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OZET

Timol Yiiklii Nanolif Film Uretimi, Karakterizasyonu ve Kasar
Peyniri Yiizeyinde Antifungal Kaplama Materyali Olarak
Kullanilmasi

Nevruz Berna TATLISU

Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Es-Danisman: Prof. Dr. Mustafa Tahsin YILMAZ

Uzun yillardir gida triinlerinin stabilitelerinin ve fonksiyonlarinin artirilmasi, raf
Omdirlerinin gelistirilmesi ve besin iceriklerinin zenginlestirilmesi gibi alanlarda
yapilan c¢alismalar, teknolojik ilerlemeler sayesinde farkli bir boyut kazanmistir.
Nanoteknoloji, bu anlamda giderek 6nem kazanan bir alandir. Ozellikle, gida ve
bilesenlerinin bilinen 06zelliklerinin nanoboyutlara indirgendiginde farkh
fonksiyonlar sergiliyor olmalari, nanoteknolojinin gida alanindaki Onemini
artirmaktadir. Bu ¢alismada, polimerlerden elde edilen biyotasiyic1 ve biyoaktif
madde kullanilarak elektrospin yontemiyle nanolifler iiretilmis ve tretilen bu
nanoliflerin mikotoksijenik kif inokiile edilen gida iirini tzerindeki etkisi
incelenmistir. Fonksiyonelligi ve biyoyararlilig1 iyi bilinen peynir alt1 suyu proteini
ve nanolif iiretme yetenegine sahip polivinil alkol (PVA) polimeri farkli oranlarda
karistirllarak en uygun orani morfolojik analizlerle belirlenen karisima, biyoaktif
madde olarak antifungal etkisi oldugu bilinen timol yiiklenerek besleme ¢6zeltisi
hazirlanmistir. Olusturulan besleme ¢ozeltisi ile elektrospin metodu kullanilarak
nanolif iretilmis ve bu nanolifler ile Aspergillus parasiticus kiifii inokiile edilen

kasar peyniri kiipleri kaplanmistir. Ayrica iretilen nanoliflerin morfolojik,

Xl



molekiiler, termal, reolojik ve biyoaktif 6zellikleri belirlenmistir. Bu amagla,
oncelikle elektrospin parametreleri belirlenmistir. Toplayic1 plaka ile enjektoriin
ucu arasindaki mesafe 12 cm, ¢6zelti besleme hizi 0,3 mL/sa ve voltaj degeri 20 kV
olarak belirlenmis ve bu parametrelere dayali nanolif lretilmistir. Morfolojik
analiz sonuclarina gore, en iyi nanolif yapisi 60PVA:40PASP karisiminin
kullanildig1 o6rnekte olusmustur. Ayrica besleme c¢ozeltilerindeki PVA orani
arttikca, 60PVA:40PAST oranina kadar nanoliflerin ¢apinda artis gézlemlenmistir.
Bu nedenle biyo-tasiyici olarak kullanilmasina karar verilmistir. Bu sonuglara gore
Uretilen timol yiiklii nanoliflerin ortalama caplar1 371438 nm degerinde
Olclilmiistiir. Reolojik analizler sonucu, besleme ¢ozeltilerinin K degerleri 0,016 -
0,415 Pas" araliginda oldugu ve PVA orani arttikca kivam katsayis1 degerinin de
arttg gorilmistiir. Istatistiksel olarak K degerleri ve PVA konsantrasyonu
arasinda anlamh bir korelasyon bulunmustur. Nanoliflerin zeta potansiyel
degerleri -6,34 mV ile -9,43 mV araligindadir ve bu sonucglara gére 6rneklerdeki
PASP konsantrasyonu arttik¢a emiilsiyon stabilitesinin de arttif1 gézlemlenmistir.
Buna ek olarak emiilsiyon stabilitesindeki kararliliga gecis arttik¢a, emiilsiyon
iletkenligi de pozitif yonde artis gostermistir. Antifungal etkinligi testlerinin
degerlendirmeleri sonucunda timol yiikli nanoliflerin kasar peynirine inokiile
edilen aflatoksijenik kif olan A. parasiticus (NRRL 2999)'u inhibe etmede etkili
oldugu belirlenmistir. Enkapsiile edilen timoliin serbest timole gore daha etkin
oldugu ve enkapstlasyonun biyoaktif maddenin etki glclini artirdigl
belirlenmistir. Sonu¢ olarak; timoliin enkapsiile edilmesiyle iiretilen nanolifler
kasar peyniri kiiplerine basarili bir sekilde kaplanmistir. Bu sonuglardan yola
cikarak timol yiikli nanoliflerin yiizey kaplama materyali olarak kullanilabilecegi

ve antifungal maddelere alternatif olusturabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: elektrospin metodu, nanolif, timol, peynir alt1 suyu proteini,

polivinil alkol
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ABSTRACT

Thymol-loaded Nanofiber Film Production, Characterization and Usage
of Antifungal Coating Material on Kashar Cheese Surface

Nevruz Berna TATLISU

Department of Food Engineering

PhD Thesis

Adviser: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Co-Adviser: Prof. Dr. Mustafa Tahsin YILMAZ

The studies have been conducted for many years on the areas such as increasing
the stability and function of food products, improving shelf life and enriching the
nutrient content have gained a different dimension thanks to technological
advances. Nanotechnology is a field that has gradually gained importance in this
sense. Especially, the fact that known properties of food and its compounds exhibit
different functions when decreased to nano-sizes, raises the importance of
nanotechnology in the field of food science. In this study, nanofibers were
produced by electrospining method using biocarrier and bioactive matter obtained
from polymers and the effect of these nanofibers on mold inoculated food product
was measured. The feed solution was obtained by mixing whey protein which is
known for its functionality and bioavailability and PVA polymer capable of
producing nanofibers were mixed at different rates and the optimized rate were
loaded with thymol bioactive matter which is known to have antifungal effect.
Nanofibers were produced by electrospining method from obtained feed solution
and Aspergillus parasiticus inoculated kashar cheese cubes were coated with these
nanofibers. Additionally, morphological, molecular, thermal, rheological and

bioactive properties of the produced nanofibers were determined. With this aim,
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primarily electrospinning parameters were determined. The distance between the
collector plate and the tip of the syringe was set to 12 cm, the solution feed speed
was regulated at 0,3 mL/h while the voltage value was determined as 20 kV and
nanofibers were produced based on these parameters. Depending on the
morphological analysis results, the best nanofibre structure was formed in
60PVA:40PASP mixture sample. In addition, it was observed that as PVA ratio in
the feed solution increases the diameter of the nanofibers increased until
60PVA:40PAST ratio. Therefore, it was decided to be used as biocarrier. According
to these results, the average diameters of thymol loaded nanofibers were
measured at 371 + 38 nm. As a result of rheological analysis, it was observed that
K values of feed solution were in the range of 0,016 to 0,415 Pas® and the
consistency coefficient value increased as PVA ratio increased. A statistically
significant correlation was found between K values and PVA concentration. The
zeta potential values of the nanofibers were in the range of -6,34 mV to -9,43 mV,
and it was observed that the emulsion stability increased with the increase of PASP
concentration in the samples. In addition, as the transition to stability in the
emulsion increased, the emulsion conductivity also increased positively. As a result
of the antifungal activity tests, thymol loaded nanofibers were found to be effective
in inhibiting aflatoxigenic mold A. parasiticus (NRRL 2999), which was inoculated
into kashar cheese. It was determined that encapsulated thymol was more
effective than free thymol and encapsulation increased the potency of bioactive
matter. As a result, kashar cheese cubes were coated successfully with nanofibers
that were produced by encapsulating thymol. Based on these results, it has been
concluded that thymol loaded nanofibers can be used as surface coating material

and can be an alternative to antifungal agents.

Keywords: electrospinning, nano-fiber, thymol, whey protein, polyvinyl alcohol
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Gliniimiizde nanoteknoloji ve nanobilim en hizhi biiyliyen ve hizla genisleyen
arastirma alani haline gelmektedir [1]. Nanoteknoloji, 0,1 ile 100 nm arasinda
degisen c¢ok kiiciik boyutlarda hammaddelerin ve cihazlarin {tretimini ve
kullanimini icerir [2]. Bu teknoloji, malzemeye yeni 0Ozellikler kazandirabilen,
uretim, tasarim, kontrol ve sekillendirme gibi arastirmalara yenilik¢i anlayislar
sunan nanometre Olgekleri iizerinde yiiriitiillen ¢alismalar1 icermektedir [3]. Bu
anlayis ile, nanopartikiillerin normal boyutuna goére biyolojik olarak daha aktif
olacag1 ve fonksiyonel gidalar igin biyoaktif bilesenler olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Ciinkii pargacik biiytkliigiiniin nanoboyutlara indirgenmesi,
hiicrelerin karakteristik 6zelliklerinde, absorpsiyon veya ¢o6ziiniirliiglinde
degisiklik gostermektedir. Parcacik biiytikligliniin nanoboyutlara
indirgenmesinde, hiicrelerin ¢6ziiniirliik ve sogurma o6zellikleri [4] kuantum boyut
etkileri, elektron yapisinin boyutsal bagimlilig), yiizey atomlarinin daha belirgin

karakterleri 6n plan ¢alisma alanlaridir [5].

Polimerlerden elde edilen nanoliflerin ¢aplar1 ¢ok kii¢iik oldugu ve buna bagh
olarak yiizey alan/hacim oranlar yiiksek oldugu icin daha iyi mekanik performans
gostermektedirler. Nanofiberler elektrospin metodu, faz ayirma prosesi ve kendi
kendine paketleme metodu ile iiretilebilir [6],[7]. Elektrospin yontemi 1930’lardan
itibaren kullanilmaya baslanmis ve polimerlerden tek basamakli islemle
nanoboyutlarin elde edildigi islemdir [8]. Elektrospin yontemi, nano diizeyde lif
elde etmek icin kullanilan yontemlerin basinda gelmektedir [9]. Bu ydntem
kullanilarak tretilen nanolifler pek ¢ok parametreden etkilenmektedir. Viskozite,
konsantrasyon, bagil nem, sicaklik, ylizey gerilimi gibi 6zellikler bu parametreler

arasinda sayilabilir [10].

Nanoteknolojinin kullanimi, gida alaninda da artmaya baslamistir. Gidalarin

duyusal 0zelliklerinin iyilestirilmesinde, fiziksel o6zelliklerinin korunmasinda,



depolama stabilitelerinin artirilmasinda, besin igeriklerinin gelistirilmesinde ve
biyoaktif maddelerin enkapsiilasyonu gibi alanlarda kullanilmaktadir. Bunlara
ilaveten en Onemlisi; uygulanacak gidanin raf omriiniin uzatilabilme imkanidir.
Ancak bu tir uygulamalar daha ¢ok nanopartikiillerin uygulanmasi seklinde
denenmis olup, gida lrtinlerinin yiizeylerinin nanoliflerle kaplanarak raf 6mriiniin
uzatilmasina yonelik bir calismaya rastlanmamistir. Ornegin, kasar peynirlerinin
raf 6mriiniin uzatilmasinda ve kasar peynirin stabilitesini uzun siire koruyabilmesi
icin ylizeysel olarak nanolifler ile kaplandig1 ve depolama stabilitesinin belirlendigi
bir arastirma/¢alisma yoktur. Bu ¢alisma kasar peyniri stabilitesinin uzun siire

muhafaza edilmesi saglayarak literatiirdeki bu boslugu doldurabilir.

Kiifler, gida ve siit iriinlerindeki gelismelerinden sonra farkli metabolitler
uretirler. Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavusun bu uriinlerdeki varhigi
aflatoksinlerin olusumu agisindan biiytik bir risktir. Aflatoksinlerin mikotoksinler
arasindaki en glicli biyolojik kanserojen oldugu bilinmektedir [11]. Bu toksinlerin
insan saghg uzerindeki zararl etkileri (teratojenik, mutajenik ve kanserojen
etkiler) iyi bilinmektedir [12],[13]. Aflatoksinler (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve
stitte bulunan AFM1 ve AFM2; metabolitler) olumsuz etkilerine en ¢ok duyarlilik
gosteren ozellikle bebeklerde ve ¢ocuklarda ciddi sorunlara yol agmaktadir [14],
[15]. Bu nedenle, bircok iilkede, aflatoksinlerden etkilenme riskini indirgemek i¢in
cesitli arastirma ve kontrol uygulamalar1 bulunmaktadir [16]. Bu durum, siit
urunlerinde kiif gelisiminin 6nlenmesi veya sinirlandirilmasi igin yeni stratejiler

gelistirmenin gerekliligini ortaya koymaktadir.

Siit tiriinleri iki farkh sekilde aflatoksinlerle kontamine olabilir. ilk olarak, AFB1 ile
kontamine olan ve siit bezlerinden salgilanan yemle beslenen hayvanlarin
karacigerinde, AFB1, AFM1'e dontstirilir [17],[18]. AFM1 ¢ok stabildir ve
pastorizasyon gibi 1sil islem uygulamalarindan etkilenmez [19]. Ikinci olarak, siit
trinlerinde ve 6zellikle peynirlerin olgunlasma ve depolama stireglerinde kiifler
gelisebilir. Buna ek olarak Tiirkiye'nin farkli bélgelerinde, kiflii tulum peyniri ve
kifli yagsiz peynirler gibi dogal olarak kiifle olgunlastirilmis siit tlrinleri de
tiketilmektedir. Bu geleneksel trtinler, baslangi¢ (starter) kiltiri kullanilarak
uretilmemektedir. Bu nedenle, bu iirinlerde aflatoksin tUreten Kkiifler de

gelisebilir[20]. Bircok ¢alisma kiifler tarafindan tiretilen aflatoksinlerin olusumunu



ortaya koymustur [21],[22]. Ozetle, bu toksinle daha énce kontamine olmus
sutlerden uretilen siit tirtinlerinde AFM1 bulunurken, AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 bu
urtunlerdeki olgunlasma ve depolama sirasinda bu toksinleri treten kiflerin
gelisimi nedeniyle olusmaktadir [23]. Bu nedenle, olgunlasma ve depolama
streleri sirasinda mikotoksin olusumunu engellemek icin siit tirtinleri tizerindeki

kiflerin gelismesini 6nlemek ve yeni stratejiler gelistirmek 6nemlidir.

Gida maddelerinde kiiflerin gelisiminin 6nlenmesi icin simdiye kadar cesitli
stratejiler gelistirilmistir. Antimikrobiyallerin kullanimi bu stratejiler arasindadir.
Antimikrobiyal 6zelliklerin bu agidan basarili bir sekilde test edildigi bazi biyolojik
aktif bilesikler vardir. Timol, patojenik mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal

etki gosterebilen bu biyolojik olan aktif bilesiklerden biridir [24]-[26].

Calismada biyoaktif madde olarak kullanilan timol /amiaceae familyasinin bir
tiyesidir [27] ve mercankosk, kekik ve zahter gibi bitkilerden elde edilmektedir. Bu
bitki tiirlerinden elde edilen timol, patojenik mikroorganizmalara kars1 kimyasal
savunma mekanizmasinda aktif rol oynar [28],[29]. Literatiirde, timoliin patojenik
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal 6zellikler gostermesi ile ilgili pek ¢ok
onemli  bulgu vardir [30],[31]. Antimikrobiyal aktivite, timoliin
mikroorganizmalarin hiicre membrani ile etkilesimlerine dayanir. Bahsedilen bitki
tirlerinden elde edilen bu esansiyel yag, mikroorganizmalarin hiicre zan ile
etkilesime girerek kuf hiflerin morfolojik o6zelliklerinde ve kuf hiflerinin
kiimelesmesinde degisikliklere neden olmaktadir. Kiif hifleri kiimesinde cap olarak
azalma gosterdigi daha once yapilan bir ¢alismada bildirilmistir [32]. Buna ek
olarak, baska bir arastirmada, bu fenolik bilesenin kimyasal modifikasyonlarinin

biyolojik aktivitede pozitif degisikliklere yol agtigin1 gostermistir [33].

Thymus vulgaris'ten ekstrakte edilen timol, keskin bir aromatik kokuya ve giiclii
bir tada sahiptir ve bu da gida aromasi ve yapisi lizerinde olumsuzluklara
sebebiyet verir. Bu durum, gida formiilasyonlarindaki kullanimini sinirlamaktadir.
Bu nedenle, gida aromasi ve gida dokusu iizerindeki olumsuz etkileri indirgemek
icin birtakim arastirmalar yapilmistir. Bu nedenle, biyoaktif maddelerin etkisini
artirmak icin son zamanlarda enkapsiilasyon gibi bazi teknikler oOnerilmistir
[29],[30]. Ayrica, kapsiillenmis bilesenlerin gida aromasi ve dokusu tzerindeki

etkisini azaltmak i¢in kapstl boyutunun azaltilmasina yonelik artan bir ilgi vardir
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[35]. Antimikrobiyal bilesiklerin kapsiillenmesinde, mikrobiyal kontaminasyonu
sinirlamak icin elektrospin nanofiber paspaslar kullanilabilir. Gida ylizeyini
kaplamak i¢in nanofiberlerin kullanilmas kiiflerin gelismesini engellemenin etkili
bir yolu olabilir [31],[32],[38]. Bu nedenle, peynir yiizeyindeki fungal
kolonizasyon, elektrospin nanofiber paspaslarin yeni bir kaplama malzemesi

olarak gelistirilmesi ile sinirlanabilir.

Tasiyict polimer (nano-tasiyicl) olarak ise peynir alti suyu proteini (PASP)
kullanilacaktir. Kullanilmasinin baslica nedenlerinden biri aroma agisindan kasar
peynirine olumsuz bir etki olusturmamasidir. Peynir alt1 suyu proteinleri biyolojik
olarak degerlendirilir ve ¢ok iyi bir kalsiyum ve mineral kaynagidir [39]. Ayrica
PASP’'in kivam, kararlilik ve mikroyapi tizerinde etkili oldugu, bilinmektedir [40]

ve biyotasiyici olarak kullanilma nedenlerindendir.

1.2 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, biyoaktif maddelerin biyotasiyicilarla enkapsiile edilerek
elektrospin metoduyla en uygun nanolifi iiretmek ve iiretilen bu nanolifler ile kiif
inokiile edilen kasar peyniri kiiplerini kaplayarak; enkapsiilasyonun kasar
peynirleri tuzerindeki antifungal aktivitesini belirlemektir. Ayrica {retilen
nanoliflerin materyal karakterizasyonlarinin da yapilmasi hedeflenmistir. Bu
kapsamda molekiiler, reolojik, termomekanik, biyoaktif ve morfolojik
karakterizasyonlarinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Buna bagh olarak meydana
gelen degisimler gozlemlenerek, daha stabil, daha uzun raf 6miirlii ve besin igerigi

acisindan daha nitelikli tirtinlerin olusturulabilecegi diisiiniilmektedir.

Nanoliflerin dizayni ve miihendisligi baglaminda ise enkapsiile edilecek biyoaktif
madde olarak timol diisiintilmiistiir. Tasiyic1 polimer olarak (nano-tasiyici) ise
peynir alti suyu proteinleri (PASP) kullanilmistir. Bu amagla bu bilesenlerin
nanolif haline doniistiiriilerek nanoboyutlara indirgenmesi ve dolayisiyla yiizey
alanlarinin artirilmasi hedeflenmektedir. Bu dogrultuda yiizey alani artan iriiniin
fonksiyonel 6zelliklerinin ve antifungal/antimikrobiyal etkinliklerinin gelisecegi
varsayllmaktadir. Bu duruma ve enkapsilasyon etkinliginin giiciine bagh olarak,
gidada bozulma yapan mikroorganizmalarin gelisiminin sinirlandirilmasi, daha

glvenilir ve hijyenik tuirtinlerin elde edilmesi amac¢lanmaktadir.
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1.3 Hipotez

Daha onceden yapilan 6n denemeler sonucu, bazi gida materyallerinin
yluzeylerinin nanolifler ile kaplanmasi ile bozulma yapan mikroorganizmalar
lizerinde 6nemli Ol¢lide antimikrobiyal etkinligin saglanabildigi gozlemlenmistir.
Biyoaktif madde olarak kullanilacak olan timoliin ve biyotasiyict olarak
kullanilacak olan PASP’in, kasar peynirinde gelismesi olas1 kiflere karsi etki
gosterebildigi ve bu etkinin elektrospin metoduyla iiretilecek olan nanoliflerin
gidaya kaplanmasiyla, gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda, biyoaktif
madde enkapsiile edilmis nanolifler ile kasar peynir kiiplerinin kaplanarak,
depolama stabiliteleri artirilabilir. Biyoaktif madde olarak kullanilan timol gibi
dogal bilesenler metabolizma ile uyum igerisinde olurlar ve sadece koruma degil
biyoyararlilik da saglarlar. Buna ek olarak iiretilen nanoliflerin molekiiler, reolojik,
termomekanik, biyoaktif ve morfolojik analizleri yapilarak, nanoliflerin
karakterizasyonu belirlenebilir. Sonu¢ olarak, elde edilen ciktilarin, depolama
stabilitesini artirarak daha kararl yapida trtinler tiretmek icin kullanilabilecegi

diisiiniilmektedir.



2

KURAMSAL TEMELLER

Glinimiz dlnyasinda artik hammaddeyi kesfetmek degil hammaddeyi
dontstirmek esas olmaktadir. Yiizyillar boyunca insanoglu kesfetmis, tiretmis ve
yeniden yeni seyler kesfetme yolunda ilerlemistir. Fakat artik teknolojinin
ilerlemesi nedeniyle doniistiirme, yani eldeki tirtine farkli 6zellikler kazandirma
yoluna girilmistir. Ciinkii mihendislikteki her disiplinde fonksiyonellik cok
onemlidir. Pek cok teknoloji ile fiziksel formlar degisebilir, farkli prosesler ile farkl
bilesenler elde edilebilir veya bilesenler uyumsuz olsa bile farkh tekniklerle bir
araya getirilebilir. Fakat nanoteknolojinin miihendislikte uygulanmasi yeni bir
bakis acis1 kazandirmaktadir. Soyle ki bilesenlerin veya hammaddenin kii¢iik
boyutlara (nano-boyutlara) indirgenmesi yani ylizey hacim oraninin artirilmasiyla
birlikte hammadde yeni 06zellikler sergilemektedir. Sahip oldugu fonksiyonellik
etkisi fark edilir bir sekilde artmaktadir. Bu nedenle yeni bir hammadde arayisi
veya ikame hammadde disiiniilmesi yerine nano teknik bilimi kullanilarak hali
hazirda var olan hammaddenin farkli 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak veya var olan
ozelliklerinin, etki giliclinii artirmak, artik esas hedeflerden olmalidir.
Nanoteknoloji uygulamalari, besin 6gelerinin veya gida bilesenlerinin etkinligini
artirarak viicudun 6zellikle erisilmesi istenilen yerlerine etki etmesini saglayabilir,
biyoyararliliga nanoteknoloji sayesinde ulasilabilir [41]. Boylelikle kesfedilmis her
bilesenin varligl proseste daha fazla sey ifade ederek, olagandan fazla etkili ve

glicli olacaktir diye diistintlebilir.

