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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI PRUNELLA L. TURLERINDEN ELDE EDIiLEN EKSTRAKTLAR iLE
KiTOSAN TEMELLI YENILEBILIR FILM ELDESI, KARAKTERIZASYONU VE
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

ilker ERKEN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Saliha SAHIN

Bu c¢aligmada Prunella L. tiirleri olan Prunella grandiflora (PG), Prunella laciniata
(PL), Prunella orientalis (PO) ve Prunella vulgaris (PV) ekstraktlari yardimiyla
hazirlanan Kitosan bazli yenilebilir ve biyobozunur filmlerin tiretimi, karakterizasyonu,
antioksidan kapasitesi ve antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. Ekstraksiyon igin
Prunella bitkileri %70 (v/v) etanol ¢6zeltisine konularak karistiricida ekstrakte edildi.
Filmlerin tiretimi i¢in, 1 mL, 5 mL ve 10 mL ekstraktlar, %1 (v/v) glasiyel asetik asit
¢ozeltisi iceren % 1 (w/ ) kitosan ¢ozeltisi ile karigtirildi ve gliserol ilave edildikten
sonra, ¢ozeltiler kurumaya birakildi. Filmlerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
(coziintirliik, su buhar1 gecirgenligi, sisme orani, nem orani, kalinlik, SEM analizi)
belirlenmis olup, her biri literatiirle uyumlu bulunmustur. HPLC-DAD ile filmlerde
fenolik bilesikler (rosmarinik asit, katesik asit, kafeik asit, rutin ve klorojenik asit)
kantitatif olarak tayin edilmistir. ABTS yontemi, Prunella ekstraktlart igeren filmlerin,
ekstrakt olmayan filmlerden daha yiiksek antioksidan kapasiteye sahip oldugunu
gostermigtir. Filmlerde artan ekstrakt miktari ile toplam fenolik icerik ve antioksidan
ozellik artmistir. Antibakteriyel aktivite sonuglari, bakteri liremesini 6nleyen ve bunlari
minimum ekstrakt miktari ile 6ldiiren 1.0 mL ile 5.0 mL arasinda optimum bir ekstrakt
miktarinin oldugunu gdstermistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, antioksidan kapasite, biyobozunur film,
gida paketleme, kitosan film.

2020, ix + 64 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

CHITOSAN BASED EDIBLE FILM OBTAINED WITH EXTRACTS OBTAINED
FROM DIFFERENT PRUNELLA L. SPECIES, CHARACTERIZATION AND THEIR
ANTIOXIDANT PROPERTIES

ilker ERKEN
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Production, characterization, antioxidant capacity and antibacterial activity of chitosan-
based edible and biodegradable films, prepared with the help of the extracts of Prunella
L. species those are Prunella grandiflora (PG), Prunella laciniata (PL), Prunella
orientalis (PO) and Prunella vulgaris (PV), were examined in this study. As an
extraction, Prunella plants were put into 70% ethanol solution and left for extraction to
happen in agitator. For the production of films, 1 mL, 5 mL and 10 mL of extracts were
mixed with 1% (w/v) chitosan solution incorporating 1% (v/v) glacial acetic acid
solution and after the addition of glycerol, solutions were waited to dry and form the
films. Some of the physical and chemical properties of the films (solubility, water vapor
permeability, swelling ratio, moisture ratio, thickness, SEM analysis) were determined
and each one of them was consistent with the literature. HLPC-DAD had proved that
the phenolic compounds (rosmarinik acid, cathequic acid, caffeic acid, rutin and
chlorogenic acid) exist in the films; and ABTS method showed that the films containing
Prunella extracts have higher antioxidant activities than the films without extract. With
the increasing extract amount in the films, total phenolic content and antioxidant
property increased. Antibacterial activity results showed that there is an optimum
extract amount between 1.0 mL and 5.0 mL that prevents bacteria reproductivity and
Kills them with minumum extract amount.

Keywords: Antibacterial activity, antioxidant capacity, biodegradable film, chitosan
film, food packaging.
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1. GIRIS

Gida iirlinlerinin g¢esitliliklerinin ve kalitelerinin artmasiyla beraber tiiketicilerin
tercihlerinde segici davranislari da artmaktadir ve bu segiciligi kalitelerin saglik ve fiyat
dengesine gore yapmakta olduklari bir gercektir. Satin alinan iiriinlerin saglikli olmasina
ve hijyenik sartlarda iiretilmis olup olmamasma dikkat edilmektedir. Gilivenli gida,
fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik Ozellikleri itibariyle tiiketime uygun ve besin
degerini kaybetmemis gida maddesi olarak tanimlanmaktadir. Giivenli gida hem iilke
acisindan, hem de kiiresel boyutta diger {iilke iiretici ve tiiketicileri i¢in sosyal,
ekonomik ve g¢evresel onem tasimaktadir. Giivenli gidalarin tercih edilme etkenlerine
baktigimizda lriinlerin ambalajlari, gidalarin tiiketiciler tarafindan tercih edilmesinde
onemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ambalaj teknolojisindeki
gelismelere paralel olarak cok farkli ozelliklere sahip ¢esitli ambalaj materyalleri
kullanilmaya baslanmistir. Gida endiistrisinde cam, kagit, karton, mukavva, aliiminyum,
cesitli plastikler ambalaj materyali olarak kullanilabilmektedir. Bu materyallerin hepsi
sahip olduklar1 6zellikler dogrultusunda az veya ¢ok oranda gidaya kimyasal madde

gecisine (migrasyon) neden olmaktadirlar.

