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Diinya iizerinde gidaya olan talep giin gectikce artarken bu talebi karsilayacak
kaynaklar sinirli kalmaktadir. Bu nedenle gida bilimciler gidalarin tiretiminin
yaninda onlarin muhafazasinin saglanmasi konusunda da calismalar yapmaktadir.
Gidalarin muhafaza yontemlerinden biri de nanokompozit ambalaj filmleridir.
Ambalaj filmlerinin gidayr korumasinin yaninda biyobozunur o6zellikte olmasi
kalic1 kirliligi azaltarak doganin korunmasini saglamaktadir. Bu calismada,
dogada yaygin olarak bulunan halloysit ve montmorillonit nanokilleri polimer ile
interkalasyonunu artirabilmek icgin cesitli siirfaktanlar ile organomodifiye
edilmistir. Daha sonra giimiis nitrat ile etkilestirilerek nanokillere antimikrobiyal
ozellik kazandirilmistir. Antimikrobiyal 6zellikteki organomodifiye nanokillerin
Zeta potansiyel, partikiil boyutu, temas acisi, spektroskopik, renk, in vitro salim,
morfolojik ve antimikrobiyal analizleri gerceklestirilmistir. Elde edilen modifiye
nanokil numuneleri biyobozunur 6zellikteki polikaprolakton (PCL) polimeri
icerisine %5 oraninda katilarak solvent dokiim yontemi ile nanokompozit filmler

iretilmistir. Filmlerin mekanik, bariyer, termal, morfolojik, renk, spektroskopik ve



antimikrobiyal karakterizasyonlar1 yapilmistir. Nanokompozit filmler ayrica sigir
kiymasi ve ekmek olmak iizere 2 model gida iizerinde test edilmistir.
Nanokompozit filmlerin saf PCL filme gore sirasi ile cekme direnci ve kopma
anindaki uzama miktari en fazla %40 ve %262 oraninda artmistir. Nanokompozit
filmlerin oksijen ve su buhari gecirgenligi ise saf PCL filme gore sirasi ile en fazla
%37 ve %71 oraninda azalmistir. Termal analizlerde nanokil ilavesinin PCL’'nin
erime sicakligini cok etkilemedigi ancak kristalizasyon sicakligini yaklasik 1 °C
artirdignr gortilmiistiir. Taramali elektron mikrokopisi, organomodifiye edilen
nanokillerin polimer icerisinde daha diizgiin bir dagilimi oldugunu gostermistir.
Nanokompozit filmler gida patojenleri olan Gram-pozitif Staphylococcus aereus,
Listeria monocytogenes ve Gram-negatif Escherichia coli 0157:H7 ve Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium bakterileri izerine inhibisyon etkisi
gostermistir. Nanokompozit filmler ile ambalajlanan ve depolanan sigir
kiymasindaki toplam mezofilik aerobik ve toplam koliform bakteri gelisimi saf PCL
filme gore yaklasik 1 logl0 kob/g kadar azalma gosterirken, nanokompozit
filmlerin laktik asit bakterilerinin iizerinde sinirh bir etkisi olmustur. Ekmekte ise
kiif/maya gelisimini yavaslatmistir. Bu bulgular giimiis ile antimikrobiyal 6zellik
kazandirilmis halloysit ve montmorillonitin PCL filmlere katildiginda gidalardaki
mikrobiyal gelismeyi yavaslatarak gidalarin bozulmasini yavaglattigini
gostermektedir. Bunun yaninda PCL filmlerin mekanik ve gaz bariyer ozellikleri

de iyilestirilerek kullanim 6zellikleri gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Montmorillonit, halloysit, organomodifikasyon, giimiis nitrat,
nanokompozit film
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While the demand for food in the world is increasing day by day, the resources to
meet this demand remain limited. For this reason, food scientists are working on
the production of foods as well as their preservation. One of the preservation
methods of foods is nanocomposite packaging films. Besides protecting food by
packaging films, biodegradable property of them may reduce permanent pollution
and provide nature protection. In this study, halloysite and montmorillonite
nanoclays, which are common in nature, were organomodified with various
surfactants in order to increase their intercalation with polymer. Then, by
interacting with silver nitrate, the nanoclays were given antimicrobial properties.
Zeta potential, particle size, contact angle, spectroscopic, color, in vitro release,
morphological, and antimicrobial analyzes of organomodified nanoclays with
antimicrobial properties were performed. The obtained modified nanoclay
samples were added to the biodegradable polycaprolactone (PCL) polymer at a
rate of 5% to produce nanocomposite films by solvent casting method.
Nanocomposite films were characterized by performing mechanical, gas
permeability, thermal, morphological, color, spectroscopic and antimicrobial

analyzes. The nanocomposite films were also tested on 2 models of food, beef
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mince and bread. The tensile strength and elongation at break of the
nanocomposite films increased by 40% and 262%, respectively, compared to the
pure PCL film. The oxygen and water vapor permeability of the nanocomposite
films decreased by 37% and 71%, respectively, compared to the pure PCL film. In
thermal analysis, it was observed that the addition of nanoclay did not affect the
melting temperature of PCL much, but increased the crystallization temperature
by about 1 °C. Scanning electron microscopy showed a more uniform distribution
of organomodified nanoclays. Nanocomposite films showed inhibition effect on
food pathogen bacteria Gram-positive Staphylococcus aereus, Listeria
monocytogenes and Gram-negative Escherichia coli O157:H7 and Salmonella
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium. While the growth of total
mesophilic aerobic and total coliform bacteria in ground beef packaged and stored
with nanocomposite films decreased by about 1 log10 cfu/g compared to pure PCL
film, nanocomposite films had a limited effect on lactic acid bacteria. In bread, it
slowed down the growth of mold/yeast growth. These findings show that when
halloysite and montmorillonite, which have antimicrobial properties with silver,
are added to PCL films, they can slow down the spoilage of foods by slowing down
the microbial growth in foods. In addition, the mechanical and gas barrier
properties of PCL films have been enhanced and their handling properties have

been improved.

Keywords: Montmorillonite, halloysite, organomodification, silver nitrate
nanocomposite film
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal o6zellikleri gelistirilmis bir grup maddelerdir.
1 ile 100 nanometre arasindaki boyutlarda olmalari, nanopartikiillerin mekanik,
termal, optik ve elektrolitik 6zellikleri tizerinde 6nemli etkisi vardir. Bu nano
boyutlarda nanopartikiiller hacimlerine oranla maksimum yiizey alani limitlerine
yaklagsmaktadir ve bu sayede ¢ok daha fazla yiizey yiikii ihtiva edebilmektedir [1].
Nanopartikiiller sahip olduklarn fiziksel avantajlarin yardimi ile ¢ok cesitli
polimerlerin yapisina dolgu ve katki maddesi olarak katilabilmektedir. Boylece
katildig1 polimere yeni ve faydali pekcok fiziksel ozellikler katabilmektedir [2].
Nanopartikiiller olarak adlandirilan grubun bir {yesi de nanokillerdir.
Nanokillerin polimerler icerisine katilmasiyla oksijen, karbondioksit ve su buhari
gibi atmosfer gazlarina karsi etkin bir bariyer 6zelligi kazandirilabilmektedir. Gida
ambalajlarina bu 6zelligin saglanmasi ile yiiksek su iceriginde olusabilecek
bakteri, maya ve kiif kaynakli mikrobiyal gelisimi azaltarak iirtinlerin daha uzun
bir raf omrii kazandirilmakta ve gidalarin kalitesi korunmaktadir [3], [4].
Nanokillerin genel yapisi tabakali halde bulunan silikat katmanlarindan
olusmaktadir [5]. Ambalaj filmi uygulamalarinda dogada bol miktarda bulunan
halloysit ve montmorillonit nanokilleri siklikla kullanilmaktadir. Halloysitin yapisi
uzunlamasina katmanl tiibiiler yapilar ile karakterize edilmektedir. Ancak son
zamanlarda yapilan calismalarda kiiresel, kisa tiibiiler ve yassi formlarda partikiil
yapisinda olabilecegi de ortaya konulmustur [6]. Halloysitin aksine
montmorillonit nanokilleri diiz iki tetrahedral tabaka arasinda bir octahedral
tabakanin girmesi ile olusan ¢ok katmanli bir yapi1 gostermektedir [7]. Dogal
olarak olusan nanokillerin, polimerlerin icerisine katilmasi sirasinda galeri adi
verilen bosluklarina polimerin homojen niifuz ederek diizgiin bir karisimin elde
edilmesi filmin fiziksel 6zelliklerinin gelismesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu
amacla organomodifikasyon adi verilen bir islem ile galeri bosluklari

artirllmaktadir. Organomodifikasyon isleminde cesitli organik (¢cogu zaman uzun
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karbon zincirli) bilesikler nanokillerin ara yiizeyinin modifikasyonunda
kullanilmaktadir. Bu bilesikler siirfaktan olarak da adlandirilmaktadir. Katyonik
siirfaktanlar ile nanokillerin yiizeyi cesitli fonksiyonel gruplar ile modifiye edilerek
hem pozitif olarak yliklenmekte hem de hidrofobik bir karakter kazanmaktadir.
Organomodifikasyon nanokillerin polimerleri adsorbe yetenegini artirmaktadir
[8]. Gidalar i¢in kullanilan ambalaj filmlerinde nanokiller ile beraber giimiis
iyonlar1 gibi ajanlarin kullanilmasi filmin antimikrobiyal 6zelligini artirmaktadir.
Nanokil — glimiis iyonu kompleksi mikroorganizmalar {izerinde sinerjistik bir etki
birakarak onlar1 hem daha fazla inhibe etmekte hem de antimikrobiyal film

tiretimindeki giderleri azaltmaktadir [9].

1.1.1 Nanoteknolojinin Gida Ambalajlamasinda Kullanimi

Nanoteknoloji kimya ve malzeme miihendisligi, biyoteknoloji ve endiistriyel
proses teknolojisini kombine eden multidisipliner bir bilim dalidir. Bu bilim dal
ayni zamanda gida muhafazasi ve ambalajlamada da bazi problemleri ¢6zmede
aktif bir rol iistlenmektedir. Nanoteknoloji hakkinda genel bir tanimlama yapilirsa
malzemelerin, yapilarin, cihazlarin ve fonksiyonel sistemlerin nanometre
boyutunda imalat ve kontrolii ile yeni konsept 6zellikler iiretmektir. Nanoteknoloji
ve nanobilim dallarinin ilgi alan1 100 nm’den 0,2 nm boyutundaki atomik
seviyelere kadar olan atom, molekiil, nanopartikiil, nanotiipler gibi yapilardir [5].
Nanometre Olcegindeki parcaciklar 0Ozel optik oOzellikleri, yiiksek katalitik
aktiviteleri ve biiylik boyutlu muadillerine kiyasla alisilmadik mekanik 6zellikleri
nedeniyle yeni malzemelerin sentezi icin ilgi cekici bir arastirma alani olmaktadir
[10]. Maddeler bu biiyiikliik seviyelerinde orijinal formlarinda gosterdiklerinden
farkli olarak yeni fiziksel ve kimyasal oOzellikler gostermektedir. Bu yeni
ozelliklerin kesfi daha cevreci yaklasimlar icin bilim insanlarina yeni hedefler
kazandirmaktadir. Nanoyapilar farkli boyutlar ile sinirlandirilmaktadir. Kuantum
noktalar gibi yapilar sifir boyutlu, nanorotlar ve nanotiipler tek boyutlu, nano
incelikteki filmler iki boyutlu ve bazi nanomateryaller ii¢c boyutlu yapida
olabilmektedir. Nanopartikiiller baska polimerler, biyomolekiiller, diger
nanopartikiiller ya da kendi agrege formu ile gorece daha biiylik nanokompozit

yapilar meydana getirmektedir. Bu nanopartikiillerin coziintrliigii, toksisitesi,
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gilicli, manyetizmasi, difiizyonu, optik Ozellikleri, rengi ve termodinamigi
benzersiz fiziko-kimyasal karakteristikleri arasindadir [11]. Nanopartikiiller gida
muhafazasi, yanik pansumani, giivenli kozmetik {iriinler, tibbi cihazlar, su aritma
cihazlar ve cesitli diger ticari iirtinler gibi genis uygulamalarda kullanilmaktadir
[12]. Ozellikle gida teknolojisi alaninda gidalarda raf Omriiniin artirilmasi,
kontaminantlarin takibi ve izlenmesi, sagliga yararli suplementlerin ve
antimikrobiyal maddelerin gidalara katilmasi nanoteknoloji ile miimkiin
olabilmektedir [13]. Nanoteknolojinin ambalajlama sektoriinde kullanilmasi
gidalarin raf 6miirlerini artirarak daha uzun stireler bozulmadan kalabilmesini
saglamaktadir. Bu sayede diinyadaki gida arzinin uzatilmasi ile olasi gida
krizlerinin Oniine gecilebilmektedir. Ayrica gida iiretiminde yetersiz kalan

bolgelere raf 6mrii uzun gidalarin temini daha kolay olmaktadir [14].

1.1.2 Nanokillerin Ozellikleri

Killer dogada plastik yapida bulunan ve ince graniillii ya da daha kalin yapidaki
minerallerdir. Kendilerine plastik 6zellik veren suyun yapilarindan kurutma ya da
yakma ile uzaklastirilmasiyla sertlestirilmektedir. Genellikle icerisinde su iceren
hidrate fillosilikat formda olan killerin yapilarinin plastiklestirilmesi ya da
kurutma-yakma gibi islemlerden gecerek sertlesmesi sirasinda diger materyaller
yapilarina girebilmektedir. Killeri diger ince granillii topraklardan ayiran
ozellikleri minerolojisi ve boyutlaridir [15]. Fillosilikat formdaki killerin en ayirt
edici 6zelligi tabakal1 yapilarinin silisyum, metal iyonlar1 (Al, Mg, Fe), oksijen ve
hidroksil grubu iceren tetrahedral ve oktahedral yapilardan olusmasidir. Sekil
1.1°de silikatlarin ana ve alt gruplar yer almaktadir. Killerin geokimyasal 6nemi
farkli bolgelerdeki topraklarda ve c¢okeltilerde dagilmis halde bulunmasi, yiiksek
spesifik yiizey alanlar1 ve iyon degistirme kapasiteleri ile tanimlanmaktadir. Bu
ozelliklerinden dolay1 killer tarih boyunca endiistride genis bir alanda
kullanilmistir. 25000 y1l once insanlar killeri seramik objeler ve canak-comlek
yapiminda siklikla kullanmaktaydi. Zamanimiza doniildiigiinde killer tarim, gida,
cevre, seramik, nanokompozit materyaller, petrol sondaji, atik aritimi, metal ve
kagit endiistrileri alanlarinda genis bir sekilde kullanilmaktadir. Kimya sanayiinde

ise killer adsorbent, renk giderici, iyon degistirici, molekiiler filtre katalisti gibi
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gorevlerde kullanilmaktadir [16]. Killer oktahedral ve tetrahedral tabakalarinin
dizilimine gore ¢ kisima ayrilmaktdir. Bu oranlar 1:1, 2:1 ve 2:1:1 olarak
siralanmaktadir. 1:1 dizilimi bir oktahedral ile bir tetrahedral bitisik, 2:1 dizilimi
bir oktahedral iki tetrahedral arasinda sandivi¢ yapida ve 2:1:1 dizilimi bir
oktahedralin bir 2:1 dizilimine komsu olarak bulunmasiyla olusmaktadir [2].
Oktahedral yap iki silika tetrahedral tabaka arasina difiize olmustur ve oktahedral
yapidaki oksijen atomlar: tetrahedral yapilar ile birlikte kullanilmaktadir. Bu ticli
yapinin lateral boyutu 1 nm’den birkac mikrona kadar degismektedir. Bu farklilik
kilin kaynagi, parcacik yapisi ve gordiigl islem ile olusmaktadir. Bu tabakalar
iistiiste gelerek kitap benzeri yapilar olusturmaktadir. Bunun sonucunda tabakalar
arasinda olusan van der Waals bosluklarina galeri ya da arakatman denilmektedir.
Bu paralel tabakalar zayif elektrostatik kuvvetler ile birarada durmakta ve olusan
galeriye su, organik katyonlar ve polar organik sivilar penetre olabilmektedir [17].
Tetrahedral ya da oktahedral yapilarin yiizeyindeki Al**nin Mg*? ile ya da Fe**nin
Li*! ile izomorfik yer degistirmesi bu yiizeylerin gorece negatif yiiklenmesine ve
yer alkali katyonlarinin galerilere yerlesmesine neden olmaktadir. Yer degistirme

reaksiyonu tetrahedral yapinin yiizeyinde gerceklestigi icin polimer matriksler

oktahedral yapilara gore tethedral yapilara daha ¢ok niifuz etmektedir [18].
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1.1.2.1 Halloysit Nanokilleri

Halloysit kaolinit grubuna ait olan hidrate ve tabakali bir aluminosilikattir. Susuz
formunun formiili AlSi,Os(OH), olan kaolinittir [19], [20]. Sulu molekiiler
formiili AlSi,0s(OH),.2H,O olan halloysit ortasi bos yapidaki silindir sekilli
yapilardan olusmaktadir. Halloysit silindirlerini olusturan ¢ok tabakali yapi i¢
kisimda oktahedral Al-OH gruplarindan ve dis yilizeyinde ise tetrahedral siloksan
Si-O-Si gruplarindan olusmaktadir. Tiibiiler halloysitlerin boyu 0,02-30 um
uzunlugunda ve i¢ liimen c¢ap1 10-100 nm boyutunda olabilmektedir. Halloysit
nanotiipleri tipta ve eczacilikta 6zellikle ila¢ tasima sistemi olarak kullanilabilmesi
ile dikkat cekmektedir. Dogal nano boyutlu tiibiiler yapisi liimen bloguna cesitli
maddeleri alabilmesine olanak vermektedir. Biyouyumlu, ucuz ve dogada sik
bulunmasi tiretimi ve kullanimi acisindan pek cok fayda saglamaktadir [20]. Diger
avantajlar1 arasinda yiliksek katyon degistirme yetenegi, kontrolli ve
siirdiiriilebilir salinim yapabilmesi, liimen boslugundaki aktif materyali zor
kosullardan korumasi, toz, krem, jel, sprey gibi formlarda olabilmesi, yiiksek
adsorpsiyon kapasitesi, yiiksek porozite, su ile az sismesi ve rejenerasyon kabiliyeti
gosterilmektedir. Tablo 1.1’de halloysitin bazi fiziksel 6zellikleri yer almaktadir.
Sekil 1.2 ve Sekil 1.3’te sirasi ile halloysitin Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)
goriintiisii ve kimyasal yapis1 goriilmektedir. Mineralojik ve kimyasal yap1 olarak
kaolinit ile benzerlik gosteren halloysitin ayirt edici 6zelliklerinden birisi
katmanlarinin arasina su molekiillerini hapsedebilmesidir. Bu tip bir halloysit
mineraline hidrat halloysit denir ve tabakalar1 aras1 mesafe icerdigi su nedeniyle
10 A’dur. Katmanlar arasindaki suyunu kaybetmis olan halloysitlerin tabakalar1
arasi mesafe 7 A’dur. Bu mesafe kaolinit ile ayni olmaktadir. Tabakalar1 arasindaki
suyunu kaybetmis halloysitlere dehidrat halloysit denmektedir. Halloysit (10 A)
35-40 °C sicakliklarin iizerinde isitilmalari halinde geri doniisiimsiiz olarak
galerilerindeki suyu kaybetmektedir [19]. Diinya’daki halloysit arzinin ¢ogunu
Yeni Zelanda saglamaktadir. Tiirkiye’de ise ekonomik degere sahip olan halloysit
yataklar1 iilkenin kuzeybatisinda yer alan Balikesir-Canakkale bolgeleri arasinda

yer almaktadir [21].



Tablo 1.1 Halloysitin bazi fiziksel 6zellikleri [22]

Fiziksel Ozellik Deger
Tipik spesifik yiizey alani 65 m?/g
Por hacmi 1,25 mL/g
Refraktif indeks 1,54
Spesifik gravite 2,53 g/cm’®
Ortalama tiip ¢ap1 50 nm
Ortalama ic limen cap1 15 nm
Stabil oldugu uzunluk 0,5-1,0 um
Di1s tabakanin yiikii (pH 6-7) - SiO, Negatif

Ic tabakann yiinii (pH 6-7) - Al,O5 Pozitif

s

Sleel4 eSS .0kvV

Sekil 1.2 Halloysitin SEM goriintiisii [22]
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Sekil 1.3 Halloysit nanotiipiiniin yapisi [23]
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1.1.2.2 Montmorillonit Nanokilleri

Montmorillonit killeri temelde smektit grubuna ait kil minerallerini icermektedir.
Diger bir deyisle 2:1 fillosilikat grubuna ait smektitlerdir. Smektit minerallerinin
genel formiilii (Ca, Na, H) (Al, Mg, Fe, Zn),(Si, Al)4,0,,(-OH),-xH,0 (x yapidaki su
miktar1) olarak tamimlanmaktadir. Bu killer iki adet tetrahedral silika tabakadan
ve bir aliimina ya da magnezya oktahedral tabakadan olusmaktadir [17]. Sekil
1.4te montmorillonitin de icinde bulundugu silikatlarin genel yapisi
goriilmektedir. Montmorillonit killeri silika ve camca zengin tiif ve kiil iceren
volkanik kayalarin degisimi ile meydana gelmektedir. Montmorillonitteki temel
bilesen hidrate sodyum, kalsiyum, magnezyum ve aliiminyum silikat iceren
montmorillonittir. Sodyum ve kalsiyum montmorillonite yiiksek iyon degistirme
kapasitesi kazandirmaktadir. Diinyadaki en biiyiilk montmorillonit yataklari
A.B.D’de bulunan Wyoming, Montana ve Giliney Dakota bolgelerindedir [24].
Dogada yaygin bir alanda ve ucuz olarak bulunmasi1 montmorillonitin daha cok
atik sularin antilmasinda kullanimini yayginlastirmistir. Yapilan pek c¢ok
calismada montmorillonit patojenik viriisleri, pestisitleri, herbisitleri ve diger
toksinleri baglama kapasiteleri oldugunu gostermektedir. Ayrica agir metalleri ve

iz elementleri sulu ortamlardan ayrilmasinda da etkin kullanilmaktadir [25][26].

Tetrahedral

Oktahedral

Silikat tabakasi

Bazal Bosluk

Tetrahedral

Arakatman
ya da Galeri

Sekil 1.4 Silikatlarin genel yapisi [27]



1.1.3 Katyonik Siirfaktanlar

Katyonik stirfaktanlar suda ¢oziindiiglinde pozitif ylike sahip olmaktadir. Notral
pH degerinde negatif yiliklii olan yiizeylere, sahip olduklar1 pozitif yiiklerle
adsorbe olabilme yetenegine sahiptirler. Alkil amonyum katyonlar1 inorganik
maddelerin yiizey enerjilerini diisiirerek matriksin 1slanma karakteristiklerini
gelistirmektedir. Boylece ara yiizeylerin genislemesi saglanmaktadir. Alkil
amonyum katyonlari sahip olduklar1 fonksiyonel gruplari ile polimer matriksi ile
reaksiyona  girebilmektedir ya da baz1 durumlarda monomerlerin
polimerizasyonunu baslatmaktadir [28]. Katyonik stirfaktanlar ayni zamanda
katyonik karakterleri sebebi ile antimikrobiyal etkiye de sahiptir. Sahip olduklari
biyolojik aktiviteyi, hidrofobik ve elektrostatik interaksiyonlar ile bakteri zarini
parcalamalari ile kazanmaktadirlar [29]. Bu calismada kullanilan N-Setil-N, N, N-
trimetil amonyum bromit (CTAB) ve poli diallil dimetil amonyum klorit (PDAC)
katyonik 0zellik gosteren siirfaktanlardir. Sekil 1.5’te CTAB1n ve Sekil 1.6’da

PDAC’nin molekiiler yapilari verilmistir.

a b )
Cl
Mo\ CHs
N+ Cl .
Hch CHj N n
HsC™ CHa

Sekil 1.6 Diallildimetilamonyumklorit (a) ve poli diallildimetilamonyumkloritin
(PDAC) (b) molekiiler yapilar:



1.1.4 Polimer-Kil Nanokompozitlerinde (PKN) Nanokillerin Sahip Oldugu

Islevler

Aktif kaolinit killeri yiiksek oksijen adsorplama kapasitesine sahiptir [30]. Ayrica
Na ile aktive edilmis montmorillonit ihtiva eden polistren filmlerde kil orani ve
sicaklik arttikca filmin oksijen adsorplama miktar1 da artmaktadir [31]. Ince
partikiillere islenmis zeolitler, killer ve Japon oya mineralleri 6zellikle klimakterik
meyvelerin ambalajlanmasinda kullanilan ambalaj materyallerinin igerisine
katilarak etilen stiptirme 6zelligi gostermektedir. Tas ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada halloysit nanotiipleri polietilen filmlere katilarak filmin etilen siipiirme
ve bariyer 6zelliklerine bakilmistir. Muz, domates ve cilek 6rneklerinin kullanildig:
calismalarinda halloysit nanotiipleri katilmis polietilen filmlerin etilen
adsorpsiyon kapasitesini artirdigi ve polietilen filmlerde killerin olusturdugu
dolambachi yap1 sayesinde iyi bir oksijen ve nem bariyeri oldugu belirtilmistir [4].
Nanokillerin olusturdugu bu dolambacli yap1 Sekil 1.7’de verilmistir. Nanokillerin
polimerler icerisinde olusturduklar1 bariyer o6zelligi Nielsen Teoremi ile
aciklanmaya calisilmistir. Bu teoremde film icerisinden adsorbe olarak ge¢cmeye
calisan maddeler yapidaki nanokillere rastladiginda daha uzun bir yoldan
gecmeye zorlanmaktadir. Bu durumda filmin gaz gecirgenligi azalmaktadir [32].
Volzone ve arkadaslarinin yaptigi calismada gaz formdaki SO,’nin montmorillonit
tizerindeki tekstiirel ve yapisal etkileri incelenmistir. SO, ile muamele edilmis
killerin oksijen gruplar ile siilfiirik aside doniistiigii icin kilin ylizeyinde porlar
olusturarak yiizey alanimi artirmaktadir. Bu durumda yiizey alanina baglh olarak
tutulan SO, miktar1 da artmistir [33]. Busolo ve Lagaron’un yaptiklari calismada
demir iceren kaolinitleri poliolefin ambalaj filmlerinin icerisine katarak oksijen
stiiplirme 6zelligini artirmislardir. Kil iceren poliefin filmler %100 bagil nemde 43
mL 02/g ve %50 bagil nemde 37 mL 02/g adsorbe etmistir. Ayrica kiitlece %10
kil iceren filmlerin oksijen siipiirme 6zelligi en yiiksek bulunmustur [34]. Gaikwad
ve ark. alkali (NaOH) ile muamele edilerek por miktar1 artirilmis ham halloysit
nanotiiplerinin etilen siiplirme o6zelliklerini incelemistir. Yaptiklar1 ¢alismada
ambalajin icerisine toz halinde koyduklari 1 g alkali modifiye halloysitin 24 saat

sonunda ambalajin tepe boslugundaki 49 uL etilen gazini adsorbe ettigi
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gorilmustir [16]. Amorf haldeki halloysit, kaolinit ve montmorillonitin
kullanildig1 bir calismada killer konsantre KF ile 80-110 °C’de etkilestirilerek N,
0,, CH4, CO, CO, ve C,H, gazlarinin adsorpsiyon Ozelliklerine bakilmistir. Tiim
killerin CO, ve C,H, gazlarina digerlerine gore daha fazla afinite gosterdigi ortaya
konmustur. Ayrica amorf killerin tabakali killer ve molekiiler karbon eleklerle
yarisabilecek gaz adsorpsiyon oOzellikleri sergiledigi belirtilmistir [35]. Filmlerin
bariyer 6zellikleri nanokil ilavesi arttikca daha gelismektedir. Baz1 durumlarda bu
tersi olarak da gelismektedir. Burada en énemli etmenler kullanilan malzemeler,
kil ile polimerin etkilesim diizeyi, filmin fiziksel ve mekanik o6zellikleri gibi
faktorler rol almaktadir. Nanokillerin biraraya gelerek kiimelenmesi gaz
gecirgenligini artirabilmektedir. Clinkii kiimelesme sonucunda matriks icerisinde
biiyiik delikler olusmaktadir. Bu nedenle eger polimer icerisinde cok fazla nanokil
bulunursa kiimelesme daha da artarak filmin gaz gecirgenligini artirici bir faktor
olusturmaktadir [18]. Bir membrandaki gaz gecirgenligi karmasik bir stirectir ve
iki ana asamaya sahiptir: baslangicta gaz molekiilleri membranin yiizeyine
adsorbe edilmekte ve sonra membranin igerisine dogru yayilmaktadir. Brownian
hareketlerinin meydana getirdigi polimer zincirleri veya termal karisikliklar
yoluyla, adsorpsiyon sirasinda gaz molekiilleri serbest bosluklara
konumlanmaktadir. Diflizyon siireci gazlarin komsu bosluklardan atlayarak
ilerlemesi sonucu olusmaktadir. Difiizyon prosesi degisken olan bu bosluklarin
sayist ve boyutuna (statik serbest hacim) ile atlama sikligina (dinamik serbest

hacim) baghdir [36].
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Gaz molekiilleri

a) b)
———— Nanokiller
Polimer

Sekil 1.7 a) Gaz molekiillerinin polimer icerisinden gecisi b) PKN icerisinden
gecis yapan maddelerin izledigi yol [37]

1.1.5 Nanokillerin Organomodifikasyonu ve PKN Uretimindeki Rolii

Dogal olarak olusan minerallerin cesitli tipteki organik bilesikler ile interkalasyonu
ve ylizey grafti ile modifikasyonu sonucu organokiller sentezlenmektedir.
Organokiller normal killere goére daha iyi adsorpsiyon karakteristikleri
gostermektedir. Bundan dolay1 pek cok calisma organomodifikasyon ya da kil
temelli nanokompozitlerin {izerinde yogunlasmaktadir. Organik katyonlarin kil
minerallerine interkale olmasi ile killerin yiizeyinde farkli fonksiyonel gruplar
baglanarak yiizeyin pozitif yiikli ve hidrofobik olmasi saglanmaktadir.
Organokillerin karakteristikleri sahip olduklar1 alkil zincirinin uzunluguna,
siirfaktan yogunluguna, kilin ylizey yiikiine ve kil mineralinin tiiriine baghdir [8].
Organik olarak modifiye edilmis yiliksek termal stabiliteli kil mineralleri, kil bazli
nanokompozitlerin iiretimi icin kritik bir yere sahiptir. Bu nedenle ge¢mis yillarda
farkli yapidaki killer ve siirfaktanlar degisik konfigiirasyonlarda organokillerin
sentezi i¢in kullanilmistir [38]. Killerin organomodifikasyonundaki temel amac
sahip olduklar1 katyonlarin organik bazli katyonlar ile degis tokus edilerek

polimerlerin killerin arasina daha verimli bir sekilde niifuz etmesini saglamaktir.
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Bu sayede daha ince yapidaki polimerler daha kalin olanlara kiyasla benzer
bariyer 6zellikleri gostermektedir [39]. Tabakali filosilikatlar genellikle Na*™ ve K*
iyonlar1 icermektedir ve sadece polivinilalkol gibi hidrofilik polimerler ile uyum
saglamaktadir. Tabakali silikatlar1 polar olmayan polimerler ile uyumlu hale
getirebilmek icin hidrofilik silikat yiizeyi organofilik hale getirmek gerekmektedir.
Bu ise ancak primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner alkilamonyum ya da
fosfoniyum katyonlar1 gibi katyonik siirfaktanlar ile iyon degisimi yapilarak elde
edilebilmektedir. Kullanilan katyonik siirfaktan polimer ile uyumlu olabilmesi icin
minimum 12 ya da daha fazla karbon atomu icermelidir [40]. Dogal killer organik
bilesikler icin zayif birer sorbenttir. Killerin yiizeyindeki bu yiik degisimi yilizey
ozelliklerinin degisimi yaninda tabakalar arasindaki bazal boslugu da 6nemli
miktarda artirmaktadir. Alkil amonyum tuzlarinin killerin tabakalari arasina
interkalasyonu sonucu yiizeye iyonik olarak bagli organik bir tabaka da
olusmaktadir. Sekil 1.8’de organomodifiye edilen nanokillerdeki bazal bosluklarin

yapisi gosterilmektedir [41].

(a) (b) (c)

Sekil 1.8 Nanokillerin bazal bosluklari: (a) modifiye edilmemis nanokil, (b) tek
katyonla modifiye edilmis nanokil, (c¢) cift katyon ile modifiye edilmis nanokil
[41]
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Tabakali yapida olan nanokiller polimer yapi igerisine karistirildiginda ve bir
dispersiyon olustugunda polimerin nanokile gore dagilimina gore Sekil 1.9’daki

gibi li¢ farkli sekil almaktadir. Bunlar:

a) Klasik mikrokompozit (not-intercalated): Polimer silika tabakalar arasina niifuz

etmemistir.

b) Tabakalar arasi genislemis nanokompozit (intercalated): Silika tabakalarin

arasinin (galerinin) agilmasi ve polimerin buraya girmesi sonucu olusmaktadir.

c) Tabakalar1 ayrilmis nanokompozit (exfoliated): Silika tabakalari birbirlerinden
oldukca ayrilmis ve rastgele bir sekilde dagilmistir. Bu yapidaki bir dagilim en

ideal sonucu vermektedir, ancak {iretimi ¢ok zor olmaktadir.

=2 &

Polimer

(a) Ayri fazlar (b) Tabakalar arasi (c) Tabakalari ayrilmis
(mikrokompozit) genislemis (nanokompozit) (nanokompozit)

Sekil 1.9 Nanokillerin polimer matriks icerisindeki farkli dagilim sekilleri [42]
1.1.6 PKN’lerin Gida Muhafazasinda Kullanimi

Polimerlerin gida ambalaj malzemeleri olarak kullanimai islevsellikleri, hafiflikleri,
kolay islenmeleri ve diisiik maliyetleri nedeniyle son yillarda biiyiik olciide
artmistir [43]. Uygun paketleme yontemleri ile gida iirtinlerinin kaybinin
Onlenmesi, raf Omriintin artirlmast ve giivenli arzinin saglanmasi gida

ambalajlamanin odaklandigi bir konudur. Son yillarda ambalajlamanin bu
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fonksiyonlarinin yaninda gidalarin tiiketicilerin goziinde taze, kaliteli ve albenili
olmasinda ambalajlamanin 6nemi giderek artmaktadir. Bundan dolay1 cesitli aktif
paketleme sistemleri gelistirilmektedir. Ayrica dogada c¢oOziinen ve Kkirlilik
olusturmayan ambalajlama yontemleri bu sinifa girmektedir. Aktif paketleme,
gida ve ambalaj materyali ya da i¢ gaz atmosferi arasinda interaksiyonlari iceren
bir akilli paketleme sistemidir. Aktif paketleme yontemleri geleneksel paketlemeye
gore daha uzun raf 6mrii ve gida kalitesi saglarken ayrica beslenme kalitesinin
artirilmasi, patojenik ve ciiriik¢iil mikroorganizmalarin gelisiminin 6énlenmesi ve
paket materyalinden kaynaklanan kontaminantlarin gidaya migrasyonunun
engellenmesi acisindan da 6nem arz etmektedir. Onemli aktif paketleme {iriinleri
arasinda oksijen siipiiriiciiler, karbondioksit salicilar/adsorplayicilar, nem
adsorplayicilar, etilen adsorplayicilar, etanol salicilar, aroma salici/adsorplayiciar,
zaman-sicaklik indikatorleri ve antimikrobiyal yiiklii filmler gosterilmektedir [30].
Nanokillerin gida ambalajlamasinda kullanimi 1990’11 yillarda polimerler ile
nanokompozit haline getirilmesiyle baslamistir. Nanokomponent olarak ilk
kullanilanlar arasinda montmorilonit killeri polietilen, naylon, polivinil klorit ve
nisasta gibi polimerlere katilmistir. Kullanilan nanokiller kiitlece %1 ile %5
araliginda uygulanmistir. Bu nanokillerin bir boyutu nanokilin tipine gore birkac
mikrometre uzunluguna kadar olabilmektedir [15]. Genel bir tanimlamayla
nanokompozitler tabakali silikatlar gibi nano boyuttaki malzemelerin polimerler
ile hibridize olmus yapilaridir. Bu kompozit yapt ambalajlarda pek ¢ok avantaj
saglamaktadir. Bu avantajlar arasinda mekanik dayaniklilik, agirlikta azalma, 1siya
diren¢ gosterme, alevlenmeyi onleme, gelistirilmis bariyer 6zellikleri (oksijen,
karbondioksit, ultraviyole isinlar, nem, ucucu maddeler vb.) gibi o6zellikler
gosterilebilmektedir. Nanokompozitlerin ilk kez ticari olarak kullanimi1 1980’lerin
sonunda Toyota firmasi tarafindan saglanmistir. Endiistride otomobil (yakit tanki,
tampon, ic ve dis aksamlar vb.), uzay ve havacilik (aleve direncli paneller, yiiksek
performansh parcalar), insaat, elektrik-elektronik, gida (ambalajlar ve
konteynirlar) ve kimya (kaplamalar ve boyalar) alanlarinda yaygin bir kullanimi
vardir [44]. Nanokiller ¢cok katmanli ambalajlamada da kullanilmaktadir. Gazli ve
gazsiz mesrubatlarin siselerinde bu ¢cok katmanli siseler kullanilmaktadir ve meyve

sularinda raf omriinii 30 haftaya kadar uzatabildigi rapor edilmektedir [30].
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Nanokompozit filmlerin et iiriinlerinde kullanimu ticari ambalaj filmlerin asinmasi
gibi dezavantajlarim azaltmaktadir. Ozellikle paket icerisinde 1sil isleme tabi
tutulan et {iriinlerinde faydali olmaktadir [45]. Biyobozunur nanokompozit
filmler antimikrobiyal 6zellikler de kazandirilarak kullanilabilmektedir. Kullanilan
ajanlar arasinda laurik arjinat [46], tarcin ve diger esansiyel yaglar [47], [48],
¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri [49], titanyum dioksit (TiO,) nanotiipleri [50],
bakir (Cu) [51], giimiis (Ag) [52] gibi organik ya da inorganik maddeler
bulunmaktadir. Agir metallerin (giimiis, bakir, ¢inko, paladyum, titanyum gibi)
tuz, oksit ve kolloid formlar1 giimiis zeolitler gibi kompleksler olusturarak
antimikrobiyal oOzellikler gosterebilmektedir. Bu metallerin belirlenen dozlarin
altinda kullanimi insan ve hayvanlara olumsuz etkisi olmamakla beraber yeni gida
muhafaza uygulamalar1 icin kullanisli birer aday olmaktadirlar [53]. Metalik
tabanli nanokompozitlerin aktif paketleme sistemlerinde gelistirilmesinde
kullanilan malzemeler Sekil 1.10’da gosterilmistir.  Antimikrobiyal paketleme
konusunda pek c¢ok calisma yapilmasina ragmen bu iiriinlerin giimiis iceren
antimikrobiyal materyaller haricinde ticari kullanimi pek sik degildir. Biomaster®,
Aglon®, Irgaguard®, Surfacine®, IonPure®, d2p®, Bactiblock® gibi iiriinler giimiis
tabanli antimikrobiyal paketlemede ticari olarak kullanilmaktadir. Bu tip aktif
paketleme coziimlerinin ticari uygulamalari sinirli oldugu icin daha genis bir
Olcekte arastirma yapilmasina ihtiyac vardir. Burada farkhi disiplinlerin (gida,
mikrobiyoloji, malzeme bilimi gibi) ve paketleme endiistrisinin isbirligi 6nemli bir

yere sahiptir [54].
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Organik yada inorganik polimerler iceren nanokompozitlerde kullanilan metaller

Ag Cu CuO TiO, ZnO Pd Fe

Fonksiyon: Antimikrobiyal, UV-bloklama, Gaz (etilen, oksijen gibi) adsorpsiyonu
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Metalik yapilar tasiyan ve uygulamalari olan inorganik tasiyicilar

Sekil 1.10 Metalik tabanli nanokompozitlerin aktif paketleme sistemlerinde
gelistirilmesinde kullanilan malzemeler [53]

1.1.7 Giimiis fyonlarmin PKN Uretiminde Kullamilmas:

Gidalarda bozucu ve hastalik yapici etkilere sahip Salmonella, Campylobacter,
Staphylococcus aereus, Listeria, Escherichica coli O157:H7 gibi bakterilerin
gelisme potansiyelini minimize etmek icin cesitli gida giivenlik sistemlerinin
gelistirilmesi gerekmektedir [55]. Bu amacla antimikrobiyal bilesiklerin gida
paketleme malzemelerine dahil edilmesi son yillarda arastirmacilar tarafindan
biiyiik bir ilgi gormektedir. Antimikrobiyal aktiviteye sahip filmler patojenik ve
bozucu mikroorganizmalarin gelismesini kontrol etmeye yardimc1 olabilmektedir.
Nanokompozit filmlerde ise bu etki hem bariyer 6zelliklerinin artmasi hem de

antimikrobiyal etki gostermesi nedeni ile katlanmaktadir [56].

Gidalarda kullanilan nanokompozit filmlerdeki antimikrobiyal ajanlarin arasinda
en yayginlarindan biri, ¢ok cesitli mikroorganizmalara karsi giiclii toksisitesi,
diisiik ucuculugu ve termal stabilitesi ile bilinen glimiistiir [57]. Glimiis biyolojik
olarak aktif olarak kabul edilen ve sulu ortamlarda monoatomik iyonik forma
geldiginde antimikrobiyal 6zellige sahip olan bir tiir metaldir. Glimiis nitrat ve
giimiis siilfadiazin eskiden beri yaralarin tedavisinde siklikla kullanilmaktadir
[58]. Giimiisiin bu kullanimina ek olarak, antimikrobiyal ambalaj malzemelerinde

gida ve tarimla ilgili iirtinlerin raf 6mriinii uzatmak icin de kullanilmaktadir [59].
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Glimiisiin daha stabil bir yapida olabilmesi ve erken salinim sonucu antimikrobiyal
ozelligini kaybetmemesi icin killer gibi destekleyici ortamlara ihtiyaclar1 vardir
[60]. Ag* ve Cu** gibi antibakteriyel metalik iyonlar genellikle killer gibi aliimina-
silikatlara iyon degisimi reaksiyonu sonucu yiiklenmektedir. Killer yiiksek iyon
degistirme kapasiteleri, biiyiik yiizey alanlar1 ve sorpsiyon kapasiteleri, kimyasal

olarak inert olmalar1 ve diisiik toksisiteleri nedeni ile iyi birer tastyicidir [61].

Glimiisiin iyonik formu (Ag") canli hiicrelere daha iyi difiize olmasi nedeni ile
nanopartikiil formundan daha fazla antibakteriyel etkiye sahip olmaktadir [62].
Glimiis nanopartikiillerin optimal olarak antibakteriyel etki gosterebilmesi icin 1-
10 nm boyutlarinda, agrage olmamis ve diizgiin dagilmis olmasi gerekmektedir.
Bu durumun saglamasindaki zorluklar giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel
ozelligini azaltmaktadir [63], [64]. Sulu ortamdaki metalik iyonlarla yiiklenmis
killer, hiicre duvarlarinin dis yiizeylerindeki karboksil gruplari olan lipoproteinler
nedeni ile negatif yliklenmis bakterileri ¢ekerek ve adsorbe ederek antimikrobiyal
maddenin etkinligini artirmaktadir [65]. Glimiis iyonlarinin antimikrobiyal etkisi
farkli mekanizmalar ile gerceklesmektedir. Inhibisyonun ana etkisi giimiisiin
yapisal ve fonksiyonel proteinlerle etkilesmesi ve hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakterilerin hiicre zarinin igindeki radikalleri indiiklemesi ile ortaya
cikmaktadir [66]. Gilimiisiin prokaryotik hiicrelere oranla Okaryotik hiicrelere
kars1 toksisitesi ise diisiik seviyelerde olmaktadir [67]. Ag" ile modifiye edilmis
inorganik materyaller antibakteriyel oOzelliklerini bakterilerin DNA zincirine
verdikleri zarar ile de saglamaktadir. Bunun yaninda protein yapisindaki
enzimlerin tiyol gruplar ile selat yaparak enzimatik aktiviteyi engellemektedir
[68]. Ozellikle sistein molekiillerinde SH-Ag® etkilesimine girerek hiicresel
inaktivasyonuna sebep olmaktadir [69]. Buna bagli olarak hiicredeki ribozomlarin
enzim ekspresyonununa, membran gecirgenligine ve solunum zincirini bloke
ederek enerji iretimine olumsuz yonde etki etmektedir [53]. Yapilan
calismalarda montmorillonit killeri Ag™ ile iyon degisim reaksiyonuna girdiginde
Escherichia coli bakterilerine karsi etkili bir antibakteriyel 6zellik gostermektedir.
Ayrica Ag” ile modifiye edilmis killerin antimikrobiyal 6zellikleri islem yapilmamis

killere gore cok daha fazla oldugu bildirilmistir [70]. Nanoformdaki kalsiyum
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silikat (NCS) Ag" ¢ozeltisi ile 1 mg kg™ seviyesinde etkilestirildiginde elde edilen
NCS-Ag kompoziti giicli bir antimikrobiyal o6zellik gostermistir. NCS-Ag
nanokompozitinin gida ambalaj materyallerinde antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir [71]. Yapilan bir calismada dogal montmorillonit ile
giimis nitrat cozeltisindeki Na* iyonu yer degistirilerek glimiis-montmorillonit
(Ag-MMT) antimikrobiyal nanopartikiilleri iiretilmistir. Farkli miktarlarda Ag-
MMT’ler polipropilen (PP) kutularin tabanina konularak meyve salatasindaki
mezofilik, psikrofilik, koliform, laktik asit bakterilerin, kiiflerin ve mayalarin
gelismesi gozlenmistir. Ag-MMT’ler mikroorganizmalar1 inhibe etmekte cok etkili
olmustur ve bu sayede {irlintin raf 6mriint 5 giin daha uzatmistir [72]. Yine Ag-
MMT kullanilan bir calismada nanopartikiiller agar, zein ve polikaprolakton
polimerlerine katilarak Pseudomonas tiirii iic susun lizerinde denenmistir. Agar
polimeri mikrobiyal olarak inhibasyon gosterirken, zein ve polikaprolakton
herhangi bir etki gostermemistir [73]. Busolo ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismada
Ag-MMT ile takviye edilmis polilaktik asit (PLA) biyokompozitlerinin bir Gram-
negatif Salmonella tiirii tizerindeki etkilerini arastirilmistir. Elde edilen PLA
nanokompoziti iyi bir bariyer ve antimikrobiyal 6zellik gostermistir [74]. Salim ve
arkadaslarinin ¢alismasinda NaY zeolit kili CTAB ile modifiye edildikten sonra 550
°C’de kalsinasyon isleminden sonra rejenere NaY zeolit elde edilmistir. Rejenere
NaY zeolite Ag* yiiklenerek Escherichia coli ve Staphylococcus aureus bakterileri
lizerindeki etkisine bakilmistir ve bu bakteriler {izerinde etkili bir inhibisyon
saglandig1 rapor edilmistir [75]. Motshekga ve arkadaslarinin calismasinda
montmorillonit giimiis nitrat, cinko oksit ile etkilestirilerek Ag-kitosan, ZnO-
kitosan ve Ag/ZnO-kitosan nanokompozitleri iiretilmistir. Nanokompozitler
Gram-negatif Escherichia colive Gram-pozitif Enterococcus faecalis bakteri tiirleri
lizerinde denenmistir. Sonu¢ olarak i¢me sularinda %78 bakteri siipiirme
kapasitesi ile Ag/ZnO-kitosan nanokompoziti en etkili sonucu vermistir [76].
Giumis iyonlarinin antimikrobiyal 6zelliginden dolay1 gida ambalajlar1 disinda
tibbi cihazlar, kiyafetler, kisisel hijyen tirtinleri, dezenfektanlar gibi genis bir
yelpazede kullanilmaktadir [26]. EFSA'nin (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi) gida
katki maddesi olarak kullanilan giimiis (E 174) ile ilgili yayinladig1 raporda,

gliimiisiin ¢ok uzun siireler yutulmasi ya da solunmas: ile olusan argyria ve
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argyrosis, metalik ya da iyonik glimiistin yiiksek dozlarinda olusan toksik etkileri
oldugu belirtilmistir. Tibbi ya da mesleki olarak giimiis iyonlarina uzun siireli
maruz kalma sonucu olusan toksik etkinin gida katkis1 olarak kullanilan giimiisiin
etkisi ile karsilastirilamayacagi ve iliskilendirilemeyecegi raporda yer almaktadir.
Clnki gida amach kullanilan glimiis katkilarina maruziyet diger kullanimlara
gore diisiik diizeyde kalmaktadir [77]. E 174 kodlu giimiisiin, Tiirk Gida Kodeksi
Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi'ne gore bazi gidalarda gida katki maddesi
olarak kullanimina izin verilmistir [78]. Su veya diisiik tamponlanmis ortamlarda
giimiis iyonlarinin biyosidal etki gosterebilmesi i¢in minimum 50-100 ug Ag*/kg
civarinda olmas1 gerekmektedir [79]. Ancak gidalarda bulunan proteinler
glimiisiin etkisini azalttig1 icin gercekci gida ortamlarinda bu degerler minimum

10-100 mg Ag*/kg olmasi gerekmektedir [80].

1.1.8 Polikaprolakton (PCL)

Diinya genelinde plastik iiretimi her gecen yil hizla artmaktadir. Istatistiklere
bakildiginda 1950 yilinda plastik iiretimi 1,5 milyon ton iken, 1976 yilinda 50
milyon ton, 1989 yilinda 100 milyon ton, 2002 yilinda 200 milyon ton ve 2017
yilinda 348 milyon ton olarak gerceklesmistir (www.statista.com). Plastik
iiretiminde baslica kaynak ham petroldiir. Polietilen terefitalat (PET),
polivinilklorit (PVC), polietilen (PE), polipropilen (PP), polisitren (PS) ve
poliamid (PA) sahip olduklar1 mekanik performanslari, diisiik gaz gecirgenlikleri,
1s1sal dayanikliliklar1 gibi 6zelliklerinin yaninda ekonomik olarak da diisiik
maliyetli olmalari iiretimlerini her gecen giin artirmaktadir. Ancak son yillarda
tiretilen plastiklerin tamami geri doniistlirlilemediginden ve biyobozunur
olmadiklarindan dolay1 ekolojik bazi problemlere yol acmaktadir. Gida
ambalajlar1 gida ile kontamine oldugundan geri doniisimii de maliyetli
olmaktadir. Bu durum insanlar1 alternatif malzemeler {izerine diisiinmeye sevk
etmistir [81]. Tiiketicilerin diinyamiz1 etkileyen cevresel problemlere karsi
bilingleri giin gectikce artmaktadir. Yenilenebilir kaynaklardan elde edilen
malzemeleri kullanan yeni ambalaj konseptlerinin gelistirilmesi, CO,
emisyonlarini ve fosil kaynaklara bagimlili§1 azaltmak icin ¢ok 6nemlidir [82],

[83]. Biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin aktif paketlemeye dahil
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edilmesi, daha cevre dostu ve siirdiiriilebilir bir paketleme endiistrisi olusturma
hedefini desteklemektedir [84]. Yapilan tahminlerde biyobozunur plastik tiretimi
diinya capinda 2018 yilinda 2,11 milyon ton iken 2023 yilinda yaklasik %201ik
bir artisla 2,62 milyon ton seviyesine ulasacaktir (www.european-bioplastics.org).
Biyobozunur polimerlerden biri olan PCL, kaprolakton iinitelerinden sentezlenen
bir polimerdir. Dogal olarak bulunmayan ancak sentezlenebilen bir polimer olan
PCL, ayni zamanda tamamen biyobozunur oOzelliktedir [85]. PCL lineer, kismen
kristal yapida, hidrofobik ve kolay uzayabilen (kopma noktasindaki uzama ve
gerilme miktar1 % 1100 ve 33 MPa) bir polyesterdir [86]. PCL kimyasallara ve UV
isinlarina karst dayanikli ve diisiik su adsorpsiyonuna sahiptir [87]. PCL diisiik
erime sicakligina (yaklasik 60 °C) ve camsi gecis sicakligina (yaklasik -60 °C) sahip
oldugu icin 6zellikle antimikrobiyal maddeler icin ticari uygulamalarda ideal bir
biyobozunur polimer matriks olmaktadir. Ayrica diger biyobozunur polimerlere
kiyasla daha dayanikli bir yapiya sahiptir. Ancak plastiklere oranla daha diisiik
modulusa ve sertlige sahip oldugundan yapisinin dolgu malzemeleri ile
giiclendirilmesi gerekmektedir [88]. Biyobozunur o6zelligini etkileyen Onemli
parametrelerden biri PCL'nin kismi amorf yapisidir. DSC ile yapilan analizlerde
mikroorganizmalar tarafindan bozulan PCL’'nin ilk o6nce amorf kismi
kullanildigindan kristallik derecesi zamana bagl olarak artmaktadir [89]. PCL
polimeri makrofaj fagozomlarin ve dev hiicrelerin icerisinde yaklasik 13 giinde
metabolize olabilmektedir. Hiicre icerisine alinan PCL hidrolizden sonra sirasiyla
6-hidroksilkaproik asite ve asetil koenzim A’ya cevrildikten sonra sitrik asit
cevrimine girerek elimine edilmektedir [90]. PCL film fosfat tamponunda lipaz
enzimi kullanilarak (0,50 mg lipaz/mL 0,025 M fosfat tamponu) 37 °C’de ve 96
saat sonunda ayrismistir [91]. Tablo 1.2'de iki farkli molekiiler agirliktaki
polikaprolaktonun bazi fiziksel o6zellikleri verilmistir. Sekil 1.11’de ise PCL

tanecikleri goriilmektedir.
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Tablo 1.2 Farkli molekiil agirligina sahip PCL’lerin fiziksel 6zellikleri [92]

Fiziksel Ozellik PCL PCL
Molekiil agirligi (Mn) 47502000 69,000+1500
Erime noktasi(°C) 60-62 60-62
Yogunluk (g/cm?) 1,145 1,145
Erime 15181 (J/g) 76,9 76,6
Kristallik (%) 56 56
Kristallesme sicakligi (°C) 25,2 27,4
Camst gegis sicakligr (°C) -60 -60
Akma dayanimi (MPa) 17,2 14
Cekme gerilimi (MPa) 430 500
Kopma noktasindaki gerilim (%) 700 920
Sertlik (Shore D) 51 50
Viskozite (Pa.s)(70 °C) 2890 12,650

Sekil 1.11 PCL tanecikleri

PCL Kkloroform, diklorometan, karbon tetraklorit, benzen, toliien, siklohekzanon
ve 2-nitropropan ile oda sicakliginda c¢oziinmektedir. Aseton, 2-biitanon, etil
asetat, dimetilformamit ve asetonitrilde diisiik coziiniirliige sahip iken alkol,

petrol eteri, dietil eter ve suda ¢oziinmemektedir [93].