2.1 Nanoteknoloji Tarihi ve Giiniimiizdeki Yeri

Nanoteknoloji terimi kullanilmadan yillar 6nce nanoteknolojinin bugiinkii
temellerini olusmasina onciiliik eden isim iinlii fizik¢i Richard Feynman’dir. 1959
yilinda California Teknoloji Enstitlisii'nde verdigi “There’s Plenty of Room at the
Bottom” bashkli konferansta nanoteknolojinin temellerini olustursan fikirleri

ortaya atmistir [42]. O nedenle bu tarih nanoteknoloji ¢aginin/kuraminin



baslangici olarak kabul edilmektedir [43]. Feynman bu konusmasinda atomlarin
manipiile edilerek, istenilen sekilde ayarlanabilecegini ve daha gii¢lii kimyasallar
ile sentezler yapilabileceginden bahsetmistir. Ayrica mekanik manipiilasyonun
kimyasal sentez yapabilen c¢ok kiiciik makineler yapabilecegi fikrinden de
bahsetmistir [42]. Ozetle atom o6lcegindeki malzemeleri tasarlama ve yonetme
temelli konusmasindan sonra nanoteknoloji teriminin ilk bahsi gectigi y1l 1974 ttr.
ilk defa Japon bilim adami Norio Taniguchi tarafindan tanimlanmistir. Taniguchi
yar1 iletken stirecleri tanimlamak icin kullandig1 nanoteknolojiden, bir atom veya
molekiil tarafindan maddelerin/materyallerin seperasyonu, deformasyonu veya
konsolidasyonu islemidir diye bahsetmistir [44]. 1981 yilinda Gerd Binnig ve
Gerhard Rohrer isimli arastirmacilar taramali tiinelli mikroskobunun (STM)
tretimini gergeklestirmislerdir [45]. Daha sonra glinimizin en popiler
nanoteknoloji bilimi progaratoru (yayicisi) olarak bilinen Eric Drexler 1986 yilinda
yayinladig1 “Engines of creation: The coming era of nanotechnology” adli kitabinda
nanoteknolojiyi Feynman’'in yaklastig1 acidan ele alarak; cok biiylik sistemlerin
ciplere doniisebilecegi, tibbi robotlarin, minik makinalarin yer aldig1 bir diinyaya
acildigimizi ve hatta molekiiler nanoteknojiyle kendini kopyalayabilen makinalarin
olabileceginden bahsetmistir [46], [47]. Boylelikle nanoteknoloji ile ilgili ilk kitap
yayinlanmis olmustur. Ayni yil igerisinde ilk atomik kuvvet mikroskobu 1986
yilinda imal edilmistir. Daha sonra tUnli arastirmaci Sumio Lijima 1991 yilinda
karbon nanotiiptinii Uretmistir. NASA 1997 yilinda nanoteknoloji ilizerine ciddi
calismalara baslamistir ve ilk nanoteknoloji sirketi/kurumu Zynex, 1997 yilinda
kurulmustur [48]. 2004 yilinda ise ilk Nanomekanik Sistem Merkezi kurulmus ve

ayni1 y1l icinde faaliyete ge¢cmistir [45].

Nanobilim maddelerin atomik ve molekiiler o6lgeklerde uygulanan
manipiilasyonudur seklinde tanimlanmaktadir [49]. Nanoteknoloji ise, nano
olcekteki yapilarin tiretim, isleme ve maniptlasyonu ile bunlarin bagka bilesenlere
ya da sitemlere entegrasyonunu kapsamaktadir seklinde tanimlanmistir [50].
Yakin bir ge¢mise sahip olan nanoteknoloji, teknolojik devrim olarak
adlandirilmasi gerektigini ve sonuglarinin kiiresel ekonomiyi degistirebilecegini

[51] belirten farklh tanimlamalar da mevcuttur.



Baz1 kaynaklara gore nanoteknolojinin ilerleme asamalar yillara gore gruplara
ayrilmistir. 1. Grup: Pasif nanoyapilar bashgl altinda incelenmektedir ve
nanoparcaciklar, bunlarin dispersiyonu, nano yapili kaplamalar (metal, polimer,
seramik) bu grup icinde yer almaktadir. Bu grup yaklasik 2000’li yillar1 isaret
etmektedir. 2. Grup: Aktif nano yapilar olarak ge¢cmektedir. Kimyasallar, ilag¢
sanayii, transistorler ve sensorler bu grup icinde yer alan nanoyapilardir. Bu grup
yaklasik olarak 2005’den sonraki yillar1 kapsamaktadir. 3. Grup: Yaklasik olarak
2010’lu yillar1 kapsamakta ve ii¢ boyutlu nano yapilari iceren sistemlerden
bahsetmektedir. Sistemlerin ¢ok yonli ag kurmasindan olusan, sentez
yontemlerinin birlesimiyle olusturulan yontemleri kapsamaktadir. 4. Grup:
Yaklasik 2015’den sonraki yillarda, nano sistemlerin spesifik parcalanabildigi ve
nano parg¢alarin kendilerine 6zgii yapilarin1 koruyan molekiiler nano sistemlerden

bahsetmektedir [52].

Glinimuzde artik nanoteknoloji her alanda kendini gostermektedir. Fizik, kimya,
elektrik elektronik, tip, biyomiihendislik, otomotiv, uzay sistemleri ve benzerleri
gibi alanlarda farkli metodoloji ve farkli alet ekipman ve sarf malzemesi
kullanilmakta ve farkli amaglara hizmet edilmektedir. Nanoteknolojinin
avantajlarinin sinir1 bilinmemekle birlikte, her gecen giin nanoboyutlarina inilen
maddelerin, yeni bilinmeyen o6zellikleri veya bilinen o6zelliklerinin etkisinin ve

etkilesimin arttig1 kesfedilmektedir.

2.1.1 Nanoteknolojinin Gida Teknolojisi ile Etkilesimi

Nanoteknoloji gida  bilimi ve  endiistrisinde yerini yavas yavas
saglamlastirmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde 2002 yilinda nanoteknoloji
kullanilarak islenen gidalarda 150 milyon dolarlik gida tiiketilmis iken, bu oran
2004 yilinda 860 milyon dolar olarak hesaplanmistir. Her gecen giin bu oran
artmaktadir [53]. Gidalarin sadece diyetteki gerekliligi degil, gerekliligin 6tesinde
fayda saglamasi onem kazanan esas konudur. Fonksiyonellik ve fonksiyonelligin
getirdigi biyoyararlilik glinimiziin etkin degeri olmustur [41]. Artik sadece
doymak icin beslenmek degil saglik icin beslenmek 6nem kazanmistir. Gidalarin
daha fonksiyonel 6zellikler kazanmasindan dnce ise gida giivenliginin saglanmasi

gerekir. Gidalar1 korumaya yonelik nanoteknolojik calismalar gida bilimi ve gida



endistrisine pek cok uygulama ile katilmis ve katilmaya devam etmektedir. Gida
glvenligi, hastaliklarin tedavisi, cevre kosullarinin diizenlenmesi gibi farkl alanlar

konu alan nanoteknolojik ¢alismalarin 6ncelikli basamaklari su sekilde olmustur:
-Patojen tespiti yapan sensorler,

-Uriinlerin imal siirecleri ve ¢evresel kayitlarini takip eden araglar,

-Gida isleme, tasima ve stirecin takibini ve giivenligini artiracak sistemler,

-Gida bilesenlerini koruyan, islevsel ve tasiyici sistemler [54].

Weiss vd. [54] rapor ettigi lizere, nanoteknoloji gida uygulamalarinda oncelikle
sistem olarak diizenlenmesine ihtiya¢ oldugu vurgusunu yapmistir. Calismalar
nanoteknolojinin gida alanlarindaki uygulamalarini farkli bagliklar altinda

siniflandirmiglardir.

Yiikseltiirk vd. [55] yaptiklar1 bir ¢alismada nanoteknolojinin gidadaki uygulama
alanlarini kirlilik sensoérii, antimikrobiyal paketleme, daha iyi gida saklama,
gelistirilmis besin teslimati, yesil paketleme, giibre kullaniminda azalma, takip
etme, izleme, marka koruma, tat degistirme, tat yanilgisi1 ve bakteri tespiti ve yok

edilmesi basliklar1 altinda sunmustur.

Miller vd. [56] nanoteknolojinin gida uygulamasindaki yerini; tarim, gida ve gida
paketlemede mevcut kullanim, besinsel katki, besinsel icerik, gida temasl malzeme
(pisirme malzemeleri), gida paketleme, gida katkis1 ve bitki biiyliitme islemleri

basliklari altinda belirtmistir.

Chau vd. [57] ise gida sanayisindeki nanoteknolojiyi, gida islemesi, paketleme,
nutrasotik tasima, koruma ve hissetme kategorilerine ayirmis ve bu basliklar

altinda 6rneklerini sunmustur.

Grobe vd. [58] tarafindan ise gidadaki nanoteknoloji uygulamalar1 tarim, gida

isleme, gida paketleme ve katki maddeleri bagliklar: altinda incelenmistir.

Bir baska c¢alisma ise, nanoteknoloji gidanin besin degerini yiikseltmek, renk, koku,
aroma ve tazeligini korumak, ¢cevre kontaminasyonlarini engellemek, gida i¢cinde
olas1 bozulmalar1 6nlemek veya geciktirmek, biyoyararliligi artirmak, raf 6mriini
uzatmak, dis etken kosullarindan gidanin minimum etkilenmesini saglamak gibi

temellerden bahsetmistir [59] .



Calismalardan goriildigi tizere benzer alanlarda siniflandirmalar yapilmistir. Bu

calismalardan yola c¢ikarak nanoteknolojinin gida uygulamalarindaki yeri doért

baslik altinda incelenebilir.

L.

IL.

>

Gida ambalajlama ve paketleme

Glumis nanoparc¢aciklarinin ambalaj materyallerine eklenmesiyle maddenin
yuzey matriksinin degistirilmesi ve bdylelikle antimikrobiyal yiizey

olusturulmasi [60].

Titanyum nitrit partikiilleri, nanotitanyum dioksit, nanocginkooksit ve
nanokil bilesenlerinin gida ambalajlama da fonksiyonel gida katki maddesi

olarak kullanilmasi [61].

Gida paketlerinin ylizeyindeki bakteri tespitinin saglanmasi ve membran

ozelliklerinin gida saghgi icin iyilestirilmesi [62].

Nanokompozitlerden yapilmis kaplar ile gazlh igeceklerdeki karbondioksit
sizintisinin azaltilmas1 ve maliyeti yiiksek cam siselere ikame olarak

kullanilabilmesi [63].

Nanokompozitlerle yenilebilir filmler tretilmesi ve ambalaj karakteristik
ozelliklerinin degistirilebilmesi [64].

Gida giivenligi

islenmis gida ambalaj atiklarinin azaltilmasi ve gidalardaki mikrobiyal

patojenlerin, toksin ve pestisit benzeri bozulma etmenlerinin tespiti [65].

Silika nanopartikillii polimerler ile gida oksidasyonunun engellenmesi,
oksijen karbondioksit akisinda yer alan naylon nanokompozitlerle bariyer
olusturulmas1 ve gidanin koti kokmasinin engellenmesi, glimis

nanopartikiillerle mikroorganizmalarin yok edilmesi [66].

Bakir nanopargagiklarinin polimer nanokompozit iizerine 4 saat
uygulanmasi (maruz birakilmasi) sonucu Saccharomyces cerevisiae, E. coli,

S. aureusve L. monocytogenes'in gelismesinin inhibe edilmesi [67].

Bakir nanopartikiilleri iceren poliliretan nano membranlarin E.coli ve B.

subtilis'e kars1 antibakteriyel etkisinin olmasi [68].

10



IIL.

IV.

Ag/TiO2 nanokompoziti kullanilarak ekmeklerde olasi antimikrobiyal

gelisiminin siirlandirilmasi ve raf émriiniin uzatilmasi [69].

Gida gliveligi icin son zamanlarda 6nem kazanan nanosensorler ise, gidanin
icine floresan organik nanopartikiilii olarak konularak bakteri ¢eperlerine

tutunabilmektedirler. Bakteri takibinin nanosensorlerle yapilabilmesi [70].
Gida isleme

Nanokalsiyum, nanoselenyum, naomagnezyum ve nano boyuttaki organik
maddelerin (protein ve yag molekiilleri, karoten, likopen, niitrosotikler)
gida kalitesini, biyoyararligini1 ve absorbsiyonunu artirmak i¢in eklenmesi

[62].

Vitaminlerin nanokapsiilleme teknolojisi ile kapsiillenip depolamaya bagh
stabilitelerinin arastirilmasi [71] veya degerlerini kaybetmeden viicutta

kontrolli salinimlarinin yapilmasi [72] .

Gidanin fonksiyon ve stabilitesini artirmak igin besin 06gelerini
oksidasyondan etkilenmesini 6nlemek adina, besin 6gelerinin biyoaktif

madde olarak enkapsiilasyonun yapilmasi [54] .

Antioksidanlarin ¢ozlnirligini artirmak ve stabilitesini gelistirmek icin
nanoselatlar, nanoemiilsiyonlar ve demir/cinko iceren nanobilesenler

kullanilmasi [73] .

Nanoemiilsiyonlarin olusturulmasi ile yagi seven ve suyu seven bilesenlerin
su/yag bazli membran, matriks ve ¢ozeltilerde ¢oziinmelerinin saglanmasi

[74].

Enzim aktivitesi artirmak i¢in yapilan bir ¢alismada, immobilizasyondan
sonra daha iyi enzim aktivitesi gosterdigi bilinen glutamat dehidrogenaz ve
laktat dehidrojenazi hareketsizlestirmek icin SiO2 nanopartikillerinin

kullanilmasi [75].

Nanoemiilsiyonlar sayesinde biyoaktif maddelerin ¢esitli meyve sulari

icerisinde homojen ¢6ziinmelerinin saglanmasi [74].

Yeni iirtin/yeni 6zellik gelistirme
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Bu alan yeni iriinlerin ortaya c¢ikarilmasinin yani sira gida bilesenlerinin nano
boyutlara indirildiginde yeni 6zellikler kazanmasin1 da kapsayan bir alandir. Bu

alanda yapilan ¢alismalar ise sunlardir:

» Seliillozun dogal ve ucuz bir polimer olmasindan kaynakli, seliiloz pek ¢cok
calismada destekleyici yap:1 malzemesi olarak nanomateryallere katilmistir.
Seliilozun nanomateryallerle uygulanmasi temelinde yatan diger sebep ise

ylzey alanini benzeri polimerlere gore artirmasidir [76]-[78].

» Organik veya inorganik dolgu materyaline sahip nanokompozitler ile yeni

paketleme materyallerinin ve spesifik yiizey alanlarinin olusturulmasi [79].

» Spesifik yiizey alaninin dolgu materyaliyle etkilesiminin oldugunu belirten
pek c¢ok calisma mevcuttur. Calismalara gore, spesifik ylizey alanlarinin
dolgu materyallerinin hacmine bagh olarak degistigi belirtilmistir. Soyle ki
dolgu materyalinin en boy orani arttikca nanokompozitin kuvveti de
artmaktadir [80], [81]. Dolgu materyali olarak kil [82], nisasta bazh
kompozitle giiclendirilmis kitosan [83], karbon nanotiipler [84], kolloidal
bakir nanopartikiilleri [85], polisakkarit nanokristalleri [86] ve ZnO2 gibi
diger metal nanopartikiilleri [87] dolgu maddesi olarak kullanilarak yapilan

diger nanoteknoloji calismalaridir.

2.1.2 Nanoteknolojinin Diger Bilimlerle Etkilesimi

Nanoteknoloji, gliniimiizde giderek 6nem kazanmaktadir. Clinkii malzemelerin
nanometre boyutlarinda islenerek farkhi o6zellikler kazanmalarina olanak
saglamaktadir. Bu farkli 6zelliklerin ortaya c¢ikmasiyla bircok disiplin

nanoteknoloji devrimini kendi kavramsal temelleriyle iliskilendirebilmektedir.
Nanoteknoloji uygulama alanlari sunlardir:

o Biyomedikal Uygulamalar: Yara ortiileri, doku pargalari, ilag¢ lojistigi, cilt

bakim tirtinleri.
o Uzay Uygulamalari: Glines ve 151k panelleri, uzay platformlari.
o Savunma Uygulamalari: Koruyucu giysiler.

o Elektriksel ve Optik Uygulamalar: Elektrodlar, reseptorler.
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Filtrasyon Uygulamalari: Kimyasal gaz, hava.
Kompozitler: Malzeme kuvvetlendiriciler.

Tarim Uygulamalari: Bitki koruyucu ortiiler, giibre dagiticilar, enzim tasiyici

sistemleri [88]-[91].

2.2 Nanoyapilar

Nano boyutlardaki malzeme olarak tanimlanan bu nanoyapilar, yakin isimlere ve

benzer 0Ozelliklere sahip olmalarina ragmen c¢ok biiytik bariz farkliliklar da

icermektedirler. Bu nedenle biitiin yapilar farkli bagliklar altinda incelenmektedir.

Bu durumun temel sebebi ise, yapilarin belirli boyut araliginda olmasina ragmen

hacimsel yapilarinin farkli olmasi ve birbirinden bagimsiz 6zellikler ve islevler

gostermeleridir [92], [93] .

Nanoyapilarin bu denli yliksek 6neme sahip olmalarina su nedenler sayilabilir:

Yiizey gerilimi ve yerel elektromanyetik etkilerin nanoyapili malzemeleri

daha direngli, saglam ve daha elastik hale getirmesi.

Yiiksek ylizey alanina sahip olmalar1 nedeniyle materyal, reaktor, sensor,

hiicre ve bunlarin molekiil ve atomlariyla kuvvetli etkilesimleri.

Az hacim, ylksek yilizey alani aktifligi ve gozenek coklugu sayesinde

miikemmel bir enerji depolama kapasitesi.

Maddelerin kimyasal bilesenlerine zarar vermeden fiziksel, manyetik ve

elektrokimyasal etkilesimlerinin temel 6zelliklerini degistirmesi.

Molekiillerle elektronlarin dalgalanma o6zelliklerini degistirmeden iliskiye

girebilmesi.

Materyallerin dis dalga nitelikleriyle etkilesime gecebilmesi yani,

optoelektronik uygulama alanlarina uygulanabilmesi [94].

2.2.1 Nanoemiilsiyonlar

Emiilsiyon, iki farkli sivinin birbiri igerinde damlaciklar halinde heterojen

dagilmasiyla olusan karisimdir. Nanoemiilsiyonda damlaciklar 20-200nm

boyutunda olmalidir. Gorliniis olarak da farklihik goéstermesine ragmen,
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mikroemiilsiyonlarla kiyaslanmaktadir. Fakat boyut farklihigi nedeniyle
emiilsiyonlarin sergiledikleri o6zellikler farklihk gostermektedir [95], [96].
Emiilsiyon tipleri su fazi icinde yag fazi ya da yag fazi icinde su fazi olmak tizere iki
tipte genel sinifina ayrilir. Emiilsiyon tipi ayirmaksizin tlretilen nanoemiilsiyonlar

ile ilgili pek ¢cok basarili ¢calisma ve patent bulunmaktadir [41], [97]-[102] .

Sekil 2.1 Kurkumin ve karabiber yagindan olusturulan nanoemdiilsiyon yapilarin
farkl olgeklerdeki TEM goriintileri [97]

Nanoemiilsiyonlari elde ederken emiilsiyon tipinin hangisi olacagina karar vermek
icin ise pek cok parametrenin etkisi géz oOniinde bulundurulmahdir. Ciinki
maddelerin konsantrasyonu ve yapisi ve lretim islemleri emiilsiyon tipiyle
dogrudan iligkilidir [103]. Sekil 2.1'den de gorildigi {izere emiilsiyonun
ozelliklerinden damlacik boyutu ya da kararlilik gibi durumlar iiretme yontemi
dogrudan etkilenir [104]. Fakat son dispersiyonun ozellikleri iiretim yontemine
baghh olarak degisiklik gostermemektedir. Bu yontemlere kondensasyon ve

dispersiyon yontemleri 6rnek olarak verilebilir[105].

Nanoemiilsiyonun elde edilmesinde kullanilan yontemler:

Yiiksek basing homojenizatorleri [34], [103]
- Mikrofluidizasyon [34], [106]

- Ultrasonik emiilsifikasyon [34]

- Membran emiilsifikasyonu [34]

- Faz gegis sicaklig1 (PIT) yontemi[103]

Lipofilik solvent yontemi [106]

Amfilik solvent yontemi [106]

14



- Hidrofilik solvent yontemi[106]

Bu yontemlerle elde edilebilen nanoemiilsiyonlar sayesinde pek cok gidanin besin
icerigi zenginlestirilebilmekte, gida bilesenlerinin yeni reaksiyonlara girme
egilimleri artirnnlmakta veya gida 6gelerinin biyoyararliliklar1 artirilmaktadir. Bu
gibi durumlar icin gida bilimi ve gida teknolojisi adina yapilmis pek ¢ok calisma

mevcuttur [34], [107]-[111].

2.2.2 Nanopargagiklar

Nanopargaciklarin boyutlar1 1-100 nm araligindadir. Nanotozlar olarak da
adlandirilirlar. Bu parcaciklarin  kuantum boyut etkileri, yiizey atomlari
fonksiyonlari, yiiksek hacim/boyut alan fazlalig1 ve elektronik boyut yakinsamasi
gibi sebepler dolayisiyla diger yapt ve malzemelere gore istin o6zellikler
sergilemektedirler denilebilir [5], [112]. Nano pargaciklar genis ¢apl bir tretim
agina sahiptir. Ornegin, farkli yapilara ve dis katmanlara sahip metal, seramik
ve/veya polimer orjinli malzemeleri bir araya getirebilir ve bunlarin birlesiminden
cok farkli o6zelliklere sahip nanoparcaciklar elde edilebilir. Nanopargaciklarin
eldesinde farkh yaklagimlar kullanilabilir. Ornegin nanoparcaciklardan veya
nanokristallerin birlestirilmesinden elde edilen nanoparcaciklar; yani atomik
boyuttaki malzemeye kimyasal reaksiyonlar uygulanarak birlestirilerek elde edilen
nanoparcaciklar ya da hacmen biliyliikk yapt ya da malzemeye mekanik veya
kimyasal islemler (kimyasal ¢oktirme, sprey donlsim, anlik eritme ve

yogunlastirma) uygulanarak elde edilen nanoparcaciklardir [113].

2.2.3 Nanoteller

Yaklasik 1- 100 nm 6lgcekte capi olan yari iletken veya iletken tellere nanotel denir.
Sekil 2.2’den de goriildiigl tizere nanoteller farkli uzunluklarda olabilirler [114].
Nanotellerde uzunluk istenilen boyutta olabilir ama ¢ap1 100 nm’yi gegmemelidir.
Kuantum 6zelliklerin 6n plana ¢ikmasindan dolayr kuantum telleri adi ile de
anilmaktadir. Metalik, yar iletken ve yalitkan olmak tlizere pek ¢ok nanotel 6rnegi
(Ni, Pt, Au, Fe, Si, Ge, InP, GaN, SiO2,TiO2) verilebilir. Organik ve inorganik
molekiillerden olusturdugu nanotellere ise sirayla DNA ve Mo6S9-xIx 6rnek olarak

verilebilir [115]-[117].
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Sekil 2.2 ZnO ‘dan olusturulmus nanotellerin SEM’ e ait goriintiileri[114]

Nanoteller, elektronik cihaz ve ekipmanlarda 6zellikle glines veya baska bir 1s1kla
etkilesen elektronik aletlerde, nanoelektromekanik cihazlarda, metalik ara
baglantilarda, biyomolekiiler nano sensdrlerde ve opto-elektronik gibi benzer

alanlarda kullanilmaktadir [118], [119] .

2.2.4 Nanotiipler

Karbon nanotipler, ilk defa 1991 yilinda ¢ok sayida karbon atomlarinin
birlesmesiyle olusturulan molekiillerin (fulleren yap1) kesfiyle baslamistir. ilk tiip
seklindeki molekiilleri, elektron mikroskobunu bulan kisi olan Sumia Lijima
fullerenlerin ark-buharlasmasi sentezi sirasinda farketmistir. Katodda biriken
seyler ¢ok katmanh tiiplerdir. 1993 yilinda grafit elektroduna kobalt gibi bazi
malzemeler eklenmis ve tek katmanli nanotiipler elde edilmistir. Caplar1 1-50

nanometre araliginda olusmaktadir [120] .

Sekil 2.3 Metalik ve yar1 iletken 6zellik gosteren karbon nanotiipler [121]

Fakat boylar1 milimetre 06lcekli olabilmektedir. 1996 yilinda ise tek katmanl
nanotlip eldesinin etkili ve kolay pek ¢ok yol bulunmustur. 1200°C firinda
karbonun lazer-buharlastirilmasiyla ya da karbon ark-buharlasma metoduyla
iyonlasmis karbon plazmasindan elde edilebilmistir. Nanotiipler metal ya da
yariiletkendirler. Sekil 2.3’den de gortldiigu gibi ayni1 katmanlardan olussalar dahi
geometrik yapilar1 ve capraz baglanmalarinin farkli olmasi nedeniyle mevcut

ozelliklerine gore degisiklik gosterirler [121]. Karbon nanotiipler, yeni
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antimikrobiyal ilaclarin lretimi icin onlan ilging bir malzeme haline getiren
benzersiz elektronik oOzelliklere sahiptir [122]. Direnclidirler ve 1siy1 ¢ok iyi
iletirler. Gliniimiizde nano elektronik (nanokablo olarak) ve nano mekanik (aktif
bilesen olarak) alanlarda, ucak ve otomotiv endiistrisinde (kompozit olarak)

oldukea yaygin kullanilmaktadir [123]-[127].

