklerdir. Ayrica elde edilen
pektinin 1740 cm™ dalga sayisindaki absorbans degerinin, 1630 cm™ dalga
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sayisindaki absorbans degerinden buyuk olmasi yluksek metoksili pektin

oldugunu gostermisgtir.

Calismanin ikinci asamasinda limon kabuklarindan elde edilen pektinden
hazirlanan yenilebilir filmler icin en uygun gliserol, ozonize zeytinyadi ve CacCl,
konsantrasyonunun belirlenmesine yonelik o6n denemeler yapilmigtir.
Hazirlanan filmlerin yapisal ve yuzeysel karakterizasyonunun belirlenmesinde
mekanik test, TGA-DSC, FTIR ve SEM analizleri ile antimikrobiyal duyarllik

testlerinden faydalaniimistir. Buna goére alinan sonugclar kisaca 6zetlenirse;

e Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda hammadde olarak kullanilan pektin
miktari artikga filmin gérselinde iyilesmeler oldugu tespit edilmigtir.

e Yapilan 6n denemeler sonucunda plastiklestici madde miktarinin artmasi
ile filmin hem homojen gorintistnin hem de molekiler arasi etkilesimi
azalttigi icin mekanik 6zeliklerinin olumsuz yonde etkilendigi gorulerek en
uygun pektin konsantrasyonun hacimce % 2 (v/v) olduguna Kkarar
verilmigtir.

e Hazirlanan filmler icin yapilan mekanik testler sonucunda yapiya
antimikrobiyal ajan ilavesinin filmin mekanik 6zelliklerini olumsuz yonde
etkilerken, c¢apraz baglayici ajan ilavesinin ylzde uzama diginda filmin
mekanik ozelliklerini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir.

e Yapilan mekanik testler sonucunda en uygun mekanik ozelliklere E14
kodlu filmin sahip olduguna karar verilmigtir. E14 filminin ylizde uzamasi
41,67 kopma anindaki gerilme kuvveti 2,69 N iken cekme mukavemeti
4,73 MPa’dir. Bu degerler literattirde yer alan yenilebilir filmlerin mekanik
Ozelliklerine benzerdir.

e Hazirlanan yenilebilir filmlerden E8 kodlu filme ait TGA egrisinde 2 adet
bozunma basamagi gorulmektedir. DTG termograminda endotermik pik
sicakliklari sirasi ile 69.62 ve 220.48 "C olarak bulunmustur.

e Calismada, 1sil jellesme yoluyla hazirlanan filmlerin hem fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini arttirmak hem de ozonize zeytinyaginin filmin icinde
yapisal bozunmasini 6nlemek igin etlivdeki kurutma sicakhgi 40 C
olarak belirlenmisgtir.

e Calismada antimikrobiyal ajan kullanilan ozonize zeytinyaginin

antimikrobiyal aktivitesi disk difizyon metodu kullanilarak tespit edilmigtir.
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Ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesinde Gram
(+) bakteri olarak S. aureus, Gram (-) bakteri olarak da E. coli
mikroorganizmalari kullaniimigtir. Ozonize zeytinyaginin hem S. aureus
hem de E. coli e karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi sirasiyla olgulen
18 mm ve 11 mm’lik inhibisyon zon g¢aplari ile belirlenmistir.

Hazirlanan yenilebilir filmlerin disk difizyon metodu ile antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde S. aureus ve E. coli mikroorganizmalari
kullanilmistir. E11, E12, E16 ve E17 kodlu filmlerden E12, E16, E17
kodlu filmlerin E.coli ye kargi antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit
edilmis ve sirasiyla inhibisyon zon c¢aplart 8, 5 ve 9 mm olarak
OlgUlmustar.