PCL’nin film karakteristiklerini giiclendirmek icin nanometre boyutunda inorganik

dolgular kullanilarak nanokompozitler iiretilmektedir. Nanokompozitlere katilan
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cok az miktardaki inorganik dolgular ile nanokompozitlerin gaz bariyer, termal,
su adsorpsiyonu, mekanik gibi o6zellikleri cok gelismektedir [85]. Tabakali
silikatlar nano dolgu malzemesi olarak kullanilabilmektedir. PCL polimeri bu
tabakalarin arasina interkale olarak dispers bir yap1 kazandirmaktadir.
Interkalasyon yeterince saglanamazsa geleneksel mikrokompozit yapilar elde
edilmektedir [94]. PCL ve silikatlar ile iiretilen nanokompozitler film iiretiminin
yani sira tip alanindaki uygulamalarda da yer almaktadir. Ornegin PCL ve poli-DL-
laktik asit (PDLLA) polimerleri ve Laponite® nanokili kullanilarak imal edilen
nanokompozit implanti obezite ve tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmak amaci ile
sindirim yoluna takilmistir. Polimerlerin biyobozunur yapida olmasi ve nanokilin
implanta fiziksel mukavemet kazandirmasi avantaj saglamistir [95]. Diger bir
uygulamada ise 3-aminopropil trietoksi silan kullanilarak organomodifiye edilen
montmorillonit ile giliclendirilen PCL kemik skafoldu iiretiminde kullanilmistir

[96].

1.2 Tezin Amaci

Gidalarin raf Oomriinii artirmak ve giivenligini saglamak gida muhafazasinin
saglanmasinda birincil amacgtir. Ambalajlama bu amacla uygulanan gida muhafaza
metotlarindan en Onde gelenlerindendir. Yapilan bu tez calismasinin amaci,
katyonik siirfaktanlar ile organomodifiye edilmis ve giimiis iyonlarn ile
antimikrobiyal 0Ozellik kazandirilmis montmorillonit ve halloysit nanokilleri
kullanilarak gidalarin raf 6mriinii artiran ve biyobozunur 6zellikte olmasi ile doga
dostu olan PCL nanokompozit ambalaj filmleri tiretilerek cesitli gidalarin raf 6mrii

denemelerinde kullanmaktir.

1.3 Hipotez

Gida ambalaji iiretiminde hammadde olarak kullanilan PCL polimerine nano
dolgu malzemesi olarak organomodifiye ve giimiis iyonlar1 ilaveli montmorillonit
ve halloysit nanokilleri katilarak iiretilen nanokompozit ambalaj filminin mekanik,
gaz bariyeri ve antimikrobiyal oOzellikleri artirilabilir. Nanokillerin polimer

icerisinde daha iyi interkale olabilmesi i¢in nanokiller katyonik siirfaktanlar ile
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organomodifiye edilebilir. Bunun yaninda gidalarda sik bulunan patojen
mikroorganizmalar1 inhibe edici glimiis iyonlar1 nanokillere katilarak
nanokompozit ambalaj filmine antimikrobiyal 6zellik kazandirilabilir. Modifiye
edilmis nanokiller hem ambalaj icerisinde kontrollii bir atmosfer olusturarak
iirliniin atmosfer etkisinden en az sekilde etkilenmesini saglayabilir hem de sahip
oldugu antimikrobiyal ajan sayesinde icerisine konulan gidanin mikrobiyal

bozulmasini minimuma indirebilir.
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2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

Bu calismada halloysit (HNT) ve montmorillonit (hidrofilik bentonit, MMT)
nanokilleri (Sigma-Aldrich, St. Luis, Missouri, ABD) kullanilmistir. Siirfaktan
olarak kullanilan N-setil-N, N, N-trimetilamonyumbromit (CTAB) ve poli
diallildimetilamonyumklorit (PDAC) (%20 kuru madde/su; 200.000-350.000 Da,
orta molekiiler agirlikta) sirasiyla Merck’ten (Merck, Darmstadt, Almanya) ve
Sigma’dan (Sigma-Aldrich, St. Luis, Missouri, ABD) temin edilmistir.
Antimikrobiyal ajan olarak giimiis nitrat (Isolab, Wertheim, Almanya)
kullanilmistir. Film numuneleri polikaprolakton (PCL) (ortalama molekiiler
agirlik 80000 Da) (Merck, Darmstadt, Almanya) polimeri ile iiretilmistir. PCL'yi
¢ozmek icin kloroform Merck’ten (Merck, Darmstadt, Almanya) satin alinmustir.
Taze si11r eti Tiirkiye'de yerel bir kasaptan alinmis ve ¢alisma 6ncesi mutfak tipi

kiyma makinesi (Tefal, Cin) kullanilarak aseptik olarak kiyilmaistir.

2.2 Modifiye Nanokillerin Hazirlanmasi

Tez calismasinin ilk asamasi olan MMT ve HNT nanokillerinin siirfaktanlar ve
glimiis nitrat ile etkilestirilmesinin Ozet grafigi Sekil 2.1’de gosterilmektedir.
Ayrica bu etkilesimin nano Olgekte hangi mekanizma ile gerceklestigi Sekil 2.2’de

verilmistir.
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santrifiij kurutma giimiis modifiye
organonanokiller

Sekil 2.1 Nanokillerin organomodifikasyonu ve giimiis nitrat ile modifikasyonu
(BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)
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Sekil 2.2 Nanokillerin modifikasyonlarinin nano 6lcekteki mekanizmasi
(BioRender.com kullanilarak olusturulmustur.)
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2.2.1 Nanokillerin Organomodifikasyonu

Nanokillerin ~ modifikasyonu  isleminde katyonik  stirfaktanlar  ile
organomodifikasyon ve giimiis iyonlar ile iyon degisimi modifikasyonu olmak
iizere iki asama vardir. Ik asamada, MMT ve HNT nanokilleri tamamen
kurutulmus numuneler elde etmek icin 24 saat boyunca etiivde 80 °C'de
tutulmustur. Kurutulan nanokil numunelerinden 750 mg kadar tartilmis ve
tizerine 25 mL saf su eklenmistir. Elde edilen siispansiyon, istenilen homojenlige
ulasana kadar manyetik bir karistirici tizerinde 400 rpm'de 4 saat karistirilmistir.
Farkli miktarlardaki stirfaktanlar 25 mL saf su ile beherlerde 30 dakika boyunca
manyetik karistirici ile karistirnlmistir. Stirfaktanlarin nihai konsantrasyonlari, 0
ila 20 mg siirfaktan/mL saf su araliginda ayarlanmistir (0, 5, 10, 15 ve 20 mg/mL).
Tiim islemler oda sicakliginda yapilmistir. Siirfaktan emiilsiyonlar1 nanokil
dispersiyonlarina eklenmis ve nanokil ara katmanlar ile siirfaktanlarin yan
gruplarn arasindaki yeterli etkilesim icin gece boyunca karistirilmistir (Sekil 2.3).
Karistirma isleminin sonunda bulamag haline gelen karisim 5 dakika 5000 rpm'de
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonras1 nanokillerin {izerindeki siipernatanlar atilmis
ve c¢okelti, kalint1 siirfektanlar1 uzaklastirmak icin {ic kez saf suyla yikanmistir.
Kalan nanokiller bir etiivde 80 °C'de 24 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan
ornekler bir porselen havan yardimi ile ogiitiilerek toz haline getirilmistir [97],
[98]. Bu sekilde organomodifiye nanokiller (OMN) sentezlenmistir. Interkalasyon
islemi icin katyonik siirfaktanlar olarak CTAB ve PDAC kullanilmistir. Bu iki yiizey
aktif madde, farkli karbon zinciri uzunluguna ve molekiiler yapiya sahiptir.
Adsorbanlarin yiizeyini doyurmak icin kritik misel konsantrasyonlarindan (CMC)

daha yiiksek yiizey aktif madde konsantrasyonlar1 kullanilmistir [99].
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Sekil 2.3 Nanokiller ve siirfaktanlarin manyetik karistiricida karistirilmasi

2.2.2 Nanokillerin Giimiis Nitrat ile Etkilestirilmesi

Nanokillerin antimikrobiyal 6zellik kazandirmak icin giimiis (Ag*) iyonu -
organokil kompleksi elde edilmistir. Bu amacla, organomodifiye nanokiller her
numune icin 1’er gram tartilarak tizerine 10 mL 0,1 M AgNO; sulu cozeltisi
eklenmistir. Dispersiyonlar manyetik karistiricida 40 °C'de 24 saat boyunca
kanstirllmistir [70]. Karistirma isleminden sonra bulamac haline gelen karisimlar
5000 rpm hizinda santrifiijlenmis ve siipernatanlar atilarak santrifiij tiipiiniin
dibindeki ¢amursu yap1 elde edilmistir. Kurutma isleminden once fazla Ag*
iyonlarini uzaklastirmak icin modifiye nanokiller ii¢ kez saf su ile yikanmistir. Son
olarak, Ag" ile modifiye edilmis nanokiller bir etiivde 80 °C'de 24 saat siireyle
kurutulmus (Sekil 2.4) ve ardindan toz haline getirmek icin bir porselen havan
yardimi ile 6giitiilmiistiir [100]. Boylece giimiis modifiye nanokiller (GMN) elde
edilmistir. Glimtiis iyonlar1 nanokillerdeki katyonlar ile iyonik yer degistirme
reaksiyonuna girerek antimikrobiyal 6zellikteki nanomateryalleri olusturmaktadir

[101].
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Sekil 2.4 Kurutma firinindaki modifiye edilmis nanokiller

2.3 Modifiye Nanokillerin Karakterizasyonu

2.3.1 Zeta Potansiyel ve Partikiil Boyutu Olciimii

Zeta (¢) potansiyel nanokiller icin 6nemli bir elektro kinetik ozelliktir. Zeta
potansiyel nanokilin kat1 ytiizeyi ile siv1 ortam arasindaki elektrik potansiyelinin
bir Olgiisiidiir. Nanokillerin yiizeyindeki potansiyel yiik miktar1 arttikca Zeta
potansiyel de artaktadir. Toprak killerinin yiizey ytikleri genellikle negatif degerler
gostermektedir [102]. Bu calismada nanokil 6rnekleri, nétr pH karakteristigine
sahip saf su icerisinde disperse edilmistir. Bir agregasyonun olup olmadigini
anlamak icin numunelerin partikiil boyutlar1 da incelenmistir. Zeta potansiyel ve
partikiil boyutu Ol¢timleri Malvern Nanoseries Zeta Sizer (Malvern Nano-ZS,
Model 1000HSa, Birlesik Krallik) ile gerceklestirilmistir [103]. Olciimler sirasinda
Elektroforetik Isik Sacilmasi (ELS) modu kullanilmistir. Saf su icerisine bir miktar
toz haldeki numuneden konularak bir siire ultrasonik su banyosunda
bekletilmistir. Dispersiyonlar baloncuk olusmamasina dikkat edilerek polietilen
hiicrelere enjekte edilmistir. Tiim oOl¢iimler 25 °C'de ii¢ kez tekrar edilmistir.
Lazerin hiicre icerisindeki dagilim acis1 13 “dir. Elektrik giicii ve alan sirasiyla 60

mW ve 25V / cm’dir [104].
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2.3.2 Nanokil Orneklerinin Su ile Temas Acilarimin (Contact Angle) Olciimii

Maddelerin ara yiizeylerindeki su pek cok jeokimyasal, biyolojik ve teknolojik
sistemde onemli roller oynamaktadir. Su, killerin ara yiizeyinde sanki yaglayici bir
madde gibi gérev gérmektedir. Icerisinde 10-100 wm boyutlarinda kanallar
bulunan sistemlerde yiiksek yiizey-hacim orani sebebi ile maddenin hidrofobik-
hidrofilik karakteri sinirlayici bir etken olusturmaktadir. Mikroskobik diizeyde
hidrofobik-hidrofilik karakteri manipiile etmek maddenin makroskobik 6l¢tideki
islanma oOzelliklerini de o©nemli diizeyde etkilemektedir [105]. Nanokil
orneklerinin yiizey 6zelliklerini incelemek icin saf su ile temas acilar1 6l¢iilmiistiir.
Bu amacla toz halindeki numuneler, 13 mm capindaki paslanmaz celik kalip ve
bir hidrolik pres (Basaran Hidrolik, Konya, Tiirkiye) yardimi ile daire seklindeki
pelletler haline getirilmistir. Orneklerin dinamik temas acilar1 (dynamic contact
angle) 25 °C'de Wilhelmy plak yontemi ile bir tansiyometre (Dataphysics DCAT
11EC, Almanya) (Sekil 2.5) kullanilarak o&lciilmiistiir [106]. Ornekler
tansiyometrenin 6zel bir tutucusuna yerlestirildikten sonra orneklerin saf su ile
temas acis1 degerleri cihaz yazilimi (SCAT 11EC, Almanya) ile okunmustur. Her

bir ol¢tim ¢ tekrarh olarak yapilmistir.

Sekil 2.5 Tansiyometre cihazi (Dataphysics DCAT 11EC, Almanya)
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2.3.3 X-Isi Difraksiyonu (XRD) Analizi

Organokillerin molekiiler yapis1 ve bazal bosluklari1 (d-arali§1 degerleri) X-1s1n1
difraksiyonu yontemi ile degerlendirilmistir. XRD desenleri, Philips X’Pert MPD
Difraktometre'den (Eindhoven, Hollanda) elde edilmistir. Sistemde bakir anot
kullanilmistir ve uygulanan radyasyonun dalga boyu 1,5443 nm olarak secilmistir.
JeneratOriin parametreleri sirasiyla 40 kA ve 45 kV'dir. Tarama islemi °26 = 5-90
kirinim acis1 araliginda yapilmistir. Tarama hizi, oda sicakliginda 1,2 °26/dakika
olarak belirlenmistir [107]. Nanokillerin d-aralig1 degerleri, XPowderX® yazilimi

kullanilarak spektrumlardan ¢ikarilmistir.

2.3.4 Zayiflatilmis Toplam Yansima- Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi (ATR-FTIR)
Spektroskopisi Analizi

Kizilotesi (infrared, IR) spektroskopisi, organik ve organik olmayan bilesiklerin
yapilarinin karakterize edilmesinde kullanilan bir enstriimandir. IR spektrumunun
elde edilmesinde atomlar arasinda kurulan baglarin titresimi ile olusan
frekanslara karsilik gelen absorpsiyon pikleri kullanilmaktadir. Bir baska deyisle
spektrumdaki her bir pik ilgili bagin parmak izidir. Optik izomerleri istisna olmak
lizere her bir maddenin kendine 0zgii bir spekrumu vardir [108]. Nanokil
numunelerinin molekiiler karakterizasyonu, tek yansimali elmas kristalli bir
Bruker ATR ekimani ile donatilmis FTIR spektrofotometre (Bruker Tensor 27,
Bremen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Olciimler, oda sicakliginda ve
orta-IR araliginda olan 4000-400 cm™ dalga boyunda yapilmistir. Her spektrumun
ortalamasi, 4 cm™ ¢oziiniirliikte 16 tarama {izerinden yapilmistir. Olciimden énce
bir arka plan taramasi kaydedilmis ve numune spektrumlarindan ¢ikarilmstir.
Cihaz kontrolii ve veri toplama icin OPUS yazilimi (Versiyon 7.2, Bruker optics)

kullanilmistir [109], [110].

2.3.5 Indiiktif Olarak Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) Analizi

Alevli atomik absorpsiyon spektrometresi (FAAS), grafit firinli atomik absorpsiyon
spektrometresi (GFAAS), atomik floresans spektrometresi (AFS), indiiktif olarak
eslesmis plazma-optik emisyon spektrometresi (ICP-OES), indiiktif olarak eslesmis

plazma-kiitle spektrometresi (ICP-MS) gibi alev iceren atomik spektroskopi
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teknikleri, eser element tiirlerini ayirt etmek icin en sik kullanilan tekniklerdir. Bu
teknikler arasinda ICP-MS diisiik algilama sinir1 (LOD), genis dinamik dogrusal
araligi, coklu element/izotop analiz kapasitesi ve diger yontemlere gore hizl ve
diisiik kiitle girisimi nedeniyle one cikmaktadir [111]. Plazma kaynagi jeolojik
elementlerin iyonlasmasini saglamakta ve bunlarin kiitle spektroskopisinde
analizine olanak saglamaktadir. ICP-MS Ag, Au, TiO, ve SiO, nanopartikiillerinin,
killerin (Al-, Fe- oksitler) ve nanopartikiiller ile kolloidlerin yapisindaki yiizey
fonksiyonel gruplarina bagli metallerin analizinde kesin bir yontem olarak
kullanilmaktadir [112]. Yukarida agiklanan 6zellikler nedeniyle, bu yéntem toz
nanokil numunelerine uygulanmistir. Octopol reaksiyon sistemi (ORS) ile
donatilmis Agilent 7700 model ICP-MS (Agilent Technologies, Tokyo, Japonya)

ile analizler gerceklestirilmistir.

2.3.6 Giimiis Modifiye Nanokillerdeki (GMN) Giimiis Iyonlarimn in vitro Sahm
Analizi

GMN’lerdeki giimiis iyonlarinin distile suya kontrollii salim testleri ATR-FTIR
spektrofotometre (Bruker Tensor 27, Bremen, Almanya) ile gerceklestirilmistir.
Bu amagla 0,1 g GMN Eppendorf tiipiine konularak tizerine 1 mlL distile su
eklenmistir. Daha sonra tiipler 30 °C’de 40 saat boyunca calkalamali inkiibator
icerisinde bekletilmistir [12]. Analiz Oncesinde tiipler 7000 rpm’de 15 dakika
boyunca santrifiijlenerek {iizerlerindeki nanokilden arindirilmis siipernatan
alinmistir. GMN’lerden saf suya gecen Ag™ iyonlari ilk 4 saate kadar 1’er saat, daha
sonra ise 4’er saat araliklarla ATR-FTIR spektormetresinde analiz edilmistir. Ag™"
kalibrasyonu stok AgNO; ¢ozeltisinden 0,0125 M’dan 0,1 M araliginda (ikiser kat
oranli) hazirlanarak elde edilmistir. ATR-FTIRnin kalibrasyon grafigi icin
AgNOy’lin intens piki olan 1344 cm™ dalga boyu kullanilmigtir ve kalibrasyon

grafiginin R*degeri 0,99 olarak hesaplanmustir.

2.3.7 Renk Ozellikleri

Toz halindeki nanokil 6rneklerinin renk degerleri bir renk 6lcer (CR-400, Konica
Minolta, Osaka, Japonya) kullanilarak ol¢tilmiistiir. Renk 6lciimleri CIE Lab renk

uzayiolan L*, a* ve b* renk degerleri goz ontine alinarak yapilmistir. Z* (lightness,
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parlaklik) degeri O (siyah) ve 100 (beyaz), a* degeri -60 (yesil) ve +60 (kirmizi)
ve b* degeri -60 (mavi) ve +60 (sar1) araliginda sonuglar vermektedir [113]. Z*,
a* ve b* renk degerleri kullanilarak asagidaki denklemden (Esitlik 2.1) toplam
renk farki (AE) hesap edilmistir [114].

AE=( AL* + AZ+ AK)®® 2.1
Denklemde AL: LgandarLomek » A& @seandart-3smek V€ AD: Dyandar Dsmex 0larak verilmistir.

Denklemde standart olarak saf montmorilonit ve HNTnin renk degerleri
kullanilmistir. Beyaz tabakanin standart degerleri 2.=93,87, a=-0,55 ve b=5,13

olarak verilmektedir.

2.3.8 GMN’lerin Yiizey Morfolojilerinin TEM ve SEM ile incelenmesi

GMN’lerin mikromorfolojik ozellikleri bir Zeiss EVO® LS 10 (Carl Zeiss Ltd.,
Almanya) Taramali Elektron Mikroskopu cihazi (Scanning Electron Microscopy,
SEM) kullanilarak gerceklestirilmistir. SEM cihazinin vakum altinda siras ile
calisma voltaj1 ve biiyiitme miktar1 8 kV ve 10.000 x’tir [115]. GMN’lerin nano
morfolojik 6zellikleri bir JEM-1220 (JEOL Ltd., Tokyo, Japonya) Transmisyon
Elektron Mikroskopu (Transmission Electron Microscopy, TEM) cihazi
kullanilarak elde edilmistir. TEM cihazinin calisma voltaji 80 kV’dir. Ornekler
oncelikle etanolde (100 mg/mL) disperse edildikten sonra 5 pL alikot alinarak 200
mesh formvar kapli bakir gride damlatilmistir. Ornekler uygun kosullarda

kuruduktan sonra analiz edilmistir [116].

2.3.9 Nanokillerin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

OMN, GMN, saf MMT ve HNT nanokillerinin antibakteriyel 6zelliklerini
belirlemek amaciyla Gram-pozitif Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria
monocytogenes (ATCC 13932) ve Gram-negatif Escherichia coli 0157:H7 (ATCC
25922), Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028)
bakteri suslar1 incelenmistir. Bu dort bakteri susu, gida kaynakli patojen tiirler
arasinda goriilme sikliklar1 nedeniyle secilmistir. L. monocytogenes ekstrem pH ve
sicaklik derecelerinde yasayabildigi icin gidalarda siklikla goriilmektedir. Ozellikle

siit iriinlerinde rastlanilsa da et, deniz {irlinleri, sebze ve meyvelerde de
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kontaminasyonuna rastlanilmaktadir. Kontaminasyon kaynagi olarak hayvan
diskilar, toprak ve su gosterilmektedir [117]. S. aureus tirettigi ekzotoksinler ile
gida kaynakli hastaliklara neden olmaktadir. Staphylococcal gida zehirlenmeleri
Diinya genelinde goriilme siklig1 en cok olan gida zehirlenmelerinden biridir. Bu
bakterinin gidalara kontaminasyonunda insan, toprak ve yiizeyler 6nemli rol
oynamaktadir [118]. E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium bakterileri ile
kontamine olan salata gibi tiiketilmeye hazir iiriinler ciddi saglik sorunlarina ve
ekonomik kayiplara neden olmaktadir [119]. E. coliO157:H7 tirettigi Shiga toksin
ile her yi1l gida kaynakli hastaliklarin biiyiik bir kismini meydana getirmektedir
[120]. S. Typhimurium, gastroenterite neden olan ve gida kaynakh
enfeksiyonlarin yaklasik %30’undan sorumlu olan bir bakteridir [121]. L.
monocytogenes ve E. coli O157:H7, pismemis ya da az pismis et {irlinlerinde

siklikla bozulmaya sebebiyet vermektedir [122].

Analizlerden 6nce dondurularak saklanmis bakteri kiiltiirleri, Nutrient Broth (NB,
Merck, Almanya) besi yerinde 37 °C’de ve 24 saat tutularak iki kez aktive edilmis
ve stok kiiltiirler olarak kullanilmistir [123]. Broth seyreltme yontemi Appendini
and Hotchkiss’in [124] metoduna gore uygulanmistir. Her test tiiptine 10 mL steril
NB konulmus ve test tiiplerine taze bakteri kiiltiirlerinden 100 ul inokiile edilmistir
(10® -10° kob/mL). Her bir test tiipiine 0,5 g (kiitlece %5) nanokil 6rnekleri
eklenmis ve homojen bir dispersiyon elde etmek icin 1 dakika boyunca
vortekslenmistir. Herhangi bir nanokil 6rnegi icermeyen tiipler, kontrol olarak
hazirlanmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda tiiplerden seri diliisyonlar
hazirlanmistir. Daha 6nceden hazirlanan Petri kaplarindaki Nutrient Agar (NA)
(Merck, Almanya) {izerine seri diliisyonlardan 100 uL. damlatilmis ve daha sonra
bakteriler ylizeye homojen bir sekilde yayilmistir. Sonrasinda Petri kaplar1 37
°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda Petri kaplarinda olusan
koloniler sayilmis ve bakteri sayilar1 koloni olusturan birimler (kob/mL) olarak

ifade edilmistir. Biitlin analizler iki paralelli olarak yapilmistir.
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2.3.10 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) ve Minimum Bakterisidal

Konsantrasyon (MBC) Testleri

NB besiyerindeki goriiniir bakteri iiremesini degerlendirmek ve GMN'lerin
antimikrobiyal etkinligini bulmak i¢in minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC)
testi uygulanmistir. 0,2 - 5 mg/mL arasinda (0,2; 0,6; 1, 2, 3, 4 ve 5 mg/mL)
degisen seri nanokil-besiyeri iceren test tiipleri inokiilasyondan once
hazirlanmistir. Bakteriyel konsantrasyonlar, 0,5 McFarland standardina gore
1,5x10° kob/mL'ye ayarlanmistir. Nanokil eklenmis test tiipleri ve herhangi bir
nanokil icermeyen kontrol 6rnegi bakteri tiirleri ile inokiile edilmis ve 37 °C'de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Test tiipiinde herhangi bir bulaniklik veya goriiniir
lireme gostermeyen en diisiik numune konsantrasyonu, MIC olarak belirlenmistir.
Minimum bakterisidal konsantrasyon (MBC), herhangi bir bulaniklik olmayan test
tiiplerinden 50 wullik alikotlarin Nutrient agar plakalarina yayilmasiyla
belirlenmistir ve daha sonra plakalar, 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Nutrient
agar plakalarinda herhangi bir koloni olusturmayan minimum nanokil

konsantrasyon degeri MBC olarak kabul edilmistir [125].