2.2.5 Nanoporlar

Nanopor bir elektronik dedektor gibi gorev yapan membranda bulunan nanometre
Olcekli delige verilen addir. Bir nevi molekiiler markoriidiir [128]. Nanoporlar
niikleik asitlerin diziliminde olusturabilecegi gozenek uygulamasi adi verilen
uygulamalarda ozellikle DNA diziliminde yaptigi bosluklarla nanopor
translokasyonu kavramini olusturmustur [122],[123]. Ozellikle kati hal
nanoporlari adi verilen yapilar yakin zamanda biiyiik ilgi odag1 olmustur. Ciinkii
nanoporlar yapisal 6zelliklerin belirlenmesinde [131], tek proteinlerin tespitinde
[132] ve kiresel ve icosahedral (yirmi eskenar tliggen yuzli) viriis suslarinin

belirlenmesi [133], [134] gibi farkli arastirma alanlarda kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.4 Farkli gozenek caplarina ve yogunluguna sahip nanoporlara ait SEM
gorintiileri [135]

Sekil 2.4’ de goriinen nanoporlar farkli gézenek boyutu dolayisiyla farkli ¢aplara
sahiptirler. Bu porlar, gézenek olusturan proteinler tarafindan da olusturulabilir
[135]. Ayrica silikon, grafen gibi sentetik materyaller lizerinde bir delik olarak

olusturulabilirler. Kati hal nanoporlar genellikle silikon bazli birlesik
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membranlarda yapilir ve en yaygin olan silikon nitriirdiir. iyon 151n heykelleme

[128] veya elektron 1sinlama [136] yontemleri gibi ¢esitli tekniklerle tiretilebilirler.

2.2.6 Nanolifler

Nanolifler bilinen materyallerin gelismesine olanak saglayan nanoyapisal
ozellikleri nedeniyle son yillarin etkili arastirma konular1 arasinda yer almaktadir.
Nanolifler 1-100 nm araligindadirlar. Sekil 2.5’den de gorildigi tizere farkl
caplara sahip olan fiberlerdir. Nanoliflerin boyut olarak cok kiiciik olmasi, 6zellikle
hacimlerine oranla yiizey alanlarinin ¢ok yiliksek olmasi ve gozenekli yapilari
onlara essiz kilinan fizikokimyasal 6zellikler kazandirmaktadir. Elastikiyeti, kii¢lik
gozenek ebati, eksenel dayanikliligi ve yiiksek poroziteye sahip olusu nanolifleri

ozel kilan 6zellikleri arasindadir [6], [92].

Sekil 2.5 Karvakrol yiiklii nanoliflere ait SEM gortiintiist

Nanolifler bir ylizey lizerinde toplanirken tek tek veya toplu halde kullanima
uygundurlar. Genis ylizey alanlarinin sagladigi en énemli avantaj, kendi disindaki,
grup ve iyonlar1 ve benzeri yapilar1 yiiksek tutma kapasitesine sahip olmasidir.
Liflerin c¢aplar1 liflerin iletkenlik derecelerini de etkilemektedir. Lif ¢apinin
artmasiyla iletkenlik tepki siiresinin artmakta, fakat iletkenlik azalmaktadir.
Bundan dolayr nanolifin ¢ap1 dolayl olarak akim tasima kapasitesiyle dogru

orantilidir [137].

18



Nanolifler pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar. Ornegin dogal polimerlerden elde
edilen nanolifler dogal dokularin yerine gecici streligine ikame doku destegi
olarak kemik kikirdak ya da sinirsel dokular i¢in kullanilmaktadir [138], [139]. Bu
durumlarin etkinligi ise su sekilde agiklanmaktadir: yiiksek ylizey alani hiicrenin
adsorbe olacagl tutunma ylzeyini de artirtigindan hiicreler hizla tutunmakta ve
lifler icerisinde biliyiimektedir. Nanolif kompozitler ve plastik ve seramik nanolifler
direncli mukavemet ve diisik elektriksel diren¢ gostermekte ve kullanimi
artmaktadir [140]. Nanoliflerin biyomedikal uygulamalar1 da son yillarin en etkin
konular1 olmustur. Yiiksek hava hapsetme kapasitesine sahip nanolif maskeler,
yara iyilestiren, yara izini 6nleyen ve bakteri kalkani olusturan nanolif bezleri, ilag
ve tasiyicl karisimlardan elde edilen kompozit nanolifler veya kollojen nanolifler
ile insan viicuduna uyum saglayan dogala 6zdes dokular, elektrospin metoduyla
tretilen bu nanoliflerin etkinlik derecesini ve Onemini ortaya koymaktadir

[131],[134].

Bunlarin yanmi sira nanolifler gida alaninda da fonksiyonel gruplarin, besin
Ogelerinin, bilesenlerinin etkinliginin artmasinda kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
bu tip fonksiyonel gida bilesenlerinin nanolifler icerisinde kontrollii salinimlarinda

veya kontrolli tasinimlarinda kullanilmaktadir [142].

2.3 Nanoliflerin Uretim Yontemleri

2.3.1 Kendiliginden Tutunma Metodu

Kendiliginden tutunma metodu asagidan yukari yaklasimina uyan bir metottur ve
bloklar birlestirilerek daha biiyiik bir yap1 insa etmek ilizerine uygulanan bir
yontemdir. Atom ve molekiiller aralarinda hidrojen baglari, elektriksel kuvvetler
ve etkilesimlerle birbirlerine baglanarak nanofiber yapiy1 olustururlar. Sekil
2.6’'dan da goruldigi tizere birbirine baglanan molekiiller es merkezli olarak
baglanirlar ve diizlemin normalindeki uzama bir nanofiberin uzunlamasina
eksenini vermektedir [143], [144]. Kendiliginden tutunma metodunun temel
mekanizmas1 kiicik molekiilleri bir araya getiren molekiiller aras1 baglar
oldugundan ve molekiller es merkezli baglandiklarn icin birlesen kiiciik

molekiillerin sekli ana molekiiliin seklini belirlemektedir.
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Sekil 2.6 Kendiliginden tutunma yontemi ile iiretilen nanoliflerin molekiiler yapisi
[136]

2.3.2 Faz Ayinnm Metodu

Bu yontem go6zenekli (porlu) polimer membranlar: iiretmek icin kullanilir. Metod

bes ana basamak esas alinarak uygulanir. Bunlar:

Polimer ¢6zme,

- Jelasyon,

- Cozici ekstraksiyonu,

- Dondurma,

- Dondurarak kurutma[143].

Calisma mekanizmasinin temel hedefi; fiziksel farkliliklardan yararlanarak fazlarin
ayriminin saglanmasidir[145]. Ucuz ve uygulamasi kolaydir. Fakat, analiz stireci
uzundur. Ayrica bir techizat olmadigi icin sistem siirekliligi yoktur. Islem

basamaklari her seferinde bastan uygulanmalidir.

2.3.3 Sablon Sentez Metodu

Sablon sentez metodu, sablon veya kalip kullanilarak nanolif tiretiminin saglandigi
bir uygulamadir[145]. Sablon olarak kullanilan membrandaki gozenekler
nanoliflerin tliretilecegi zemindir. Porlarin boyutlar1 nanoliflerin ¢aplarini belirler.
Bu nedenle farkli gézenekli membranlarla farkli ¢capta nanolifler tretilebilir. Ana
prensip, elektrokimyasal olarak nanolifin sentezlenmesi i¢in, polimer ¢ozeltisinin

membranda su basinciyla itilerek ¢ikarilmasi ve katilasma (solidification)
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cozeltisiyle etkilesime gecmesidir [143]. Daha 6nce nanolif tiretmek i¢in yapilan bir
calismada metal oksit membrani kullanilmistir ve nanolifin ¢apinin kalinligini
belirlemedeki en etkili parametrenin sablon olarak kullanilan alliminyum oksit

membrani oldugu belirtilmistir [146] .

2.34 (Cekme Metodu

Cekme (drawing) metodu; bir mikromanipiilatér kullanilarak polimer
cozeltisinden belirli bir hizda enjektore cekilen damla ile nanolif lretilmesi

prensibine dayanir [143] .

Milimetnik damla b 1
e

Uretilen nanofiber

Sekil 2.7 Cekme metoduyla nanolif tiretimi [136]

Sekil 2.7’den de goriildiigl iizere bir diizlem tizerine hazirlanan polimer ¢6zeltisi
damla halinde damlatilir. Ince uclu mikropipetle ile veya mikromanipiilator ile
siringa damlanin igine batirilir ve yiiksek hizda enjektore cekilir. Cekme islemiyle
birlikte polimer incelerek nanolifi olusturur. Damla yiizeyindeki buharlasmadan
kaynakli damlanin viskozitesi artar ve kalin ¢apl bir nanolif de diizlem tlizerinde
olusur. Uygulama basittir. Fakat uniform nanolif eldesi icin zor bir metoddur.

Clink proses siirekliligi yoktur ve her nanolif i¢in islem bastan uygulanmahdir.

Ondarcuhu ve Joachim [147] yaptiklar1 bir ¢calismada sitrat molekiillerinden ¢gekme
metodu ile nanolif iiretmislerdir ve bu iretimde kullandiklar1 ¢ekme hiz1 1,104

m/sn degerindedir.

2.3.5 Elektrospin Metodu

Elektrospin metoduna dair ilk patent 1934 yilinda Anton Formhals tarafindan
alinmistir. Fakat patentin icerigi, yani metodun disiplini, elektrostatik kuvvet

kullanarak polimer filamentlerinin tiretimi seklinde belirtilmistir[143].
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Enjektdr

Besleme Cozeltisi

> Elektriksel Alan

Voltaj —®
v

Toplayic Plaka

Sekil 2.8 Elektrospin metodu prosesi [136]

Fakat elektrospin metodunun tanimi ilk kez Lord Rayleigh tarafindan 1897 yilinda
yapilmistir [148]. Daha sonra 1914 yilinda ise Zeleny, 1960’ yillarda Sir Geoffrey
Taylor belirli bir elektriksel alan icindeki polimerlerin hareketlerini

incelemislerdir [149] .

Lifler bu sekilde dondirmek icin kullanildiginda, siire¢ elektrospin
(elektrospinning) olarak adlandirilmaktadir. Baska bir deyisle, elektrik yiikli bir
polimer c¢ozeltisi veya polimer eriyigi ile nanofiberler olusturulan bir prosestir.
Nanolifler bu metod siiresince hem elektrostatik parametre ve kuvvetlerden hem
de hazirlanan polimer ¢o6zeltisinin tekstiirel ve reolojik 6zelliklerinden
etkilenmektedir. Polimer c¢o6zeltisi konsantrasyonu, viskozite, nanolif olusturma
ortamyi, plaka enjektor aras1 mesafe, voltaj, akim, besleme ¢ozeltisi hizi, siringa ve
igne ucunun c¢api, enjektor pompasinin itme kuvveti gibi 6zellikler iiretilen

nanolifin morfolojik 6zelliklerinde degisime sebep olmaktadir[140] .

Sekil 2.8’den de gorildigi tizere, ana hatlariyla bir adet toplayic plaka, enjektor,
enjektor ignesi, besleme ¢oOzeltisi ve manyetik alan olusturan akiimiilatorden
olusmaktadir. Yiiksek voltajli elektriksel alan enjektor ignesinin ucundan ¢ikan her

bir damlay1 toplayici plakaya cekerek lif olusturmakta ve topraklanmis toplayici
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plaka tlizerinde biriktirmektedir [136]. Toplanan lifler lif agin1 olusturmaktadir.
Baska bir deyisle enjektor igne ucundaki besleme ¢ozeltisi damlacigi indiiklenen
elektrik tarafindan esit pargalara ayrilir ve manyetik alan igerisinde toplayici

plakaya dogru lif olusturur [150], [151] .

Elektrospin yontemi nanolif iiretmek icin diger metotlara gore daha avantajlidir.
Clinki iretilen nanoliflerin morfolojik 6zelliklerinin kapasitesi olduk¢a genistir.
Ayni zamanda metod parametrelerinin istenen degisimi ile elde edilen nanoliflerin

ozellikleri degistirilebilmektedir [152], [153] .

Nanoliflerde istenen en temel o6zellikler olan yiliksek yiizey alani, ve goézenek
kontrolii gibi durumlar1 kapsayan mekaniksel olgular elektrospin metoduyla

saglanabilmektedir [141].

Tablo 2.1 Nanolif iireten farkli isleme tekniklerinin karsilastirilmasi [143]

isleme _Ji y islem .
Teknikleri " .. Sureq Tekrarlanabilme | miidahalesi Lif boyu‘Eu
uygunluk | 6lceklendirme o kontroli
uygunlugu

Cekme
Metodu Hayir Hayir Evet Evet Hayir
Sablon Sentez
Metodu Hayir Hayir Evet Evet Evet
Faz Ayrimi
Metodu Hayir Hayir Evet Evet Hayir
Kendiliginden
Tutunma Hayir Hayir Evet Hayir Hayir
Metodu
Elektrospin Evet Evet Evet Evet Evet
Metodu

Dogal dokulara benzer istenilen ¢apta nanolif tiretilebilmesi, ¢esitli polimerlerin,
polimer ¢ozeltilerinin, organik, inorganik veya biyomolekiillerle karisimi rahatlikla
bu metotta uygulanabilmektedir. Ozellikle doku destek yapilarinin etkilesimlerini,
hiicre kiiltiirlerinin degisimlerini ve materyal-doku ilerleyisini etkileyen, kontrol

edebilen ve parametreleri bu durumlara gore degistirilebilen bir metoddur.
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Elektrospin yontemi kullanilarak elde edilen nanolif ¢alismalarina pek ¢ok 6rnek

verilebilir [1], [6], [154]-[158] .

Tablo 2.1’den de goriildiigi tizere elektrospin metodunun endistriyel 6lgeklerde
proseslenebilmesi, islem silirecinin zamaninin ayarlanabilmesi, islem boyunca
istenilen siirecte prosese dahil olunabilmesi ve lif boyutlarinin kontroli, 6zellikle
uzun ve istenen ¢apta olabilmesi, gozenek durumunun fazlahigi ve devamli nanolif
liretebilme imkani1 [143] gibi sebepler dolayisiyla bu calismada nanolif {iretim

teknigi olarak elektrospin metodu kullanilmistir.

2.3.5.1 Elektrospin Metodunu Etkileyen Parametreler

Elektrospin metodunu etkileyen parametrelerin basinda besleme ¢ozeltisinin
konsantrasyonu gelir. Cilinkii ¢o6zelti viskozitesi diger parametreler sabit
tutuldugunda direkt nanolif capini etkilemektedir. Cozelti konsantrasyonu ne
kadar fazla olursa nanolif ¢ap kalinligi da o kadar fazla olur. Fakat besleme
cozeltisinin konsantrasyonu elektriksel kuvvetin (voltajin) yenemeyecegi kadar
yliksek degerde ise ¢ozelti ylizey gerilimi gerceklesmez ve nanolif olusmaz. Ayrica
igne ucunda tikanmalar meydana gelebilir. Konsantrasyonun ¢ok diisiik olmasi ise
damlacikli bir nanolif yapisinin olusmasina neden olur. Diizgiin bir ag tabakasi
olusmaz. Bu nedenle polimer ¢ozeltisi konsantrasyonu optimum konsantrasyona

sahip olmalidir [159]-[164] .

Molekiiler agirlik da elektrospin metodunda 6nemli olan diger bir parametredir
[164]. Molekiiler agirhigin yiiksek olusu konsantrasyonu artirdigindan
konsantrasyon ile benzer sonuclar gostermektedir. Molekiiler agirligin disik
olmasi nanolif aginda damlacikli yapi olusturmaktadir. Molekiil agirligr ytliksek
olan besleme ¢ozeltilerinin ise daha kalin ¢apta nanolif irettigi gozlemlenmistir

[141],[158].

Yiizey gerilimi besleme ¢ozeltisi ylizeyini gergin tutan kuvvet oldugundan
elektrospin metodunu etkileyen 6nemli parametrelerden bir digeridir. Yuksek
yuzey gerilimi nanolif olusumunu dogrudan etkilemektedir [157],[159]. Yiizey
geriliminin dusiiriilmesi, besleme ¢6zeltisinin konsantrasyonunun artirilmasiyla
saglanabilir [167]. Yiiksek yiizey gerilimi diisiik konsantrasyonun sonuglarina

benzer sonuclar vermektedir. Yiiksek yiizey gerilimi, damlacikli ve diizensiz bir
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yap1 olusmasina sebep olur. Fakat ¢ok diisiik ylizey gerilimine sahip polimer
cozeltileri de uygun nanolif yapisi olusturmaz. Clinki ¢ozeltide goriinen kayma

basinci etkileri nanolif agini da etkilemektedir [10].

Elektriksel akima gosterilen diren¢ o maddenin elektriksel iletkenliginin 6l¢titiidiir.
Bir baska deyisle ¢ozeltinin elektrik iletme giicii ¢6zeltinin elektriksel iletkenligini
gostermektedir. Elektriksel iletkenlik ¢ozeltinin tipi, konsantrasyonu ve sicaklik
degerlerinden etkilenir. Cozeltinin dusiik direnci ytiksek elektriksel iletkenliginin
oldugunun belirtisidir. Ayn1 zamanda polimer ¢6zeltisinin icerdigi iyonize tuzlarda
elektriksel iletkenligin var oldugu belirtilerindendir. Yapilan bir arastirmada
polimer ¢ozeltisine iyonize tuz ilavesinin nanolif ¢capin1 200 nm’den 1000 nm'’ye
kadar arttifi gozlemlenmistir [168]. Fakat diger parametreler gibi elektriksel
iletkenliginde c¢ok yiiksek ya da ¢ok diisiik olmasi istenmez. Ciinkii yiiksek
iletkenlik nanolif ¢apini diistiriirken, diisiik elektriksel iletkenlik jeti kararsizliga

iterek damlacikli nanolif olusumuna sebebiyet verebilir [164].

Elektrospin metodunu etkileyen 6nemli bir islem parametresi olan voltaj nanolif
olusumunu etkilemektedir. Ciinkii belirli bir voltaj degerinden sonra cozelti
elektrikle yliklenmekte ve nanolif olusumu baslamaktadir. Proseste voltaj degeri
arttikca nanolif capinda azalma gozlemlenmektedir. Fakat belirli bir voltaj
degerinden sonra jet diuzensizlige girer ve nanolif aginda damlacikli yap1
gozlemlenir [157],[162] . Bunlarin disinda voltaj degeri arttik¢a nanolif ¢apinin da
arttigin1 [138], aym1 zamanda damlacikli nanolif olustugunu belirten c¢alismalar

mevcuttur [170].

Besleme ¢ozeltisinin hizi ve besleme ¢ozeltisiyle toplayici plaka arasindaki mesafe
de onemli parametreler arasindadir. Besleme ¢o6zeltisinin hizinin yiiksek olmasi
nanolif ¢ap kalinligin1 artirmakta ayni zamanda damlacikli yapr olusumuna
sebebiyet vermektedir. Ayrica hizin yiiksek olmasi elektriksel kuvvetlerin
yliklenebilmesi icin gereken siireyi kisaltmaktadir. Bu nedenle besleme ¢6zeltisinin
debisi miimkiin oldugunca diisiik uygulanmalidir. Yeterli diistik hizda enjektérden
hareket ettirilen ¢ozelti elektriksel alan igerisinde daha kolay buharlasabilir ve
daha dengeli nanolif olusumuna sebebiyet verir [10]. Besleme ¢6zeltisiyle toplayici
plaka arasindaki mesafenin uygunlugu c¢ok 6nemlidir. Ciinkii enjektér ucundan

cikan besleme c¢ozeltisi damlacigi bu mesafe araliginda buharlasir ve toplayici
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plakaya dogru elektriksel kuvvetle lif olusumunu gerceklesir. Mesafenin az olmasi
cozgenin yeterince buharlasamamas1 ve damlacikta yeterli elektriksel kuvvet
ayriligl saglanamamasindan ve toplayici plakada damlacikli yapi olusturabilme
ihtimalinden dolay1 istenmeyen bir durumdur. Mesafenin olmasi gerekenden uzun
olmasi da nanolif, capinin ¢ok inceltmesine ragmen toplayici plakaya ulasamaz ve

istenmeyen baska alanlara birikir [155],[164].

Cevresel faktorler de en az islem parametreleri kadar nanolif morfolojisini
etkileyen etmenler arasindadir. Sicaklik ve nemin nanolif morfolojine etkisi
oldukga glclidiir. Ciinkii sicakligin artis1 dogrudan vizkoziteyi etkileyen bir
durumdur. Yapilan calismalara gore; sicaklik artisinin nanolif ¢capinda azalmaya
sebep oldugu ve ortamin nem degerinin artmasinin da nanolif aginda damlacik
olusturdugu belirtilmistir [10], [172]. Bagil nemin nanolif ¢apina etkisi arastirilan
bir arastirma sonucuna gore; ortamin bagil neminin ytiksek olmasi, nanolif aginin
daha diizgiin ve homojen oldugunu ve nanolif ¢apinin bagil nem arttik¢a arttigi

belirlenmistir [151].

2.4 PVA

Polivinil alkol, (PVA); direngli termal oOzelliklere oOzelliklere sahip son derece

hidrofilik, toksik olmayan ve biyo-uyumlu bir yar1 kristalli polimerdir [173]-[176].

2.4.1 PVA’nin Kimyasal Yapisi

PVA, beyaz kiiciik graniiler yapidadir. Ozgiil agirligi 1,19-1,31 g/dm3, cams: gecis
sicaklign 85°C’dir. Ticari PVA yiiksek hidroliz derecesine (%98’in tlzerinde)
sahiptir. Temel uygulama alanlarinda oksijene kars: direncli filmler, yapistiricilar,
tuz aritim membranlari ve gida ambalajlama materyalleri vardir [177]. PVA yiiksek
kimyasal kararliliga ve mekanik mukavemete ve esneklige sahiptir. PVA'nin nanolif
uretiminde polimer olarak kullanilmasi, hidrojen baglariyla molekiiler seviyede
glcli iletisim kurmasi ve sulu c¢ozeltilerinin kolaylikla nanolif iiretebilme
kapasitesinin yiiksek olmasi nedenler arasindadir [178]. PVA uzun siireli termal ve
mekanik stabiliteye sahiptir [179] ve ¢ozelti karisimlarinda enzim reaksiyonlarina
diger polimerlere gore olumsuz yan etki gostermemektedir. Bu nedenle protein

icerikli bilesenlerle rahatlikla kullanilabilmektedir [180].
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Sekil 2.9 Polivinil alkole ait kimyasal yap1

Sekil 2.9’dan da goruldugi tizere PVA tekrarlanan vinil alkol biriminden olusan bir
polimerdirve vinil asetatin polivinil asetata polimerizasyonu ve daha

sonrasindapolivinil asetatin hidrolizi yoluyla polivinil alkol elde edilmektedir.

2.4.2 PVA’'nin Nanoteknoloji ile iligkisi

Sentetik, biyolojik olarak parcalanabilir (biyobozunur), ve yenilebilir kaynaklardan
elde edilen polimerler, basta ¢cogunlukla biyomedikal ve tarimsal uygulamalar i¢in
gelistirilse de ayni zamanda gida ambalaj endiistrisinde de uygulamalari
bulunmaktadir [174],[175]. Dogal polimerlere gore daha fazla avantajlara sahiptir.
Ciinkiu istenilen 6zelliklere gore uyarlanabilirler ve istenildigi gibi parcalanabilir
veya donustirilebilirler. Ayrica elde edilmesinde kullanilan hammadde
kaynaklarina ulasim daha kolay ve ucuzdur [176],[177]. Suda ¢6ziiniir polimer
tiplerinden elektrospin metodunda kullanilan polimerlerden en yaygin olanlari
polivinilpirolidon (PVP), polivinil alkol (PVA) poliakrilik asit (PAA), polietilen
oksit (PEO) ve jelatindir [185]. PVA’'nin yapisinin ag¢ik ug¢lu zincirlerden olusmasi
sebebiyle polielektrolit 6zellik gostermesi nanolif tiretmek i¢in uygun bir polimer
oldugunu gostermektedir [186]. Polietilenoksit ve polivinilpirolidon gibi diger
polimerlerde elektrospin metoduyla diizgiin lif aglar1 olusturabilse de, belirli
uygulamalardaki suya karsi gosterdikleri hassasiyet, yani hizli par¢alanma durumu
onlar1 PVA ‘ya gore dezavantajli durumda gostermektedir [187]. Polivinil alkol
biyo-uyumlu bir polimer tuzudur ve ticari olarak polivinil asetatdan alkali hidroliz
yoluyla elde edilir. PVA diisiik gaz (oksijen ve karbondioksit) gecirgenligine sahip
oldugu icin 6zellikle gida ambalajlama uygulamalarinda kullanilmaktadir [181]-

[183].