icinde ozonize zeytinyadi konsantrasyonu 0,5 (%v/v) olan E11 kodlu film
E. coli ye kargl hi¢c aktivite gostermez iken icinde ozonize zeytinyagi
konsatrasyonu 1,5 (%v/v) olan E12 kodlu filmin E.coli ye karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Calismada elde edilen en 6nemli sonuglardan biri de filme capraz
baglayici ajan olarak eklenen CaCl, ¢o6zeltisinin, filme antimikrobiyal
Ozellik kazandiran ozonize zeytinyadinin etkisini azaltmasi olmusgtur.
Ayni konsantrasyonlarda ozonize zeytinyagdi iceren filmlerden CaCl,
iceren filmin E.coli ye karsi antimikrobiyal aktivitesinin CaCl, icermeyen
filme gore daha dusik oldugu goézlemlenmistir. Yapilan literatir
calismalari sonucunda bu durumun c¢apraz baglayici ajanin filmin
yapisindaki sdulfitril gruplarini  disulfit baglarina doénustirmesinden
kaynaklandigi tespit edilmigtir.

Hazirlanan filmlerin SEM analizinde filmin mekanik &zelliklerini
iyilestirmek icin filme capraz badlayici ajan olarak eklenen CaCl, un
ozonize zeytinyagi varligina ait siyah por olusumununun gorulmesini

engellemigtir.
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6. ONERILER

Tez kapsaminda atik limon kabuklarindan yenilebilir film hazirlanmasinda ¢apraz
baglayici ajan olarak CaCl, kullaniimistir. Calismada ¢apraz baglayici ajan her ne
kadar filmin mekanik o6zelliklerini iyilestirse de, gerek antimikrobiyal duyarllik
gerekse taramali elektron mikroskopi analizleri, CaCl, varliginin ozonize
zeytinyaginin antimikrobiyal etkisini baskiladigi sonucunu vermigtir. Yapilan
literatlr taramasinda, pektin bazli yenilebilir filmlerin cekme mukavemetleri ve
yuzde uzamalari incelendiginde, g¢apraz baglayici ajan olmadan da atik limon
kabuklarindan hazirlanan yenilebilir filmlerin ¢cekme mukavemetinin (0,70-10,24
MPa) ve yuzde uzamasinin ( %1,8-114,3 ) birgok uygulamada 6rnegin; gilek, elma,
seker pancari, muz gibi gidalarin kaplanmasi igin vyeterli olabilecegini
gostermektedir [76]. Literatirde genellikle ugucu yaglardan hazirlanan yenilebilir
filmlerde ¢apraz baglayici ajan kullaniimadigi gorulmektedir [11]. Bu ¢alismada
atik limon kabuklarindan antimikrobiyal ozellikli yenilebilir film hazirlanmasinda
antimikrobiyal ajan olarak onerilen ozonize zeytinyaginin antimikrobiyal etkisinin
CacCl, varliginda azalmasindan dolayl sodyum dodesil silfat, tannik asit, sistein,
kalsiyum klorit ve asetik asit gibi farkli gapraz baglayici ajanlarin kullanimi ile
mekanik dayanimin arttirabilecegi konusunda calismalar yapilarak iyilestirme

saglanabilecegi dusunulmektedir.
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EKLER
EK-1

Cizelge E1. Yenilebilir filmlerin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Kullanim Kimyasal Adi Kimyasal Yapi
gerekgesi
| on
o (1::0
O,
Ho OCH
; ; OH 1
Biyopolimer Pektin o c«oo
HO H
OHgo £=©

Plastiklestirici Gliserol

Capraz Kalsiyum CaC|2

baglayici klortr
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EK-2

Atik Limon Kabuklarindan Hazirlanan Yenilebilir Filmler icin Belirlenen En Uygun
Bilesen Konsantrasyonlari

Cizelge E2-1. Hazirlanan filmlerin konsantrasyon dederleri ve kodlari

Bilesenlerin Film Gozeltisindeki Konsantrasyon
Degerleri
Gliserol Ozonize CaCl,
Film Kodu % (VIV) Zeytinyagi (%V/Iv)
% (v/IVv)
El 2 1 5
E2 4 1 5
E3 6 1 5
E4 2 - 5
ES 2 0,5 5
E6 2 1 5
E7 2 1,5 5
E8 2 - 5
E9 2 0,5 5
E10 2 0,5 -
E1l1l 2 0,5 -
E12 2 1,5 -
E13 2 - -
El4 2 0,5 5
E15 2 3 5
E16 2 1,5 5
E17 2 1,5 0
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