2.4 Polimer-Kil Nanokompozitlerin (PKN) Uretimi

Tez calismasinin ikinci asamasi olan film iiretiminin ve karakterizasyonunun 0zet
grafigi Sekil 2.6’'da gosterilmektedir. PCL'min mekanik, gaz bariyer ve
antimikrobiyal o6zelliklerini gelistirmek icin icerisine GMN’ler ilave edilerek
nanokompozit filmler iiretilmistir. Karsilastirma yapabilmek amaci ile saf MMT ve
HNT nanokilleri de PCL filmlerinin icerisine katilmistir. PCL polimerinden film
elde etmek amaci ile Benhacine ve arkadaslarinin uyguladigi solvent dokiim
yontemi bazi degisiklerle kullanilmistir [126]. Ilk asamada film kalinhgin
optimize edebilmek amaci ile farkli miktarlardaki (100, 200, 300, 400 ve 500 mg)
PCL 10 mL kloroform ile 20 dk manyetik karistirici {izerinde tamamen
¢oziilmiistiir. Elde edilen c¢ozelti 11 cm capindaki bir Teflon® PTFE
(politetrafloroetilen) ylizey iizerine yayilarak c¢eker ocak altinda hava akimi
olmayacak sekilde 2 saat boyunca bekletilmistir. Kloroformu tamamen uzaklasan

filmler teflon ylizeyden siyrilarak PCL bazli filmler olusturulmustur. Elastikiyet ve
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diger fiziksel ozellikleri agisindan 400 mg PCL iceren filmo orneginin uygun
oldugu tespit edilerek bu konsantrasyon iizerinden calismalar devam ettirilmistir.
Modifiye nanokil ilaveli filmleri iiretebilmek icin kloroformda tamamen ¢6ziinen
PCL iizerine kiitlece %5 oraninda modifiye nanokil 6rnegi ilave edilerek 2 saat
boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Karisim yukarida anlatildig: gibi bir
Teflon® PTFE ylizey iizerine dokiilerek kurutulmus ve filmler elde edilmistir.
Filmler, diizgiin ve homojen bir yapiya sahip olmalari icin miimkiin oldugu kadar
hava akimindan uzak tutulmustur. Aksi halde film yiizeyinde yogunluk farkliliklar

ve dalgalanmalar olugmaktadir.

Nanokompozit film Mekanik testler Termal analizler Spektroskopik analizler Giaz hariyer testleri Mikrohiyolojik analizler

Sekil 2.6 Nanokompozit film {iretimi ve karakterizasyonu (BioRender.com
kullanilarak olusturulmustur.)

2.5 PKN’lerin Karakterizasyonu

2.5.1 PKN’lerin Film Kalinliklan

Film oOrneklerinin kalinliklar1 dijital bir mikrometre cihazi1 (Mitutoyo, Osaka,
Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Her bir 6rnegin 6 farkli bolgesinden 6l¢iimler

yapilarak ortalamalar1 alinmistir [127].
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2.5.2 PKN’lerin Mekanik Ozellikleri

Film orneklerinin ¢ekme direnci (tensile strength) ve kopma anindaki uzama
(elongation at break) degerleri ASTM D882-12 standart metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Mekanik oOzellikleri belirlemek amaci ile 5 kg yiik hiicresi
bulunan bir tekstiir analiz cihazi (TA.XT Plus Stable Micro Systems, Surrey,
Birlesik Krallik) kullanilmistir. Cihazda yapilan ol¢timler “Texture Expert” yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir. Film 6rnekleri dikdortgen seklinde (7 cm x 2 cm)
kesilerek tekstiir analiz cihazinin probuna yerlestirilmistir. Probun kavramalari
arasindaki baslangic uzakligt 50 mm ve cihazin ist kavramay:r cekme hizi 3
mm/saniye olarak ayarlanmistir. Biitiin film oOrneklerinden en az 4 o6lciim

yapilmistir [128].

2.5.3 PKN’lerin Renk Ozellikleri

Film Orneklerinin renk degerleri bir renk 6lgcer (CR-400, Konica Minolta, Osaka,
Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Renk 6lciimleri CIE Lab renk uzayi olan L*, a*
ve b* renk degerleri g6z 6niine alinarak yapilmistir. Z* (lightness, parlaklik) degeri
0 (siyah) ve 100 (beyaz), a* degeri -60 (yesil) ve +60 (kirmizi) ve b* degeri -60
(mavi) ve +60 (sar1) araliginda sonuclar vermektedir [113]. Film 6rneklerinin ti¢
farkli bolgesinden renk 6l¢timleri alinarak bu 6l¢iimlerin ortalamasi alinmistir. Z*,
a* ve b* renk degerleri kullanilarak asagidaki denklemden (Esitlik 2.2) renk fark:
(AE) hesap edilmistir [114].

AE = (AL + A2+ AD)®? (2.2)

Denklemde AL: Landar-Lomels Ad: standar-@smek V€ AD: Dyandar- Dsmer 0larak verilmistir.
Denklemde standart olarak, icerisinde nanokil olmayan kontrol film o6rnegi
kullanilmistir. Boylece nanokompozit filmlerin kontrole gore renk degisimleri
tespit edilmistir. Beyaz tabakanin standart degerleri .=93,87, a=-0,55 ve bh=5,13

olarak verilmektedir.

2.5.4 PKN’lerin Su Buhar Gegirgenligi

Su buhar1 gecirgenligi (water vapor permeability, WVP) gravimetrik metot ile

Olclilmiistiir. Deneyden Once icerisinde silika jel taneleri olan cam deney tiipleri
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105 °C’de 24 saat boyunca icerisinde kalinti nem kalmamasi icin kurutulmustur.
Sonra kurutulan deney tiiplerinin agiz kisimlarina film 6rnekleri parafilm yardimi
ile kapatilmistir. Desikatore igerisinde saf su olan agzi agik bir beher ve hazirlanan
cam tiipler konulmustur. Film ile agiz kism1 kapatilmayan deney tiipii sahit olarak
desikatore konulmustur. Desikator 30 °C’ye ayarlanmuis bir etiivde 24 saat boyunca
bekletilmistir. Agirlik artisini gozlemlemek icin 3 saatlik periyotlarla cam tiiplerin
agirlik olctimleri yapilmistir. Analizler {i¢ tekrarli yapilmistir. Film Orneklerinin

WVP degerleri asagida yazan denkleme (Esitlik 2.3) gore hesap edilmistir:

WX
tAPA

WVP = (2.3)

Denklemde W/t: zamana baglh 6rnegin agirligindaki degisim (g/saat), X: filmin
kalinlig1 (mm), AP: saf su ve silika jel arasindaki atmosferin kismi nem basinci
farki (2,642 KPa, 24 °C’de), A: film orneklerinin hava ile temas eden alani (m?

olarak verilmistir [129].

2.5.5 PKN’lerin Oksijen Gegirgenligi

Film orneklerinin oksijen gecirgenliklerini 6lcmek i¢in dolayli bir yontem olarak
yagda peroksit sayisi tayini yapilmistir. Deneyde kullanilan aycicek yagi
antioksidan katkis1 icermemektedir. Ilk asamada 25 mL hacmindeki deney
tiiplerine 15 mL kadar aycicek yagi konulmustur. Deney tiiplerinin agiz
kisimlarina film ornekleri parafilm yardimi ile kapatilmistir. Kontrol olarak agzi
acik deney tiipii kullanilmistir. Icerisinde aycicek yag bulunan deney tiipleri
etlivde 60 °C’de 9 giin boyunca bekletilmistir. Siire sonunda deney tiiplerinin
icerisindeki aycicek yaglarinda sodyum tiyosiilfat titrasyonu ile peroksit sayisi
tayini yapilmistir. Peroksit sayisi tayini icin 0,1 N sodyum tiyosiilfat, doymus
potasyum iyodiir ¢ozeltisi, nisasta cozeltisi ve 3:1 oraninda kloroform-asetik asit
cozeltisi hazirlanmistir. Erlenlerin icerisine 5’er g yag 6rnegi konularak tizerine 30
mL kloroform-asetik asit ve 0,5 mL doymus potasyum iyodiir ¢ozeltileri eklenmis
ve karanlikta 5 dk bekletilmistir. Sonra iizerine 30 mL saf su ve 1 mL nisasta
cozeltisi eklenerek 0,1 N sodyum tiyosiilfat ile karisimin rengi beyaz olana kadar

titrasyon yapilmistir. Analizler ti¢ tekrarh olarak yapilmistir. Elde edilen sonuclar
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asagidaki denklem (Esitlik 2.4) ile hesaplanarak yag orneklerinin peroksit sayilari

miliekivalen O,/kg yag cinsinden bulunmustur [130].

(a-b) N 1000
m

Peroksit sayis1 = (2.4)

Denklemde a: titrasyonda harcanan tiyosiilfat miktar1 (mL), b: titrasyonda sahit
icin harcanan tiyosiilfat miktar1 (mL), N: sodyum tiyosiilfatin normalitesi (N) ve

m: Ornek miktar1 (g) olarak verilmistir.

2.5.6 Taramal Diferansiyel Kalorimetri (DSC) Analizi

Termal analizler bir DSC cihazi1 (DSC Q20, TA Instruments, Inc., ABD) kullanilarak
yapilmistir. Filmlerin kristalizasyon sicakligi (T,), erime sicakligi (T.) ve
kristalizasyon derecesi (X,) N. Moussaif ve arkadaslar1 tarafindan aciklanan
yonteme gore Ol¢lilmiistiir [131]. Film ornekleri yaklasik 5 mg agirliginda tartilip
aliminyum panlarin icerisine konularak hermetik olarak kapatilmistir. Analizler
nitrojen atmosferi altinda yapilmistir. Film 6rneklerinin erime ve kristalizasyon
sicakliklarinin belirlenmesi 0-100 °C araliginda ve 10 °C/dk isitma-sogutma
hizinda yapilmustir. Ornekler ilk olarak 0 °C'den 100 °C’ye 1sitilarak 100 °C’de 5
dakika siiresince tutulmustur. Daha sonra ornekler 100 °C’den 0 °C’ye 10 °C/dk
hizinda tekrar sogutulmustur. T.ler DSC grafiklerindeki endotermik piklerin
maksimum oldugu nokta secilerek belirlenmistir. Kristalizasyon sicakliklar1 (T;)
DSC grafiklerindeki ekzotermik piklerin maksimum oldugu nokta secilerek
belirlenmistir. Film orneklerinin kristalinite derecesi (Xy) endotermlerin
integrasyonu ile hesaplanan fiizyon 1sisinin (AH;) tamam kristal yapida olan saf
PCL'nin fiizyon 1sisina (AH{) orami ile hesaplanmistir (Esitlik 2.5) [132].
Literatiirde tamamen kristal formdaki PCL'nin fiizyon entalpisi 142 J/g olarak

verilmistir [133].

Kristallik Derecesi (Xc) = %xmo (2.5)

2.5.7 ATR-FTIR Spektoskopisi Analizi

PKN numunelerinin molekiiler karakterizasyonu, tek yansimali elmas kristalli bir
Bruker ATR ekimani ile donatilmis FTIR spektrometre (Bruker Tensor 27, Bremen,

Almanya) kullamlarak gerceklestirilmistir. Olciimler, oda sicakliginda orta-IR

39



araliginda olan 4000-400 cm’ dalga boyunda yapilmistir. Her spektrumun
ortalamasi, 4 cm™ ¢oziiniirliikte 16 tarama iizerinden yapilmustir. Olciimden énce
bir arka plan taramasi kaydedilmis ve numune spektrumlarindan ¢ikarilmistir.
Cihaz kontrolii ve veri toplama icin OPUS yazilimi (Versiyon 7.2, Bruker optics)

kullanilmistir [110], [134].

2.5.8 Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) Goriintiileri

PKN’lerin SEM mikrograflari, vakum kosullarinda bir Zeiss EVO® LS 10 (Carl Zeiss
Ltd., Almanya) SEM cihazi ile 7 kV ¢alisma voltajinda ve 10000x biiyiitme ile elde

edilmis ve morfolojik ve dagilim 6zellikleri acisindan incelenmistir [115].

2.5.9 PKN’lerin Antibakteriyel Aktiviteleri

Filmlerin antibakteriyel aktivitelerini belirlemek amaci1 ile Gram-pozitif
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 13932) ve
Gram negatif Escherichia coliO157:H7 (ATCC 25922), Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium (ATCC 14028) bakteri suslar1 kullanilmistir. Bu
patojenler genellikle kiyma gibi et {irtinleri ile iliskilendirilmistir ve kontamine et
tiikketimi durumunda ciddi hastaliklara neden olabilmektedir [135]. Bakteri
suslarinin aktiflestirilmesi icin dondurularak saklanan stok kiiltiirden alinarak NB
svi besiyerine inokiile edilerek iki defa aktiflestirilmistir ve 37 °C sicaklikta 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen bakteriler iizerine nanokompozit filmlerin
antibakteriyel aktivitesine disk difiizyon testi ile bakilmistir. 15 mm capinda
kesilen film diskleri UV 15181 altinda sterilize edilmistir. NA steril kosullarda petri
kaplarina dokiilerek katilastirildiktan sonra iizerine belirtilen bakterilerden %1
v/v olacak sekilde ekimler yapilmistir. Bakterilerin kati besiyeri tarafindan
yeterince emilebilmesi icin yaklasik 10 dakika boyunca petri kaplar1 bekletilmistir.
Daha sonra 6nceden sterilize edilen film diskleri aseptik kosullarda kat1 besiyeri
ylizeyine yerlestirilmistir. Petri kaplar1 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Kat1 besiyeri yiizeyindeki disklerin cevresinde olusan inhibisyon

zonlar1 gozlemlenmistir ve zon ¢aplari mm cinsinden 6lciilmiistiir [136], [137].
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2.6 Gida Denemeleri

2.6.1 Sigir Kiymasi
2.6.1.1 Kiymanin Analize Hazirlanmasi

Sigir karkasinin o6n kol uzvu kasindan (7riceps brachii) elde edilmis ve
dinlendirilmis etten elde edilen kiyma o6rneklerinden 10’ar gram tartilarak daha
onceden UV 15181 kullanilarak sterilize edilen nanokompozit film 6rnekleri ile hava
almayacak sekilde kapatilmistir. Kontrol olarak ticari bir diisiik yogunluklu
polietilen (LDPE) filmi (0,910 g/cm?yogunluk, 0,030 mm kalinlik ve 120 °C erime
sicakligl) kullanilmistir. Kiyma ornekleri ince bir tabaka halinde tiim yiizeyi
filmlere temas edecek sekilde kapatilmistir ve plastik Petri kaplarinin igerisine
yerlestirilmistir. Kapatilan numuneler 6 x 6 cm® kare seklinde ve 0,3 cm
kalnlhigmndadir. Ornekler 8 giin boyunca 4+1 °C sicakliktaki laboratuvar tipi
sogutucuda depolanmistir. Kiyma orneklerinin mikrobiyal analizleri ve pH

Olciimleri 0., 1., 5. ve 8. depolama giinlerinde yapilmistir.
2.6.1.2 Mikrobiyolojik Analizler

Kiyma numunelerinin farkli filmler ile kaplandiktan sonraki siirecte dogal
mikrobiyal yiikiiniin tespit edilmesi amaciyla yayma plak yontemi ile analizler
gerceklestirilmistir. Orneklerin toplam mezofilik aerobik bakteri (TMAB), laktik
asit bakterisi (LAB) ve toplam koliform bakteri (TK) yiiklerindeki degisimler
incelenmistir. Ilk asamada film érneklerinden ¢ikarilan kiyma érnekleri Stomacher
posetlerine aseptik sartlarda 10’ar gram tartilarak 90 mL %0,1’lik steril peptonlu
su ile bir Stomacher Cihazi1 (Interscience Bagmixer 400 P, Fransa) kullanilarak
homojenize edilmistir. Ornekler 2 dakika boyunca homojenize edildikten sonra 1
mL alikotlar alinarak steril peptonlu su ile seri desimal diliisyonlar hazirlanmistir
[138]. Tahmin edilen bakteri sayisina uygun olan diliisyonlardan 100 ul alinarak
daha onceden petri kaplarina dokiilerek katilastirilan kat1 besiyerlerinin {izerine
steril bir Drigalski spatiilii ile yiizeye yayma yapilmistir. TMAB sayim icin kati
besiyeri olarak Plate Count Agar (PCA, Merck, Almanya) kullanilmistir. Petriler
inklibatorde 37 °C’de 24 saat bekletilmistir ve inkiibasyon sonucunda gelisen

koloniler sayilmistir. LAB sayimui icin selektif bir besiyeri olan De Man, Rogosa and
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Sharpe Agar (MRS, Merck, Almanya) kullanilmistir. Petriler inkiibatorde 30 °C’de
3 giin boyunca bekletilmistir ve inkiibasyon sonucunda gelisen koloniler
sayllmistir. TK sayimi icin kat1 besiyeri olarak Gram-negatif ve enterik bakteriler
icin selektif bir besiyeri olan MacConkey Agar (Merck, Almanya) kullanilmistir.
Petriler inkiibatérde 37 °C’de 24 saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonucunda
pembe-kirmizi renkli koloniler sayilmistir. Sonuglar kob/g olarak ifade edildikten
sonra logl0 (kob/g) olarak hesaplanmistir [139]. Biitiin analizler iki tekrarh

olarak yapilmistir.
2.6.1.3 pH Degeri Olciimleri

Kiyma oOrnekleri (10 g), 90 mL peptonlu su ile karistirilarak Stomacher cihazinda
2 dk boyunca homojenize edilmis ve siispansiyonun pH’st bir pH metre
kullanilarak analiz edilmistir. Her bir 6rnekten 3 kez 6l¢ciim alinarak ortalamalari

alinmistir [140].

2.6.2 Ekmek
2.6.2.1 Ekmek Uretimi ve Analize Hazirlanmasi

Raf omrii testleri icin iiretilen ekmeklerin formiilasyonunda bugday unu (1 kg,
%100), NaCl (%2,0), ticari maya (%2,0) ve su (%60) kullanilmistir. Ekmek
hamuru bir yogurma makinesi ile (Kitchen Aid, ABD) 3 dakika yavas ve sonra 8
dakika yiiksek hizda yogurulmustur. Yogurulan ve hazir hale getirilen hamur 160
gramlik olacak sekilde tartilmistir. Hamur parcalar1 el ile yumak haline
getirildikten sonra 15 dakika boyunca oda sicakliginda fermentasyona
birakilmistir. Siire sonunda yumaklar daha 6nceden 30 °C ve %80 bagil neme
(RH) ayarlanmis bir iklimlendirme kabinine (Niive TK252, Tiirkiye) konularak 45
dakika bekletilmistir. Fermentasyon sonunda yumaklar teflon kapli ekmek
tavalarina yerlestirilerek 200 °C sicakliktaki bir firinda 30 dakika boyunca
pisirilmistir. Firindan cikarilan ekmekler (Sekil 2.7) analize alinmadan 6nce 2 saat
boyunca sogumaya birakilmistir [141]. Dilimlenen ekmekler daha 6nceden UV
15181 kullanilarak sterilize edilen nanokompozit film 6rnekleri ile kapatilmistir.
Bunun yaninda igerisinde hicbir nanokil bulunmayan film ve saf haldeki LDPE

filmler kontrol 6rnekleri olarak kullanilmistir. Filmlerin esit boyutta dilimlenmis
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(4 cm x 4 cm x 3 cm kare prizma seklinde) ekmek 6rneklerinin yiizeyine tamamen
temas etmesine dikkat edilmistir (Sekil 2.8). Film 6rnekleri ile kapatilan ekmekler
oda sicakliginda 0, 1, 4 ve 7 gin boyunca bekletilerek analizleri
gerceklestirilmistir. Ayrica ekmeklerin {retildigi giin herhangi bir on islem
yapilmadan analizleri gerceklestirilmistir. Ekmek orneklerinin mikrobiyolojik,

tekstiirel, renk ve pH analizleri yapilmistir.

Sekil 2.7 Uretimi yapilan ekmekler

Sekil 2.8 PKN ile kaplanmis ekmek 6rnekleri 1) PCL-MMT+CTAB20+Ag, 2)
PCL-HNT+CTAB10+Ag, 3) PCL-MMT, 4) PCL-HNT, 5) Kontrol ve 6) LDPE film
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2.6.2.2 Mikrobiyolojik Analizler

Ekmek Orneklerine raf 6mrii calismasi kapsaminda belirtilen araliklarla kiif-maya
analizi yapilmistir. Bu amacla yayma plak yontemi ile ekimler yapilmustir. Ik
asamada film orneklerinden cikarilan ekmekler Stomacher posetlerine aseptik
sartlarda 10’ar gram tartilarak 90 mL %0, 1’lik steril peptonlu su ile bir Stomacher
Cihaz1 (Interscience Bagmixer 400 P, Fransa) kullanilarak homojenize edilmistir.
Ornekler 2 dakika boyunca homojenize edildikten sonra 1 mL alikotlar alinarak
steril peptonlu su ile seri desimal diliisyonlar hazirlanmistir. Seri diliisyonlardan
100 wl alinarak daha 6nceden petri kaplarina dokiilerek katilastirilan Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC) (Merck, Darmstadt, Almanya) iizerine
ekilmis ve steril bir Drigalski spatiilii ile yiizeye yayma yapilmistir. Sonrasinda
petri kaplar1 25 °C’de 4 giin boyunca inkiibe edilmistir. Sonuclar kob/g olarak
ifade edildikten sonra log10(kob/g) olarak hesap edilmistir [142].

2.6.2.3 Tekstiir Analizi

Ekmek orneklerinin tekstiirel analizi, 5 kg yiik hiicresi bulunan bir tekstiir analiz
cihazina (TA.XT Plus Stable Micro Systems, Surrey, Birlesik Krallik) aliiminyum
silindir prob takilarak yapilmistir. Prob, ekmek Ornegine 1 mm/s hizda temas
etmistir. Cift kompresyon testi (TPA) yapilan analizde iki kompresyon arasinda 30
saniye gecikme siiresi verilmistir. Cihazda yapilan Ol¢ctimler “Texture Expert”
yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir. TPA grafiginden sertlik (hardness, N),
elastikiyet (springiness), kohesivlik (cohesiveness), sakizimsilik (gumminess, N),
cignenebilirlik (chewiness, N) ve anlik elastikiyet (resilience) degerleri

hesaplanmistir [143].
2.6.2.4 Renk Analizi

Ekmek orneklerinin renk degerleri bir renk olger (CR-400, Konica Minolta, Osaka,
Japonya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Renk dl¢timleri CIE Lab renk uzay: olan L*, a*
ve b* renk degerleri g6z 6niine alinarak yapilmistir. Z* (lightness, parlaklik) degeri
0 (siyah) ve 100 (beyaz), a* degeri -60 (yesil) ve +60 (kirmizi) ve b* degeri -60
(mavi) ve +60 (sar1) araliginda sonuclar vermektedir [113]. Ekmek 6rneklerinin

tic farkli bolgesinden renk 6lciimleri alinarak bu 6l¢iimlerin ortalamasi alinmistir.
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L*, a* ve b* renk degerleri kullanilarak asagidaki esitlikten (Esitlik 2.6) toplam
renk farki (AE) hesap edilmistir [114]:

AE=( A’ + AZ+ AD)*® (2.6)

Denklemde AL: LandarLomek » A& @standart-3smek V€ AD: Dyandarc- Dsmer 0larak verilmistir.
Beyaz tabakanin standart degerleri 1=93,87, a=-0,55 ve b=5,13 olarak

verilmektedir.
2.6.2.5 pH Degeri Olciimleri

Ekmek ornekleri (10 g), 90 mL peptonlu su ile karistirilarak Stomacher cihazinda
2 dk boyunca homojenize edilmis ve siispansiyonun pH’st bir pH metre
kullanilarak analiz edilmistir. Her bir 6rnekten 3 kez 6l¢ciim alinarak ortalamalari

alinmistir [140].

2.6.3 Istatistiksel Analizler

Istatistiksel analizler Windows tabanli istatistik programi JMP versiyon 15.2.1
(SAS Institute. Inc. Cary, NC, ABD) ile tek-yonlii varyans analizi (ANOVA)
yapilarak yiiriitiilmistiir. Veriler arasindaki istatistiksel farkliliklar Tukey’s HSD
coklu karsilastirma testi ile %95 giiven seviyesinde degerlendirilmistir. Film
orneklerinin ATR-FTIR spektrum verilerinin farkliliklarini belirlemek amaciyla
temel bilesen analizi (Principle component analysis, PCA) JMP ile yapilmistir. PCA
analizi c¢ok biliyiik hacimdeki verileri temel bilesenlere indirgeyerek
spektrumlardaki farklililar1 birbirinden ayirt edebilen kullanigsh bir yontemdir.
Ortalama degerler ve standart sapmalar Excel programi (Microsoft Office 2016)

kullanilarak hesaplanmustir.
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3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Modifiye Nanokillerin Karakterizasyonu

3.1.1 Nanokillerin Zeta Potansiyeli ve Partikiil Boyutu

Nanokillerin i¢ ve dis yiizeylerindeki siirfaktanlarin varligi katyon degisimi ve van
der Waals kuvvetleri olmak iizere iki farkli mekanizma ile aciklanmaktadir. Diisiik
siirfaktan yogunlugunda katyon degisimi mekanizmasi van der Waals
kuvvetlerinden daha baskin olmaktadir. Ancak siirfaktan yogunlugu arttikca
durum tam tersi sekilde gerceklesmektedir [144]. Diger yandan, nanokillerle
stirfaktanlarin ve glimiisiin etkilestirilmesindeki sira, nanokil yiizeyinden Ag”*
kaybinin olusmasinda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu durum nanokillerin
karakteristiklerini yiizey potansiyelleri ile siirfaktan ve Ag" iyonlarinin baglanma
ozellikleri bakimindan etkilemektedir. Savas ve Hancer’in bir calismasinda, AgBr
olusumunun Onlenmesi amaci ile MMT’ye 6nce giimiis daha sonra ise CTAB
eklenmistir. Ancak bu durum MMT yiizeyinden 6nemli bir miktarda glimiisiin
eksilmesine neden olmustur [115]. Ag* kaybini azaltabilmek icin ve siirfaktanlarin
ylizeyde kalmasimi saglamak icin Oncelikle siirfaktanlar daha sonra ise giimiis
eklenmesi daha verimli olmaktadir. Bu proses, nanokil yiizeyinde siirfaktan
olmayan yiizey gruplar olusturarak Ag* iyonlarinin bu gruplara iyonik olarak
baglanmasin1 ve proses boyunca kaybinin en aza indirilmesini saglamaktadir
[144]. Zhu ve arkadaslarinin yaptiklar: bir calismada MMT’ye CTAB ve Al;3, hem
beraber hem de 6nce CTAB daha sonra da Al;; olacak sekilde interkale edilmistir.
Al;; kilin ara tabakalarn {izerinde bir kilit etkisi olusturarak CTAB’in baglanmasini
engellemistir [145]. Bu bulgular 1s181nda, bu ¢alismada once siirfaktanlar daha

sonra ise glimiis iyonlar1 nanokiller ile etkilestirilmistir.