PVA polimeri fiziksel ve mekaniksel 0zelliklerini gelistirmek icin baska
matrikslerle veya farkli ajanlarla 6rnegin gida katki maddeleriyle (sitrik asit,

tartarik asit) birlikte birlestirilebilir [191]. Bu mekaniksel 6zellikler su gecirgenligi,
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denge sorpsiyonu, yayilimli hareketlilik gibi endiistride 6nem arz eden faktorlerdir
[192]. PVA yiliksek hidroliz gliciine sahiptir. Diger polar polimerler ile etkilesime
girme potansiyelinin yiiksek olmasi, hidroliz derecesinden kaynaklanan bir
fonksiyon oldugu diistiniilmektedir [193]. Bu yiiksek hidroliz giiciinden kaynakli
uygun sicaklik ve c¢ozgende ¢oziinebilen PVA ile hazirlanan polimer c¢ozeltileri
reolojik analiz parametreleri sonucuna bagh olarak, elektrospin metoduyla ¢ok
genis yelpazede lif iiretebilirler [194]. PVA polimeri ve farkl kimyasal ve fiziksel
ozelliklerin ayarlanabilmesi i¢in avantajlar saglayan islevsel bir polimerdir [187].
PVA sadece fiziksel giiclendirmeler degil yapisal giiclendirmeler icinde pek ¢ok
calismada kullamlmistir.  Ornegin, selilloz nanokristalleri iceren PVA
nanokompozitinin, antibakteriyel aktivitesi arastirilan bir ¢alismada, kompozitin £.
coli ve Staphylococcus aureus'a kars etkili oldugu bildirilmistir [195],[196]. PVA
polimerinin istenilen morfolojik yapida nanolifler tiretmesinden kaynakli, pek ¢ok
calisma da farkli amaclarla nano 6lcekteki partikiiller ile karisimlar1 mevcuttur.
PVA/AgNO3 (gimis nitrat) karisiminin elektrospin yontemiyle {retilen
nanoliflerinin yaralar TUzerindeki antibakteriyel etkisinin arastirildigi bir
calismada, UV 1sinlamaya maruz birakilan nanoliflerin yapisinda olumlu
degisiklikler gozlemlenmistir. Ciinkii PVA'nin UV 1sinlama sonucunda hidrojen
atomlar1 sayisinda artis oldugunu ve PVA'nmin hidrojen atomlarinin giimis

iyonlarina gore daha gii¢lii interaksiyonlara sahip oldugu belirtilmistir[197].

Elektrospin yontemiyle tretilen PVA nanoliflerinin su stabilitesi ve hidroliz
derecesi ile etkilesiminin arastirildig1 bir calismada, PVA polimer ¢ozeltisindeki
PVA konsantrasyonunun besleme ¢ozeltisi yiizey gerilimini etkilemedigi sonucuna
varllmistir [193]. Bu degerlendirme; PVA’nin konsantrasyonunun, iiretilen nanolif
agii olumsuz etkilemeyecegi kanisina vardirabilir. Clinkii parametre etkilerinde
de aciklandig: lizere, elektrospin yontemi parametrelerinden digerleri sabitken,
yuzey geriliminin olmasi gerekenden yiiksek veya olagan dis1 ¢ok diisiik olmasi

nanolif ag yapisini olumsuz etkilemektedir.

PVA’'nin molekiiler agirliginin, glutaraldehit ile ¢apraz baglanmis nisastadan
uretilen filmlerin tizerindeki etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada, PVA’'nin molekiil
agirhiginin ve veya depolama gilinlerinin PVA’'nin su buharn gegirgenligi iizerinde

onemli bir etkisi olmadig1 belirtilmistir [198]. Yine PVA’'nin hidroliz derecesinin ve
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molekiiler agirliginin, balik miyofibriler proteinler ile PVA karisimindan tretilen
filmler tUzerinde etkisinin arastirildigi bir baska calismada PVA’nin molekiil
agirhiginin buytikliginin filmler lizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 rapor

edilmistir [199].

Gida giivenligi ve paketlenmesinde nanoteknolojik uygulamalar1 konu alan bir
calisma da PVA polimerinin giimiis nano partikiilleriyle farkli karisimlarindan
tiretilen nanoliflerin antimikrobiyal etkisi oldugu belirtilmistir [66]. Buna ek olarak
glimis nanopartikiilleriyle PVA’'nin gida ambalajlamada kullamildigi pek ¢ok
calisma mevcuttur [200]-[202].

2.5 Timol

Thymus vulgaris ten elde edilen timol, gliclii antioksidadif [27] ve antiseptik
ozelliklere, aromatik bir kokuya ve keskin bir tada sahip monoterpenoid fenol

tirevidir.

2.5.1 Timoliin Kimyasal Yapisi

Timol (5-methyl-2- isopropylphenol) monoterpenler grubuna ait bir fenol
tiurevidir (Sekil 2.10). Kekik (7hymus vulgaris) esansiyel yaginin en etkili
bilesenidir [203]. Molekiiler formiilii C10H140 seklinde gosterilir. Kaynama noktasi
232,5°C’dir [197],[198]. 20°C’deki suda ¢oziiniirliigi 900 mg/L’ dir [206]. Onerilen
depolama kosullarinda stabildir ve kararhdir [207].

CH;

OH

H;C CHy

Sekil 2.10 Timole ait kimyasal yap1
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Timol, Lamiaceae grubuna dahil bitkilerde de bulunabilir [208]. Timolin
antifungal, antibakteriyel, antioksidan ve antiseptik 6zelliklerinin incelendigi pek

cok calisma mevcuttur [206]-[217].

2.5.2 Timoliin Gida Teknolojisi Calismalarindaki Yeri

Mikroorganizmalara karsi en ¢ok aktivite gosteren bitkiler; karanfil, tar¢in,
oregano ve kekiktir ve ana bilesenleri sirasiyla 6jenol, sinnamaldehid, karvakrol ve
timoldir  [218]-[220]. Kekik yaginin  (timol[5-metil-2-(1-metil)-fenol])
antimikrobiyal aktivitesi, genellikle % 45 konsantrasyonlarda etkilidir [221]. Ama
bu durum kekigin hasat edilme zamanina, kekikten esansiyel yagin ¢ikarilmasi
zamanina, cografik bolgelere ve iklim kosullarina gore farklihk gostermektedir
[222]. Bir calismaya gore baharatlar antimikrobiyal gii¢lerine gore 3 sinifa
ayrilmistir. Glgli sinifta; tarcin, karanfil, hardal, orta sinifta; yenibahar, defne
yapragi, kekik, kimyon ve biberiye ve zayif sinifta ise: karabiber, kirmizi biber ve
zencefil bulunmaktadir [223]. Gli¢li patojenler olarak bilinen Aspergillus spp.,
Aspergillus parasiticus, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli,, Shigella sonnei, ve Shigella flexneri gibi tirlere, giiclii sinifta yer alan targin,

karanfil ve hardalin etkisinin olabilecegi belirtilmistir [224].

E.coli 0157:H7'nin gelisimine karsi cesitli baharat o6zlerinin (kimyon, defne,
mersin, kekik, adacayr ve kekik) antimikrobiyal aktivitesini arastirildigl bir
calismada sadece kekigin, hem kagit disk analizinde hem de karistirilmis sivi

kiltiir analizinde bakteri liremesini inhibe ettigini bildirmislerdir [225].

Baz1 peynir cesitleri lizerinde yapilan timol ve timol iceren esansiyel yag
karisimlarinin antifungal etkisi arastirilmis ve bu ¢alismalarda timoliin etkili bir

inhibitor oldugu belirtilmistir [26],[217],[218].

Timoliin, bu c¢alismada kullanilan Aspergillus parasiticusa karsi antifungal
etkisinin arastirlldig1 calisma az olsa da Aspergillus tiirlerine karsi timoliin

etkisinin oldugunu rapor eden pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [228]-[233].

Kekik, kimyon, karanfil, kimyon, biberiye ve adacayindan elde edilen ugucu
yaglarin, Aspergillus parasiticus ‘un sentetik bir ortamda gelisimine antifungal

etkilerinin arastirlldig1 bir calismada, Aspergillus parasiticusun gelismesinin
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tamamen 6nlendigi ve kekik esansiyel yag1 olan timoliin, diger yaglar arasinda en

etkilisi oldugu rapor edilmistir [234].

Giday1 korumaya yonelik ¢alismalarda yer bulan antimikrobiyal/antifungal etkisi
olan bu esansiyel yaglarla, artik giday: yeni koruma yontemleri gelistirilmektedir.
Farkli yontemlerle gida ambalajlama ve paketleme gibi alanlarda
kullanilmaktadirlar. Timol ve benzeri esansiyel yaglar antifungal ve antibakteriyel
ozellikleri géz oOnlinde bulundurularak bazi yenilebilir film iretimlerinde de
kullanilmistir. Ornegin, karidesin raf émriinii artirmak icin yapilan bir ¢alismada
peynir alti suyu tozu proteini, soya proteini, trans sinamaldehid ve timol
karisiminin karidesin raf émriine olumlu yonde etki ettigi rapor edilmistir [235].
Baska bir calismada da; modifiye atmosfer paketleme ile ambalajlanmis kuzu etine

%0,1 kekik yag1 ilavesinin, gidanin raf 6mriinii uzattig1 belirtilmistir [236].

%1-2,5 konsantrasyon araliginda kekik, kimyon ve tar¢in esansiyel yaglar ile
peynir alti suyu tozu proteininden elde edilen yenilebilir filmlerin c¢ig ete
kaplandig1 ve 12 giin 5°C sicaklikta depolandigl bir ¢alismanin analiz sonuglarina

gore, ¢ig etin raf omriiniin iki kat arttig1 rapor edilmistir [237].

Bu calismalara ek olarak giin gectikce 6nem kazanan nanoteknoloji alaninda da
antimikrobiyallerin kullanimi mevcuttur. Clinkii antimikrobiyal, antifungal etki
gosteren maddelerin nanopartikiiller icine kapsiillenmesi, bu maddelerin
antimikrobiyal/antifungal etkinlik ve kararlilik derecesini artirabilir. Bu nedenle
antimikrobiyal enkapsiile edilen nanoyapilarla veya antimikrobiyal aktiviteyi
kendiliginden barindiran nanoyapilarla ilgili siirecte, antimikrobiyal aktiviteyi
karakterize etmek icin uygun yontemi se¢mek c¢ok onemlidir. Nanopartikiler
sistem; lipozomlar veya polimerler tarafindan olusturulan kolloidal yap1 olarak
tanimlanmaktadir. Polimerlerin lipozomlara gére daha ¢ok tercih sebebi olmasi ise
depolama sirasinda, biyolojik sivilarda stabilitelerinin artiyor olmasidir.

Yontemlerde kullanilan tasiyici yani polimer de bu nedenle 6nemlidir.

Nanoenkapsiilasyon, kati, sivi veya gaz halindeki maddelerin kiiciik parcaciklar
halinde (mikro ve nano 6lcekli) kapsiillerde paketlenmesi seklinde tanimlanir.
Biyoaktif maddelerin gida bilesenleri ile kapsiillenmesi, bilesiklerin
stabilizasyonunu saglar ve etkilesimler nedeniyle bozunmasini engelleyebilir.
Ayrica ucgucu yaglarn stabilize edebilir, kontrollii salinimlarin1 saglayabilir ve
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bilesikleri bozunmaya neden olabilecek 151k ve oksijen gibi ¢evresel faktorlerden
koruyabilir [238]. Yapilan bir calismada B-siklodekstrin i¢ine kapsiillenmis timol
ucucu yaginin, kapsiillenme neticesinde mevcut kokunun azaldig1 ve kontrolli
salinimlarin yapilabildigi rapor edilmistir [239]. Yine bir ¢alismaya gore targ¢in
yapragi ve sarimsak ugucu yaglar1 B-siklodekstrin icine kapstillenmis ve meyve ve
sebzelerin depolama sirasinda clirtimelerine neden olan Alternari alternatdya
karsi antibakteriyel etkisi rapor edilmistir [240]. Buna ek olarak timoliin keskin
aromatik kokusunun, gidada olusturabilecegi olumsuz tat ve aromanin da,
gidalarda kullanimi sinirlamaktadir. Bu olumsuzluklarin azaltilmasi ve biyoaktif
maddelerin yiizey alanini artirarak 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in, kapstlleme
teknikleri onerilmektedir [34], [35]. Mikrobiyal gelisimi siirlamak i¢in nanolif
ureterek gida yiizeyinin kaplandigl birka¢ calisma mevcuttur [36], [37]. Bu
calismalardan yola ¢ikarak peynir yiizeyindeki antifungal gelisme, timol ugucu
yaginin biyoaktif madde olarak kapsiillenmesi ve elektrospin metodu ile iiretilen

nanoliflerle sinirlandirilabilir.

2.6 Peynir Alt1 Suyu Proteinleri (PASP)

Gida proteinleri enkapsiilasyon matriksleri olarak miikkemmel kaynaklardir, ¢ciinki
biyoaktif maddeler tizerindeki tasiyic1 ve koruyucu etkilerine ek olarak, hem besin
degerleri yiiksektir, hem de faydal yiiksek fonksiyonel 6zellikler gosterirler [241]-
[243].

2.6.1 PAS Proteinlerinin Kimyasal Yapisi

Peynir alt1 suyu proteinleri peynir endiistrisinden bir yan tiriin olarak elde edilen
bir protein tirudir. Peynir alti suyu proteinleri, kazeinatin pihtilastirilmasindan
sonra geriye kalan [-laktoglobulin, a-laktalbumin, bovin serum alblimini ve
immiinoglobulinler ¢esitli proteinlerin bir karisimindan olusan ¢6zilinebilir
proteinlerdir [234],[235]. Hidrofilik yapidadirlar kiiciik molekiiller dabhil
kendiliginden baglanma, yiliksek ylizey aktivitesi ve iyi jellesme 06zelliklerine
sahiptirler [246]. PAS proteinleri globiiler proteinlerdir. Suda rahatlikla
coziinebilirler. Iyonik olduklar icin elektrostatik etkilesimlere gegebilirler,

katilabilirler. Fakat pH (4,7-5,0) durumlarina gore, ¢6zelti izoelektrik noktaya denk
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gelirse ¢ozlinmezler [247]. Emiilgatér gorevi gorebilmeleri fonksiyonlariyla,
kapsiillemenin emiilsifikasyon islemini kolaylikla gerceklestirirler. Bu nedenle
farkli kapsiilleme yontemleriyle etkinliklerini kaybetmeden Kkapsiillenebilirler

[248].

2.6.2 PAS Proteinlerinin Gida Teknolojisindeki Yeri ve Onemi

Yenilebilir film iiretiminde ve gida koruma amagh kaplamalarinda, fonksiyonlarina
bagli olarak pek c¢ok bilesen kullanilabilir. Baslica bilesenler; polisakkaritler
(nisasta ve tiirevleri, seliiloz tiirevleri, aljinat, karragenan, kitosan, pektin ve
zamklar), proteinler (kazein ve peynir alti suyu proteini, bugday gliiteni, soya

proteini) ve lipitlerdir [249]-[251].

PAS proteinleri biyolojik olarak pargalanabilirligi ytliksek oldugu icin, elastik
filmler olusturabilir ve gida ambalajlama i¢in hammadde olarak kullanilabilir
[252]. Yenilebilir film olarak veya gida ambalajlamadaki bu kullanimin sebebi dis
reaksiyonlara az hassasiyet gostermesinden kaynaklaniyor olabilir. Proteinin
propilen glikol ile ¢apraz baglanmasiyla, kovalent baglar yoluyla protein ve
polisakkarit arasinda fonksiyonel kovalent baglarin durumu, bunlarin pH, tuz
konsantrasyonu ve sicaklik gibi degiskenlere daha az hassas olmasini saglar

[243],[244].

Enkapsiilasyon yontemlerinde bitkisel proteinlere oranla daha ¢ok hayvansal
proteinler tercih edilmektedir. Yiiksek c¢oziintrlik, genis pH aralig, dusik
molekiiler agirlik ve matriks olarak daha elastik olmalari, tercih edilme sebepleri
arasindadir [255]. Bitkisel proteinlerin tercihi ise, daha ucuz olmalar1 ve bitkisel
kaynakli (tliketici 6zel tercihi sebebiyle) olmalarindandir. Siit proteinlerinin,
enkapsiilasyon etkinligi metod ve trendlerinden bahsedilen bir ¢alismada en ¢ok
kullanilan proteinler PAS proteinleri ve kazeinlerdir seklinde rapor edilmistir

[256].

a-linoleik asidin kapsiillenmesi i¢in matriks (tasiyic1) ve emiilsiyon stabilizatorleri
olarak PAS ve soya proteinlerinin kiyaslandig1 bir ¢alismada; her iki protein de
basarili bir sekilde enkapsiilasyon etkinlik degeri (%60) vermislerdir. Fakat

serbest a-linolenik asit, elektrospinlenmis PAS proteinleri icinde %67, soya
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proteinleri i¢cinde ise %43‘e varan oranlarda bozulmadan stabil kalabilmislerdir

[257].

Balik yaginin emiilsifikasyonu ve puskiirterek kurutma ile Omega-3 yag asitlerinin
sutte kapsiillenmesinin c¢alisildigr  bir arastirmada kapsiillenmenin yagin
stabilitesini artirdig1 [258] ve keten tohumu yaginin, peynir alt1 suyu proteinine
enkapsiile edilmesinin yagin termal stabilitesini gelistirdigini [259] belirten bu iki
calismada; peynir alti suyu tozu proteinlerinin istenen organoleptik ozellikleri
gosteren ve yiiksek oksidatif stabiliteyi saglayan ¢ok iyi bir tasiyici oldugunu

vurgulanmistir.

PAS proteinlerinin, probiyotik bir Lactobacillus plantarum un mikrokapsiillenmesi
icin matriks olarak kullanildigi c¢alismada elektrospin parametreleri tespit
edilmistir [260]. Bu calismaya gore PAS'in (%80 protein iceren) matriks olarak
kullanilmasina; karakteristik fonksiyonel 6zelliklerinin ¢ok olmasi ve daha dnce
yapilan bir c¢alismada Bifidobacterium animalisin PAST matriksine
enkapsiillenmesinin basarili bir sekilde yapilmis olmasi sebepler arasinda

gosterilmektedir [251],[252].

Lactobacillus plantarum suslarinin, peynir alti suyu proteinleri ile kaplanmis
kalsiyum aljinat taneciklerine enkapsiillenmesini konu alan ¢alismada; peynir alt
suyu proteinlerinin bakterilerle yiiklii alginat taneciklerini kaplamak i¢in uygun,

ucuz ve etkili bir materyal oldugunu rapor edilmistir [263].

Biyopolimerik sistemdeki probiyotik bakterilerin enkapsiilasyonunu konu alan bir
calismada, PAS proteinlerinin enkapsiilasyon metodlarina gore farklihk
gosterecegi goz oniinde bulundurularak, enkapstilasyon icin iyi bir matriks/tasiyici
oldugundan ve bu durumun insan saghigini olumsuz etkilemeyeceginden ve hatta

karakteristik 6zelliklerinin fayda saglayabileceginden bahsedilmistir [264].

Kakiile esansiyal yaginin peynir alt1 suyu proteini izolati matriksinde tek basina ve
guar gam ve karregenan gam ile kombinasyonlarindan olusan matrikste enkapsiile
edilmesi ve enkapsiilasyon etkinliginin arastirildig1 bir calismada, Sadece PAS
proteinleri iceren mikro kapsillerin en yiiksek sikistirilmis yaga (%7.5) ve
mikrokapstlleme verimliligine (%98.5) sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni

zamanda %30 PAS proteinleri ve %30 PAS proteinleri + Guar gam
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mikrokapsiilleri, depolama siiresince iki depolama sicakliginda (20, 35°C) kakiile
esansiyel yagini en iyi koruyan konsantrasyon orani olarak belirtilmistir. Kakiile
esansiyel yagini kapsiilleyen en iyi formiilasyonun %30 PAS proteinleri oldugu

rapor edilmistir [265].

Likopenin yenilebilir farkli matriksler icine (dekstrin, PAST, kitosan) sprey-
kurutma ve elektrospin metotlar1 kullanilarak enkapstilasyonun yapildigi bir
calismada likopenin stabilitesi ve morfolojisi incelenmistir. Tim matriksler ile
kapsiilleme islemi gerceklestirilmis olsa da, sprey-kurutma yontemindeki ytksek
sicaklik uygulamasi likopenin etkinligini ve stabilitesini diisiirmiistiir. Buna ek
olarak PAST’1n en yiiksek enkapsiilasyon etkinligine/verimine (%75) sahip oldugu
belirtilmistir. Dahasi PAST1n likopeni termal ve nem kaynakli bozulmalara karsi

daha iyi korudugu rapor edilmistir [266].

2.7 Kasar Peyniri

islenmis gidalarda olusan olas1 mikrobiyal bozulmalar1 engellemek veya
sinirlandirmak i¢in hala yaygin bir sekilde 1sisal islem kullanilmaktadir. Bu amagla
kullanilan 1sisal islem uygulamalar: en ¢ok stt endustrisindedir. Fakat gida isleme
surecinde uygulanan 1sisal islem, islenmis urin icin artik etkili degildir.
Olusturulan siit turiinleri tiiketilene kadar korunmaya devam ettirilmelidir. Bu
nedenle siit ve stt triinleri giivenligi icin yeni teknolojilerin uygulanmasi 6nem
kazanan gida sektorlerinden biridir [267]. Yeni teknolojileri uygulamanin yani sira
stiit bazh trlnlerin korunmasinda, esansiyel yaglarin 6énemli rol oynadigi, siit

trtinlerinin giivenligi ve kalitesine olumlu etkiler yapabilecegi belirtilmistir[268].

Siit iriinleri arasinda en yaygin tiiketilen iriin peynirdir [269]. Diinya Saghk
Orgiitiiniin verilerini baz alan bir calismaya gore, 20 (1990-2009) yillik bir
orneklemde Tirkiye’'de kisi basina diisen, yillik peynir tiiketim miktarinin azaldigi
rapor edilmistir. Ayrica ayni calismaya gore peynir lretiminin ve ithalat/ihracatin
en fazla ABD ve AB iilkelerinde oldugu istatistiki verilere gore verilmistir [270].
Peynir, sut trlnleri arasinda besin icgerigi yoniinden zengin olmasi yani besleyici
degerinin diger siit Uriinlerine goére daha yiiksek olmasi sebebiyle beslenmede ¢ok
onemlidir. Ayrica ¢esitliligi ve gesitliliginden kaynakli farkli 6zellikler sergilemeleri

nedeniyle en zorlu mandira Urlini peynirdir. Peynir biyokimyasal olarak
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dinamiktir ve stabilitesi kolay etkilenir kararsizliga daha yatkindir [271].
Turkiyenin bu glindemde geride kalmasinin sebebi peynir muhafazasinin
dolayisiyla tasinim ve depolama durumlarinin yeterli olmayisi olabilir. Bu nedenle

peynir muhafaza yontemlerinde yeni stratejiler gelistirmek 6nemli olabilir.

2.7.1 Kasar Peynirinde Olan Bozulmalar

Aflatoksin iceren yemlerle beslenen hayvanlar, karacigerlerinde AFB1’i metabolize
ederler ve monohidroksi tiirevi olan Aflatoksin M1 (AFM1)’e doniistiiriirler [17],
[272]. Ozellikle gelisme caginda olan bebek ve cocuklar tarafindan daha ¢ok
tliketilen bu siitlerin 6nemini artiran nokta ise AFM1‘in pastorizasyon isleminden
etkilenmemesidir [273]. Ayrica kontamine olmus yemlerden kaynakli, siitlerde
AFM1 bulunmasinin yani sira, bu siit ve siit iiriinlerinde depolama ve olgunlasma
sirasinda AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 gibi toksinleri tlireten kiiflerin gelisimi de, bu

duruma sebep olmaktadir [23].

Siit tiriinlerinden en ¢ok tiiketilen iirtin olan peynirler arasinda Tiirkiye ‘de en ¢ok
tiiketilen peynirler sirasiyla beyaz peynir ve kasar peynirdir [274]. Literatiirde yer
alan bir calismaya gore ise; Tiirkiye’de en yaygin tiiketilen siit iriiniiniin kasar
peyniri oldugu bildirilmistir [275]. Arastirmalara gore aflatoksin iceren peynirlerin
tilketimiyle olas1 aflatoksikozis olusmasi saglik acisindan ¢ok tehlikelidir.

Literatiirde peynirlerde aflatoksin tespitinin yapildig1 sayisiz calisma mevcuttur

[13], [276]-[278].

Peynirlerin (200 kasar peyniri, 200 beyaz peynir, 200 islenmis peynir) AFM1
diizeyinin belirlenmesine yonelik bir arastirmada, 600 6rnek ELISA yéntemiyle
incelenmis, en yliksek AFM1 miktar1 800 ng/kg olarak kasar peynirinde
bulunmustur [279]. Bu riskin kasar peynirlerinde daha ¢ok rastlanmasinin neticesi
olarak ozellikle kasar peynirlerinde aflatoksin tespitinin yapildig1 pek ¢ok ¢alisma
mevcuttur. Calisilan 6rnek sayis1 ve AFM1 miktarlar: sirasiyla, 75 érnekte, 55-850
ng/kg [280]; 125 ornekte, 10-740 ng/kg [11]; 14 ornekte 7-68 ng/kg [13]; 200
ornekte 120-800 ng/kg [279]; 132 ornekte 50-690 ng/kg [281] aralifinda tespit

edilen degerler bu tarz ¢alismalardandir.

Bu nedenle aflatoksin riskini azaltmak maksadiyla cesitli kontrol arastirmalari

yapilmaktadir [16]. Bu arastirmalar ya hayvan yemlerinin kontaminasyonunun
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onlenmesi, ya da trtinlerdeki kiif gelisiminin engellenmesi amaciyla yapilmaktadir.
Hayvan yemlerinin olas1 kontaminasyonu 6nlemek, ¢cok genis hakimiyet isteyen bir
alandir. Fakat sut uirtinlerindeki kif gelisimini 6nlemeye yonelmek, daha olas1 ve
nihai iiriinde istenen sonuca ulasmak icin daha uygundur. Bu nedenle, 6zetle;
mikotoksin riskini azaltmak igin, siit Uriinleri tzerindeki kiiflerin gelisimini

engellemek ve yeni yontemler gelistirmek ¢ok 6nemlidir.

2.7.2 Kasar Peynirinin Raf Omriinii Etkileyen Caligmalar

Kasar peynirlerinin raf 6mriinii uzatmak, onlar1 olasi kiif olusumlarindan korumak

icin yapilan, pek ¢ok calisma mevcuttur.

Kasar peynirinin raf 6mriiniin arttirilmasi lizerine yapilan bir ¢alismada bir grup
peynir ornegi %5-10 K-sorbat ¢ozeltisi ile muamele edilip, vakum paketleme ile
ambalajlanmistir. Bir grup ornek de aym ¢ozeltiyle muamele edilip waks ile
kaplanmistir. %10 K-sorbat iceren ve waks laminasyonu yapilan kasar
peynirlerinde kiiflerin istatistiki acidan anlamlh bir sekilde etkilendigini fakat
kombinasyonun raf Omriini etkilemek icin yeterli olmadigini ve waks ile
muamelenin kasar peyniri duyusal karakterini tat ve koku ac¢isindan olumsuz

etkiledigi rapor edilmistir [282].

Natamisin ve PVC (Sperdex-Ref:99017) ile ambalajlanan kasar peynirlerinin
bozulma etmenlerinin incelendigi bir ¢alismada paketleme materyalinin, kasar
peynirlerindeki toplam mezofilik bakteri sayisina etki etmedigi fakat kuf gelisimini

inhibe ettigi belirtilmistir [283].

Peynir alti suyu protein izolati ve natamisin ile baharat ucucu yagi iceren
yenilebilir filmlerin kasar peynirine uygulandig1 bir c¢alismanin sonucuna gore;
filmlerin L. plantarum, S. enteritidis, E. coli 0157:H7, L. monocytogenes ve S.
aureusa karsi antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirtilmistir. Penicillium sp.
bulastirilmis kasar peynirinde ise en fazla etki natamisin ilaveli 6rnekte tespit
edilmistir (1. giinde 0,33 log, 7. giinde 1,45 log diisiis). Depolama siiresinin 1.
glinlinde kiif bulastirilmis peynirlerde natamisin disindaki karisimlarda bir azalma
saptanmamustir. Kekik ekstrakti ilaveli yenilebilir film iceren 6rnekte ise; 7. glinde
0,92 log azalma belirlenmistir. Depolamanin 7. giinlinden sonra ise biitiin

gruplarda istatistiki olarak 6nemli bir artis tespit edilmemistir [284].
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Kasar peynirlerinin depolama siirelerine (90 giin) mikrobiyal yiikiiniin etkisinin
incelendigi bir calismada, kiiflenmeyi Onlemek i¢in kasar peynirlerine farkh
sekillerde (spreyleme, daldirma, kati halde ilizerine serpme) potasyum sorbat
muamele edilmistir ve test sonucunda maya-kiif sayisinda 6nemli diizeyde azalma

oldugunu bildirilmistir [285].

Balmumundan elde edilen film ile kaplanan ve 10-12°C’de depolanan kasar
peynirlerinin organoleptik 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismaya gore; ancak 7.
glntin kasar peynirlerinin duyusal 6zelliklerinin olumlu gelisiminin gézlemlenmesi

icin en uygun gilin oldugu rapor edilmistir [286].

Sorbitol ve sodyum kazeinat ile yenilebilir film {iretilen ve bu filmler ile kaplanan
kasar peynirlerinin 90 giin boyunca incelendigi arastirmada ise; pH, titrasyon,
kuru madde, tuz, protein, yag, %kayip miktar1 ve mikrobiyal testler gibi analizler
yapilmistir. Bu siire¢ boyunca takip edilmis ve sonug olarak kaplanan filmin kasar
peyniri Uzerinde fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik olumlu degisiklikler

gosterdigini belirtmistir [287].

Dogal antimikrobiyal (kekik ve karanfil ugucu yagi) bilesenler ile kitosandan
hazirlanan yenilebilir filmlerin, 5 log kob/g diizeyinde Listeria monocytogenes
bulastirilan kasar peynirlerine kaplandig1 bir diger calismada; L. Monocytogenes
sayisinin 1,18-2,39 log kob/g degerlerine diistiigli ve kekik ugucu yaginin karanfil
ucucu yagina gore daha etkili oldugu rapor edilmistir [288].

Kasar peynirinin kurumadde miktarinin artirilarak, dayanaklihiginin artabilecegi
hipoteziyle yola ¢ikan bir calismada, kasar peynirine liretimi asamasinda kazein
ilave edilmis ve 8°C’de 90 giin depolanmistir. Mikrobiyolojik sonug verileri gore;
4,67-6,25 log kob/g degerinde TAMB, 5,39-7,25 log kob/g LAB 3,66-4,88 log kob/g
degerinde Kkiif tespit edilmis ve S. aureus ve koliform grubu bakterilerine ise

rastlanilmamistir [289].

Natamisin iceren bugday gluteni ve metil seliiloz biyopolimerlerinden {iretilen
filmler ile, Aspergillus nigerve Penicillium roquefortii inokiile edilmis kasar peynir
orneklerinin kaplandigi bir ¢alismada tiretilen filmlerin bu kiifler tizerindeki etkisi
arastirlmistir. Her 10 graminda 5-20 mg natamisin iceren metil seliiloz filmleriyle

sarilan A. nigerinokiile edilen kasar peynirlerinde; yaklasik 2 log azalma olmustur.
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2 mg natamisin iceren her 10 gramlik bugday gluteni filmleri ise kasar peyniri
yuzeyindeki A. niger ‘i verimli bir sekilde elimine etmistir. Fakat her iki filmin de 7.

roquefortiiizerinde anlamli bir azalma gostermedigi rapor edilmistir [275].

Calismalardan da gorildigi tizere, kasar peynirine ve kaplama materyaline gida
katki maddesi veya antimikrobiyal ilavesi, biyo esash yenilebilir film veya farkh
biyopolimerlere dayali kaplama materyalleri ile kaplanmasi ve gelistirilmis
ambalaj materyalleri ile paketlenmesi gibi yontemler kullanilarak kasar peynirinde
olasi fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal bozulmalar1 énlemek ve raf émriinii uzatmak
icin calismalar yapilmistir. Uygulanan ¢ok farkli metotlarin mevcudiyetine ragmen,

peynir muhafazasi halen gida teknolojisinde bir sorundur [290].

Bu ¢alismalarin disinda, ambalaj malzemelerinin performansini artirmak, tirtinde
istenen 6zelliklerin elde edilmesi i¢in biyopolimerlerin yaninda nanomateryallerin

kullanimi dikkat ¢eken bir yaklasim olmaktadir [291].

Glimis-montmorillonit nanopargaciklari iceren biyo-bazli kaplama materyalinin
Fior di latte peynirine modifiye atmosfer paketleme (%30 CO2, %5 02 ve %65 N2)
ile ambalajlanmasi tizerine yapilan bir ¢alismada, giimiis nanopartikillerin (0.25,
0,50 ve 1,00 mg/mL) farkli konsantrasyonlari, sodyum alginik asit soltisyonu (%8
w/v) icinde disperse edilmistir. Sonu¢ olarak glmiis nanopartikiillerinin
konsantrasyondan bagimsiz onemli bir etkisi bulunmamistir. Fior di latte

peynirinin raf émriini 3 giinden, 5 giine ¢ikardig1 rapor edilmistir [292].

Coalho peynirlerinin, aljinat/lizozom nano-laminat (levha) ile kaplanmasi ve
Coalho peynirlerinin raf omirlerinin degerlendirildigi bir ¢alismada, ilk olarak
aminolize/polietilen tereftalat icinde bes farkhh aljinat ve lizozim tabakasi
birlestirilmistir ve nanolaminatlarin fiziksel 6zelliklerinin karakterize edilmesi
icin, UV/VIS spektroskopisi ve taramali elektron mikroskopisi kullanilmistir.
Arastirmanin sonucuna gore; kaplanmis peynirlerin kaplanmamis peynirlere gore,
daha dustik agirlik kaybi, pH, lipid oksidasyonu ve mikrobiyal yiike, fakat daha
yuksek titrasyon asitligine sahip oldugu belirtilmistir. Aljinat/lizozom
nanoyapisinin Coalha peynirlerinin raf 6mriinii artirmasi icin kullanilabilecek bir

metod oldugu bildirilmistir [293].
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Literatliirde nanoteknolojik tirtin kullanilarak peynirin kaplanmasina yénelik ¢ok
az calisma mevcuttur. Ayrica, kasar peynirlerinin raf émrini uzatmayla ilgili
herhangi bir nanolifle uygulamasi yapilan bir c¢alisma mevcut degildir.
Nanoteknolojinin sagladigi faydalar, calismanin 6nceki boliimlerinde de aciklandigi
tizere ¢ok onemlidir. Bu nedenle kasar peynirlerinin raf émrini uzatmak icin
peynirin fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik ve duyusal 6zellikleri géz Onilinde
bulundurularak, antimikrobiyal ve uygun polimerlerden tretilen nanoyapilar ile

kaplanmasi, kasar peynirinin raf 6mriine olumlu etki edebilir.

2.8 Aspergillus parasiticus

2.8.1 Aspergillus parasiticus'un Morfolojisi

A. parasiticus 6-45°C degerinde genis bir sicaklik araliginda gelisebilirler. Su

aktivitesi degerleri ise 0,78-0,95 araligindadir [294].

2.8.2 Aspergillus parasiticus'un Zararlar

Mikotoksinler, insan ve hayvanlarda, akut toksik, karsinojenik, mutajenik ve
teratojenik olmak tizere pek ¢ok olumsuzluga neden olurlar [273]. Bu tip saghk
sorunlarina yol acan mikotoksinleri tlreten, baslhica Aspergillus, Fusarium ve
Penicillium cinsleridir. Ozellikle Aspergillus cinsine mensup A. flavus, A
parasiticus, ve A. nomius saglik acisindan en tehlikeli mikotoksijenik kiiflerdir. A.
flavus yalnizca AFB1 ve AFB2 tiretebilir. Fakat A. parasiticus hem AFB1 ve AFB2,
hem de aflatoksin G1 ve aflatoksin G2’yi tiretmektedir [295]-[299]. Aflatoksin B1
(AFB1), Aspergillus tirlerinin tarimsal uriinlerde irettigi olduk¢a toksik ve
kanserojen bir metabolittir [300]. Epidemiyolojik calismalara gore, aflatoksinler
pek cok ciddi hastaliklara (akut toksikoz, reye sendromu, karsinom, solunum
kanseri ve kwashiorkor) sebep olmaktadir [301]-[303]. Ozellikle fazla tiiketilen
urinlerde aflatoksin miktarinin ve aflatoksijenik etkilerin ¢ok olmasindan dolays,
aflatoksin tireten bu kiiflerin kesinlikle kontrol altinda tutulmasi gerekmektedir

[304]-[307].

Basta cocuklar olmak tizere tiiketimi insan sagligi i¢in ¢ok 6nemli olan siit ve siit

Uriinlerinde AFM1 seviyeleri ¢cok 6nemlidir [279]. Genglerin siit ve siit iirlinlerine
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artan ilgisi son zamanlarda yapilan bir ¢alisma ile bildirilmistir[19]. Bu durum siit
urunlerindeki ve 6zellikle siit triinlerinden peynirde aflatoksin varliginin 6nemini
ortaya cikarmaktadir. Peynir 6rneklerinde yiiksek AFM1 seviyesinin bulundugu
pek cok calisma mevcuttur [277], [308]. Ozellikle kasar peynirlerinde AFM1
varliginin diger peynirlere gore daha yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalar da
literatlirde yer almaktadir [11], [281], [308], [309]. Aflatoksinin s6z konusu
belirtilen toksik zararlar1 nedeniyle bu c¢alismada, AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2
uretme potansiyeline sahip A. parasiticus gelisimini 6nlemek maksadiyla, kasar
peynirleri antifungal etkiye sahip biyoaktif madde iceren nanoliflerle kaplanabilir

ve kasar peynirlerinin bu baglamda raf émrii uzatilabilir.

2.8.3 Aspergillus parasiticus'un Sinirlandirilmasina Yonelik Calismalar

Timolden ekstrakte edilen 7hymus eriocalyx ve Thymus x-porlock esansiyel
yaglarinin Aspergillus parasiticus tarafindan tretilen aflatoksinler {izerine
etkisinin arastirildig1 bir ¢alismada disk difiizyon metodu ile yaglarin gesitli
konsantrasyonlarinin kiiflerin gelisimine etkisi incelenmistir. iki yag cesidinin de
farkli konsantrasyonlar1 gaz kromotografisi ile incelenmis ve benzer bilesenlere
sahip oldugu bildirilmistir ve s6z konusu timoliin antifungal etkisinin aflatoksin

liretimi seviyesine 6nemli derecede etki ettigi rapor edilmistir [310].

Neem yapraklarindan elde edilen ekstraktin Aspergillus parasiticus tarafindan
uretilen aflatoksinlere etkisinin arastirildigi bir calismada; 96 saat sonra aflatoksin
konsantrasyonun, 120 saat sonra da fungal hiicre biiylimesinin maksimum
seviyeye ulastigini ve Neem ekstraktinin %1,56 (v/v)’sinin, hiicre gelismesini
yaklasik %67 inhibe ettigi rapor edilmistir [311]. Yine Neem yapraklarindan elde
edilen ekstraktin %1, %5, %10, %20 ve %50 (v/v) Kkonsantrasyonlarinin
Aspergillus parasiticus’'a ve lrettigi aflatoksinlere etkisi {lizerine yapilan bir
arastirmada; %10 (v/v)’luk hazirlanan ekstraktin Aspergillus parasiticus %60-
70 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Ayrica bu kosullarda hiicre (mycelial)

kuru agirhiginin anlamh bir etkisinin olmadig belirtilmistir [312].

Amonyak ¢6zeltisinin farkli konsantrasyonlarinin (0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9
ve 1,0)% (v/v) distik tuzlu sukroz medyumunda Aspergillus parasiticus'a karsi

etkisinin arastirlldig1 calismada; %1 konsantrasyondaki amonyak ¢ozeltisinin
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fungal inhibisyon i¢in yeterli oldugunu ve bu konsantrasyonda aflatoksin tiirlerinin

(B1 + B2 + G1 + G2) tretiminin inhibe edildigi bildirilmistir [313].

Aflatoksin tiretimini kontrol etmek i¢in, Rosmarinus officinalis ve Trachyspermum
copticum L." den elde edilen ugucu yaglarin minimum inhibisyon ve minimum
fungisidal konsantrasyon yontemleri kullanilarak A. parasiticus’ un gelismesi
uzerine etkisinin arastirildigi bir c¢alismada; T. copticum L. yaginn, R
officinalis’den daha gli¢clii antifungal etki gosterdigi belirtilmis ve elde edilen
yaglarinin gaz kromotografisi ile bilesenleri tespit edilmistir. Sirasiyla piperiton
(%23,65), alfa-pinen (%14,94), limonen (%14,89), 1,8-sineol (%7,43) ve timol
(%37,2), P-simen (%32,3), gama-terpinen (%27,3) degerleri bulunmustur. Daha
etkili bulunan 7. copticum L. miktar olarak da en yiiksek timol (%37,2) bilesenini

icerdigi goriinmektedir [232].

Literatiir —arastirmalar1 degerlendirilerek ve bilesenlerin nanoboyutlara
indirildiginde, bilinen 6zelliklerinin gosterebilecegi gilicliin etkinligi 6ngoriilerek
calisma dizayni belirlenmistir. A. parasiticus lizerinde inhibitor etki gosterebilen
timoliin biyoaktif madde olarak kullanilmasi, kasar peyniriyle duyusal ydnde
uyumluluk gosterecek ve fonksiyonel o6zellikleri benzersiz olan peynir alti suyu
proteininin biyotasiyici olarak kullanilmasi ve nanoliflerin morfolojik karakterinin
uygun olmasini saglayan PVA'nmin biyotasiyict olarak kullanilmasi uygun
gorulmiistiir. Ayrica enkapstlasyon etkinligiyle bu maddelerin aktivitelerinin
artacagl disinildiginden; maddelerin enkapsiilasyonu ile en uygun nanolif
liretme potansiyeline sahip elektrospin yontemi ile nanolif tlretilmesine ve A.
parasiticus inokiile edilen kasar peynirlerinin bu nanolif ile kaplanmasina dayal

bir ¢alisma olusturulmustur.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Bu calismada biyoc¢éziiniir dogal bir polimer olan peynir alti1 suyu proteini(PASP),
(Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Tekirdag), timol (2-[(CH3)2CH]C6H3-5-
(CH3) OH), M.W.: 150.22 (Merck, Almanya), tween 80 (Merck, Almanya), kasar
peyniri (Yorsan A.S., Balikesir), polivinil alkol (PVA, MW =130,000 Da, Aldrich
Chemical, ABD), fosfat tampon ¢6zelti tableti (pH: 7.4; 25 ©C, Sigma-Aldrich, ABD),
etanol (Dlizey LAB Ltd., Tirkiye), potato dextrose agar(Merck, Almanya), ringer
tablet (Merck, Almanya) ve Folin-Ciocalteau (FC) reaktifi (Sigma Aldrich, ABD)
kullanilmistir. Aspergillus parasiticus NRRL 2999 cam tiipler igerisinde yatik
agarda (PDA) Tekirdag Namik Kemal Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii'nden

temin edilmistir.

3.2 Yontemler

Polivinilalkol (PVA) ve peyniralti suyu proteinleri (PASP, whey protein) farkh
oranlarda karistirilarak analizlere bagh en uygun nanolif yapisini veren karisim
elde edilmis ve biyoaktif madde olarak, yine analizler ile konsantrasyonu
belirlenmis timol, enkapsiile edilerek besleme c¢o6zeltisi hazirlanmis ve nanolif
uretimi gerceklestirilmistir. Elektrospin yontemi ile tretilen bu nanolifler, kiif

(Aspergillus parasiticus) inokiile edilen kasar peynirlerine kaplanmistir.

3.2.1 Besleme Cozeltilerinin Hazirlanmasi

On denemeler sonucunda PAS proteinlerinin ¢oziindiirme islemleri optimize
edilmistir. Agirlikca %30 peynir alt1 suyu proteinleri saf suda (w/v), 20 dakika
(dk) boyunca, manyetik karistiricida sabit hizda, oda sicakli§inda homojen olarak
cozindirilmistir. PAS proteinin saf olmasi nedeniyle, daha 6nceki ¢alismalarda

coziindiirme islemleri icin yapilan pH ayarlamalarina ihtiya¢ duyulmamistir.

PAS proteini, tek basina elektrospin islemine tabi tutulabilen bir polimer olmadigi
icin yardima polimer olarak polivinilalkol (PVA) kullanilmistir. PVA agirlikca %30
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saf su icinde (w/v), 85°C ‘de, manyetik karistiricida sabit hizda, 30 dakika homojen
bir sekilde ¢oziindiriilmiustiir. Elde edilen PVA ¢o6zeltisi, hazirlanan peynir alti
suyu proteinleri ¢ozeltileriyle farkli oranlarda (PVA:PASP ; 100:0, 80:20, 60:40,
40:60, 20:80, 0:100) karnstirlmistir. PASP ve PVA c¢ozeltilerinin karistirma islemi
mayetik karistiricida ve 20 dakika boyunca sabit hiz olarak belirlenmistir. Karisimi
saglanan cozeltiler, en uygun oram tespit etmek amaciyla direkt elektrospin

islemine tabi tutulmustur ve soliisyon halinde de ilgili analizlerde kullanilmistir.

Kasar peynirine kaplanacak olan nanolifin iiretimi icin, kullanilan besleme
cozeltisini hazirlarken ise, biyoaktif madde ilave edilene kadar gegen islem ve
siire¢ aynmidir. Oncelikle agirlikca %30 peynir alti suyu proteini saf suda oda
sicakliginda 20 dakika sabit hizda manyetik Kkaristirictda karistirilarak
cozlindirilmiistiir. Benzer sekilde agirlikca %30 PVA saf su icinde 85°C‘de 30
dakika sabit hizda ¢oziindiirtilmiustiir. Nanolif 6rneklerinin morfolojik analizler
sonucu belirlenen oran1 (PVA/PASP:60/40) baz alinarak, hazirlanan PVA ¢6zeltisi
ve peynir alti suyu proteinleri ¢ozeltisi 20 dakika boyunca sabit hizda
karistirillmistir. Homojen karisimi saglanan ¢ozeltiye biyoaktif madde olarak timol
kurumaddesi ilave edilmistir. Toplam soliisyondaki Timol/PVA-PASP/Su orani
sirasiyla 10/30/60 seklinde ayarlanmistir. Daha sonra karisim homojen hale
getirmek icin 40°C'de 1 saat manyetik karistiricida sabit hizda karistirilmistir.
Karisimi saglanan besleme ¢ozeltisi 10 ml'lik enjektorlere konularak elektrospin

cihazi ile nanolif liretim islemine baslanmistir.

3.2.2 Elektrospin Yontemi ile Nanolif Uretimi

Sekil 3.1’de, elektrospin cihazi (Holmarc, Nanofiber Electrospinning Unit, Model
No: HO-NFES-043U, CIN) ekipmalan ile nanolif iiretim siireci goriinmektedir.
Panel lizerinde yer alan diigmeler ile voltaj ayarlamalari yapilmis ve cihazaentegre
software lizerinden ise besleme ¢dzeltisinin hiz1 ve toplayic1 plaka ile enjektoriin
ucu arasindaki mesafe ayarlanmistir. Parametrelerin sayisal degerleri
belirlenmeden o6nce, deneme tretim c¢alismalar1 defalarca yapilmis ve nanolif

liretebilen parametre degerleri se¢ilmistir.