Nanokillerin siirfaktan konsantrasyonlarina karst sahip olduklarn Zeta
potansiyelleri Tablo 3.1 ve Sekil 3.1’de verilmistir. CTAB ve PDAC ile modifiye
edilen nanokillerin Zeta potansiyelleri, siirfaktanlarin katyonik karakterleri

nedeniyle pozitif olarak artma egilimindedir. Bu sonuc bize, stirfaktanlarin negatif
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yiiklii nanokillerin yiizeyine baglanarak modifiye ettigini ve bu modifikasyonun
siirfaktan miktarina bagh oldugunu gostermektedir [146]. CTAB ve PDAC HNT
nanokilinde yiizey yiikiinii birbirine yakin olarak artirmistir. Ancak CTAB, MMT
nanokilinde yiizey yiikiinii PDAC'den daha fazla artirmistir. Bu durum molekiiler
yapilarina baghi olarak stirfaktan-nanokil baglanma etkilesimleri ile
aciklanabilmektedir. Karbon zincir uzunluklari ve geometrileri, nanokillerin ylizey
ylikiinii arttirmada etkili parametrelerden bazilaridir. Siirfaktan {izerinden tasinan
karbon icerigi arttikca nanokil yiizeyindeki pozitif yiik de artmaktadir [147]. Elde
edilen verilere gore Zeta potansiyeldeki degisimin en ¢cok oldugu numuneler olan
MMT+CTAB20, MMT+PDAC20, HNT+CTAB10 ve HNT+PDAC20 secilmis ve bu
numuneler ile sonraki analizler yapilmistir. Literatiirde siirfaktanlarin nanokiller
ile etkilesimi hakkinda pek cok ¢alisma yapilmistir. Bir calismada, bitkilerde kiifler
tarafindan iretilen bir mikotoksin olan zearalenon molekiillerini adsorbe

edilebilmesi icin cesitli karbon zinciri uzunluklarina sahip siirfaktanlar

kullanilmistir. Sonugta, CTAB ve setilpridiniyum (CP) siirfaktani ile modifiye

edilmis MMT Kkilleri gorece daha iyi adsorplama 6zelligi gostermistir [148].

Tablo 3.1 OMN’lerin mV cinsinden Zeta potansiyelleri

Ornek Zeta Pot. (mV) Ornek Zeta Pot. (mV)
MMT -36,5+0,4" HNT -18,6+0,7°
MMT+CTAB5 -20,4+0,9"F HNT+CTAB5 31,2i0,5AB
MMT+CTAB10 12,3+0,5%¢ HNT+CTAB10 35,0+0,2*
MMT+CTAB15 25,5i0,9AB HNT+CTAB15 34,6i0,5A
MMT+CTAB20 35,8+0,6" HNT+CTAB20 32,4+1,0"
MMT+PDAC5 -34,5+2 0 HNT+PDAC5 30,5i0,6AB
MMT+PDAC10 -33,3+2,4 HNT+PDAC10 35,7+0,2%
MMT+PDAC15 -18,3+0,3F HNT+PDAC15 35,0+1,9*
MMT+PDAC20 —15,211,6])E HNT+PDAC20 39,4i0,5A

HNT ve MMT sirasiyla halloysit ve MMT nanokilleri; CTAB ve PDAC sirasiyla N-setil-N,N,N-
trimetilamonyum bromit ve poli diallildimetilamonyum klorit; 0-20 mg/mL arasindaki sayilar
stirfaktanlarin konsantrasyonlaridir; +: standart sapma

A-F: Tablodaki farkl biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

47



40 S
30 A
20 A
> 4
g 10 4
= .
2 04
7]
% 4
B -104
o
3 _
O -20
N -
-30 4 - —&— HNT+CTAB
i — — @ HNT+PDAC
40 - A— MMT+CTAB
4— MMT+PDAC
T T

T T T T T v T
0 5 10 15 20

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 3.1 Yiizey aktif madde konsantrasyonuna karsi nanokillerin Zeta potansiyel
degerlerinde meydana gelen degisim
Tablo 3.2’7de mV cinsinden OMN ve GMN’lerin Zeta potansiyellerinin bir
karsilastirmas: gosterilmektedir. Pozitif yiiklerindeki degisime gore OMN'ler ve
SMN'ler arasinda sirasiyla %95 (p<0.05) anlamlilik diizeyinde anlamli farkliliklar
bulunmustur. Saf MMT ve halloysitin yiizey Zeta potansiyelleri giimiisiin etkisi ile
degismis ve pozitif olarak yiiklenmistir. Bu degisikligin sebebi, modifikasyon
sirasinda iyonize olan Ag® iyonlarmin katyon degisim mekanizmasi ile
nanokillerin yiizeylerinde bulunan silikat tabakalarina baglanarak yiizeyi pozitif
olarak yiiklemesidir. Bu durum, nanokillerin antimikrobiyal 6zelligini kazanmast
acisindan  Onemlidir. MMT+CTAB20'nin  Zeta  potansiyeli  glimiis
modifikasyonundan sonra bir miktar azalirken, negatif yiikli MMT+PDAC20
pozitif yiliklii hale gelmistir. HNT+CTAB10 ve HNT+PDAC20 numunelerinin her

ikisinin pozitif yiiklerinde azalma meydana gelmistir.
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Tablo 3.2 OMN ve GMN’lerin Zeta potansiyel degerlerinin karsilastirmasi

Ornek Zeta Pot. (mV) Ornek Zeta Pot. (mV)
MMT -36,5+0,4" MMT+Ag -29,9+0,6"
MMT+CTAB20  35,8+0,6"° MMT+CTAB20+Ag  31,2+0,2°
MMT+PDAC20 -15,2+1,6" MMT+PDAC20+Ag 2,5+1,5°
HNT -18,6+0,7¢ HNT+Ag -13,3+0,8F
HNT+CTAB10 35,0+0,28 HNT+CTAB10+Ag 30,1+1,0¢
HNT+PDAC20 39,4+0,5" HNT+PDAC20+Ag 27,5+2,1°

HNT ve MMT sirasiyla halloysit ve montmorillonit nanokilleri; CTAB ve PDAC sirastyla N-setil-N,N,N-
trimetilamonyum bromit ve poli diallildimetilamonyum klorit; 0-20 mg/mL arasindaki sayilar
siirfaktanlarin konsantrasyonlaridir; Ag: Giimiis iceren *: standart sapma

A-T: Tablodaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu gostermektedir
(P<0,05).

Nanokillerin partikiil boyutlar1 Pk 1 Ortalama Araligi (d.nm) cinsinden Tablo
3.3'te verilmistir. Tablo 3.3’e gore, saf HNT ve MMT nanokillerinin diger modifiye
nanokillere gore daha fazla agregasyon egiliminde oldugu goriilmektedir.
Nanokillerin yiizeylerindeki pozitif yiikten kaynaklanan itici etki, modifiye
nanokillerin agrege olmasini azaltmaktadir. Bu durumda, siirfaktanlarin katyonik
ozelliklerinden kaynaklanan elektrostatik itme, nanokil parcaciklar1 arasindaki
Van der Waals ¢ekimini yenmistir. Tiim iyonik kuvvetler g6z oniine alindiginda,
koagiilasyonu Onlemek icin potansiyel bir bariyer insa edilmistir [149].
MMT+CTAB20 ve MMT+PDAC20 giimiis modifikasyonundan sonra daha diisiik
ortalama partikiil boyutuna sahip olmustur. HNT+CTAB10’un ortalama partikiil
boyutu ise glimiis modifikasyonundan  etkilenmemistir = (P>0,05).
HNT+PDAC20’nin ortalama partikiil boyutu giimiis modifikasyonu sonucunda
yaklasik iki kat1 kadar artmistir. Bu sonuclara bakarak, OMN ve GMN’lerin saf
nanokillere kiyasla ortalama partikiil boyutlarinin kabul edilebilir seviyelerde

oldugu varsayilabilir.

Tablo 3.3 Nanokillerin partikiil boyutlar

Ornek Pk 1 Ort Ara (d.nm) Ornek Pk 1 Ort Ara (d.nm)
MMT 396,7+10,2* MMT +Ag 385,9+39,4%
MMT+CTAB20 125,1+2,1 MMT+CTAB20+Ag  31,2+4,3°
MMT+PDAC20 210,0+74,6° MMT+PDAC20+Ag  92,1+18,9"

HNT 293,8+7,9° HNT+Ag 242,5+21,8°
HNT+CTAB10  97,5+12,5F HNT+CTAB10+Ag  97,1+10,5"
HNT+PDAC20 100,8+26,8" HNT+PDAC20+Ag 216,0+36,8"

A-G: Tablodaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).
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3.1.2 Nanokillerin Hidrofilik/Hidrofobik Ozellikleri

Kat1 yapidaki maddelerin 1slanabilirlik diizeyleri yiizeylerinin siirfaktanlar ile
modifikasyonu sonucunda degistirilebilmektedir [150]. Nanokillerin temas
acisinin 90 dereceye yakin olmasi malzemenin su/yag ya da yag/su emiilsiyon
stabilizasyonunu artirmaktadir [151]. Pellet haline getirilmis OMN ve GMN’lerin
saf su ile temas acilar1 Tablo 3.4’te verilmektedir. Numunelerin temas acisi
degerlerine bakildiginda, modifikasyon neticesinde nanokillerin
hidrofobikliklerinde artis oldugu gorilmektedir. MMT+CTAB20, diger
numunelere kiyasla en yiiksek hidrofobik 6zellik sergilemistir (78.08+2.42).
MMT+CTAB20+Ag ise giimiis iceren ornekler arasinda en yiiksek hidrofobiklige
sahiptir (73.69+0.03). Saf HNT MMT’ye gore daha hidrofilik bir yapida iken
bunlarin glimiis iceren numuneleri arasinda onemli bir farklilik
gozlemlenmemistir (P>0,05). MMT+PDAC20 ve MMT+PDAC20+Ag arasinda da
onemli bir farkliik olusmamistir (P>0,05). HNT+PDAC20, HNT+CTAB10Qye
gore daha hidrofilik bir yapiya sahip olmustur. Ogunlaja ve arkadaslarinin
yaptiklari bir calismada, CTAB ile organomodifiye edilen MMT nanokillerinin su
ile temas acilar1 CTAB konsantrasyonu ile dogru orantili olarak artmistir [146].

Bu calismada da benzer sonuglar elde edilmistir.

Tablo 3.4 OMN ve GMN’lerin saf su ile temas acilari

Ornek Temas acis1 (°)  Ornek Temas agis1 (°)
MMT 65,32+0,31°¢ MMT+Ag 65,06+1,07¢
MMT+CTAB20  78,08+2,42% MMT+CTAB20+Ag 73,69+0,03"
MMT+PDAC20 68,60+0,48%¢  MMT+PDAC20+Ag 68,73+0,40%
HNT 53,88+0,28" HNT+Ag 50,42+1,50°
HNT+CTAB10  74,74+0,98* HNT+CTAB10+Ag 65,22+1,40°

HNT+PDAC20  55,55+0,49° HNT+PDAC20+Ag 64,50+0,57¢

A-D: Tablodaki farkl: biiyiik harfler, sonugclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.1.3 Nanokillerin XRD Desenleri

Genis acili XRD yontemi nanokillerdeki galeri boslugunun mesafesini (d-araligi)
olcmede klasik bir yontemdir. Interkalasyon sirasinda organokillerin galeri

boslugu kil tabakalarini disa dogru iterek d-araliginin artmasina sebep olmaktadir.
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Bunun sonucunda difraksiyon acisi (°20) piki daha diisiik derecelere dogru
kaymaktadir [152]. 1:1 tabakali HNT 10,1 A kalinhginda iken bunun 3 A kadar
su molekiiliiniin kalinligi ve 7,1 A kadar1 ise HNT’nin kalinhgidir. 40 °C civarinda
isitildiginda ise bu deger 7,1 A olarak kalmaktadir. Kuru HNT’nin (= 7 A) diizensiz
kaolinite olan yapisal benzerligi XRD deseninde kimlik saptamada zorluklara
sebep olmaktadir. HNT; tubiiler morfolojisi, yliksek diizensizligi, kiiciik kristal
boyutu ve cesitli hidrasyon derecelerindeki tabakalari nedeniyle 7,2-7,6 A
arasinda genis ya da zayif pik vermektedir. Yiiksek sicakliklarda 6n 1sitma islemleri
bu degeri yaklasik 7,2 A’a kadar cekebilmektedir. HNT’yi kaolinitten ayiran en
belirgin piklerden biri de 4,4 A’dir [6]. Sekil 3.2’de HNT ve organomodifiye
edilmis HNTlerin XRD desenleri ile d-araligi degerleri verilmistir. HNT
nanokillerinin spesifik pikleri d=3,581 A ve d=7,330 A olarak gériilmektedir.
d=3,581 A spesifik HNT pikini vermektedir. Bu nedenle hem saf HNT’de hem de
siirfaktanlar ile modifiye edilmis HNT’lerde bu piklerin intensiteleri sabit kalmistir.
d=7,330 A ise tabakalar arasindaki bazal genisligi gostermektedir. Bu pikin
azalmasi bize bazal boslugunun arttigini gostermektedir. Modifiye HNT’lerin
d=7,330 A’daki intensiteleri saf HNT’ye gore daha diisiik cikmustir. Bu durum,
kullanilan siirfaktanlarin nanokillerin tabakalar1 arasindaki boslugu artirdigini
gostermektedir. MMT nanokilininin d-araligini veren d=12 A degerinde tek bir
karakteristik piki vardir [153]. Sekil 3.3’te MMT ve organomodifiye edilmis
MMT’lerin XRD desenleri verilmistir. d-aralik degeri PDAC ile organomodifiye
edilen MMT’de 16,900 A olmaktadir. CTAB ile organomodifiye edilen MMT’de ise
bu deger 17,324 A olmaktadir ve d=12,397 A degerinde bir pik daha vermektedir.
Bu sonuclara gére MMTnin 12 A olan normal bazal boslugunun boyutu,
organomodifiye edildikten sonra daha yiiksek degerlere dogru kaymistir. CTAB ile
organomodifiye edilen montmorillonitin tabakalar1 arasindaki bosluk bu sonuca
gore PDAC’ye gore daha fazla artmistir. Bazal boslugun nanokillerde artmasi
polimer ile daha iyi interkalasyon/eksfoliasyon gostermesine sebep olmaktadir ve

bu durum polimerin biyobozunmasini hizlandirmaktadir [154].
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52



3.1.4 Nanokillerin Yapisal Ozellikleri

ATR-FTIR spektrometresi modifiye nanokillerin molekiiler yapisini analiz etmek
icin hizli bir aractir. Bu yontemin amaci modifiye nanokillerin kimyasal
yapisindaki baglar1 inceleyerek nanokillerdeki degisimler hakkinda bilgi sahibi
olmaktir. Glimiis ile modifiye edilen ve edilmeyen nanokillerin spektrumlar: Sekil
3.4te verilmistir. Ag® iyonlarimin 1344 cm® dalgaboyundaki belirgin piki
spektrumlar {izerinde isaretlenerek takip edilmistir. Bu spektrumlarda MMT
ylizeyindeki Si-O, Al-O ve Ca-O titresim bantlar1 sirasiyla 468, 525, 620, 798, 917,
1052, 1083, 1429, 1638, 3437 ve 3629 cm™ olarak goriinmektedir. 468, 525, 798,
1052 ve 1083 ecm™ SiO,'lin tetrahedral yapisindaki cekme ve egilme hareketlerini
gostermektedir. 918 cm™ 'deki pik, Al-Al-OH'nin egilme hareketini gostermektedir.
1000-1100 cm™ arahginda gozlenen pikler, MMTnin yapisindaki Si-O
titresimlerini giiclii bir sekilde gostermektedir. Sirasiyla 468 ve 525 cm™ 'deki
bantlar Si-O-Si ve Al-O-Si egilme titresimlerini gostermektedir. 620 cmdeki pik,
Al-O ve Si-O baglarinin yiizeyden disariya dogru titresimlerini gostermektedir.
1683 cm™deki pik sudaki H-O-H egilme hareketine ve 3437 cm™ 'deki pik ise Si-
O-H silanol grubundaki OH titresimlerine aittir [155]. 1506-1550 cm™ arasindaki
pikler AgNO;'teki nitrat varligini gostermektedir [156]. HNT nin i¢ ylizeyindeki O-
H gruplarinin gerilmesiyle 3620-3695 cm™ arasinda adsorpsiyon pikleri
olusmaktadir. 1647 cmdeki pik su molekiillerinin katmanlar arasindaki
titregsimlerini gostermektedir. 1030 ve 1111 cm”, swrasiyla Si-O-Si ve Si-O
baglarinin cekme titresimlerini gostermektedir. 470, 538 ve 912 cm™ pikleri
sirastyla Si-O-Si titresimleri, Al-O-Si titresimleri ve i¢ ylizey hidroksil gruplarina

aittir [157].
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Sekil 3.4 Giimiis ile modifiye edilen ve edilmeyen nanokillerin ATR-FTIR
spektroskopisi grafikleri

3.1.5 Modifiye Nanokillerin Agir Metal/Ag Icerigi

ICP-MS, nanokillerdeki giimiis gibi agir metallerin miktarini belirlemek ic¢in
kullanilan giivenilir bir yontemdir. GMN’ler ICP-MS ile kantitatif olarak analiz
edilmistir ve elde edilen sonuclar Tablo 3.5'te verilmistir. Ag* iyon baglama
kapasitesi GMN’lerin tiirtine gore degisiklik gostermektedir. Sonuclar,
MMT+Ag'nin diger GMN’lere kiyasla en yiiksek giimiis iyon kapasitesine sahip
oldugunu gostermektedir. Ayrica ICP-MS sonuclarina gore, Ag" iyonlart MMT’ye,
HNT’ye oranla daha cok miktarda baglanmistir. Nano oOlgekte antimikrobiyal
malzemelerin boyutu ve sekli, antimikrobiyal etkinligi ve potansiyel toksisiteyi

etkileyen mevcut spesifik yiizey alani ile iliskilidir [158].
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Tablo 3.5 ICP-MS ile elde edilen nanokil 6rneklerindeki Ag™ miktari

Ornek Ag* (mgkg?)
MMT+Ag 9,30+0,32
HNT+Ag 6,23+0,22"

MMT+CTAB20+Ag  3,55+0,12°
HNT+CTAB10+Ag  2,09+0,07"
MMT+PDAC20+Ag  8,70+0,30®

HNT+PDAC20+Ag  6,77+0,24°
A-F: Tablodaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.1.6 Modifiye Nanokillerin in vitro Ag Salimi

ATR-FTIR spektroskopisi, Ag* iyonlarinin in vitro salim analizini yapmak icin
kullamilmigtir. ATR-FTIR spektrumunda 1344 cm'deki belirgin pik esas olarak
glimiis iyonlarina aittir ve bu nedenle bu banttaki absorbans degerleri giimiis
iyonu degisimini bulmak icin kullamilmistir. Ag* iyonlarimin 1344 cm™'deki
zamana bagli intensite artislar1 Sekil 3.5te verilmektedir. Sekil 3.6’da ise nanokil
numunelerinden zamana bagli olarak sivi ortama gecen Ag* iyonlarinin absorbans
degerleri yer almaktadir. Sekil 3.6’da her bir GMN i¢in farkli migrasyon hizlarinda
Ag" iyonlarinin ortama salindig1 goriilmektedir. Deneyin ilk 4 saatinde giimiis
gocli miktar1 hizla artmistir ve daha sonra glimiis iyonlarinin miktar1 her
numunede sabitlenmistir. Bu sonuclar, Ag* iyonlarinin go¢iiniin ilk asamada hizla
arttig1 ve 6 saat sonra sabitlendigini gosteren bir calisma ile uyumludur [159].
Sprey-kaplama ile hazirlanan ambalaj filmlerinden siite giimiis saliniminin
incelendigi bir calismada, sivi ortama giimiis goc¢iiniin bu calisma ile benzer bir
egilimde oldugu gorilmiistiir [160]. Genel olarak, HNT tipi GMN’ler Ag*
iyonlarini ortama salma agisindan MMT tipi GMN’lere gore daha az meyillidir. Bu
nedenle mikroorganizmalarin ¢ogalmasina uzun siire engel olmak ve ortamlardaki
Ag" iyonlarinin seviyesini diisiirmek icin faydali olabilmektedir. MMT+Ag
numunesi, diger numuneler arasinda siire boyunca en yiiksek giimiis salinimi
artisina sahip olmustur. Numunelerde bulunan Ag"® iyonlarinin miktar1 ile gog
siiresi arasinda bir dereceye kadar pozitif bir iliski vardir [161]. In vitro salim
analizleri sonucunda, GMN’ler arasinda Ag" iyonlarinin zamana bagl olarak suya
gocline gore anlamli farkliliklar bulunmustur (p <0.05). Bu farkliligin hangi

gruplardan kaynaklandigin1i  bulmak igin yapilan Games-Howell coklu
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karsilastirma testi sonucunda, organomodifiye edilmis HNT numuneleri arasinda
onemli bir fark olmadigi, ancak diger numuneler arasinda anlamli bir fark oldugu

sonucuna Var11m1§t1r.
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Sekil 3.5 1344 cm™ dalga boyunda nanokildeki Ag* iyonlarinin zamana bagh
olarak ATR-FTIR absorbanslarindaki degisim ve kalibrasyon grafikleri
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Sekil 3.6 GMN’lerden suya gecen Ag" iyonlarinin ATR-FTIR absorbanslarinin
zamana bagl olarak degisimleri

3.1.7 Nanokillerin Renk Degerleri

Toz halindeki nanokil 6rneklerinin 2*, a* ve b* renk uzayindaki degerleri Tablo
3.6’da verilmistir. Nanokillerin arasinda renk degerleri acisindan istatistiksel
olarak farklar bulunmustur (P<0,05). Tablo 3.6’'da HNT iceren Orneklerin L*
degeri MMT icerenlere gore 100’e (beyaz) daha yakindir. Glimis ile
modifikasyondan sonra tiim Orneklerde O (siyah) degerine bir kayma soz
konusudur. Rengi en cok siyaha dogru kayan 6rnek ise MMT+Ag (37,53 = 0,10)
olmustur. Nanokillerde a* degeri yaklasik -5 ile+2 arasinda degerler almistir. Bu
sonug¢, nanokillerin modifikasyon o©ncesi ve sonrasi yesil-kirmizi renkleri
bakimindan nétre yakin oldugunu goéstermektedir. HNT+CTAB10, HNT+PDAC20
ve HNT oOrnekleri a* degeri bakimindan yakin sonuclar vermistir. Nanokillerin b*
degerlerine bakildiginda ise MMT nin dogal sarimsi-kahverengi renginden dolay1
+60 (sar1) degerine kaydig1 goziikmektedir. HNT iceren Ornekler dogal olarak

sahip olduklar1 beyaz renginden dolay1 MMT’ye gore daha az sar1 renge sahiptir.
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Gimiis modifikasyonundan sonra orneklerin renklerinin -60 (mavi) degerine
kaydig1 goziikmektedir. Toplam renk farklarindaki (AE*) en biiyiik degisim
51,78+0,23 ile MMT+Ag orneginde goriilmektedir. Genel olarak bakildiginda
giimiis ile modifiye edilen 6rneklerin AE degerleri daha yiiksek ¢ikmistir. Ancak
MMT o6rneklerinin giimiis modifikasyonu ile degisimi HNT orneklerine gore daha
fazla olmustur. Bunun yaninda MMTnin organomodifikasyonundan sonraki AE*
degerleri HNT’ye gore daha yiiksek cikmistir. En diisiik degisim 0,15%0,01 ile
HNT+CTAB10 orneginde olmustur.

Tablo 3.6 Giimiis iyonlar1 iceren ve icermeyen nanokillerin renk degerleri

Ornek I* a* b* AE

MMT 86,96+0,57® -2,60+0,02F 16,67+0,24° -

MMT+Ag 37,53+0,10" 0,06+0,02¢  -1,47+0,02’ 51,78+0,23"
MMT+CTAB20 80,71+0,39° -0,69+0,07° 19,83+0,23* 7,26+0,38"
MMT+CTAB20+Ag 49,52+0,62"  0,62+0,02® 5,69+0,07" 39,07+0,69"
MMT+PDAC20 74,60+0,02F  -0,34+0,02° 18,66+0,04° 12,72+0,15°
MMT+PDAC20+Ag 51,17+1,04°  1,92+0,03* 1,32+0,10' 38,95+1,04"
HNT 95,35+0,09* -4,98+0,07” 9,31+0,06" -

HNT+Ag 83,08+0,10° -4,21+0,01' 8,51+0,05" 12,32+0,21F
HNT+CTAB10 95,39+0,13* -4,97+0,03" 9,45+0,04" 0,15+0,01¢
HNT+CTAB10+Ag 77,81+0,03% -3,45+0,01" 8,22+0,08" 17,64+0,04°
HNT+PDAC20 95,35+0,36* -5,04+0,04° 9,88+0,08° 0,57+0,32°¢
HNT+PDAC20+Ag 80,70+0,17° -2,89+0,03° 7,61+0,02° 14,90+0,22P

A-I: Ayni siitundaki farkl biiyiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.1.8 Modifiye Nanokillerin Yiizey Morfolojileri

GMN'lerin morfolojik karakterizasyonlar1t SEM kullanilarak yapilmistir ve sonuglar
Sekil 3.7’de verilmistir. SEM gortintiilerinden GMN'lerin diizgiin olmayan ve kaba
parcaciklardan olustugu gozlemlenmistir. Stirfaktan icermeyen MMT (Sekil 3.7a),
organomodifiye MMT’lere gore daha yapraklanmis bir yap1 gostermistir (Sekil
3.7b ve 3.7c). Organmodifikasyon isleminden sonra montmorillonit daha diizgiin
bir form sergilemistir. SEM bulgulari, Ikhtiyarova ve arkdaslarinin o6nceki
calismasiyla uyumlu bir sekilde cikmistir [162]. Ameur ve arkadaslarinin
calismalarina benzer olarak, MMT numunelerinin yiizeyinde herhangi bir giimiis

agregasyonu gozlenmezken, giimiisiin ¢cogunlugu MMT’nin ara katmanlarinda
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interkale olmustur ve SEM tarafindan tespit edilemeyecek kadar kiiciiktiir [163].
Ote yandan, HNT’nin silindir seklindeki yapis1 Sekil 3.7d, 3.7e ve 3.7fde belirgin
bir sekilde gozlenmistir. HNT numunelerinin mikrograflarinda aglomere olmus ve
muntazam olmayan partikiiller de gozlenmistir. Nyankson ve arkadaslarina gore,
bitisik HNT nanotiipler arasindaki bosluklardaki yiiklii siirfaktan yerlesiminin bir

kismi1 bu aglomere olmus yapiya neden olmaktadir [164].

Sekil 3.8, GMN'lerin TEM goriintiilerini gostermektedir. MMT’nin tabakali ve
HNT'nin ici bos yapili silindir formlar1 mikrograflarda acik¢a goriilebilmektedir.
Nanokillerin ara katman yiizeylerindeki Ag" iyon degisimi etkilesimleri, daha koyu
renkteki bolgelere neden olmustur. Daha koyu daireler, nanokillerin dis ylizeyinde
kiimeler halinde toplanma egiliminde olan giimiis nanoparcaciklarin olusumunu
gostermektedir. Nanokillerin yiizeyi, Ag* iyonlarini Ag”a indirgeyerek giimiis
nanopartikiillerinin heterojen c¢ekirdeklenmesini ve sodyum borohidrit,
formaldehit, etilen glikol veya sodyum karbonat gibi hicbir harici indirgeme
maddesi olmadan bile Ag”in daha fazla birlesmesini desteklemektedir [165].
Incoronato ve arkadaslar1 MMTnin bir AgNO; cozeltisi icinde baska herhangi bir
kimyasal islem olmaksizin etkilestirilmesinin, mevcut sonuglarla uyumlu olarak,
kilin yiizeyinde glimiis nanoparcaciklarinin olusumuna yol actigini bildirmistir

[73].
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Sekil 3.7 GMN’lerin SEM mikrograflari: a) MMT+Ag, b) MMT+CTAB20+Ag, c)
MMT+PDAC20+Ag, d) HNT+Ag, e) HNT+CTAB10+Ag ve f)
HNT+PDAC20+Ag
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Sekil 3.8 GMN’lerin TEM mikrograflari: a) MMT+Ag, b) MMT+CTAB20+Ag, c)
MMT +PDAC20+Ag, d) HNT+Ag, ) HNT+CTAB10+Ag ve
f)HNT+PDAC20+Ag

3.1.9 Nanokillerin Antimikrobiyal Etkisi

Bu calismada, nanokilleri modifiye etmek icin giimiis nanoparcaciklar
sentezlemek yerine glimiis iyon modifikasyonu tercih edilmistir. Giimiis
nanopartikiiller kullanilarak optimal bir antimikrobiyal etki saglamak icin
nanopartikiillerin 1-10 nm boyutunda, kiimelenmemis ve homojen olarak
dagilmis olmalar1 gerekmektedir ve bu sartlar1 saglamak zor bir siirectir [63],
[64]. Jiraroj ve arkadaslari, S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi antibakteriyel
amaclar icin Ag”* iyonlar1 ve glimiis nanopartikiilleri ile zeolit A’y1 modifiye etmis
ve Ag" iyonlar ile modifiye edilen zeolit A'nin ilgili bakterilere kars1 daha iyi
antibakteriyel aktivite gosterdigini bildirmislerdir [70]. Ag® iyonlar1 katkili
MMT'nin de E. collye karsi Cu®** ve Zn>' iyonlarindan daha etkili oldugu
bildirilmistir [166]. Magafia ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, MMT
kilinde tutulan giimiis iyonlarinin antibakteriyel etkinligi kalsinasyon ve 6giitme

on islemleri sonrasinda incelenmistir. Modifiye nanokilin genel antibakteriyel
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etkinligi, iyonik glimiisiin bakterilerle temas halinde olmasi ile iliskilendirilmistir

[61].

Bakteri suslarinin koloni olusturan birim (kob) sayilar1 Tablo 3.7’de logaritmik
olarak verilmektedir. GMN'ler, test konsantrasyonunda (kiitlece %5) tiim bakteri
suslar tizerinde bakterisidal bir etki gosterirken, OMN'lerin etkisi bakteriyostatik
olmustur. Glimiisiin bakteri hiicreleri izerindeki etkileri ¢cok yonlii bir mekanizma
olarak gerceklesmektedir. Ag* iyonlarinin bakteri hiicresi icerisine girmesi ile Ag*
iyonlar1 serbest radikalleri olusturmaktadir ve transdiiksiyonu saglayan
mikrobiyal sinyalleri modiile etmektedir [167]. Bunun yam sira, Ag"
modifikasyonu olmadan siirfaktan iceren nanokillerde de bakteri sayisinin azaldigi
goriilmistiir. Nanokillerin ara tabakalarinin arasindaki bosluklar1 arttirmak i¢in
kullanilan siirfaktanlar ayni zamanda antibakteriyel etki de yapmaktadir. Bu
ozellik, biyiik oOlclide siirfaktanlarin katyonik karakterinden dolay1 ortaya
cikmaktadir. Katyonik siirfaktanlarin antibakteriyel aktivitesi, hiicre zarinin
gecirgenligini degistirmesinden kaynaklanmaktadir ve bunun sonucunda hiicre
icindeki iyonlar ve diisiik molekiiler kiitleli metabolitler hiicre zarindan disari
difiize olmaktadir [168]. Katyonik siirfaktanlar Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakterilerin sitoplazmasin1 ve hiicre membranini etkilemektedir. Bu gibi
degisimler hiicre membraninin potansiyelini etkileyerek hiicre biiylimesini ve
canliligini engellemektedir [169]. Sentetik bir katyonik siirfaktan olan etil N-
dodesanil-L-arjinat hidrokloritin (LAE) antimikrobiyal ajan olarak film icerisinde
kullanildig1 bir calismada LAEnin LAB, E. coli, Salmonella, L. monocytogenes gibi
genis bir araliktaki mikroorganizmalari inhibe ettigi kanitlanmistir [170]. CTAB
ile modifiye edilen MMT ve HNT, Gram-pozitif bakteriler iizerinde Gram-
negatiflere gore daha fazla bakterisidal etki gostermistir. Bu sonuclar Pessanha ve
arkadaslarinin sonuclan ile uyumlu cikmustir [171]. Ozellikle S. aureus, CTAB
modifiyeli MMT ve HNT’ye maruz kaldiginda gelisim gostermemistir. Ayrica L.
monocytogenes, HNT+CTAB10’a duyarlilik gostererek herhangi bir canlilik
gostermezken, diger numunelerden etkilenmemistir. Ote yandan E. coli

inhibisyonu iizerine HNT+CTAB10 diger numunelere gore 6nemli bir farklilik
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gostermistir (p<0.05). MMT+CTAB20 ise S. Typhimurium’un

tizerinde diger numunelere gore daha etkin ¢citkmistir (p<0.05).

Tablo 3.7 Nanokil 6rneklerinin antibakteriyel etkisi

inhibisyonu

Omek S. aureus L. monocytogenes  E. coliO157:H7  S. Typhimurium
(log10 kob /mL) (log10 kob /mL) (log10 kob /mL) (log10 kob /mL)
Kontrol 8,660,017 8,980,701 9,630,014 10,92+0,40"
MMT 8,42+0,014° 8,66+0,40 A% 9,010,014 10,05+1,00%
HNT 8,330,022 8,830,741 9,13+0,04"® 10,79=+0,48%
MMT+CTAB20 N 8,27+0,40"® 7,85+0,02/® 6,17+1,508%
HNT+CTAB10 N N 4,11+0,018® 9,92+1,06"
MMT+PDAC20 8,50+0,01* 8,940,014 9,34+0,044®b 9,88+1,294
HNT+PDAC20 7,25+0,025 8,83+0,65 A% 8,64+0,02 A 10,83+0,48"
MMT+Ag N N N N
HNT+Ag N N N N
MMT+CTAB20+Ag N N N N
HNT+CTAB10+Ag N N N N
MMT+PDAC20+Ag N N N N
HNT+PDAC20+Ag N N N N

N: lireme yok; Bakteri liremesi gozlenmeyen 6rnekler (<0,00) olarak verilmistir.

A-B: Ayni siitundaki farkli biiyiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-b: Ayni satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.1.10 Modifiye Nanokillerin MIC ve MBC Degerleri

MIC ve MBC testleri, sivi besiyerindeki miktarlarina bagli olarak GMN'lerin
bakteriler {izerindeki letalitesini belirlemek amaciyla yapilmistir. GMN’lerin timi,
tlim bakteri suslarin kiitlece %5 konsantrasyon seviyesinde inhibe etmistir ancak
GMN'’lerin inhibisyon etkinligini daha iyi anlamak icin MIC ve MBC testleri
uygulanmistir. Tablo 3.8’de bakteri tiirlerine karsilik GMN'lerin MIC (mg/mL) ve
MBC (mg/mL) degerleri gosterilmektedir. Glimiis genel olarak hem Gram-negatif
hem de Gram-pozitif bakterilere kars:1 yliksek ve benzer antibakteriyel aktiviteye
sahiptir [172], ancak sonucglar giimiisi hapseden malzemeye bagh olarak
degisebilmektedir. Glimiisiin antimikrobiyal aktivitesi, bakteri hiicrelerine niifuz
etmesinden ve membran proteinlerinde ve enzimlerde bulunan tiyol ve fosfat
gruplariyla reaksiyona girmesinden kaynaklanmaktadir. Giimiis hiicre zan ile
reaksiyona girerek hiicresel solunum ve boliinmeyi engellemektedir. Hiicre 6liimdi,

gliimiise maruz kalindiktan sonra kac¢inilmaz bir sondur [171].
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Tablo 3.8’e gore, 0,6 mg/mL MIC ve MBC ile MMT+Ag, hizli salinim kabiliyetine
bagli olarak en diisiik konsantrasyon degerlerine sahip olmustur. Ag" iyonlarinin
hizli salimi, canli hiicre sayisinda hizli bir azalmaya neden olmustur. Ayrica bu
durumda, nanokillerdeki metal iyonlarinin miktar1 ile antibakteriyel aktivite
arasinda da dogrudan bir iliski vardir [173]. HNT+Ag numunesi, MMT+Ag
numunesinin aksine bakteri tiirleri iizerinde daha diisiik bir bakterisidal etkiye
sahiptir. MMT+CTAB20+Ag ve HNT+CTAB10+Ag numuneleri, giimiis katkili
dogal zeolit sabazit kullanilan bagka bir ¢alisma ile uyumlu olarak, E. coliizerinde
daha diisiik giimiis iyon konsantrasyonlarinda daha etkili bir sonu¢ vermistir
[174]. Carja ve arkadaslarinin calismasina gore E. coli, glimiise S. aureustan daha
fazla duyarlilik gostermistir [175]. Ek olarak, MMT+PDAC20+Ag Ornegi, S.
aureusu HNT+PDAC20+Ag'den daha fazla inhibe etmistir. Z. monocytogenes ve
S. Typhimurium, MMT+CTAB20+Ag ve HNT+CTAB10+Ag numuneleri
tarafindan hemen hemen ayni seviyelerde inhibe edilmistir. ATR-FTIR tarafindan
yapilan oOnceki in vitro salim testi, diger GMN'erle karsilastirildiginda,
MMT+Ag'nin en yiiksek Ag™ iyonlarini siire boyunca ortama saldigini1 géstermistir.

Bu durum MIC ve MBC analizinde bulunan sonuclarla dogrulanmaktadir.

Tablo 3.8 GMN’lerin MIC (mg/mL) ve MBC (mg/mL) degerleri

. . S. L E. coli S.

Mikroorganizma ..
aureus monocytogenes 0157:H7 Typhimurium
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
MMT +Ag 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
HNT+Ag 2,0 2,0 1,0 1,0 2,0 2,0 2,0 2,0
MMT+CTAB20+Ag 3,0 30 30 3,0 1,0 1,0 3,0 3,0
HNT+CTAB10+Ag 2,0 2,0 3,0 3,0 1,0 1,0 3,0 3,0
MMT+PDAC20+Ag 1,0 1,0 3,0 5,0 2,0 2,0 3,0 3,0
HNT+PDAC20+Ag 3,0 30 20 2,0 3,0 3,0 4,0 5,0
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3.2 PKN’lerin Karakterizasyonu

3.2.1 PKN’lerin Film Kalinlig1

Film orneklerinin kalinliklar1 Tablo 3.9’da verilmistir. Film o6rneklerinin
kalinliklar1 0,032 mm ile 0,042 mm arasinda degismektedir. Film ornekleri
arasinda kesit kalinliklar1 agisindan istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar vardir
(P<0,05). Film orneklerinin kalinliklarinin dl¢tilmesi, filmlerin gaz gecirgenlik ve
mekanik 6zelliklerinin hesaplanmasi acisindan 6nemlidir. Solvent dokme yontemi
ile tiretilen filmlerde esit kalinlikta film elde edebilmek amaci ile sabit hacimde ve
kiitlede co6zeltinin yilizeye dokiilmesi gerekmektedir. Film kalinliklarinda
olusabilecek farkliliklar, filmin gaz gecirgenlik oOzelliklerini biiylik o6lciide
degistirmektedir [176].

Tablo 3.9 Filmlerin kalinliklari

Ornek Film kalinlig1 (mm)
Kontrol 0,034+0,010°
PCL-MMT 0,041+0,005*
PCL-HNT 0,037+0,008"®

PCL-MMT+CTAB20+Ag 0,032+0,006°

PCL-HNT+CTAB10+Ag 0,032+0,007°

PCL-MMT+PDAC20+Ag 0,035+0,005"

PCL-HNT+PDAC20+Ag  0,042+0,007*
PCL: polikaprolakton polimeri; HNT ve MMT sirasiyla halloysit ve montmorillonit nanokilleri; CTAB ve
PDAC sirasiyla N-setil-N,N,N-trimetilamonyum bromit ve poli diallildimetilamonyum klorit; 0-20 mg/mL
arasindaki sayilar siirfaktanlarin konsantrasyonlaridir; Ag: Giimiis iceren; Kontrol: Nanokil icermeyen PCL
film; +: standart sapma
A-B: Ayni siitundaki farkl biiyiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.2.2 PKN’lerin Mekanik Ozellikleri

Cekme direnci (tensile strength) ve kopma anindaki uzama (elongation at break),
filmlerin gida ambalaji olarak kullanildiginda biitiinliiklerini koruma yetenegini
tahmin etmede faydali mekanik 6zelliklerdendir [177]. Cekme direnci filmin stres
aninda maruz kalabilecegi maksimum stresi gosterdiginden filmin yapisal
biitiinliigi ve bariyer ozellikleri acisindan Onemlidir. Bunun yaninda kopma
anindaki uzama miktari, filmin esnekligi ve uzama kapasitesini vermektedir.

Filmlerin esnek yapida olmasi islenmesini ve iirtinlerin kolay bir sekilde
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paketlenebilmesini kolaylastirmaktadir [178]. Sekil 3.9’da film o6rneklerinin
cekme direnci ve kopma anindaki uzama degerleri yer almaktadir. Cekme direnci
degerlerine bakildiginda, nanokil katkili 6rnekler kontrol 6rnegine gore daha
yiiksek bir cekme direnci degeri sergilemistir. Ozellikle PCL-HNT 6rnegi, en
yliksek cekme direncine sahip olmustur. Yani nanokillerin ilavesi, filmlerin
mekanik direncini artirmistir. Nivedita ve Joseph’in yaptig1 bir calismada modifiye
edilmemis ve modifiye edilmis MMT ilave edilen PCL membranlardan modifiye
edilmemis nanokil iceren membranlar daha yiiksek cekme direnci gostermistir
[179]. Kopma anindaki uzama degerlerine bakildiginda ise nanokil katilan
ornekler kontrol 6rnegine gore daha fazla uzama egilimi gostermistir. PCL-HNT
¢ekme direncinde oldugu gibi kopma anindaki uzama miktarinda da yiiksek bir
deger vermistir. PCL filmlerinin ¢cekme direncinin ve esnekliginin nanokil katkisi
ile artirilmasi, ambalajlarin dis streslere mekanik olarak daha dayanikli olabilecegi

sonucunu vermektedir.

PCL filmler ayn1 zamanda diger polimerlerle de karistirilarak esneklik 6zelliklerin
iyilestirilmesinde kullanilmaktadir. Yapilan bir calismada, kiitlece %20 oraninda
PCL i¢eren PCL/PLA karisiminin kopma anindaki uzama miktar1 saf haldeki PLA’ya
gore yaklasik 5 kat artmistir [180]. PCL polimerinde nanokiller ¢cekme direncini
artirirken bazi biyobozunur polimerlerde azalmaya neden olabilmektedir. 3:1
oraninda PLA ve polipropilen (PP) karisimina katilan kiitlece %7 oranindaki
nanokil, filmin cekme direncini %21.6 oraninda azaltmistir [181]. Bu calismadaki
sonuclardan farkli olarak Kassa ve arkadaslari, PCL'ye kiitlece %5 oraninda
kattiklar1 organomodifiye MMT ve HNT nanokillerinin, Young modiiliini
ylikselterek cekme direncini diistirdiigiinii tespit etmislerdir [182]. Calismada
PCL filmler ekstriider ile iiretildigi icin yontem farkliligi bu farkliligi dogurmus
olabilmektedir. Diger etmenler nanokil-polimer etkilesmesi sirasinda olusan
eksfoliasyon (tabakalarin ayrilmasi), ic boyutlu ag yapisinin olusumu ile polimer
sisteminin katilasmasi ve malzemenin kristallik derecesi olabilmektedir [183],
[184]. Baska bir calismada PCL/PLA nanokompozitlerine katilan karbon

nanotiipler ve MMT, cekme direnci ve kopma anindaki uzama miktarini
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artirmistir. Bu durum dolgu malzemelerinin polimer icerisinde olusturduklar: ag

yapisina baglanmistir [185].
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Sekil 3.9 Film Orneklerinin ¢cekme direnci ve kopma anindaki uzama degerleri
3.2.3 PKN’lerin Renk Degerleri

Filmlerin renk oOzellikleri, icerisine konulan gidalarin tiiketiciler tarafindan kabul
edilebilirligi ve genel goriiniimii agisindan 6nemlidir [186]. Bu nedenle film
orneklerinin Z*, a* ve b* renk uzayindaki degerleri dlctilmiistiir. Film 6rneklerinin
L*, a* ve b* renk uzayindaki degerleri Tablo 3.10’da verilmistir. Ayrica Sekil
3.10’da film 6rneklerinin goriintiileri yer almaktadir. Goriintiiler, ayni ¢ekim acisi
ile bir beyaz yiizeyin tizerinde cekilmistir. Film oOrneklerinin renk degerleri
arasinda istatistiksel olarak farkliliklar bulunmustur (P<0,05). Film Orneklerinin
L* degerlerine bakildiginda, saf haldeki MMT ve HNT iceren ornekler ve kontrol
ornegi 100’e (beyaz) daha yakindir. Glimiis ile modifiye edilmis MMT nanokilleri
HNT’ye gore, filmleri O (siyah) degerine daha cok yaklastirmistir. Filmler a* (yesil-
kirmiz1) degerleri bakimindan nétr degere yakin olmakla beraber kontrol 6rnegine

gore kiiciik sapmalar vardir. Nanokil ilavesinin Z* ve a* degerlerini azalttiklar
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daha once yapilan bir calismada belirtilmistir [187]. Glimiis modifiyeli MMT
iceren filmlerin b* degerleri glimiis modifiyeli HNT iceren filmlere gore daha ¢ok
+60 (sar1) degerine yaklagsmistir. Ancak saf haldeki MMT ve HNT iceren fimler ile
kontrol filmi yakin b* degerleri almistir. 5* degerinin nanokil ilavesi ile degisimi
nanokilin polimer ile uyumluluguna ve her iki bilesenin yiizey polaritelerine bagh
olmaktadir [188]. Toplam renk farklarina (AE) bakildiginda ise en biiyiik degisim
PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-MMT+PDAC20+Ag orneklerinde olmustur. Saf
haldeki MMT ve HNT iceren filmler kontrol filmine yakin AE* degerleri almistir.
Genel olarak nanokompozit filmlerin optik 6zelliklerinin, yaklastk 1 nm
kalinligindaki kil tabakalarinin polimer matrisi boyunca iyi dagildiginda 6nemli
Olclide degismedigi kabul edilmektedir. Ciinkii bu boyuttaki kil taneleri, goriiniir
15181in  dalga boyundan daha kiiciiktiir ve 1s18in filmden gecis etkisini
engellememektedir [189]. Bu nedenle acik renkte saf haldeki MMT ve HNT nin
optik oOzellikleri GMN iceren 6rneklere gore daha diisiik seviyede bir degisim
gostermistir. PCL-HNT+CTAB10+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag numuneleri ise
renk farki agisindan gorece kontrol filmine daha yakin degerler vermistir. Bu
orneklerde glimiisiin filmin renk degerleri izerindeki toplam etkisinin daha diisiik

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.10 Film orneklerinin fotograflar1 a) Kontrol, b) PCL-MMT, ¢) PCL-HNT,
d) PCL-MMT+CTAB20+Ag, e) PCL-MMT+PDAC20+Ag, f) PCL-
HNT+CTAB10+Ag ve g) PCL-HNT+PDAC20+Ag

Tablo 3.10 Nanokil iceren ve icermeyen film 6rneklerinin renk degerleri

Ornek L* a* b* AE

Kontrol 94,01+0,824  -5,85+0,03¢ 9,84+0,07° -

PCL-MMT 93,41+0,34* -5,61+0,03¢ 10,60+0,03° 1,00+0,21F
PCL-HNT 93,34+0,18*  -5,72+0,04¢ 10,08+0,02P 0,72+0,15¢
PCL-MMT+CTAB20+Ag  79,45+1,75¢ -2,69+0,21* 21,82+1,208 19,12+1,23®
PCL-MMT+PDAC20+Ag  81,01+1,81¢ -5,72+0,13¢ 25,73+2,21*  20,53+1,05*
PCL-HNT+CTAB10+Ag 89,31+1,428  -457+0,14®  14,23+0,87¢ 6,56+1,36°
PCL-HNT+PDAC20+Ag 88,91+0,558  -4,39+0,10®  16,29+0,80¢ 8,35+0,56¢

A-D: Ayni siitundaki farkli biiyiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).
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3.2.4 PKN’lerin Su Buhari Gegirgenligi

Tablo 3.11’de film 6rneklerinin su buhar gecirgenlikleri (WVP) yer almaktadir.
Sekil 3.11’de ise film orneklerinin zamana bagh olarak gecirdikleri su buhari
miktarlar1 yer almaktadir. Sahit tiipte herhangi bir film olmadig1 i¢in zamana bagl
nem absorplama miktar1 en yiiksek c¢ikmistir. Film Orneklerinin bazilarinin
arasinda su buhar gecirgenlikleri acisindan istatistiksel olarak farklar
bulunmustur (P<0,05). Genel olarak PKN orneklerinin WVP degerleri kontrole
gore daha diisiik ¢ikmistir. PCL-HNT ve PCL-HNT+CTAB10+Ag oOrneklerinin
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamaktadir ve bu iki 6rnek en
diisik WVP degerlerine sahip olmustur. Nanokil katkili PCL filmlerin nanokil
icermeyen kontrol Ornegine gore daha diisiik su buhar1 gecirgenligine sahip
olmasi, gidalarin raf 6émrii agisindan 6nemli bir sonu¢ vermektedir. Sothornvit ve
arkadaslarinin yaptiklari bir calismada peynir alt1 suyu ve Cloisite Na* nanokili ile
elde edilen nanokompozit filmin WVP degeri kontrol filme gore %28 oraninda
diisiik ctkmistir [188]. Bu calismada ise kontrole gore en diisiik WVP degeri %35
oraninda cikmistir. Yar1 kristal polimerlerde kristal fazin su molekillerini
gecirmedigi varsayilmaktadir. Kristal fazin disindaki amorf faz su molekiillerinin
yapidan gecmesini sagladigindan dolay1 kristal fazin oraninin artmasi molekiiller
icin daha dolambacli bir yol olusturacagindan difiizyon da ayni sekilde
azalmaktadir. Bunun yaninda nanokillerin multi-faz sistemlerindeki morfolojisi ve
dagilimi transport fenomenine karar verebilmek acgisindan 6nemlidir [190]. MMT
sahip oldugu yan gruplan ile hidrofilik molekiilleri immobilize edebilmektedir.
Ayrica tipki amorf fazda oldugu gibi molekiillerin gecisini dolambaclhi hale
getirerek zorlastirmaktadir [191]. Su buharn gecirgenligini etkileyen diger bir

etmen ise yapidaki hidrofilik gruplarin hidrofobik gruplara oranidir [130].
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Tablo 3.11 Filmlerin su buhar gecirgenlikleri

Ornek WVP (g saat’ mm m? KPa?)
Kontrol 0,0248+0,0010*
PCL-MMT 0,0192+0,0010"
PCL-HNT 0,0157+0,0011F

PCL-MMT+PDAC20+Ag
PCL-MMT+CTAB20+Ag
PCL-HNT+CTAB10+Ag
PCL-HNT+PDAC20+Ag

0,0205=+0,0008°
0,0162+0,0018¢
0,0158+0,0013F
0,0216+0,0047"

A-F: Ayni siitundaki farkl biiylik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).
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Sekil 3.11 Filmlerin zamana karsi atmosferden gecirdikleri nem miktar1
3.2.5 PKN’lerin Oksijen Gegirgenligi

Film Orneklerinin peroksit sayilari ile formiilize edilmis oksijen bariyer 6zellikleri
Sekil 3.12’de verilmektedir. Yagdaki daha diisiik peroksit degeri, filmlerin daha
yliksek oksijen bariyeri oOzelliklerine sahip oldugunu gostermektedir. Peroksit
sayist en ¢ok olan yag numunesi icinde bulundugu tiip lizerinde film olmayan
aycicek yagi olmustur. Sahit ornegine en yakin sonucu icerisinde nanokil

bulunmayan kontrol érnegi vermistir. Icerisinde nanokil bulunan 6rneklerin
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tamami kontrol 6rneginden daha yiiksek bariyer 6zelligi gostererek yaglarda daha
diisiik peroksit sayisina neden olmustur. Bu durum, film icerisindeki nanokillerin
atmosferdeki oksijenin deney tiipiiniin icerisine gecisini yavaslattigin1 ve bariyer
ozelligi gosterdigini kanitlamaktadir. En diisiik peroksit sayist PCL-
HNT+CTAB10+Ag ile kapli yagdan elde edilmistir. Khezrian ve Shahbazi’nin bir
calismasinda zeolit ilavesinin kitosan ve karboksimetil seliiloz filmlerde oksijen
gecirgenligini azaltarak yagdaki peroksit sayisim1 distirdiigli goriilmiistiir.
Filmlerdeki zeolit miktar1 arttik¢a peroksit sayis1 daha diistik degerlerde cikmistir
[192]. Tornuk ve arkadaslari, HNT nanokilleri ile takviye edilmis LLDPE
filmlerinin, MMT nanokillerine kiyasla daha diisiik oksijen gecirgenligi sagladigini
bildirmistir [193]. Pereira de Abreu ve arkadaslari, LDPE ve polipropilen bazl
filmlere Cloisite 15A nanokilinin ilavesinin oksijen gecirgenligini azalttigina dair
benzer bulgular gostermislerdir [194]. Risyon ve arkadaslari, polilaktik aside
(PLA) agirhkca %3  HNT  eklenmesinin  oksijen  gecirgenligini
1.4x10°gm/m*dPa'dan 1.1x10 °gm/m?*dPa'ya diisiirdiigiinii bildirmistir [195].
Sanchez-Garcia ve Lagaron tarafindan yapilan bir calismada ise, NanoBioTerVR
AC11 adl ticari bir organokilin PCL filme agirlikca %5 seviyesinde yiiklenmesi ile

filmin oksijen gecirgenligi yaklasik yar1 yariya azaltilmistir [196].
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Sekil 3.12 Farkli filmler ile kapatilmis aycicek yaglarinin peroksit sayilari
3.2.6 PKNlerin Termal Ozellikleri