Nanolif tiretimi icin hazirlanan besleme ¢o6zeltisi, 10 mL’lik 18 ayarh (gauga)

ignelere sahip enjektéor (TOP, Japonya) icine alinmis ve enjektér siringa
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pompasina(HO-SPLF4) yerlestirilmistir. Toplayic1 plaka ile enjektorin ucu
arasindaki mesafe 12 cm, ¢ozelti besleme hiz1 0,3 mL/sa ve voltaj(HMPSKV30)
degeri 20 kV olarak ayarlanmistir. Elektrospin cihazi ile nanoliflerin tretiminin
gerceklestigi islem siiresince, sicaklik oda sicakligl olarak ayarlanmistir.
Hazirlanan ¢ézeltinin  tamami kullanilarak nanolif iretilmistir. Uretilen

nanoliflerin, bu siirecte havadaki nemi hapsetme ihtimallerinden dolayi, absorbe

edilen suyu c¢ikarmak ig¢in bir gece boyunca dondurularak kurutulmustur

[32],[305].

Sekil 3.1 Elektrospin cihazi ile nanolif iiretimi islemi

3.2.3 Karakterizasyon Analizleri i¢in Orneklerin Hazirlanmasi

Peynire kaplanacak nanoliflerin liretiminden 6nce, en uygun biyotasiyiciolarak
kullanilacak karisimi tespit etmek igin, diger bir deyisle; biyoaktif madde
biyotasiyica enkapsiile edilerek elde edilecek olan nanolifi liretmeden oOnce,
biyotasiyicinin en uygun nanolif liretebilen karisimin saglanmasi gerekmektedir.
Bu nedenle biyotasiyici olarak kullanilacak olan PVA c¢o6zeltisi ve PASP cozeltisi
farkli oranlarda (PVA:PASP ; 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100)
karistirllmistir. Hazirlanan ve elde edilen bu besleme c¢ozeltilerinden {iretilen
nanoliflerin karakterizasyonunu, rapor etmek icin herbir 6rnek ayr1 ayr1 analize

tabii tutulmus ve degerlendirilmislerdir.
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3.2.4 Besleme Cozeltilerinin Reolojik Analizi

Nanoliflerin kesilme o6zellikleri (steady shear), peltier 1sitma sistemine sahip,
software ile entegre su sicaklig1 ayarlanabilen, gerilme ve gerinim kontrolli
reometre cihazi (Anton Paar, MCR 302, Avusturya) kullanilarak belirlenmistir.
Numunelerin kesilmesi i¢cin 60 mm c¢aph plaka-plaka konfiglirasyonu
kullanilmistir. Kesme hizi araligi, 20°C'de 1-100 s'e ayarlanmistir ve ol¢iimler
buna gore olusturulmus ve hesaplanmistir. Plaka tizerine 1 mL miktarinda
numunelerin yerlestirilmesinden sonra oOl¢ciimler baslatilmistir. Kesme hizi ve
kayma gerilmesi arasindaki iliskiyi ortaya ¢ikarmak i¢cin Ostwald de Waele modeli
kullanilmistir. Asagidaki denklemde goriildiigi iizere, K ; kivam katsayisi, n; akis
davranis indeksi ve o; kesme basinci terimleriyle agiklanmaktadir. Bu terimlerden

elde edilen verilere gore denklem kullanilarak hesaplama yapilmistir.

o= Kyn (3.1)

Bu denklemde, o (Pa); kesme gerilmesi icin, K (Pa.s?); kivam katsayisi i¢in, kesme

hiz1 i¢in ise y (s'1) kullanilmaktadir. Akis davranis indeksi ise birimsizdir.

3.2.5 Nanoliflerin Zeta Potansiyel (7) ve Elektriksel iletkenlik Degerlerinin

Belirlenmesi

Nanolif 6rneklerinin zeta potansiyel 6l¢timleri yani kolloidal dagilma ({-potential)
saglamligini degerlendirmek icin, elektroforetik akiskanlik potansiyeli Nano ZSP
(Malvern Instruments Corp., U.K.) cihaz1 kullanilmistir. Herbir 6rnek nanoliften 1
mg tartilarak 5 mL fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) icinde disperse edilmistir ve
elektrot bulunduran zeta potansiyel hiicrelerine konulmustur. Analiz 6l¢timleri
25°C sicaklikta yapilmistir. Nanoliflerin zeta potansiyelleri ve elektriksel
iletkenlikleri asagidaki denklemde verilen Smoulokowski model denklemine gore

hesaplanmistir.
E=nu/e (3.2)

Bu denklemde n; viskozite, p; elektroforetik hareketlilik ve €; solventin dielektrik

katsayisini ifade etmektedir.
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3.2.6 Nanoliflerin ATR-FTIR Spektroskopisi ile Molekiiler Karakterizasyonu

Nanolif 6rnekleri ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) spektroskopisi (Bruker Tensor 27, Almanya) kullanilarak
karakterize edilmistir. Spektrumlarin her bir tanesinden 16 tarama biriktirilen 2
cm-Vlik ¢éziintirliige sahip élgiimler alinmistir. Olgiimler dalgasayis1 4000 ile 600
cml arasinda uygulanmistir. Arka plan olarak ol¢iimlerde hava spektrumu
kullanilmistir. Sistemde KBr 1sin dagitici ve DLaTGS detektori iceren Bruker
Tensor 27 spektroskopisi kullanilmistir. ATR aksesuari elmas ATR hiicresi
icermektedir.  OPUS program ile data elde edilmistir (Windows 7.2, Bruker
GmbH, Almanya).

3.2.7 Nanoliflerin Termal Karakterizasyonu

Nanolif 6rneklerinin termal karakterizasyonu Diferansiyel Taramali Kalorimetre
(DSC) cihazi kullanilarak tespit edilmistir (DSC, Q100, TA Instruments Inc., ABD).
Analizde 5 mg ornege 20°C ile 250°C arasinda sicakhik uygulanmistir. Ornekler
aliiminyum pan i¢ine yerlestirilmis ve hermetik olarak kapatilmistir. Sicaklik artisi
10°C/dk olarak belirlenmis, referans olarak bos pan kullanilmis ve analiz nitrojen
atmosferi basinci altinda 20 mL/dk sabit akis hizi ile gerceklestirilmistir. Cihazin
veri islemcisi kullanilarak baslangi¢ sicakligli (Tonset), maksimum pik sicakligi
(Tpeak), her bir numunenin kristalizasyon ve erime 6zellikleri (Toftset) ve entalpi

(AH) degerleri elde edilmistir.

3.2.8 Enkapsiilasyon Etkinligi Testi

Timol enkapsiile edilmis nanolif 6rneklerinde bulunan timoliin enkapsiilasyon
etkinligini belirlemek icin spektrofotometre (Shimadzu 1800, Japonya)
kullanilmistir. Timol yiikli nanolif (TYN) ornekleri fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
icinde 15 dakika 15 000 g’'de santrifiij edilmistir. Supernatant (iistte kalan kismi)
ornek kismini olusturmustur. Orneklerin 420 nm’de absorbans degerleri
Olcilmistir. Kor numune olarak fosfat tampon ¢ozeltisi kullanmilmistir.
Enkapsitilasyon etkinliginin % degerini hesaplamak icin asagidaki denklemler

kullanilmistir[153].
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TimOlEnkapsule = TimOlToplam— TimolFiltrat (33)

%Enkapstilasyon= (Timolgnkapsiile/ TimolToplam) x 100 (34)

3.2.9 Nanoliflerin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Nanoliflerin ylizey morfolojisi ve nanoliflerin boyutlar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM, FEI, Quanta Feg 250, ABD) ile belirlenmistir. Bu emisyon
taramali elektron mikroskobu 10000x ve 20000X biyitilmis bir alam
kapsamaktadir. PVA ve PAST c¢o6zeltilerinin farkli oranlarda karistirilmasindan elde
edilen timolsiiz nanolif (TSN) ve PVA/PASP oran1 60/40 olan timol yiiklii nanolif
(TYN) 6rneklerinin analizi; diisiik vakum altinda, 8 mm mesafede ve 20 kV voltaj
kullanilarak yapilmistir. SEM analizi ile 6ncelikle TSN 6rneklerinin her birinden
paralelli bir sekilde goriintiler alinmis ve morfolojik yapilar1 incelenerek timol
enkapsiile edilecek en uygun PVA/PASP karisim orani belirlenmistir. Daha sonra
PVA/PASP:60/40 oranindan iiretilen TYN'ler kullanilarak in vitro ve yerinde
degerlendirmeler yapilmistir, ¢linkii SEM goriintiileri daha sonra tartisilacag gibi,
bu orandaki PVA/PASP polimerleri kullanilarak en iyi nanofiber yapinin elde

edilebilecegini gostermistir.

3.2.10 Aspergillus parasitucus Spor Cozeltisi Hazirlanmasi

Peynirlere inokiile edilen kif Aspergillus parasiticus (NRRL 2999), Tekirdag
Namik Kemal Universitesi'nden yatik agarda (PDA) 4°C' de cam tiiplerde
getirilmistir. Kiif 5 giin boyunca 25°C'de aktive edilmistir [315]-[318]. Aktivasyon
isleminden sonra kif sporlar1 dikkatli bir sekilde sterilize 6ze kullanilarak
toplanmistir ve toplanan sporlar konsantrasyonu belirlemek icin ringer soliisyon
kullanilarak hazirlanan steril ¢ozeltiye ilave edilmistir. Son inokulum
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢cin ise Thoma lam1 kullanilmistir.
Hematositometrenin deligine 0,1 mm yiikseklik spor ¢ozeltisi konulmus ve sayimin

sonucu, asagidaki denklem ile hesaplanmistur.

Toplam Hiicre Sayis1 = A x SF x 10.000 (3.5)

A = 16, buyiik kare iizerinde sayilan Kkiiflerin sayis1 ve SF, seyreltme faktorii

anlamina gelmektedir. Bu sistem kullanilarak sonra konsantrasyon 1 x 105
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spor/mL'ye ayarlanmistir. Inokiilasyon oncesi hazirlanan siispansiyonlar, 30

saniye vorteks karistirici kullanilarak karistirilmistir.

3.2.11 In VitroDegerlendirmeler

TYN matlarinin antifungal etkisi agar diflizyon metoduna gore belirlenmistir [37].
Nanolif matlar1 2 cm c¢apinda ve 4 mg agirhiginda dairesel diskler halinde
kesilmistir. Daha once belirtildigi tizere, TYN 'ler PVA/PASP:60/40 oraninda
uretilmis, SEM analizi ile elde edilen gorsellere gore secilerek 30 dakika boyunca
UV 1sik altinda sterilize edilmistir. Dilimlenmis her bir nanolif, sterilize edilmis
PDA besiyeri iceren petri kabinin merkezine yerlestirilmistir. 5 mm ¢apindaki kuif
misel diskleri (20 pL, 1x10° spor/mL), 7 glinliik kiiltiirden alinarak, nanolif matlari
ile birlikte es merkezli olarak petri kaplarinin merkezine yerlestirilmistir.
Enkapstilasyon etkinliginin verimini gostermek i¢in, yani enkapsiile edilmis timol
ile serbest timol arasindaki etkinligi belirlemek icin, yine merkezinde 5 mm
capinda kif sporu (20 pL, 1x105 spor/mL) bulunduran sterilize edilmis PDA iceren
petri kaplari tizerine serbest timolagirlik¢a % 0,01 oraninda ilave edilmistir. Clinkii
4 mg'lik nanoliflerin icerisinde bulunan elektrospinlenmis ve tamamen suyu
buharlastirilmis timol miktar1 1 mg'dir. Bu deger 10 mL’lik PDA petrilerinde
agirlikca % 0,01'lik degerdir. Bunlarin disinda timol enkapsiile edilmemis PVA ve
PASP’dan olusan besleme cozeltisiyle elde edilen nanolifler (TSN) de antifungal
aktivitesini belirlemesi icin test 6rnekleriyle ayni sekilde hazirlanmistir. Yani TSN
matlar1 TYN matlari gibi es merkezli sekilde PDA iceren petri kaplarinin merkezine
fungal misel diskleriyle es merkezli olarak yerlestirilmistir. Kontrol petri kaplari
ise yalnizca test mikroorganizmalarini (4. parasiticus) igermektedir. Biitlin petri
kaplar1 25°C' de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. Kif kolonisi gelismesi, 1., 3. ve 5.
giinlerin sonunda dijital bir kumpas yardimiyla c¢aplar1 o6lglilerek kayit altina

alinmistir.

Timol enkapsiile edilmis nanoliflerin ve serbest timoliin fungisidal ve fungistatik
etkilerini  belirlemek i¢in yeni ornekler hazirlanmistir [319]. Farkh
konsantrasyonlardaki (0,005, 0,0075, 0,015, 0,025, 0,03, 0,05, 0,075 ve 0,1) %
(w/v) serbest timol, cam siselerdeki 10 ml eriyik haldeki PDA icerisine

kanistiritlmistir. TYN matlar ise yine agirlik¢a farkhh oranlarda (0,005, 0,0075,
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0,015, 0,025, 0,03, 0,05, 0,075 ve 0,1) % tartilarak, 10 ml PDA igeren petri
kaplarinin merkezlerine yerlestirilmistir. Her iki tarafin hazirlanan érneklerine de
7 gunliik kiltiirden, 5 mm c¢apinda kiif (20 pL, 1x105 spor/mL) hazirlanan PDA
iceren cam siselere inokiile edilmistir ve hazirlanan petrilerin de merkezlerine
yerlestirilmislerdir. Biitiin 6rnekler 25°C' de 5 giin boyunca inkiibe edilmistir. 5
giiniin sonunda gelisme gostermeyen fungal diskler, serbest timol ve timol ytikli
nanolif mat1 icermeyen yeni PDA’l1 petri kaplarina aktarilmistir ve 25°C' de 6 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Bunun sebebi ise; her bir numunenin hangi
konsantrasyonunun fungistatik etkiye sahip olacagini belirlemek i¢indir. Minimum
inhibisyon konsantrasyonu (MIK); her bir mikrobiyal biiylimeyi tamamen bloke
edebilen en diisiik konsantrasyonu belirtir. Minimum fungisidal konsantrasyon
(MFC) ise; PDA' da kiuf gelisimi olmayan numunelerin alt kiultiirlenmesi ve
inhibisyonun tersinir veya kalic1 olup olmadigin1 gérmek icin 72 saat 25°C'de
inkiibasyon sonucu goézlemlenmistir. MFC petrilerde gelisim gostermeyen en

ylksek diltisyon (en diisiik konsantrasyon) olarak belirlenmistir.

3.2.12 In SituDegerlendirmeler ve Yiizey Kaplama Prosesi

Dilimleme isleminden Once, kasar peyniri orneklerinin ytzeyleri % 1 sodyum
hipoklorit ¢ozeltisine daldirilarak 3 dakika boyunca sterile edilmistir, saf su ile
durulanmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir [37]. Ardindan, kasar
peyniri 6rnekleri sterilize edilmis plastik bir bigak ile 3 x 3 x 3 cm3 boyutunda
kiipler halinde dilimlenmistir. 20 pL'lik Aspergillus parasiticus spor sispansiyonu
(105 spor/mL) kasar kiiplerine dogrudan inokile edilmistir. A. parasiticus
sporlarinin gelisimine izin vermek icin, kiiplerin yiizeylerinin nanolif kaplanmasi
isleminden once, inokiile edilmis kiipler 25°C sicaklikta 12 saat boyunca %90 RH

altinda iklimlendirme kabininde bekletilmistir.

Inokiile edilmis kiipler iklimlendirme kabininden ¢ikarildiktan sonra elektrospin
cihaz1 vasitasi ile yiizey kaplama islemine tabi tutulmustur. Toplama plakasinin
onlnde bulunan bir stand tizerine yerlestirilen kiipler timol yiiklii nanolif (TYN)
matlari ile kaplanmistir. Onbes adet kaplanmis ve onbes adet kontrol kasar peyniri

kiipleri sterilbir plastik kutu icerisine yerlestirilerek 7 giin boyunca 25 °C
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sicaklikta %70 nem altinda bekletilmistir [37]. Kiif koloni ¢apindaki gelisim, dijital

kumpas kullanilarak él¢tilmiistiir.

3.2.13 Istatistiksel Analizler

Veriler JMP 6.0.0 programindan yararlanilarak analiz edilmistir. Degiskenler icin
aritmetik ortalama ve standart sapmalar bulunmustur. Degiskenler arasinda
anlamli bir fark olup olmadig1 p < 0,05 anlamlilik diizeyinde bagimsiz "t" testi ve

tek yonlii varyans analizi kullanilarak belirlenmistir.
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4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Besleme Cozeltilerinin Reolojik Ozellikleri

Besleme ¢ozeltilerinin, kesilme (steady shear) 6zellikleri, peltier 1sitma sistemi ile
donatilmis gerilme ve gerinim kontrollii reometre kullanilarak belirlenmistir.
Besleme c¢ozeltisi 6rneklerinin reolojik 6zelliklerinin reometre ile belirlenmesi ile
orneklerin akis davranis bicimleri nanolif liretme yetenekleri hakkinda bilgi

vermistir.

Nanolif iiretiminde prosesten o6nce ve proses siiresince pek ¢ok parametre
etkilidir. Bunlardan bir tanesi de besleme ¢ozeltisinin viskozitesidir. Viskozite ¢ok
yogun olursa ve besleme ¢ozeltisinin enjektorden ¢ikis hiz1 viskoziteyi yenebilecek
giice sahip degilse enjektorde tikanmalar olabilir. Buna bagh diizgilin nanolif yapisi
elde edilemez. Ayrica viskozitenin ¢ok diisiik olmasi da istenmeyen bir durumdur.
Eger ki besleme c¢ozeltisin viskozitesi ¢ok diisiikse, besleme ¢6zeltisinin hizi
enjektorden cikan siviy1 toplayict plaka tizerine hizlica iter ve toplayici plaka
tizerinde damlacikli bir yapt meydana gelir. Yine diizgiin nanolif ag yapisi elde
edilemez. Bu nedenle besleme ¢ozeltisin viskozitesi nanolif olusumu a¢isindan en
onemli parametrelerdendir. Buna ek olarak besleme c¢o6zeltisi viskozitesi olusan
nanolif capmna da etki etmektedir. Ornegin elektrospin yontemlerinin islem
parametrelerinin nanolif morfolojisi lizerine etkisinin arastirildig1 bir calismada
artan viskozite degerinin nanolif capini artirdigina yonelik bulgular rapor
edilmistir [320]. Bu nedenle besleme c¢o6zeltisinin gosterecegi akis davranis

ozellikleri nanolif morfolojisi agisindan ¢ok 6nemlidir.

Sekil 4.1 ‘de besleme c¢ozeltileri 6rnekleri (PVA:PASP; 100:0, 80:20, 60:40, 40:60,
20:80, 0:100) icin kesme hizina (shear rate (1/s)) karsilik kayma gerilmesi (shear
stress(Pa)) verilerini gosterilmektedir. Sekil 4.1’den de gorildigi iizere,
orneklerin kayma gerilmesi degerleri, kesme hizina karsilik incelendiginde; kesme
hiz1 degerleri arttikca kayma gerilmesi degerleri de artmaktadir. Bu durum, biitiin

orneklerin shear thinning davranis 6zelligini gésterdigini ve besleme ¢ozeltilerinin
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kayma ile incelen yapida (pseudoplastic nature) oldugunu ac¢iklamaktadir [321].

Bu durum ayni zamanda besleme c¢o6zeltisi 6érneklerini olusturan PVA ve PASP

cozeltilerinin de ayr1 ayr1 kayma ile incelen bir yapida oldugunu géstermektedir.

Kayma Gerilmesi [Pa] Kayma Gerilmesi [Pa]
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Sekil 4.1 Besleme c¢ozeltilerine ait kesme hizina karsin kayma gerilmesi degerleri

Elde edilen veriler Ostwaald de Waale modeliyle, tanimlanan reometre cihazina

bagh yazilimdan alinan 6lglim parametreleri 0,99 gibi yliksek R? degerleri ile



tanimlanmistir [322]. Tablo 4.1’de, model parametreleri; 6rneklerin kivam
katsayisin1 (K) ve akis davranis indeksini (n) gostermektedir. Tablo 4.1‘den
gorildiigi tizere n degerleri 0,933 ile 0,991 arasinda degismektedir. Orneklerin
akis davranis indeksi ile aralarinda istatistiki agidan anlamh bir farklilik olmadigi
tespit edilmistir. K degerlerinin ise 0,016 ile 0,415 Pas® arasinda degistigi tespit

edilmistir.

Tablo 4.1 Nanoliflerin Ostwald de Waele modeli parametreleri

Cozelti Ornekleri K (Pas™) n R?
PVA/PASP(100/0) 0,415+ 0,01102 0,991 £+ 0,002 0,9999
PVA/PASP(80/20) 0,201 + 0,0045P 0,933 +£ 0,012 0,9998
PVA/PASP(60/40) 0,032 £ 0,0016¢ 0,988 + 0,002 0,9999
PVA/PASP(40/60) 0,019+ 0,00094 0,989 + 0,002 0,9998
PVA/PASP(20/80) 0,017 £ 0,0007¢ 0,980 + 0,002 0,9999
PVA/PASP(0/100) 0,016 + 0,0006¢ 0,966+ 0,012 | 0,9999

1PVA: Polivinil alkol 2PASP: Peynir Alt1 Suyu Proteini

ae Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin énemli oldugunu
gostermektedir (p<0,05)

Tablo 4.1'den de goriilebilecegi gibi, nanolif karisimlardaki polivinil alkol miktari
arttikca K degeri de artmaktadur. Istatistiksel analiz sonuglari, K degerleri ile PVA
konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu, besleme ¢ozeltisinin
viskozitesinin PVA konsantrasyonuyla iligkili oldugunu gostermektedir. Morfolojik
analizler kapsaminda SEM’den alinan ¢iktilara gére PVA'nin besleme ¢ozeltisindeki
konsantrasyonunun artig1 nanolif ag yapisini iyilestirmektedir. Istatistiki acidan bu
anlaml iliski literatiirdeki c¢alismalarda da kurulmustur. Polimer ¢ozeltilerinin
viskozitisinin incelendigi pek ¢ok c¢alismada besleme c¢ozeltilerindeki viskozite

artisinin nanolif ag yapisini olumlu etkilendigi rapor edilmistir [323]-[326].

Ayni zamanda azalan PAST degerine karsilik K degeri arasinda da bir korelasyon

mevcuttur. Soyle ki; PVA ‘nin konsantrasyon miktar1 arttikca ve PASP‘in
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konsantrasyon miktar1 azaldikca besleme ¢6zeltisinin viskozitesi artigi icin, K
degeri olan kivam katsayisi degerinde de rakamsal olarak artis olmaktadir. Bu
nedenle PAST ile K degerleri arasinda da istatistiki acidan anlamli bir iligki
mevcuttur (p < 0,05). R? degerleri ise tablodan da goriildiigu tizere 0,9998 ile
0,9999 arasinda degismektedir.

4.2 Nanoliflerin Dispersiyon Stabilitesi ve Elektriksel iletkenligi

Nanolif drneklerinin ve timol 6rneginin dispersiyon stabilitesini belirlemek icin
zeta potensiyel analizi yapilmistir. Serbest timol (ST) 6rnegi, PVA (Polivinil alkol)
ve PASP (Peynir alti suyu proteini) c¢ozeltilerinin farkli oranlarda
karistirlmasindanelde edilen timolsiiz nanolif (TSN) érnekleri ve PVA/PAST orani
60/40 olan timol ytkli nanolif (TYN) 6rnegizeta potansiyel analize tabii tutularak
yuzey yiikleri tespit edilmistir.

Tablo 4.2 Orneklerin stabiliteleri ve elektriksel iletkenlikleri

Srnelder (0Q) Zeta Iletkenlik
Potensiyel (mV) (mS/cm)
ST! -7,50 £ 0,01¢ 19,16 £ 0,01b
TSN2
PVA/PASP(100/0) -6,34 £ 0,01" 17,70 £ 0,014
PVA/PASP(80/20) -6,73 £ 0,018 18,06 % 0,04«
PVA/PASP(60/40) -7,44 + 0,01f 18,63 £ 0,01bcd
PVA/PASP(40/60) -7,71 £ 0,01¢ 18,76 + 0,02bc
PVA/PASP(20/80) -8,51 £ 0,01b 19,05 + 0,02b
PVA/PASP(0/100) -9,43 £ 0,012 20,30 £ 0,012
TYNS3 -7,60 £ 0,014 18,70 £ 0,01bc

1ST: Serbesttimol.