Film numunelerinin nanokiller ile modifikasyonundan sonraki termal
ozelliklerindeki degisimi incelemek icin DSC analizi yapilmistir. Tablo 3.12’de
DSC analizi yapilan filmlerin termal 6zellikleri yer almaktadir. Film numuneleri
yontemlerde anlatildig1 gibi ilk olarak 0 °C'den 100 °C'ye 1sitilmig ve 100 °C'de 5
dakika tutulmustur. Numunelerin 100 °C'de 5 dakika tutmasinin temel amaci,
kristallesmeyi daha dogru bir sekilde izleyebilmek icin polimer matrisinde tutulan
nemi ve solventi ortadan kaldirmaktir [197]. Daha sonra kristalizasyon pikleri,
100 °C’den 0 °C'ye olan sogutma adiminda keskin bir sekilde meydana gelmistir.
Sekil 3.13’te kontrol 6rneginin DSC termogrami yer almaktadir. Ayrica sirasi ile
Sekil 3.14 ve 3.15’te film numunelerinin erime ve kristalizasyon termogramlari
yer almaktadir. Tablo 3.12’ye bakildiginda, saf haldeki PCL ile kontrol filminin
erime sicakliklar1 arasinda 1 °Clik bir sicaklik farki oldugu goriilmektedir. Bu
durum, c¢ok biiyiik olmasa da PCL’'nin ¢6ziicti kullanilarak film haline getirilmesi

esnasinda erime noktasindaki diisiisii gosteren bir degerdir. Erime sicakligindaki
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en bilyik diisis PCL-MMT oOrneginde meydana gelmistir. Elghaoui ve
arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada da benzer sekilde, oktadesilamin ile
organomodifiye edilmis MMT, PCL polimerine %5 oraninda katildiginda
polimerin erime sicakliginda bir diisis meydana gelmis, ayni zamanda
kristalizasyon derecesinde de yiikselis yasanmistir. Ancak daha Onceki
calismalarda da goriilecegi tlizere nanokiller PCL'nin erime sicaklig1 tizerinde
onemli degisiklikler yapmamakta ve etkileri sinirli kalmaktadir [184]. PCL'nin
icerisine ancak poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) gibi daha kisa zincirli
kopolimerler katildiginda erime sicaklig1 diismektedir [198]. Saf PCL 6rneginin
kristalinitesi, %44,84 ile ornekler arasinda en yiliksek cikmistir. PKN’lerin
kristalinitesi ise saf PCL’den yaklasik %3-5 daha diisiik cikmistir. Saf PCL ve
kontrol oOrneklerinin kristalizasyon sicakliklar1 c¢ok yakin cikmakla beraber
PKN’lerde bu sicaklik ortalama 1 °C civarinda artmaktadir. Bu durum bize nanokil
ilavesinin kristalizasyon sicakligim1 artirdigini  ve kristalinite derecesini
diisiirdiigiinii  gostermektedir. Kristalizasyon sicakliginin yiikselmesi PCL ve
organokillerin  arasindaki kuvvetli molekiiler zincir interaksiyonuna
atfedilmektedir [199]. Saf PCL ile karsilastirildiginda filmlerdeki kristal fazin
azalmasi film iiretiminde kullanilan yontemden dolay1 olabilmektedir. Siqueira ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir calismada, montmorillonit ile giiclendirilen PCL
filmlerde nanokil katkisinin kristalizasyon sicakligini yiikseltigi ve erime
sicakliginin degismedigi tespit edilmistir. Kristalizasyon sicakligindaki degisimin,
nanokillerin polimer iizerindeki cekirdek (nucleant) etkisi sonucu oldugu

degerlendirilmistir [200].
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Tablo 3.12 Filmlerin termal 6zellikleri

Ornek T. (°C) AH: (J/8) T (°C) AHy (J/8) Xi (%)

Saf PCL 59,7+0,5*  63,7*x1,6*  15,5+0,1®  64,8+1,3*  44,8+0,6"

Kontrol 58,6+0,2%¢  57,1+0,8" 15,3+0,38 49,6+1,1B 41,3+0,458¢
PCL-MMT 56,4+0,2°  45,6+0,6" 16,4+0,1*  39,6+0,7°  39,7+0,3C

PCL-HNT 59,1+0,4® 50,5+1,5° 16,8+0,24 44,0+0,7¢ 41,6+0,8B

PCL-MMT+CTAB20+Ag 58,7+0,25¢ 529+1,2%° 16,5+0,14 36,1+0,6F 41,3+0,6¢
PCL-HNT+CTAB10+Ag  59,6%+0,4% 54,9+21%¢  16,5+0,24 44,1+1,2¢ 41,9+1,18

PCL-MMT+PDAC20+Ag 59,1+0,5*8  552+1,15¢ 16,4+0,24 40,6+1,1° 41,6+0,6"

PCL-HNT+PDAC20+Ag  58,1+0,2¢ 58,1+1,28 16,5+0,34 42,1+1,0°  40,9+0,65¢

Saf PCL: Graniil halindeki PCL; Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; Te: erime sicakligi; AHf: fiizyon

entalpisi; Tk: kristalizasyon sicakligi; AHKk: kristalizasyon entalpisi; Xk: kristalizasyon derecesi

A-E: Ayni stitundaki farkl biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).
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3.2.7 PKNlerin Yapisal Ozellikleri

Sekil 3.16’da film 6rneklerinin ATR-FTIR spektrumlar: yer almaktadir. 2958 ve
2870 cm™ dalga boyundaki pikler sirasi ile simetrik ve asimetrik CH, gerilme
hareketini gostermektedir. 1727 cm™ dalga boyundaki pik karbonilin (C=0)
gerilme hareketini gostermektedir [201]. 1361, 1397 ve 1473 cm’, CH,
biikiilmesinin karakteristik piklerini gostermektedir. 1157 cm™ dalga boyundaki
pik, amorf fazda C-O ve C-C gerilmesini gostermektedir. 1170 ve 1240 cm’
sirastyla simetrik ve simetrik olmayan C-O-C gerilmesini gostermektedir. Ayrica,
1042 ve 1107 cm™deki pikler C-O-C gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
1293 cm™ dalga boyunda kristal fazda C-O ve C-C gerilmesini gosteren cok kiiciik
bir pik gozlemlenmistir [202], [203]. Bu durum kati haldeki PCL’'nin solvent
yardimu ile ¢6zlinmesi ve ardindan solvent uzaklastirilarak tekrar kati hale gelmesi
sirasinda kristal yapinin belli 6lciide amorf yapiya doniismiis olabilecegini
gostermektedir. PCL spektrumu, kullanilan PCL’'nin izotropik durumu (rastgele
zincir yoOnelimi) g6z oOniine alinarak degerlendirilmelidir [201]. ATR-FTIR
spektrumlarina gore, kontrol numunesine kiyasla gozlemlenebilir hicbir degisiklik
izlenmemistir ve bu nedenle bu minimal degisiklikleri anlamak icin PCA analizi

yapilmistir.
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Sekil 3.16 Filmlerin ATR-FTIR spektrumlari

Kemometrik yontemlerden biri olan PCA, spektrum gibi ¢ok fazla veri iceren data
setlerinin boyutunu kiiclilterek anlamh skorlar iretmektedir. Boylece, spektrum
grafigi tlizerinde gozle gorilmeyen kiiciik degisimleri istatistiksel olarak
yorumlamak daha kolay hale gelmektedir [204]. Film orneklerinin ATR-FTIR
spektrumlarindan elde edilen datalar PCA'nin x komponenti olarak girilmistir.
PCA’da y komponentine gerek duyulmadigindan dalgaboyu verisi sisteme
girilmemistir. Spektrum datalarina herhangi bir 6n islem yapilmamistir. PCA’da
en iyi modeli olusturabilmek icin toplam varyansi %7,63 oraninda aciklayan ikinci
Principle Component (PC) kullanilmistir. Film Orneklerinin ATR-FTIR
spektrumlarindan elde edilen iki boyutlu Coomans grafigi Sekil 3.17°de verilmistir.
Grafige gore PCL-MMT+CTAB20+Ag, PCL-HNT+CTAB10+Ag ve PCL-
HNT+PDAC20+Ag nispeten diger orneklerden farklilasarak ayrilmistir. Saf MMT
ve HNT iceren sirasiyla PCL-MMT ve PCL-HNT ornekleri, kontrol 6rnegine daha
yakin ¢ikmistir. GMN iceren film 6rnekleri glimiis iyonlari sebebi ile yapisal olarak

diger orneklerden ayrigsmistir.
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Sekil 3.17 Film orneklerinin ATR-FTIR spektrumlarindan elde edilen iki boyutlu
Coomans grafigi

Film (1): PCL-MMT+CTAB20+Ag; Film (2): PCL-HNT+CTAB10+Ag; Film (3): PCL-MMT+PDAC20+Ag;
Film (4): PCL-HNT+PDAC20+Ag; Film (5): PCL-MMT; Film (6): PCL-HNT; Film (7): Kontrol

3.2.8 PKN’lerin Yiizey Yapisal Ozellikleri

Uretimi gerceklestirilen PKN’lerin yiizey morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
amaci ile SEM analizi yapilmistir ve elde edilen mikrograflar Sekil 3.18de
verilmistir. Mikrograflardaki MMT nanokilleri beyaz noktalar ve HNT nanokilleri
diiz cubuklar halinde goriilmektedir. Organomodifiye edilmis PCL-
MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag nanokilleri PCL filmler icerisine
(swrast ile a ve b) iyi bir dagilim gosterirken, organomodifiye edilmemis PCL-MMT
ve PCL-HNT ornekleri aglomerasyon egilimi gostermistir. Bu durum bize kiitlece
%5 konsantrasyonundaki organokillerin polimerde iyi bir dispersiyon
olusturdugunu gostermektedir. Daha once yapilan bir calismada, lineer-diisiik

yogunluklu polietilen (LLPDE) icerisine dispers edilen MMT ve HNT nanokillerinin
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SEM mikrograflarinda, bu calisma ile ayni konsantrasyonda diizgiin bir dagilim

gerceklestigi rapor edilmistir [205].

1
= 700KV WD=10.0mm  Signal A =SE1 Mag = 10.00 K X EHT= 7.00kV  WD=10.5mm  Signal A =SE1 Mag = 10.00 K X

d

EHT = 7.00 kV WD =10.5 mm Signal A =SE1 Mag = 10.00 KX

EHT= 7.00kV WD=10.5mm  Signal A =SE1 Mag = 10.00 K X

Sekil 3.18 Film yiizeylerinin SEM mikrograflari. a) PCL-MMT+CTAB20+Ag, b)
PCL-HNT+CTAB10+Ag, c) PCL-MMT, d) PCL-HNT ve e) Kontrol

3.2.9 PKN’lerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Gida denemeleri icin kullanilan film o6rneklerinin kati besiyerindeki bakteri

tlirlerine kars1 olusturduklar: inhibisyon caplar1 Tablo 3.13’te verilmistir. Kontrol,

PCL-MMT ve PCL-HNT ornekleri beklendigi tizere bakteri tiirleri tizerine herhangi

bir inhibisyon etkisi yapmamistir. PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-
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HNT+CTAB10+Ag ornekleri S. aureus tizerine diger bakteri tiirlerine gore daha
fazla etki etmistir. Bu 0rneklerin L. monocytogenes, E. coli O157:H7 ve S.
Typhimurium bakterileri iizerine etkileri S. aureusa gore daha az olmakla beraber
birbirine yakin c¢ikmistir (P>0,05). PCL-MMT+PDAC20+Ag ve PCL-
HNT+PDAC20+Ag numuneleri, tim test bakterileri {izerindeki antibakteriyel
etkilerine iliskin yakin sonuclar sergilemistir. Ancak bu iki film numunesi, PCL-
MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag ile karsilastirildiginda onemli
Olciide daha diisiik antibakteriyel aktivite gostermistir (P<0.05).

Tablo 3.13 Gida denemelerinde kullanilan PKN’lerin inhibisyon caplarina (mm)
gore antimikrobiyal aktiviteleri

Ornek S. L E. coli S.
aureus monocytogenes  0157:H7  Typhimurium
Kontrol NI NI NI NI
PCL-MMT NI NI NI NI
PCL-HNT NI NI NI NI

PCL-MMT+CTAB20+Ag  22,0+0,282 17,4+0,3% 17,1+0,3% 17,6+0,4%

PCL-HNT+CTAB10+Ag 23,5+0,4% 18,5+0,3 18,3+0,2% 17,3+0,34¢

PCL-MMT+PDAC20+Ag  15,4+0,1%® 15,6+0,2¢ 15,2+0,1 15,5+0,18®

PCL-HNT+PDAC20+Ag 15,2+0,1¢ 15,3+0,1¢ 15,3+0,1¢ 15,2+0,28a
NI: inhibisyon zonu yok

A-C: Ayni siitundaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-b: Ayni satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.3 PKN’lerin Gida ile Denemeleri

Film numunelerinin tamami mekanik 6zellikler, oksijen ve su buhari gecirgenligi
ile  antibakteriyel  aktiviteleri ~ acisindan  degerlendirilmistir. PCL-
MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag film Ornekleri, diger modifiye film
orneklerine gore daha uygun ve etkili sonuglar vermis ve gida orneklerinin
paketlenmesinde kullanilmak {izere secilmistir. Ayrica karsilastirma yapabilmek
icin PCL-MMT, PCL-HNT ve nanokil icermeyen kontrol numunesi de sigir kiymasi

lizerine uygulanmistir.
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3.3.1 PKN’lerin Sigir Kiymasimn Raf Omriine Etkisi
3.3.1.1 PKN’lerin Kiymanin Dogal Mikrobiyal Yiikii Uzerine Etkisi

PKN’lerin 4+1 °C sicaklikta depolanmis kiyma orneklerinin TMAB yiikii tizerine
etkisi Tablo 3.14’te verilmistir. Depolamanin baslangi¢ giiniinde (0. giin) kiymada
TMAB vyiiki 6,10 log10 (kob/g) olarak bulunmustur. Bu deger depolamanin 1.
giiniinde LDPE filmde PCL-
HNT+CTAB10+Ag ile paketlenen 6rnekte en diisiik cikmistir (P<0,05). Diger

digerlerine gore daha yiiksek cikarken,
film 6nekleri ise yakin sonuglar vermistir. Bu durum 5. giin icin de benzer sonuclar
gostermistir. 8. glin sonunda en yiiksek TMAB yiikii LDPE filmde goriilmiistiir.
Duyusal olarak degerlendirildiginde ise sadece bu 6rnekte bozulma emaresi olan
kokusma olmustur. Kontrol, PCL-MMT ve PCL-HNT film 6rnekleri birbirine yakin
sonuclar vermistir. Icerisinde giimiis olan PCL-HNT+CTAB10+Ag film &érnegi ise
8. glin sonunda digerlerine gore en diisiik miktarda TMAB iiremesine izin
vermistir (P<0,05). Souza ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada, MMT ilave
edilmis kitosan filmlerde TMAB yiikii saf kitosan filme gore daha diisiik ¢ikmistir
[206]. Bu calismada da benzer sekilde sadece saf nanokil iceren filmlerdeki
kiymalarda bakteri gelisimi kontrole gore daha diisiik cikmistir. Bu durumun
nanokillerin sagladigi daha etkin gaz bariyer oOzelliginden kaynaklandigi

sOylenebilir. Glimiis iceren filmlerde ise nanokil katkili filmlerin bariyer ve

glimiisiin antimikrobiyal 6zellikleri toplam inhibisyon etkisini artirmistir.

Tablo 3.14 PKN’ler ile paketlenmis kiyma 6rneklerinin toplam mezofilik aerobik
bakteri (TMAB) yiikiiniin zamana kars1 degisimi, log10 (kob/g)

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol 6,10+0,128¢  6,30+0,02**  6,95+0,36"®  7,41+0,36%
LDPE Film 6,10+0,128¢  6,52+0,16%  7,00+0,32*  8,30+0,45*
PCL-MMT 6,10+0,128¢  6,22+0,15%¢  6,65+0,26"®  7,10+0,118%
PCL-HNT 6,10+0,12M4  6,24+0,18%  6,72+0,14"®  7,24+0,21%
PCL-MMT+CTAB20+Ag  6,10%0,124  6,29+0,228  6,71+0,26*%  6,78+0,01=
PCL-HNT+CTAB10+Ag  6,10%0,12*  6,19+0,30%  6,48+0,21%>  6,62+0,05

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film
A-D: Aynu stitundaki farkli biiyiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).

a-d: Aym satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).
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PKN’lerin 4+1 °C sicaklikta depolanmis kiyma 6rneklerinin TK yiikii tizerine etkisi
Tablo 3.15te verilmistir. Koliform grubu bakteriler gida gilivenligi ve
sanitasyonunu  degerlendirmek icin siklikla kullamilan  mikrobiyolojik
gostergelerdir ve gida {riinlerinin raf Omriinii degerlendirmek icin de
kullanilabilmektedir [207]. Depolamanin baslangic giiniinde (0. giin) kiymada TK
yiki 5,37 logl0 (kob/g) olarak bulunmustur. Depolamanin 1. giiniinde TK
yiikiinde dramatik bir artis olmamakla birlikte tiim film 6rneklerinde 6énemli bir
fark goriilmemistir. Kiyma oOrneklerinin 5. giin TK yiiklerine bakildiginda en
yliksek deger LDPE filmle ambalajlanan 6rnekte olmustur. Nanokil iceren 6rnekler
kontrole gore 6nemli bir fark olusturmamaistir. 8. giin sonunda yine en yiiksek
deger LDPE filmde olurken PCL-HNT+CTAB10+Ag ve PCL-HNT film
orneklerinde digerlerine gore daha diisiik ctkmistir (P<0,05). Icerisinde nanokil
olan Ornekler genel olarak kontrol ornegine kiyasla daha diisilk miktarda TK
liremesine izin vermistir. Kiyma haline getirilmis tavuk eti ile yapilan bir
calismada, kitosan/MMT nanokompozitleri ile paketlenen o6rneklerin TK
miktarlar1 bu calismadakine benzer bir sekilde kontrol kitosan filme gore daha

diisiik citkmastir [208].

Tablo 3.15 PKN’ler ile paketlenmis kiyma drneklerinin toplam koliform bakteri
(TK) yiikiiniin zamana kars1 degisimi, log10 (kob/g)

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin

Kontrol 5,37+0,14*  5,52+0,244 6,780,378 7,830,658
LDPE Film 5,37+0,14%  539+0,31%C¢  7,30+0,26%  8,44+0,71%
PCL-MMT 537+0,14M  549+0,33%%  651+0,36°  7,30+0,69
PCL-HNT 537+0,14%  541+0,13%¢  632+0,46%  6,85+0,526
PCL-MMT+CTAB20+Ag  5,37+0,14% 5,35+0,20¢ 6,480,165 7,080,102
PCL-HNT+CTAB10+Ag 5,37+0,14" 5,440,052  6,75+0,11% 6,86+0,16

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film

A-E: Ayni stitundaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-d: Ayni satirdaki farkl kiigiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

PKN’lerin 4=1 °C sicaklikta depolanmis kiyma 6rneklerinin LAB yiikii {izerine
etkisi Tablo 3.16’da verilmistir. Depolamanin baslangic giiniinde (0. giin) kiymada

LAB yiikii 4,48 logl0 (kob/g) olarak bulunmustur. Depolamanin 1. ve 5.
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giinlerinde kiyma orneklerindeki LAB vyiiklerindeki degisim diisiik seviyede

olmustur. Depolamanin son giiniinde en yiiksek deger LDPE filmden elde

edilmekle beraber 6rnekler arasinda biiyiik farklar olusmamastir.

Tablo 3.16 PKN’ler ile paketlenmis kiyma 6rneklerinin toplam laktik asit
bakterisi (LAB) yiikiiniin zamana karsi degisimi, log10 (kob/g)

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol 4,48+0,10% 4,49+0,41%  4,63+0,45%°  4,88+0,30"
LDPE Film 4,48+0,10% 4,81+0,374  4,87+0,50"® 5,01+0,48"
PCL-MMT 4,48+0,10  4,38+0,36™  4,51+0,44™  4,89+0,25"%
PCL-HNT 4,48+0,10% 4,64+0,38%  4,93+0,24%  4,99+0,394
PCL-MMT+CTAB20+Ag  4,48+0,10% 4,70+0,25%8>  479+0,13%  4,95+0,145
PCL-HNT+CTAB10+Ag  4,48%+0,10%  4,76*0,22%  4,45+0,26™  4,86+0,12%

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film

A-D: Aynu siitundaki farkl biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-c: Ayni satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

Metalik killer,

lipoproteinlerde bulunan karboksilatlar gibi fonksiyonel gruplari nedeniyle

iyon-degisimli negatif yiikli bakterileri yiizeylerindeki
cekmektedir [65]. Inhibisyon, yapisal ve fonksiyonel proteinlerle etkilesime
girerek ve hiicre zarinin icindeki radikalleri indiikleyerek gerceklesmektedir [66].
Gumiisiin antimikrobiyal aktivitesi ve etkinligi, bir substrattan ortama salinan
giimiis iyonlarinin miktarina baghdir [209]. Glimiis iyonlarinin bakterilerin
inhibisyonunda etkili olabilmesi icin yeterli bir nem ortami da olmasi
gerekmektedir ve bundan dolay1 kiyma ve film numunesinin yiizey temasi 6nemli
bir noktadir. Bakterilerin sinirli inhibisyonu 6ncelikle et ve film numunelerinin
temas ylizeyi arasindaki su miktar1 ve salinan giimiis iyonlarinin miktar ile
ilgilidir. Ek olarak giimiisiin antimikrobiyal o6zellikleri, elementel giimisiin
gidalarda bulunan proteinlerdeki tiyol bilesikleri ile etkilesime girmesi sonucu
azalmasindan giicli bir sekilde etkilenmektedir [210]. Fernandez ve arkadaslari,
sigir etini 4 °C'de glimiis yikli emici pedlerin varliginda modifiye atmosfer
ambalajlama (MAP) yaparak saklamis ve 11 giinliik depolama siiresinin sonunda
TMABnin kontrole gore yaklastk 1 logl0 (kob/g) daha diisitk oldugunu

bulmustur. TMAB'nin aksine, bu ¢alismada gosterildigi gibi kontrol ve numuneler
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arasinda LAB'de oOnemli bir fark gozlenmemistir [80]. Lee ve arkadaslari,
Pseudomonas putida ile asilanmis sigir eti, domuz eti ve hindi etlerinde bakteri
liremesini azaltmak icin gilimiis-zeolit emdirilmis ambalaj kagidinin etkisini
incelemis ve 10 °C'de gelisme hizinin %4 giimiis zeolit iceren ambalaj kagidinda
daha yavas oldugunu bulmustur [211]. Taze domuz filetosunun, ekstriide edilerek
ya da ylizeyine piskiirtiilerek iretilmis giimiis ilaveli LDPE filmler ile kaplandigi
bir calismada, test filmlerinin %1, 2 ve 3 glimiis konsantrasyonlarinda toplam
bakteri ve LAB iizerinde 6nemli bir antibakteriyel etki yapamadig: rapor edilmistir
[212]. Bu calismalar, gida ambalaj filmlerine ilave edilen giimiis miktarinin yani
sira film olusturma yonteminin 6nemini de kanitlamistir. Martinez-Abad ve
arkadaslari, bir solvent dokiim teknigi ile agirlikca %10 giimiis iyonlar iceren
etilen-vinil alkol (EVOH) kopolimer film ile Z. monocytogenes asilanmis tavuk
kanatlarini, tavukgogiislerini ve marine edilmis domuz filetosunu 12 °C'de 72 saat
boyunca inkiibe etmistir. Sonu¢ olarak EVOH film, yiiksek protein icerikli gida
numunelerindeki Z. monocytogenes tizerinde <1 log azalma ile diisiik duyarlilik
gostermistir [210]. Daha onceki ¢alismalarla uyumlu olarak bu calismada 8. giin
sonunda TMAB'de yaklasik 1 log azalma beklenen bir durum olmakla birlikte,
filmlerin antimikrobiyal etkileri nanokillerdeki giimiis miktar1 artirilarak

gliclendirilebilir.
3.3.1.2 PKN’lerin Kiymanin pH Degeri Uzerindeki Etkisi

PKN’ler ile paketlenmis kiyma oOrneklerinin depolama sirasindaki pH degeri
degisimleri Tablo 3.17’de verilmistir. Kiyma gibi su aktivitesi yiiksek olan gida
tirtinlerindeki pH degisimi iiriiniin mikrobiyal degisime ugradiginin bir gostergesi
olmaktadir. Depolamanin ilk giiniinde homojenize edilen kiyma 6rneginin pH
degeri 6,21 olarak tespit edilmistir. 8. giin sonunda tiim Orneklerin pH
degerlerinde 6nemli (P<0,05) farkliliklar ortaya c¢ikmis ve diisiis yasanmistir. pH
degerindeki en biiyiik diisiis LDPE filmde yasanmistir. Kontrol 6rnegi, depolama
sonunda 5,87 pH degeri ile PKN’lerle ambalajlanan kiymalardan daha diisiik pH
degerine sahip olmustur. Correa ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada,
jambon oOrneginin depolanmasi sirasinda baslangicta 6,3 olan pH degeri 5 °C

sicaklikta 20 giin depolama sonucunda 6,1 pH degerine inmistir [213]. Kiyma
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ornegindeki pH diisiisiiniin daha fazla olmasinin sebebi 1s1l islem gérmiis olan
jambona gore baslangic mikrobiyal yiikiiniin daha fazla olmasidir. Ayrica sigir
kiymasinin yiizey alaninin jambon tarzi iirtinlerden daha fazla olmasi, mikrobiyal

bozulmanin daha hizli gerceklesmesine yol agmaktadir.