ZTSN:PVA ve PAST cozeltilerinin farkli oranlarda karistirilmasindan elde edilen
timolsiiz nanolif 6rnekleri

3TYN:PVA/PAST orani 60/40 olan timol yiiklii nanolif 6rnekleri

a-¢ Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli
oldugunu gostermektedir(p < 0,05).
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Tablo 4.2 ‘de bu 6rneklerin zeta potansiyel ve iletkenlik degerleri goriinmektedir.
Zeta potansiyeli, nanolif 6rnekleriyle hazirlanan karisimda bulunan emiilsiyon
damlaciklarinda olusan elektiriksel tabaka emiilsiyonun stabilitesi hakkinda bilgi
verir [327]. Emilsiyon stabilitesini 6l¢mek icin nanoliflerde genel olarak zeta
potansiyel degerlerine bakilmaktadir. Nanolifler arasindaki elektriksel
kaymalardan kaynakli, stabil bir emiilsiyon elde etmek icin, zeta potansiyelinin
yuki ve buyukligiu sirasiyla elektriksel tabanin yiikiine ve kalinligina bagh
kaldigindan zeta potansiyel degeri -25 mV’den kig¢ik veya +25 mV’den biiytuk
olmasi gerekmektedir. Eger ki 6l¢iim sonucu, bu degerler disinda ise emiilsiyon
stabil yapidadir. Fakat zeta potansiyel degeri bu degerler icinde ise emiilsiyon
kararsiz bir yapiya sahiptir [328]. Soyle ki; taneciklerin diistik zeta potansiyelde
olmas1 demek, taneciklerin toplanmasini onleyecek giicleri olmadigindan

dispersiyon kararsizlig1 yani topaklasarak ¢cokelme meydana gelmesi demektir.

Zeta potansiyelini etkileyen en o6nemli faktorlerden biri pHtir. Bu nedenle
nanolifler tampon c¢ozelti kullanilarak ¢6zdirilmiistiir. Zeta potansiyel
degerindeki eksi ve art1 degerlerinin rakamsal artis1 kararli yapiya yaklasildigini, 0
noktasi ise tanecigin ¢okelmesinin oldugunu ve maksimum kararsizligin oldugunu
belirtir. Ayn1 zamanda 0 noktasi, proteinlerin izoelektrik noktasidir. Bu noktada

proteinlerin kararl yapisi bozulmakta ve proteinler ¢cokelmektedir [328], [329].

Tablo 4.2’den de goruldugi uzere orneklerin hepsinin zeta potansiyel degerlerine
gore nanoliflerin stabil bir dispersiyon olusturmadig1 kararsiz bir yapiya sahip
oldugu gorilmektedir. TSN orneklerinin zeta potansiyel degerleri -6,34 mV ile -
9,43 mV degerleri arasinda degismektedir. Orneklerdeki PASP konsantrasyonu
arttikca ve PVA konsantrasyonu azaldikca zeta potansiyel degerine bakilarak
emiilsiyonun daha kararli bir yapiya sahip oldugu goriinmektedir. TSN
(PVA/PAST:60/40), ST ve TYN oOrneklerinin zeta potansiyel degerleri sirasiyla -
7,44, -7,50 ve -7,60‘dir. TYN oOrneginde kullanilan oran olan PVA/PAST:60/40
oran1 TSN o6rneklerinden biri olan ayn1 PVA/PASP oranina sahip nanolif 6rnegi ile
kiyaslandiginda; TYN zeta potansiyel degeri daha diisiik bir sayisal veriye sahip
oldugu icin, TYN daha kararl bir yapida denilebilir. ST 6rneginin de ayni sekilde
zeta potansiyel degeri TSN degerlerinden daha distktir ve bdylelikle zeta

potansiyel degerlerine bakildiginda daha kararli bir yapi gdstermektedir. Bu
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degerlendirmelerden anlasilacagi tizere; timol yiiklii nanolif 6rnegi, timolsiiz
uretilen nanolif 6rnegine ve timoliin kendisine gére daha kararh bir yapidadir

denilebilir.

Zeta potansiyel degerlerinin negatif olmasinin, peynir alti suyu proteinlerinin
varligindan kaynaklandigi disiintlebilir. Daha 6nce yapilan bir calismada peynir
alt1 suyu proteini (PASP) ve peynir alti1 suyu tozu (PAST) 6rneklerinin negatif zeta
potansiyel degerlerini, farkli islem kosullar1 altinda test edilen tim
konsantrasyonlarda 12,30 ile 31,0 mV arasinda diye rapor edilmistir [330]. Diger
bir bakimdan, PVA'nin zeta potansiyel degerlerinin diismesinde etkili oldugu
soylenebilir. PVA ‘nin ¢ok duvarli karbon nanotiipler ylizeyine (MWCNT) absorbe
edildigi bir calismada PVA konsantrasyonunun, zeta potansiyel degerlerindeki
azalmada giiclii bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir [331]. Buna ek olarak
Tablo 4.2’den gorildiigi tizere serbest timoliin negatif zeta potansiyel degerlerine
sahip oldugu ve beklendigi gibi TYN o6rneklerinin zeta potansiyel degerlerinin

negatif araliklar icinde oldugu ve TSN 6rneklerine yakin oldugu belirlenmistir.

Emiilsiyonlardaki kararh yapiya gecisteki artisla emiilsiyon iletkenligi de pozitif
yonde artis gostermektedir. Tablo 4.2‘den goruldigi tizere, ST, TSN ve TYN
orneklerine ait iletkenlik degerleri sirasiyla 19,16 mS/cm, 18,63 mS/cm (0,017 -
0,020 pS/cm) ve 18,70 mS/cm degerlerindedir. TSN orneklerinin iletkenlik
degerlerine benzer sonuclar baska calismada da rapor edilmistir. Calismada PVA
bazl uretilen nanolif drneklerinin iletkenlik degerleri 0.03, 0.15 ve 0.28 pS/cm
olarak bildirilmistir [332]. Buna ek olarak Tablo 4.2‘den PVA konsantrasyonunun
orani azaldik¢a, TSN orneklerinin iletkenlik degerleri arttig1 gozlemlenmektedir.
Bu durum PASP konsantrasyonundaki artisa bagl olarak lif yiizeyindeki PASP
oraninin arttigini ve bu artis ayni zamanda kararli yapiya gecis ve emiilsiyon

iletkenliginin de arttigin1 gostermektedir.

4.3 Nanolif Orneklerinin ATR-FTIR ile Karakterizasyonu

Nanolif 6rneklerinin her birine ait spektrumlar ise asagidaki sekillerde ayr1 ayri
gosterilmis olup dénemli spektrumlar belirlenmistir. Ik sekil olan Sekil 4.2 PVA

polimerine ait olan spektrumlar1 gostermektedir.
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Sekil 4.2 PVA nanolifine ait ATR-FTIR spektrumlari

Sekil 4.2 ‘den gortldigi lizere PVA nanolifine ait pik degerleri literatiirde yer alan
pik degerleriyle Kkarsilastirllmistir. PVA (100/0)’dan iiretilmis TSN’ler ic¢in
gozlemlenen pik degerlerinden, 2908 cm1 okunan pik degeri CH'ye
atfedilmektedir ve 1412 cm'! de goriinen pik degeri de yine CH olarak
bilinmektedir. 1096 cm! ve 1240cm-! olarak okunan okunan pik degeri de C=0

yapisina dayandirilmaktadirlar [333].
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Sekil 4.3 PVA/PASP:80/20 oraninda tiretilen nanolife ait ATR-FTIR spektrumlari
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Sekil 4.3‘den goriildigi tizere PVA/PASP:80/20 oraninda tlretilen nanolife ait

ATR-FTIR spektrumlar1 PVA polimerinden elde edilen spektrumlarla benzerlik

gostermistir.
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Sekil 4.4 PVA/PASP:60/40 oraninda iiretilen nanolife ait ATR-FTIR spektrumlari

Sekil

4.4'de

PVA/PASP:60/40

spektrumlari verilmistir.
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Sekil 4.5 PVA/PASP:40/60 oraninda liretilen nanolife ait ATR-FTIR spektrumlari
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Sekil 4.5°de PVA/PASP:40/60 oraninda iretilen nanolife ait ATR-FTIR
spektrumlar1 verilmistir. PASP konsantrasyonunun artmasiyla pik araliklarinin
yakinlig1 yani pik u¢ noktalarinin keskin olmayisi PAS proteinlerinde muhtemel

metil gruplarindaki gerilmelerden kaynaklandig: diisiintilmektedir.
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Sekil 4.6 PVA/PASP:20/80 oraninda iiretilen nanolife ait ATR-FTIR spektrumlari

Sekil 4.7‘de PAS proteinlerinden elde edilen TSF nanoliflerine ait FTIR
spektrumlar1 gosterilmektedir. 2800-3000 cm! arasindaki go6zlemlenen pik

degerleri metil gruplarinin C-H baglarinin gerilimlerine baghdir[334].
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Sekil 4.7 PAS proteinleri nanolifine ait ATR-FTIR spektrumlari
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ATR-FTIR spektroskopi analizi nanoliflerdeki molekiiler arasi interaksiyonlar1 ve
tekstiirel yani yapisal degisiklikleri tespit etmek icin yapilmis olup Sekil 4.8'de

orneklere ait spektrumlar toplu bir halde gosterilmektedir.

1
0,95
L 09 — PVA
= ——80PVA:20PASP
o
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b
o A0PVA:60PASP
O 0,8 .
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Dalga sayisi cm™

Sekil 4.8 TSN’ye (PVA:PASP; 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100) ait ATR-FTIR
spektrumlari

Sekil 4.8 de goriindiigii lizere timol enkapsiile edilecek olan, PVA ve PASP ‘in farkli

oranlardaki karisimlarindan olusturulmus ¢ozeltilerden elde edilen nanoliflerin

ayni diizlemdeki ATR-FTIR spektrumlar1 gosterilmektedir.

2800-3000 cm! arasindaki pik degerleri metil gruplarinin C-H baglarinin
gerilimlerinden kaynaklanmaktadir [334]. 1647 cm! de gozlemlenen karakteristik
pik ise, peptit grubunun C=0 gerilme titresimlerine baghdir. 1543 cmde
gozlemlenen pik degeri C-N gerilme titresimlerinin katkisiyla N-H egilmelerine
atfedilmistir [334], [335]. 1745 ve 1638 cm™'de gozlemlenen pik degerleri
sirasiyla esterlesmis ve esterlesmemis karboksil gruplarindan kaynaklanmaktadir
[336]. 1656 cm! ‘deki pik degeri C=0'ya atfedilirken, 1534cm-deki bant degeri
amid II'nin C-H bag1 deformasyon titresimlerinden ve 1390cm'deki amid I
yapilarinin C-N gerilmelerinden kaynaklanmaktadir [337]. Diger PVA/PASP
(80/20, 60/40, 40/60 ve 20/80) oranlarindan iiretilen TSN’ler icin gozlemlenen
pik degerlerinin, PVA/PASP oranina bagh olarak degistikleri ve yukarida karsilik

gelen bantlar ile uyumlu olduklari tespit edilmistir.

61



100
L

a0
1

v,
o MW TiMoL

80
1

Gegirgenlik ( %)
70
1

i AG—

Dalga Sayisi {cm™?)

Sekil 4.9 Serbest timole ait ATR-FTIR spektrumlari

Sekil 4.9°dan da goruldigu uzere ST spektrumu, 2957 ve 2926 cm!' de; CH ve
CHz2'ye 0zgu C - H'ye atanan gerilme titresimine bagh karakteristik u¢ noktalarini
ve 1623 cm! de C = O; gerilme titresimini, C-N gerilmesini ve COO- asimetrik
gerilmesini ortaya koymaktadir [338]. Benzen halkasinin 1623cmV'deki C=C
gerilimi ise timollin aromatik karakterini yansitmaktadir [339]. G6zlemlenen diger
u¢ noktalari sirasiyla; 1587cmV’de degerini gosteren pik aromatik 6zellikler ve N-
H biikiilmesini, 1420 ve 1380cm"de g6zlemlenen pik; C-O gerilme titresimlerini
(amid) ve fenil gruplarin C-C gerilmesini ve 996, 940, 862 cm'!’ de gozlemlenen
pikler ise isoprenoidlerin diizlem dis1 egilme titresimlerini temsil etmektedir
[338]. 1358cm ! ve 1223cm™Y de gozlemlenen pik noktalar1 -OH egilmesine ve
phenolik grubun C-O gerilimini temsil etmektedir [339]. Spekturumda bu piklerin
gozlemlenmis olusu timoliin 2-isopropil-5-methylphenol olarak adlandirilan bir

fenolik monoterpenoid olmasindan dolay1 beklenildigi gibidir [325],[327].

Sekil 4.10‘da timol yiikli nanolif 6rnegine ait ATR-FTIR spektrumlar1 yer
almaktadir. Spektrumlar serbest timole gore ve timol enkapsiile edilmeden
uretilen nanolif 6rneklerine gore 1s1 ve kinetik enerjisi acisindan birbirleriyle uyum
gostermektedirler. Fakat okunan spektrumlada farkliliklar barindirmaktadir. Bu
durum nanolifi olusturan bilesenlerin fonksiyonel gruplari arasinda molekiiler

arasl interaksiyonlarin oldugunu gostermektedir
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Sekil 4.10 Timol ytikli nanolif (TYN) 6rnegine ait ATR-FTIR spektrumlari

Her bir nanolif 6rnegine ve serbest timol dérnegine ait dalga sayisina karsilik %
gecirgenlik degerleri ayr1 ayr1 gosterilerek, orneklere ait 6nemli spektrumlar
incelenmistir. Bunun iizerine serbest timole (ST), timolsiiz {retilen nanolife
(PVA/PASP:60/40) ve timol yiiklii nanolife ait ATR-FTIR spektrumlar1 ayni diizlem

lizerinde toplanmis ve degerlendirilmistir.

Sekil 4.11 ‘de gorildiigi tizere PVA / PASP (60/40) oranindan iiretilen timol ytkli
nanolif érneklerinden elde edilen spektrumlar, onu olusturan her bir polimerden
farkli pikler vermistir. TYN'lerin IR spektrumu, termodinamik agisindan
birbirleriyle uyumlu olduklarini ve timol ile PVA ve PASP'in fonksiyonel gruplari
arasinda molekiiller arasi etkilesimler oldugunu goéstermektedir. Bu
fenomenetkilesimler literatiirde yer alan daha oOnceki c¢alismalarla benzerlik

gostermektedir [334], [341].
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Sekil 4.11 ST (Serbest timol), TSN (PVA ve PASP orani 60/40 olan timolsiiz nanolif
ornekleri) ve TYN (PVA/PASP orani 60/40 olan timol yiiklii nanolif 6rnekleri)’
orneklerine ait ATR-FTIR spektrumlari

4.4 Nanoliflerin Termal Ozellikleri

Serbest timol (ST), PVA ve PASP c¢ozeltilerinin farkli oranlarda karistirilmasindan
elde edilen timolsiiz nanolif 6rnekleri (TSN) ve PVA/PASP orani 60/40 olan timol
yuklii nanolif 6rnekleri (TYN)’lerin DSC analizi ile elde edilen Tonset; baslangig
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sicakligl, Tpeak; pik sicakligy, Tofrset; ofset sicakhigl ve AH; entalpi degerleri Tablo

4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3 Timol ve nanolif 6rneklerinin termal karakterizasyon parametreleri

. Termal parametreler
Ornekler
Tonset (°C) [Tpeak (°C)  [Toftset (°C) |AH (J/g)

ST1! 1922 2172 2232 3212
TSN?2
PVA/PASP(100/0) 43f 868 126h 229b
PVA/PASP(80/20) 76b 115b 167¢ 226b¢
PVA/PASP(60/40) 47¢ 041 159f 225bc
PVA/PASP(40/60) 48e 08¢ 182b 2204
PVA/PASP(20/80) 398 82h 175¢ 222¢d
PVA/PASP(0/100) 514 101¢ 1694 225bc
TYN3 61¢ 99d 1458 112e

ST!: Serbest timol.

TSN2: PVA ve PASP c¢ozeltilerinin farkli oranlarda karistirilmasindan elde edilen timolsiiz
nanolif 6rnekleri

TYNS3: PVA/PASP orani1 60/40 olan timol ytiklii nanolif 6rnekleri

a-e Kolondaki farkli harfler istatistiksel olarak ortalamalar arasindaki farkin 6nemli oldugunu
gostermektedir (p < 0.05).

Tablo 4.3'ten de gortlebilecegi gibi, ST en yiliksek Tonset, Tpeak, Toffset Ve AH
degerlerini gostermistir. Timoliin, Tonset ve Tpeak degerleri, sirasiyla 192 ve 217°C
olarak belirlenmistir. Biofield ile islem gormiis timol ve mentolliin yapisal ve
fiziksel 6zelliklerinin incelendigi baska bir ¢alisma da ise Tonset ve Tpeak degerleri,
sirasiyla 123,28 ve 148,4°C bulunmustur [342]. Timoliin bu degerlerinin daha

yuksek bulunmasinin sebebi, bilesigin oksidasyonundan kaynaklaniyor olabilir.

PVA/PASP oranindaki degisiklik Tonset, Tpeak, Toftset ve AH degerleri lizerine artirma
veya azaltma yoniinde agik bir etki etmemistir. Diger bir yandan, tim TSN
orneklerinin bu degerleri, nanolif matlarin kristallesme ve erime 6zelliklerinin DSC
teknigi kullanilarak ayirt edilebilecegini gosteren, anlamli (p<0.05) bir farkliliga
sahiptir. Yine Tablo 4.3 ‘den goriildiigli iizere timol’lin nanoliflere enkapsiile

edilmesi, TYN'nin bu degerlerini dikkate alindiginda kayda deger sekildeartmadigi
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gorilmektedir. (Tablo 4.3). En diisiik entalpi degeri ise TYN oOrneklerinde

belirlenmistir.

Sekil 4.12 ST, TSN'ler ve TYN'lerin DSC termogramlarini géstermektedir.
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Sekil 4.12 TSN (PVA:PASP; 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100) 6rneklerine
ait DSC termogrami

Sekil 4.12’den de goriildiigi tizere PVA / PASP oranindaki degisimin, Tonset Ve Tpeak
degerleri iizerinde net bir etkisi olmadig1 agiktir. PVA polimerinin (100/0) 88 ° C
civarinda bir endotermik cam gecis zirvesi gosterdigini belirlenmistir. ikinci pik,
217 ° C 'de keskin bir endotermik erime gecisidir. PVA homopolimeri icin de
benzer bir pik degeri da 6nce raporlanmistir [343]. Ote yandan, PASP (0/100),
yaklasik olarak 75°C'de, f-laktoglobiilinin denatiirasyonundan kaynaklanan bir pik
degeri gostermistir. Denatiirasyonun bir sonucu olarak, molekiilici baglar
(kovalent (disiilfiir) ve kovalent olmayan baglar) endotermik bir islem olarak
adlandirilan siire¢ igerisinde ayrisir [344]. Bunlara ek olarak, denatiire
molekiillerin toplanmasi, yeni molekiiller arasi baglarin olusmasina yol acarak DSC
Olcimlerinde ekzotermik bir pike neden olur [345]. Bu beklentiye ragmen, bu

calismada ekzotermik bir pik goriilmemistir. Ancak, bu iki reaksiyonun ayni anda
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meydana geldiklerinde tek bir endotermik pik ile sonuclanabilecegi de
bilinmektedir [346].

Sekil 4.13 ‘te ise ST (Serbest timol), TSN (PVA ve PASP orani1 60/40 olan timolsiiz
nanolif) ve TYN (PVA/PASP oran1 60/40 olan timol ytkli nanolif) 6rneklerine ait

DSC termogrami verilmistir.

0.0
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I
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-2.0 1
- TSN (PVA/PASP : 60/40)
- TYN
- ST
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Sicaklik (°C)

Sekil 4.13 ST (Serbest timol), TSN (PVA ve PASP orani 60/40 olan timolsiiz nanolif)
ve TYN (PVA/PASP orani 60/40 olan timol ytkli nanolif) 6rneklerine ait DSC
termogrami

Sekil 4.13’den de gorildigi tizere, DSC termogrami; serbest timoliin (ST), erime
noktasina karsilik gelen 217°C'de bir endotermik pik gosterdigini ortaya
koymaktadir. TSN'ler ve TYN'ler, kristallesme ve erime noktalarina karsilik gelen,
yaklasik 100°C ve 225°C'lerde iki ana endotermik pik gostermistir. TSN'ler ve
TYN'ler icin elde edilen sonuclar genel olarak her bir polimeri PVA ve PASP icin
elde edilen sonuglar1 yansitmaktadir. Bu sonug, timoliin nanolif matlara

kapsiillenmesinin  nanofiber matlarin erime noktasini 6nemli 6lglide

degistirmedigini gostermektedir.
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4.5 Enkapsiilasyon Etkinligi

Timol yiikli nanoliflerin enkapsiilasyon etkinligi degeri denklem 3.3 ve 3.4
kullanilarak hesaplanmistir. Timoliin % enkapsiilasyon etkinligi %74+ 1,02 olarak
hesaplanmistir. Literatiirde timol 6jenol ve timoliin zein ve kazeine enkapsiilasyon
etkinliginin o6l¢iildiigi bir ¢alismada, % enkapsiilasyon etkinligi %21,49 olarak
hesaplanmistir [347]. Bunun disinda bu c¢alismay1 destekleyen timol
enkapstlasyon etkiligini belirleyen calismalar mevcuttur. Karvakrol ve timoliin
zein kullanilarak enkapstilasyonun yapildig1 bir ¢alismada timoliin enkapsiilasyon
etkinligi %70-90 olarak bulunmustur [348]. Ugucu yaglarin enkapsiilasyon
etkinligi degerleri, enkapsiilasyon yontemlerinin veya liretim poseslerinin farkl
olmasindan ve ucucu yagin enkapsiile edildigi farkli polimerlerin farkl etkilesim
ve interaksiyonlarindan kaynaklanabilir. Kekik ve tarcin ucucu yaglarinin zein
proteinine enkapsiile edildigi bir calismada; enkapsitlasyon etkinliginin giiciiniin
ucucu yaglart daha stabil ve kararli yaptigin1 rapor edilmis, bunun sebebi ise
enkapstle olmus ugucu yaglarin diger bilesenlerle daha az etkilesime girdigine
baglanmistir [349]. Elektrodondiirme metodu ile {retilen nanoliflerdeki
enkapstulasyon etkinligi degerlerinin %50’den yiiksek olmasi beklenir. Bu
calismadaki %74 degeri enkapsiilasyon etkinliginin verimini gostermektedir.
Enkapstilasyon etkinliginin yiiksek olmasi, enkapsiile edilen biyoaktif maddenin
polimer ¢ozeltileri icinde iyi disperse olduguna ve stabilitesini koruduguna dair

bilgiler verebilir.

4.6 Nanoliflerin Morfolojik Ozellikleri

PVA ve PASP c¢ozeltilerinin farkli oranlarda karistirilmasindan elde edilen timolsiiz
nanolif (TSN) ornekleri timol yiikli nanolif (TYN) 6rneklerinin SEM analizi ile
morfolojik yapisi belirlenmistir. Sekil 4.14 PASP ve PVA polimerlerinden ve farkh
oranlarda karisimlarindan elde edilen nanoliflerin morfolojik yapisim

gostermektedir.
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Sekil 4.14 TSN (A:100PASP ; B:80PASP/20PVA ; C:60PASP/40PVA ;
D:40PASP/60PVA ; E: 20PASP/80PVA ; F: 100PVA oranlarda karistirilmasindan
elde edilen timolsiiz nanolif) 6rneklerine ait SEM gortintiileri (10.00 K X)

Sekil 4.14 ‘de goriinen A, B, C, D, E ve F harfleriyle isaretlenmis olan goriintiiler
sirasiyla PASP/PVA : 100/0, 80/20, 60/40, 40/60, 20/80 ve 0/100 konsantrasyon

oranlariyla hazirlanan besleme ¢6zeltilerinden elde edilen nanoliflere aittir.