Tablo 3.17 PKN’ler ile paketlenmis kiyma 6rneklerinin pH degerlerinin giinlere
gore degisimi

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol 6,21+0,01%  6,12+0,01% 589+0,01%  587+0,01
LDPE Film 6,21+0,01  622+0,02  626+0,02%  5,66+0,025
PCL-MMT 6,21+0,01%¢  6,15=0,00% 5,93+0,01P¢  5,94+0,00"8¢
PCL-HNT 6,21£0,01%  6,15+0,01%  5,02+0,00%  502+0,025
PCL-MMT+CTAB20+Ag  6,21+0,01%  6,16=0,01®  505+0,01%¢ 595+0,024¢
PCL-HNT+CTAB10+Ag  6,21+0,01%  6,16=0,02"  597+0,02%  590+0,01%

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film

A-E: Ayni stitundaki farkli biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-d: Ayni satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.3.2 PKNlerin Ekmegin Raf Omriine Etkisi
3.3.2.1 PKN’lerin Ekmekteki Kiif/Maya Gelisimine Etkisi

PKN’lerin oda sicakliginda depolanmis ekmek 6rneklerinin kiif/maya yiikii iizerine
etkisi Tablo 3.18’de verilmistir. Depolamanin baslangicinda ve ilk gilintinde tiim
orneklerde herhangi bir kiif/maya gelisimi gozlemlenmemistir. 5. giin sonunda en
yliksek kiif gelisimi LDPE film ile ambalajlanmis dilimli ekmeklerde, en disiik kiif
gelisimi ise PCL-HNT+CTAB10+Ag Orneginde olmustur. Diger 6rneklerde ise
onemli bir fark olugsmamstir. 8. giinde kiif gelisimi LDPE filmde sarilmis
ekmeklerde yine daha yiiksek olurken, diger 6rneklerde birbirine yakin sonuclar

cikmistir.

Plackett ve arkadaslarinin yaptiklari bir calismada, PCL/L-polilaktid polimer
karigimina  Cloisite® nanokili katilarak elde edilen filmler ile peynir
ambalajlanmistir. Siklodekstrin ile enkapsiile edilmis a-allil izotiyosiyonat iceren
filmlerin Penicillium commune, P. roqueforti ve P. nalgiovense inhibisyonunu

sagladig1 rapor edilmistir [214].
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Tablo 3.18 PKN’ler ile paketlenmis dilimlenmis ekmek 6rneklerinin toplam
kiif/maya yiikiiniin zamana kars1 degisimi, log10 (kob/g)

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin

Kontrol N N 4,50+0,028 6,90+0,028
LDPE Film N N 5,95+0,02* 9,13+0,06"
PCL-MMT N N 4,34+0,04® 6,89+0,015¢
PCL-HNT N N 4,46+0,018 6,83+0,045¢
PCL-MMT+CTAB20+Ag N N 4,29+0,078  6,72+0,03¢

PCL-HNT+CTAB10+Ag N N 3,98+0,02¢ 6,810,035

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film; N: {ireme yok
Kiif/maya iiremesi gozlenmeyen 6rnekler (<0,00) olarak verilmistir.

A-C: Ayni siitundaki farkl: biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

3.3.2.2 PKN’lerin Ekmegin Tekstiirel Ozelliklerine Etkisi

Ekmek oOrneklerinin depolama sirasinda tekstiirel 6zelliklerinde meydana gelen
degisim Tablo 3.19’da verilmistir. Bu tabloda, ekmegin tiretildigi ilk giinde (0.
giin) ve belirli depolama siirelerinde ambalajlarindan cikarilan ekmek
orneklerinin tekstiirel 6zelliklerinden sertlik, elastikiyet, kohesivlik, sakizimsilik,
cignenebilirlik ve anlik elastikiyet 6zellikleri 6l¢iilmistiir. Ekmegin tiiketilebilirlik
acisindan en 6nemli 6zelliklerinden biri olan sertlik degeri 0. giin 2,618 N iken 1.
giin tim oOrneklerde bayatlama ile birlikte 4-5 kat artmistir. Kontrol 6rneginin
sertlik degeri 13,753 N ile en yiiksek olurken en diisiik degeri PCL-MMT 6rnegi
7,610 N ile vermistir. Diger PKN’lerdeki ekmeklerin sertlik degerleri de kontrolden
disiik citkmistir. 4. glinde ise yine PKN’ler kontrole gore daha diisiik degerler
vermistir. Bu durumun nanokil ilavesinin daha 6nce de anlatildig: gibi filmlerin
gaz gecirgenligini azaltmasindan dolayr {riinin  bayatlama  hizini
yavaslatmasindan kaynaklandig: soylenebilir. Ekmek 6rneklerinin esneklik degeri
0. giinde 2,061 olarak o6l¢iilmiisken bu deger 1.ve 4. giinlerde giderek azalmistir.
1. glinde kontroliin esnekligi PKN’lerin tamamina oranla daha diisiik ¢cikmistir
(1,000). PKN’lerde bu deger yaklasik 2 kat1 kadar olmustur. 4. ginde tiim 6rnekler
birbirine yakin esneklik degerleri sergilemistir. LDPE film ile paketlenen ekmek,
PCL ile paketlenenlere gore daha farkli karakteristik mekanik o6zellikler
gostermistir. LDPE film ile kaplanan ekmekte en farkli degisimler sertlik,

sakizimsilik ve cignenebilirlik degerlerinde olmustur.
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Tablo 3.19 PKN’ler ile paketlenmis ekmek 6rneklerinin mekanik 6zellikleri

Siire Ornek Sertlik (N) Elastikiyet Kohesivlik
0. giin Filmsiz 2,618+0,035 2,061+0,002 0,922+0,001
1. glin Kontrol 13,753+1,860 1,000+0,010 0,818+0,037
LDPE Film 9,749+0,168 2,373+0,142 0,865+0,014
PCL-MMT 7,610=0,124 2,169+0,110 0,908+0,001
PCL-HNT 10,213+0,155 2,092+0,088 0,852+0,001
PCL-MMT+CTAB20+Ag 8,259+0,165 1,809+0,291 0,875+0,015
PCL-HNT+CTAB10+Ag 8,165+0,160 1,985+0,096 0,913+0,007
4. giin Kontrol 35,388+3,894 0,964+0,017 0,790=+0,027
LDPE Film 14,885+0,068 0,998=+0,001 0,756+5,234
PCL-MMT 29,531+3,746 0,971+0,014 0,814+0,020
PCL-HNT 28,516=+3,669 0,998+0,001 0,812+0,146
PCL-MMT+CTAB20+Ag 23,849+0,666 1,041+0,045 0,856+0,023
PCL-HNT+CTAB10+Ag 30,458+3,905 0,964+0,017 0,790+0,025
Siire Ornek Sakizimsilik (N) Cignenebilirlik (N)  Anlik Elastikiyet
0.giin  Filmsiz 2,413+0,027 4,972+0,715 0,612+0,011
1. glin Kontrol 11,253+1,156 11,253+1,246 0,538+0,033
LDPE Film 8,429+0,0058 20,000+1,112 0,614+0,010
PCL-MMT 6,912+0,108 14,990+1,017 0,646+0,003
PCL-HNT 8,699+0,027 18,199+1,002 0,592+0,014
PCL-MMT+CTAB20+Ag 7,231+0,025 13,080+2,040 0,624+0,012
PCL-HNT+CTAB10+Ag 7,453+0,090 14,796+0,874 0,674+0,002
4. giin Kontrol 28,075+2,405 27,203+1,922 0,534+0,026
LDPE Film 11,251+0,608 11,217+0,616 0,522+0,015
PCL-MMT 24,029+3,788 23,337+4,107 0,535+0,003
PCL-HNT 23,159+2,246 23,121+2,259 0,574+0,005
PCL-MMT+CTAB20+Ag 20,416+0,008 21,254+2,117 0,563+0,011
PCL-HNT+CTAB10+Ag 24,075+4,043 23,203+4,453 0,534+0,017

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film

3.3.2.3 PKN’lerin Ekmegin Rengi Uzerine Etkisi

Ekmek Orneklerinin i¢c kisimlarinin renklerindeki degisim depolama siirelerine
gore Tablo 3.20’de verilmistir. Orneklerin L*, a* ve b* degerlerine bakildiginda,
ornekler arasinda belirgin farklihiklar ortaya cikmamistir. Orneklerin hesaplanan
AE* renk degerlerine bakildiginda 8. giiniin sonunda en biiylik degisim PCL-
MMT+CTAB20+Ag numunesinde 3,51 ile olurken en az degisimin kontrol
numunesinde 1,44 ile oldugu goriilmiistiir. Sonuclar genel olarak incelendiginde,
depolama siiresi sonunda ekmeklerin renklerinde 6nemli degisimler meydana

gelmemistir.
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Tablo 3.20 PKN’ler ile paketlenmis ekmek 6rneklerinin renk degerlerinin giinlere
gore degisimi

Orneklerin I* renk degerleri

Ornek

0. giin

1.giin

5.giin

8.glin

Kontrol

LDPE Film

PCL-MMT

PCL-HNT
PCL-MMT+CTAB20+Ag
PCL-HNT+CTAB10+Ag

73,640,044
73,640,044
73,640,044
73,640,044
73,64+0,04
73,640,044

72,74x2,224
75,87+1,11%
77,03+0,134®
75,23+0,39%
71,75+0,75%
71,67+0,73%

72,18+0,022
75,82+0,05%
77,11x0,04
75,620,484
74,840,088
74,92+1,10%k2

73,73+2,43%
76,330,724
74,07+1,18%
73,98+0,41%
76,20+1,08
74,83+0,34%

Orneklerin a* renk degerleri

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol -0,86+0,072®  -1,14+0,06% -0,37+0,074 -0,53+0,19%®
LDPE Film -0,86+0,0742 -1,26+0,06% -1,08+0,06%® -1,00£0,012%
PCL-MMT .0,86+0,074  -1,02+0,10%  -0,83+0,055  -0,66+0,11%
PCL-HNT .0,86+0,074  -0,83+0,07%*  -1,09+0,06%  -0,86+0,18%
PCL-MMT+CTAB20+Ag  -0,86+0,072%  -1,18+0,16"  -0,65%0,06®  .0,61%0,03
PCL-HNT+CTAB10+Ag -0,86+0,074a -1,05+0,0742 -0,86+0,028¢ -0,82+0,1842
Orneklerin b* renk degerleri

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol 14,79+0,644 16,700,774 15,49+0,56% 16,19+1,08%
LDPE Film 14,79+0,64" 15,57+0,374 14,57+0,434 15,78+0,88%
PCL-MMT 14,79+0,64 16,420,574  16,57+1,33%  16,80+0,85%
PCL-HNT 14,79+0,64%  17,15+0,11%  16,63+1,17%  16,78+0,60%
PCL-MMT+CTAB20+Ag  14,79+0,64%  16,27+0,63*  15,50+0,36*  17,19+0,01%
PCL-HNT+CTAB10+Ag 14,79+0,64" 17,37+0,03% 15,68+1,454 16,90+0,05%
Orneklerin AE* renk degerleri

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin
Kontrol - 2,13+0,258¢ 1,69+0,23Pb 1,44+0,23%
LDPE Film - 2,39+0,36"  2,20+0,12¢ 2,86+0,11k
PCL-MMT ; 3,76+0,27"%  3,90+0,56 2,06+0,410¢
PCL-HNT ; 2,84+0,12%%  271+0,32P 2,01+0,33%
PCL-MMT+CTAB20+Ag - 2,42+0,30°  1,41+0,22° 3,51+0,16

PCL-HNT+CTAB10+Ag

3,25+0,458¢

1,56+0,15"

2,42+0,12%

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film
A-F: Ayni siitundaki farkl biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).

a-d: Ayni satirdaki farkl kiigiik harfler, sonuglarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu

gostermektedir (P<0,05).
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3.3.2.4 PKN’lerin Ekmegin pH Degeri Uzerine Etkisi

PKN’ler ile paketlenmis ekmek ici 6rneklerinin depolama sirasindaki pH degeri
degisimleri Tablo 3.21°’de verilmistir. Ekmek 6rneginin su aktivitesi kiymaya gore
daha diisiik oldugundan mikrobiyal bozulma daha c¢ok kiif/maya kaynakli
olmaktadir. Ekmeklerdeki pH degisimi iirtintin mikrobiyal degisime ugradiginin
bir gostergesi olmaktadir. Depolamanin ilk gliniinde homojenize edilen ekmek
orneginin pH degeri 6,52 olarak tespit edilmistir. 8. giin sonunda tiim 6rneklerde
bazi farkliliklar ortaya c¢ikmis ve en diisiik pH degerleri PCL-MMT ve PCL-
HNT+CTAB10+Ag numunelerinde ¢ikmistir (P<0,05).

Tablo 3.21 PKN’ler ile paketlenmis ekmek 6rneklerinin pH degerlerinin giinlere
gore degisimi

Ornek 0. giin 1.giin 5.giin 8.giin

Kontrol 6,52+0,01%  6,45+0,00® 6,40+0,00%  6,37+0,02%
LDPE Film 6,52+40,01% 644+0,01® 650+0,03%  6,40+0,02
PCL-MMT 6,52+40,01 645+0,02% 650+0,02%  6,34+0,01%
PCL-HNT 6,520,012  6,48+0,01®% 6,50+0,02%® 6,370,028
PCL-MMT+CTAB20+Ag 6,520,012  6,43+0,01% 6,54+0,024 6,39+0,00%8¢
PCL-HNT+CTAB10+Ag 6,52+0,01%  6,43+0,01% 6,47+0,01¢ 6,32+0,00%

Kontrol: Nanokil icermeyen PCL film; LDPE Film: Diisiik yogunluklu polietilen film

A-D: Aynu siitundaki farkl biiyiik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).

a-d: Aym satirdaki farkl kiiciik harfler, sonuclarin istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugunu
gostermektedir (P<0,05).
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4

SONUGC VE ONERILER

Bu tez calismasinda dogada mikroorganizmalar tarafindan ¢oziilerek dogaya uzun
vadede zarar vermeyecek ve ayni zamanda icerisine konulan gidalarin raf émriinii
artiracak giimiis ile aktive edilmis nanokil katkili PCL bazli nanokompozit filmlerin
liretilmesi amaclanmistir. Bu calisma; nanokillerin modifiye edilerek
antimikrobiyal ozellik kazandirilmasi, biyobozunur o6zellikteki PCL polimeri
temelli nanokompozit filmler iiretilmesi ve bazi1 model gidalarin iiretilen filmler
ile kaplanarak mikrobiyal kalite analizlerinin yapilmasi olarak ii¢ temel boliime
ayrilmistir. Ilk asamada dogada yaygin olarak bulunabilen MMT ve HNT
nanokilleri farkli molekiiler uzunluga ve yapiya sahip katyonik siirfaktanlar (CTAB
ve PDAC) ile organomodifiye edilerek bazal bosluklari artirilmistir. Boylece
nanokillerin polimer zincirleri arasinda daha etkili sekilde disperse olabilmesi
saglanmistir. Nanokillere antimikrobiyal bir yapi1 kazandirabilmek icin uzun
yillardir antimikrobiyal 6zelligi kanitlanmis olan giimiis iyonlar1 kullanilmistir.
ikinci asamada antimikrobiyal o6zellik kazandirilmis nanokiller biyobozunur
nitelikteki PCL polimerinin icerisine katilarak nanokompozit filmler iiretilmis ve
filmlerin karakterizasyon islemleri yapilmistir. Calismanin 3. ve son asamasinda
ise sigir kiymasi ve ekmek Ornekleri, iiretilen nanokompozit filmler ile kaplanarak
mikrobiyal kalite analizleri yapilmistir. Yapilan analizler, istatistiksel olarak
degerlendirilip sonuglar birbirleri ile karsilastirilmistir. Bu arastirma sonucunda
bazi o6nemli bilimsel veriler elde edilmistir. Bu sonuclar asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

MMT ve HNT katyonik siirfektanlar CTAB ve PDAC ile organomodifiye
edildiginde, ylizeylerinin pozitif elektrik yiikii ile yiiklendigi goriilmiistiir.
Nanokillerdeki yiizey yiikiiniin degisimi, siirfektan konsantrasyonlar ile orantili

olarak artmis ve belli bir noktada sabitlenmistir.
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Glimis iyonlari, saf MMT ve HNT nanokillerinin ytiizey elektrik yiiklerini pozitif
yonde artirmistir. Ancak OMN’lerin yiiklerindeki degisimler uygulanan siirfektana

gore farkliliklar gostermistir.

Saf nanokillerin ortalama parcacik boyutlart OMN ve GMN’lere gore daha yiiksek

cikmustir. Siirfektanlar ile pozitif yliklenen nanokillerin boyutlar1 azalmistir.

Pellet halindeki saf MMT’nin saf su ile temas acis1 saf HNT’ye gore daha yiiksek
¢ikmistir. Nanokillerin giimiis ile etkilesiminden sonra temas acilarinda 6nemli bir
degisim goriilmemistir. Ancak organomodifikasyondan sonra nanokillerin

hidrofobiklik 6zelliklerinin arttig1 tespit edilmistir.

XRD analizinde elde edilen sonuclar, nanokillerin galeri boslugunun (d-aralik)
arttigin1  gostermektedir. CTAB siirfektaninin uygulanmasi ile nanokillerde

PDAC’ye gore galeri boslugunun daha fazla arttig1 gézlemlenmistir.

Giimiis nitrat modifikasyonu sonucunda nanokillerin ATR-FTIR spektrumlarinda
glimiis nitratin ana piki (1344 cm™) tespit edilmistir. Spektrumdaki veriler iyonik

yapidaki glimiisiin nanokillerin yapisina girdigini gostermistir.

ICP-MS analizinde nanokillerin yapisindaki giimiis iyonlarinin miktar1 tespit
edilebilmistir. Glimiis iyonlar1 en cok MMT +Ag’'nin yapisinda bulunmustur. CTAB
ile organomodifiye edilen nanokiller gérece PDACye gore daha az miktarda

glimis iyonlar1 icermistir.

ATR-FTIR ile yapilan in vitro salim testlerinde nanokillerden gida simiilant1 olan
saf suya glimiis iyonlarinin ilk 4 saatte hizli bir gecisinin oldugu, daha sonrasinda
ise gecisin yavasladig1 ve sabit kaldig1 tespit edilmistir. MMT+Ag ve HNT+Ag
numuneleri organomodifiye nanokillere gore saf suya daha hizl giimiis iyonlarini
salmistir. Bir baska deyisle, organomodifiye nanokiller icerdikleri giimiis

iyonlarini sisteme daha yavas ve uzun siirede salmaktadir.

Organomodifikasyon islemi ile MMT’de toplam renk degisimi belirgin olmakla
birlikte HNT’de minimal bir degisim olmustur. Gilimiis ilavesi sonucunda MM T nin
mavi renge kaymasindan dolay1 b* degeri azalmistir. HNT’de b* degerindeki azalis
daha diisitk olmustur. Giimiis ilavesi, montmorillonitin toplam renk degisimini

biiyiik oOlctide etkilemistir.
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SEM mikrograflari, nanokiller tizerindeki organmodifikasyon siirecinin morfolojik
degisikliklerini  gostermistir. Giimiis ile nanokillerin etkilesimi TEM
goriintiilerinde daha koyu bolgeler olarak gozlenmis ve nanokillerin dis yiizeyinde
giimiis nanoparcaciklar meydana gelmistir. Bu sonuglar siirfektanlar ve giimiisiin
etkilestigini ve nanokillerin yiizeyinde herhangi bir kimyasal islem olmadan

glimiis nanopartikiillerinin olustugunu gostermektedir.

GMN'’ler kiitlece %5 seviyesinde NB siv1 besiyerine ilave edildiginde gida kaynaklh
patojenler olan S. aureus, L. monocytogenes, E. coli 0157:H7 ve S. Typhimurium
gelisimini tamamen engellemistir. MMT+CTAB20 ve HNT+CTAB10 numuneleri
glimiis icermemesine ragmen S. aureusun inhibisyonu iizerinde icerdikleri

katyonik stirfektan sebebi ile etkili olmustur.

MMT+Ag o6rnegi 0,6 mg/mL MIC ve MBC degerleri ile en c¢ok inhibisyon ve
bakterisidal etki gostermistir. In vitro salim testlerinde ayni 6érnegin en hizli bir

sekilde sisteme giimiis iyonlarini salmasi, bu durumu aciklayan bir etkendir.

PCL bazli nanokompozit film orneklerinin kalinliklar1 0,032 mm - 0,042 mm
arasinda degismistir. Film ornekleri arasinda kalinliklar1 acisindan 6énemli farklar

bulunmamastir.

Nanokompozit filmler kontrole gore daha yiiksek ¢ekme direncine ve kopma
anindaki uzama degerine sahip olmustur. PCL-HNT’in kontrole gore cekme direnci
ve kopma anindaki uzama miktari sirasi ile %40 ve %262 oraninda artmistir. PCL-
MMT+CTAB20+Ag’nin kontrole gore cekme direnci ve kopma anindaki uzama

miktari ise sirasi ile %32 ve %228 oraninda artmaistir.

PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-MMT+PDAC20+Ag filmlerinin toplam renk
farkliliklari, kontrol filmine gore en yiiksek ¢ikmistir. En diisiik degisim PCL-MMT
ve PCL-HNT oOrneklerinde gerceklesmistir. Filmlerdeki renk degisimi, film

matriksine katilan nanokillerin renk 6zelliklerinden etkilenmistir.

PCL-HNT ve PCL-HNT+CTAB10+Ag en diisiik WVP degerlerine sahip olmustur
ve aralarinda 6nemli bir fark (P<0,05) bulunmamaktadir. Nanokompozit filmler

WVP’de kontrole gore daha diisiik degerler vermistir.
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Filmlerin oksijen gecirgenliginin bir gostergesi olarak yapilan peroksit sayisi
tayininde PCL-HNT+CTAB10+Ag ile kaplanmis yag numunesi en diisiik peroksit
sayisina sahip olmustur. Diger nanokompozit filmler de kontrole gore daha az

oksijen gecirgenligi sergilemistir.

PCL polimerine nanokil ilave edilmesi polimerin erime sicakligin1 degistirmezken
kristalizasyon sicakligini yaklasik 1 °C artirmistir. Fiizyon entalpilerinden
hesaplanan kristalinite derecesi en yiiksek saf PCL’de %44,84 olarak ¢ikmuistir.

Nanokompozit filmlerin kristaliniteleri saf PCL’ye gore daha diisiik ¢ikmustir.

PCL filmlerin ATR-FTIR spektroskopisi spektrumlarinda belirgin bir farklilik
goriilmemistir. Bu nedenle daha iyi bir ayrim yapabilmek amacl yapilan PCA ile
glimiis iyonlar1 iceren PCL filmlerin Coomans grafiginde gruplandigi ve diger

orneklerden ayrildig1 goriilmiistiir.

SEM mikrograflarinda MMT+CTAB20+Ag ve HNT+CTAB10+Ag’nin, saf MMT
ve HNT’ye gore PCL polimer matriksinde daha homojen bir dagilim gosterdigi
goriilmiistiir.

PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag olciilen inhibisyon zonu
caplarina gore S. aureus lizerine diger bakteri tiirlerine gore daha fazla etki

gostermistir. Kontrol, PCL-MMT ve PCL-HNT, dort bakteri tiirii iizerinde herhangi

bir etki gosterememistir.

PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag filmlerinin +4 °Cde
depolanan sigir kiymasinin TMAB yiikii {izerindeki inhibisyon etkisi kontrol ve

LDPE filme gore daha yiiksek ¢ikmuistir.

PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag filmlerinin +4 °Cde
depolanan sigir kiymasinin TK iizerindeki inhibisyon etkisi kontrol ve LDPE filme

gore daha yiliksek cikmaistir.

Kontrol, LDPE ve PKN’ler +4 °C'de depolanan sigir kiymasindaki LAB gelisimi

tizerinde 6nemli bir etkiye yol agmamustir.

+4 °C’de depolanan sigir kiymasindaki pH degeri, baslangicta 6,21 iken 8. giin
sonunda LDPE filmde 5,66 ve kontrolde 5,87 olarak tespit edilmistir. Bu deger,
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PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-HNT+CTAB10+Ag’de sirast ile 5,95 ve 5,90

olmustur.

PCL-HNT+CTAB10+Ag oda sicakliginda (+25 °C) depolanan ekmek
orneklerindeki kiif/maya gelisimini en cok inhibe eden film olmustur. En diisiik
inhibisyon etkisi LDPE filmde goriilmiistiir. PCL bazli nanokompozit filmlerin
ekmekte kiif/maya gelisimini inhibe etme noktasinda aralarinda fark meydana

gelmemistir.

Nanokompozit filmlerle ambalajlanan ekmekler, depolamanin 1. ve 4. giinlerinde

PCL ve LDPE kontrol filmlerine gore daha diisiik sertlik degerleri sergilemistir.

PCL bazli nanokompozit filmler, ekmeklerin renklerinde kayda deger diizeyde bir

farklilik meydana getirmemistir.

Ekmekteki pH degeri baslangicta 6,52 iken, 8. giin sonunda LDPE filmde 6,40 ve
kontrolde 6,37 olmustur. Bu degerler PCL-MMT+CTAB20+Ag ve PCL-
HNT+CTAB10+Ag’de sirasi ile 6,39 ve 6,32 olmustur.

Sonuc olarak; yapilan bu ¢alismada iiretimi ve karakterizasyonlar1 gerceklestirilen
PCL bazli antimikrobiyal 6zellik tasiyan nanokompozit filmlerin 6zellikle
mikrobiyal bozulmaya karsi hassas olan gidalarin muhafazasinda kullanilabilecegi
tespit edilmistir. Bu calismada su icerikleri ve yapisal ozellikleri farkli olan sigir
kiymasi ve ekmek Ornekleri tizerinde calisilmistir. Filmler bu gidalarin haricinde
peynir, salam, tavuk eti, meyve, sebze gibi genis bir yelpazedeki gida iiriinlerinin
ambalajlanmasinda da kullanilabilir. Bunun yaninda diger ambalaj
materyallerinin gida ile temas eden i¢ ylizeylerinde bir katman olarak
kullanilabilir. Bu katmanli yap1 sayesinde ambalaj filmlerine antimikrobiyal bir

yap1 kazandirilabilir.

Petrol tiirevi pek c¢ok ambalaj malzemesi dogada coziinmedigi icin cevre
problemlerine sebep olmaktadir. PCL polimeri kullanilarak iiretilen nanokompozit
filmler, mikroorganizmalar tarafindan kullanilarak parcalanabilir nitelik tasidigi

icin plastik atik kaynakli cevre problemlerine bir ¢6ziim olabilir.
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