Sekil 4.14'den gortlebilecegi gibi, nanofiber yapiy1 yalnizca PASP'dan (A) tiretmek
miimkiin degildir. Ayn1 zamanda PASP’'in ytliksek konsantrasyonlarinda (B,C) da
nanolif lretilememistir. Sekilden de gorildigi lzere A, B ve Cde sadece
damlacikliklh  yapilar  goriinmekte  hicbir  sekilde nanolif olusuma
gozlemlenmemektedir. Ancak, PVA orani arttik¢a, nano lif yapisinin olustugu
gozlenmistir (Sekil 4.14 (D)). Sekilden de gorildigi tizere PVA/PASP:60/40

orneginde kullanilan oran diizgiin ag yapili nanolif Giretmistir. Fakat PVA’daki artis
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arttikca nanolif ag yapisi tekrar olumsuz etkilenmistir. Ciinkii PVA oranindaki artis,
nanofiber capinda bir artisa neden olmustur. Baska calismalarda da PVA
cozeltisinin konsantrasyonundaki artisin, nanofiber matlarin ¢apinda biiytimeye
yol actig1 bildirilmistir [319],[337]. PVA oranindaki daha fazla artis, dlizensiz ve
birlestirilmis nano lif yapisinin olusmasina neden olarak, bozulmus bir yapi
meydana gelmesine yol agmistir (E ve F). Ayni zamanda PVA konsantrasyonunun
ylksek oldugu nanolif yapilarinda (E ve F) nanolif ¢apinin biiytimesiyle birlikte
damlacikli yapilar goriinmektedir. Bu nedenle, elektrospin ile liretilen nanolif
matlarin morfolojisi ve ¢apinin, PVA/PASP'iIn konsantrasyon oranindan ciddi
sekilde etkilendigi sonucuna varilabilir. Goriintiilerden anlasilacag1 lizere en
homojen nano lif yapisinin 60/40:PVA/PASP oranindan {retilen TSN'lerde
gozlenebildigi sonucuna varilabilir (Sekil 4.14 (D)). Bu nedenle, TYN'ler 60/40

oraninda PVA ve PASP polimerlerinden tiretilmislerdir.

En uygun biyotasiyici orani belirlendikten sonra timol biyoaktif maddesi
enkapsiile edilerek elektrospin yontemiyle tiretilen nanoliflerin (TYN) morfolojik

yapist incelenmistir. Sekil 4.15 TYN orneklerinin morfolojik yapisim

gostermektedir.

Sekil 4.15 TYN (Timol Yiiklii Nanolif (60PVA:40PASP) 6rneklerine ait SEM analiz
goriintiileri (10.00 K X)

70



Sekil 4.15’ten gorildigi tzere TYN matlarindan damlaciksiz ve homojen bir
nanolif yapisi elde edilmistir. Calismanin ilerleyen boéliimlerinde tartisilacag: gibi,
bu nanofiber matlarda in vitro ve in situ testler yapilmistir. PVA ve PASP’1n 60/40
oranindan turetilen nanofiber matlarin ortalama cap1 300 nm'dir (Sekil 4.14 (D)).
Timoliin nanoliflere enakpsiile edilmesi nanoliflerin (TYN) ortalama caplarini 371
nm (Sekil 4.15) yiikseltmistir. Bu durum, timoliin nanolif polimer yapilar
icerisinde toplanmaya sebep olmadan, iyi bir sekilde dagildigini ortaya koymustur.
Timol yiikli nanolif matlarinin diizgiin ag yapisi, siki ve direngli goriiniimleri,
nanolif c¢aplarinin yeterli olusu ve damlacikli yapr gostermemesi kaplama
materyali olarak kullanilabilecek uygun karisimin belirlendigi sonucunu

vermektedir.

4.7 Yiizey kaplama malzemesi olarak nanofiber matlarn in vitrove

in situ antifungal aktivitesi

Bu calismada, nanofiber matlarin antifungal aktivitesi, mikotoksijenik bir kiif olan
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 'a karsi test edilmistir. Tablo 4.4, serbest
timoltin (ST), timol enkapsiile edilmeden iiretilen nanoliflerin (TSN) ve timol
enkapsiile edilerek tiretilmis nanoliflerin (TYN), Aspergillus parasiticus ‘un misel

gelisimine karsi olusturduklar: antifungal aktiviteyi gostermektedir.

Kontrol grubu olarak belirlenen drneklere metod kisminda da anlatildig: tlizere
herhangi bir nanolif muamelesi yapilmamis sadece Aspergillus parasiticus diger
orneklerle ayn1 miktarda muamele edilmistir. Tablo 4.4‘den de goriildiigu lizere
kiiflerin en fazla gelisme gosterdigi 6rnekler kontrol grubu 6rnekleridir (5. giin: 5,6
cm). Bu beklenen ve istenen bir durumdur. Normal sartlar altinda kiifiin bu
oranlarda gelisim gostermesi gerekmektedir. Timol ytkli nanolif (TYN) iceren
ornekler ile serbest timol (ST) iceren oOrnekler kiyaslandiginda ise TYN
orneklerinin kifiin gelisimini daha fazla etkiledigi Tablo 4.4 ‘den goriinmektedir.
TYN matlari igeren drneklerde 6l¢iimii yapilan biitiin giinlerde serbest timole gore
daha az kif gelisimi gozlemlenmistir. Bu durum enkapsiilasyonun etkinligini

gostermektedir.
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Tablo 4.4 Timol ve nanolif matlarin farkl inkiibasyon stirelerinde A. parasiticus'un
misel gelisimine ve peynir kiiplerinde olusan kiif kolonilerinin ¢ap degerlerine
kars1 in vitro antifungal aktivitesi

. PR Koloni Fungistatik | Fungisidal
Hiicre Biiyiikliigii(cm ungistatl o
ytkliga(cm) Cap1 Aktivite Aktivite
Nanolif
ornekleri Inkiibasyon Periyotlar1 (cm)
MIKe ( %) MFCe( %)
1.glin 3.giin 5.gilin 7.glin
Kontrolt 0,94c 3,14b 5,644 8,14 - -
ST# 0,48¢ 1,5¢b 3,2¢Ca 4,1¢ 0,025 0,05
TSN® 0,84c 2,78b 4,8Ba 7,58 - -
TYN+ 0,48¢ 1,2Db 2,3Da 0,00 0,015 0,03

Kontrolt : Sadece kiif iceren 6rnek grubu,

ST#: Serbest timol,

TSN$: PVA ve PASP orani1 60/40 olan timolstiz nanolif 6rnekleri,
TYN+ : PVA/PASP orani 60/40 olan timol ytklii nanolif 6rnekleri,
MIKe : Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (w/v) %

MFCe : Minimum Fungisidal Konsantrasyon (w/v) %

AD Her siitunda, farkl iist simge biiytik harfleri, her inkiibasyon siiresi icinde 6rnekler arasindaki
farklar1 géstermektedir. (p <0.05)

a< Her satirda, farkl iist simge kiiciik harfleri, her bir 6rnek i¢in inkiibasyon periyotlar1 arasindaki
farklar1 gostermektedir. (p<0.05)

Sekil 4.16’dan da daha net goriindiigu iizere enkapsiile edilen timol, serbest timole
gore daha fazla etki gostermektedir. TSN matlar iceren 6rneklerde ise kontrol
orneklerine gore yine daha az gelisim s6z konusudur. Timol icermeyen bu
nanoliflerin kiifiin gelisimine etkisi PVA ve PASP’tan kaynaklaniyor olabilir.
Ozetle; misel biiyiime degerleri, timol yiiklii nanolif (TYN) matlarin antifungal
etkililiginin, kontrol, serbest timol (ST) ve timol yukli olmayan nanolif (TSN)
matlarininkinden o6nemli olciide (p<0.05) daha yiliksek oldugunu ortaya
koymustur ve bu etkinlik her inkiibasyon doneminde gozlemlenmistir (Tablo 4.4).
Bu sonug, kapsiilleme isleminin etkili oldugunu, timoliin nanofiber matlara

kaplanmasinin, antifungal etkinliligini 6nemli 6lciide artirabilecegini gostererek,
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durumu acik¢a ortaya koymaktadir. Bunlara ek olarak, misel biliylime degerleri,

beklenildigi gibi inkiibasyon siiresiyle paralel artis gostermistir.

5,6

4,8

3,1 ‘ 3,2
2,7
2,3

Hiicre Biyiimesi (cm)

1115 3 i
1,2

09 04 08 04

1.GUN 3.GUN 5.GUN

inkiibasyon Periyotlar

Kontrol =ST =TSN = TYN
Sekil 4.16 Timol ve nanolif matlarin farkl inkiibasyon stirelerinde A. parasiticus'un
misel gelisimine kars1 /n vitro antifungal aktivitesi
Bu duruma uygun olarak yapilan bir calismada 500 pg/mL'nin (%0,05) tizerindeki
timol konsantrasyonunun A. parasiticus liretimini tamamen inhibe ettigini, diisiik
konsantrasyonlarinin ise kismi veya gegici biiylime inhibisyonu ile sonuglandigini
bildirmistir [351]. Bu sonuglar yayinlanmis diger c¢alismalar tarafindan da
desteklenmektedir. Daha 6nce rapor edilen bir calismada, 500-1000 ppm (% 0,05-
0,1) kekik yaglarinin A.parasiticusa kars1 oldiriicii bir etkisi oldugu rapor
edilmistir [352]. Yapilan baska bir calismaya gore kekik veya timol esansiyel
yaginin %2'sinin (agirlik/hacim), biiytik cogunlugu Aspergillus tiru olan kiiflerini
inhibe edebildigini gostermistir [353]. Bu raporlardan, timol yilizdesinin 0,05 ila
0,1 arasindaki bir miktarin A. parasiticus'u tamamen inhibe etmek icin yeterli
oldugu aciktir. Bu calismada da, in vitro antifungal aktivite testleri benzer sonuglar
vermistir. Serbest timoliin ve enkapsiile edilmis timoliin kullanim orani %0,01 dir.
Bu oran antifungal aktiviteyi gozlemlemek i¢in yeterlidir. Bununla birlikte, ayni
sartlar altinda yapilan testler sonucuna bagh olarak, kapsiilleme isleminin daha
yuksek antifungal aktivite gosterebildigini belirlemistir (p<0.05). Tablo 4.4’den de
goruldigi Uzere, biiylime ¢aplarinin inkiibasyon periyodundaki 5. giiniine
bakilacak olursa ST ve TYN matlarinin degerleri sirasiyla 3,2 ve 2,3 cm

degerlerindedir. Yani ST, control grubuna gore yaklasik % 42 etkinlik gosterirken,
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TYN matlar kontrol grubuna gore yaklasik % 59 degerinde etkinlik gostermistir.
Bu sonuclar, timol ytkli nanolif matlarinin antifungal aktiviteyi 6nemli 6l¢iide
artirmasindan dolay1 enkapsiilasyon prosesinin verimli oldugunu acikca

gostermektedir.

Enkapsiile edilmis timoliin, serbest timole gore nispeten daha fazla antifungal
etkinlik gostermesi, kapsiillendigi nanofiber yapidan (TYN) timoliin, yavas ve
surekli bir sekilde kontrolli salinimindan kaynaklandigi, daha 6nce yapilan baska

calismalara dayandirilarak aciklanabilir [354]- [350].

Nano malzemenin ¢ok kii¢ciik boyutlara sahip olmasiyla birlikte, daha fazla yiizey
alan1 olusturuyor olmasi, kapsiillenen aktif bilesenlerle mikroorganizmalarin
hiicre ylizeyleri arasinda daha biiyiik etkilesimlere neden olabileceginden dolayy,

antifungal etkinligin artmasinin bir baska nedeni olarak gosterilebilir [357] .

ST ve TYN'nin A. parasiticus'a kars1 fungisidal ve fungistatik etkinligini gosteren
MIK ve MFC degerleri Tablo 4.4‘te verilmistir. S6z konusu kiife karsi en yiiksek
antifungal aktivite %0,015 degeri ile yani en diisiik MIK degerini veren TYN
orneklerinde gozlemlenmistir. MFC degerlerine bakildiginda ise, A.parasiticus
tizerindeki oldiiriicii etkinin timol yiiklii nanolif iceren 6rneklerde %0,03, serbest

timol iceren orneklerde ise %0,05 degerlerinde oldugu gosterilmektedir.

TYN'lerin A. parasiticus'a karsi in situ bir sekilde antifungal etkililigini gostermek
icin, materyal metod kisminda ayrintili aciklandig1 uizere inokiile edilmis kasar
peyniri kiipleri TYN'ler ile kaplanmistir. Bu peynirler A grubu 6rneklerini
icermektedir. Kontrol grubunda ise ayni sekilde inokiile edilen kasar peyniri
kiipleri kaplanmamistir. Kontrol grubu ise B grubu 6rneklerini temsil etmektedir.
inokiilasyon periyodu tamamlandiktan (7 giin) sonra kasar peynirleri kiifleri
lzerindeki gelisim go6zlemlenmistir. Sekil 4.17°de bu antifungal etki

gozlemlenebilmektedir.

Sekil 4.17 (A) ve (B), swrasiyla A.parasiticus (NRRL 2999) inokiile edilmis, timol
yuklii nanolif ile kaplanmis ve kaplanmamis (kontrol) 6rneklerinin 7.giinde ¢ekilen
fotograflarin1 gostermektedir. Sekilden de gorildiigi tlizere kasar peynirine

kaplanan TYN’ler bu mikotoksijene karsi antifungal etki gostermistir.
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Sekil 4.17 TYN'lerin 7. depolama giliniinde A. parasiticus inokile edilmis peynir
kiipleri (ylizeyi kaplanmis (A) ve ylizeyi kaplanmamis (B)) peynir kiipleri izerine
etkisi
Kasar peyniri kiiplerini TYN'lerle kaplamanin, kiip ylizeyindeki kiif biiyiimesini,
kaplanmamis kiiplere kiyasla sinirladig1 gorilmiistiir. Yiizeyi kaplanmamis kasar
peyniri kiiplerinin biiylime ¢ap1 8,1 mm olarak o6lciilmistir. Kaplama siireci,
TYN'lerin in situ antifungal etkililigi ile de kanitlandig1 lizere, kiif kolonilerinin

biiylime caplarinda dikkate deger bir azalma ile neticelenmistir.
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5

SONUC VE ONERILER

Son yillarda 6n plana ¢ikan nanoteknoloji ¢alismalari, gidalarda nanoyapilarin
kullanimini da beraberinde getirmistir. Nanoteknolojik uygulamalar, gidalarda
kalite gelisiminin nano-bilesenlerle saglanmasi, biyoaktif maddelerin; besin
degerinin korunmasi, o6zelliklerini kaybetmeden tasinmasi ve hedefe yonelik
kontrolli salinimlar;, olast1 kontaminasyon ve bozulmalarin 06nceden
nanosensorlerle belirlenmesi ve bariyer o6zelliklerini gelistirmek icin
nanoyapilarin ambalaj materyallerinde kullanilmasi gibi c¢alismalarla yerini
almistir. Ayrica nanoboyutlara inen bilesenlerin kiitle basina diisen yiizey alanlari
arttigl icin, gidalarda gosterdikleri fonksiyonel 6zelliklerin olumlu yénde arttigi
calismalarla belirtilmistir. Nanoteknoloji alanindaki bu ¢alismalar pek cok farkl
metod ve farkli nanoyapilarla uygulanmaktadir. Bu metodlardan biri de
enkapstlasyon etkinligini esas alan, biyoaktif madde enkapsiile edilen polimer
veya polimerlerden elde edilen besleme ¢ozeltisinin elektrospin yontemi
kullanilarak nanolif tretilmesidir. Yontemde kullanilan biyoaktif madde ve
polimerlerin nanoboyutlara inmesi ile fonksiyonel 0zelliklerinin artmasi
beklendiginden, gidanin biyoyararliligina, stabilitesine ve raf 6mriine olumlu etki

edebilecegi kanisina varilmistur.

Bu ¢alismada; biyoaktif madde olarak timoliin, tasiyici olarak kullanilan; peynir alti
suyu proteini ve polivinil alkol polimerlerine enkapsiile edilerek, elektrospin
yontemiyle nanolif iretilmistir. Sonrasinda iretilen bu nanoliflerin molekiiler,
reolojik, termomekanik, biyoaktif ve morfolojik karakterizasyonlar1 belirlenmistir
ve calismaya en uygun nanolif lireten karisimi bulunmustur. Ayrica iiretilen bu
nanoliflerin kasar peynirlerine inokule edilen A. parasiticus Kkiifline Kkarsi
gosterecegi antifungal etki belirlenmistir. S6z konusu yiiriitilen bu ¢alismadan

asagidaki sonuclar elde edilmistir.

1. Nanolif Uretme kapasitesi yliksek ve sistem uygulanabilirligi kolay olan,

nanolif {lretim stlreci siirekliligi kontrolii saglanabilen ve nanolif
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boyutlarinin ve homojen nanolif dokusunun cihaz parametreleri
degistirilerek kontrol edilebilen en uygun metod olarak, elektrospin

yontemi belirlenmistir.

. Literatir degerlendirmeleri yaparak A. parasiticusa antifungal -etkisi
nedeniyle ve 6n denemeler analiz degerlendirme ve neticesi olarak nanolif
uretilen besleme c¢ozeltisinin icerdigi bilesenlerin yiizdesel oranlari

timol/PVA-PASP/su; 10/30/60 olarak kullanilmistir.

. A. parasiticus mikotoksijeni lizerindeki antifungal etkinligi belirleme geregi

timoliin, son tiriindeki degeri %0,01 olarak kullanilmistir.

. Kasar peynirindeki duyusal aromaya yakin olmasi, fonksiyonel
ozelliklerinin genis bir yelpaze sunmasi ve iyi bir tasiyici polimer olmasi
sebebiyle biyotasiyici polimer olarak peynir alti suyu proteinleri (%30

w/v) kullanilmistir.

. Suda ¢0Oziiniir, biyobozunur ve homojen nanolif ag1 olusturma kapasitesi
yuksek olmas1 gibi sebeplerle diger bir tasiciyr olarak polivinil alkol

polimeri (%30 w/v)kullanilmistir.

. Elektrospin yonteminde kullanilacak olan besleme ¢ozeltilerinin davranis
bicimleri, gerilme ve gerinim kontrollii reometre kullanarak belirlenmistir.
Karisim oranlar1 PVA:PASP ; 100:0, 80:20, 60:40, 40:60, 20:80, 0:100 olan
polimer c¢ozeltilerinin kayma gerilmesi degerlerinin kesme hizi arttikca
sabit bir sekilde arttig1 belirlenmistir. Biitiin besleme c¢ozeltilerinin shear
thinning davranis 6zelligi gosterdigi kayma ile incelen bir yapida olduklar:

belirlenmistir.

. Reoloji analizi sonuglarina gore, K (kivam katsayisi) degerleri ile PVA
konsantrasyonu arasinda anlamli bir korelasyon oldugu ve besleme
cozeltilerindeki PVA konsantrasyonunun, ¢ozelti viskozitesiyle anlaml bir
iliskide oldugu belirlenmistir. Ayrica 6l¢iim parametreleri 0,99 gibi yiiksek

RZ degerleri ile tanimlanan Ostwaald de Waale modeli ile olusturulmustur.

. Nanoliflerin ve serbest timoliin dispersiyon stabilitesini belirlemek i¢in zeta
potensiyel analizi yapilmis ve sonug¢ olarak timol yiiklii nanoliflerin,

timolsiiz iiretilen nanoliflere ve serbest timole gore daha kararli bir yapida
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10.

11.

12.

13.

oldugu gorilmiistiir. Ayrica PVA konsantrasyonu arttikca ve PASP
konsantrasyonu azaldik¢a nanolif 6rneklerinin daha kararh bir yapiya sahip
oldugu belirlenmis ve besleme c¢ozeltisi polimerlerinin konsantrasyon
oranlarinin zeta potansiyel degeri ile anlamlh bir iliskisi oldugu

gosterilmistir.

Zeta potansiyeli sonuglarina gore, emiilsiyonlardaki kararh yapiya gecisteki
artisla emiilsiyon iletkenligi de pozitif yonde artis gdstermistir. Ayrica PVA
konsantrasyonunun azaldik¢a, TSN (Timolsiiz PVA/PASP’'in farkh
karisimlarindan tretilen nanolifler) 6rneklerinin iletkenlik degerleri arttig

belirlenmistir.

ATR-FTIR spektroskopisi ile molekiiler karakterizasyonu yapilan
PVA/PASP:60/40 oranindan tretilen timol yikli nanolif (TYN)
orneklerinden elde edilen spektrumlar, onu olusturan her bir polimerden
farkl pikler vermistir. TYN'lerin IR spektrumu, termodinamik agisindan
birbirleriyle uyumlu olduklarini ve timol ile PVA ve PASP'in fonksiyonel

gruplar1 arasinda molekiiller arasi etkilesimler oldugunu géstermistir.

Nanoliflerin DSC ile termal karakterizasyonu analizi sonuglarina gore;
timoliin baslangi¢c ve pik sicakligi degerlerinin yiliksek olmasinin bilesigin
oksidayonundan kaynaklandigini, tim TSN o6rneklerinin sicaklik ve entalpi
degerlerinin, nanolif matlarin kristallesme ve erime 0Ozelliklerinin DSC
teknigi kullanilarak ayirt edilebilecegini gosteren, anlamh bir farkliliga
sahip oldugunu ve PVA polimerinin (100/0) 88 °C civarinda bir endotermik
cam gecis zirvesi gosterdigi belirlenmistir. Ayrica TSN'ler ve TYN'ler i¢cin
elde edilen sonuglar PVA ve PASP icin elde edilen sonuglari yansitmaktadir.
Bu durum, timoliin nanolif matlara kapsiillenmesinin nanofiber matlarin
erime noktasin1 6nemli Olglide degistirmedigini ve PVA ve PASP’1n

nanolifler i¢inde iyi disperse oldugunu gostermistir.

Enkapsiilasyon etkinligi analiz sonug¢larina goére timoliin, timol yukli

nanoliflerdeki enkapsiilasyon etkinligi degeri %74 olarak bulunmustur.

Nanoliflerin morfolojik analiz sonuclarina gore, PASP (%100) ‘in ve PASP’1n

yliksek konsatrasyon oranlarinin nanolif iiretemedigi ve PVA orani arttik¢a
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nanolif tiretiminin oldugu ve PVA oranindaki bu artisin, nanolif ¢apinda bir
artisa neden oldugu sonucuna varilmistir. En homojen nanolif yapisinin
PVA/PASP:60/40 oranlarina sahip nanoliflerde (TSN) go6zlemlendigi
belirlenmistir. Ayrica timoliin enkapsiilasyonunun TYN’lerin nanolif ¢apin
artirdigl bu durumun da timoliin nanolif polimer yapilar1 icinde homojen

bir sekilde disperse oldugunu gostermistir.

14. In vitro/in situ antifungal etkinlik testi sonuglarina gore, TYN'lerin A.
parasiticusu inhibe etmede etkili oldugunu gostermistir. Ayni zamanda,
nanofiber matlarin i¢ine yerlestirilen timoliin, 4. parasiticus a karsi serbest
timolden daha gii¢lii bir antifungal etkinlige sahip oldugu sonucuna

varilmistir.

Bu sonuglar, oncelikli olarak enkapsiilasyon isleminin etkililigini ortaya
koymustur. Kasar kiiplerinin TYN'lerle kaplanmasi, test edilen depolama siiresi
boyunca A.parasiticus (NRRL 2999) gelisimini ¢ok biiyiik dlciide engellemistir. Bu
sonuglara dayanarak, timol yiiklii nanofiber matlarin bir antifungal ylizey kaplama
malzemesi olarak kullanilabilecegi ve sentetik kiif ilaclarina bir dereceye kadar
alternatif bir arag olarak kullanilabilecegi, sonucuna varilabilir. Ayrica iiretilen bu
nanoliflerin A. parasiticus benzeri bagka kiiflere etki edebilecegi diisiiniilebilir ve
baska kiifler icin, lretilen bu nanoliflerin etkisi incelenebilir. Dahasi tretilen
nanolifler kasar peyniri tekstiiriine ve kimyasal 6zelliklerine benzer yapidaki
peynirler icinde kaplama materyali olarak kullanilabilirligi incelenebilir. Bunlara
ek olarak bu yontemle elde edilecek olan kaplama materyali i¢in biyoaktif madde
olarak timol benzeri ugucu yaglar kullanilabilir ve bu ugucu yaglarin antifungal

etkinlik dereceleri benzer metodlarla incelenebilir.
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