Uzun yillar boyunca, 6zellikle plastik ambalaj ve paketlerde, ¢evreye zarar vermeden
toprakta doniisebilen polimerler, maliyetinden ve oOzel {iiretim tekniklerine ihtiyag
duyulmasindan 6tiirii kullanilmamistir. Buna bagh olarak da son zamanlarda, 6zellikle
stvil toplum kuruluslarimin ciddi miicadelesiyle geri doniisiimlii ambalaj {liretimi her

alanda tesvik edilmektedir.

Dogada uzun yillar yok olmayan polietilen ve polipropilen yerine bakteri, mantar ve
algler gibi mikro-organizmalarin enzimatik hareketleri ile ¢ozlinebilen, geri dontigiimlii
polimerlerin kullanilmasi biyobozunur paketleme teknolojisinin yayginlagsmasini ve
tiiketicilerin tercihlerinde 6nemli yer edinmeye baglamasini saglamistir. Giiniimiizde,
yenilenebilir, biyopargalanabilir, biyouyumlu ve doga dostu plastiklerin bakterilerde
sentezi ve polimer kimyasindaki uygulamalar1 sonucu biyoplastiklere olan ilgi her
gecen giin artmaktadir ve bu konuyla ilgili daha detayli caligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.



Yenilebilir bir biyopolimer olan kitosan, seliilozla birlikte dogada en ¢ok bulunan
biyopolimerlerden birisi olarak bilinmektedir. Dogal polisakkarit olan kitinin kismi
deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Biyobozunur, biyouyumlu ve non-toksik
ozelliklere sahip kitosanin tip, ilag, kozmetik, tarim, kagit, tekstil ve gida sanayi gibi
cesitli alanlarda kullanimi bulunmaktadir. Kitosan nem adsorbe etme, ¢oktiirme, film
olusturma, antimikrobiyal etki, enzim immobilizasyonu gibi bir¢ok fonksiyonlara
sahiptir. Kitosan bitkisel diyet liflere benzer sekilde sindirim enzimleri tarafindan
hidrolize edilememektedir, bagirsak hareketlerini ve bagirsak mikroflorasin
destekleyici, sindirim faaliyetlerini diizenleyici etki gostermektedir. Bu sayede kan
kolesterol seviyesinin diizenlenmesi, kan basincinin disiiriilmesi ve karaciger
fonksiyonlariin diizenlenmesine yardimer olmaktadir. Kitosan anti bakteriyel 6zellige
sahip olup bu etki kitosanin molekiil agirligina ve bakteri tlirline gore degismektedir.
Bununla birlikte kitosan oOzellikle gram pozitif bakterilere karsi daha fazla anti

bakteriyel 6zellik gostermektedir.

Bu tez kapsaminda farkli Prunella L. tiirlerinden [Prunella grandiflora (PG), Prunella
laciniata (PL), Prunella orientalis (PO) ve Prunella vulgaris (PV)] elde edilen
ekstraktlar ile kitosan temelli yenilebilir film eldesi, karakterizasyonu ve antioksidan
ozelliklerinin belirlenmesi yapilmistir. Elde edilen filmlerin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri literatiirle uyumlu bulunmus olup filmlerin gida ambalaj sanayi i¢in hedef bir

iirlin olabilecegi sonucuna varilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ambalajlar

Glinitimiizde ambalaj, bir iletisim araci olarak iirlinliin 6nemli boyutunu olusturmaktadir.

Dogru yerde dogru zamanda yapilan optimum sartlarda yapilan bir ambalajlama sekli,

satiglar1 ve karliligi 6nemli Olglide arttirirken kotii bir ambalajlama da iyi bir iirliniin

basarisia ciddi bir engel olusturabilir. Uriinlerin kaliteleri, raf dmiirleri ve giivenlikleri

anlamimda ambalajin tarifini yapmak istersek ambalaj iriiniin hava, 1s1, 151k, kimyasal

etki, mikroorganizma ve darbe gibi ¢evresel etkilerden korunmasini saglayan sargi ya da

kaplardir.

Uriinlerin korunmasi, performansinin arttirilmasi ve bilgi verme gibi islevleri yerine

getirmek disinda ambalajlarin baslica gorevlerini asagidaki gibi siralayabiliriz;

v

Fiziksel koruma, basing, sicaklik gibi hava kosullar1 veya bakteri, mantar gibi
mikroorganizmalara karst korumanin yaninda darbe, kopma gibi fiziksel
etkenlere kars1 da saglanan korumadir.

Bariyer olusturma, oksijen, su, buhar gibi raf dmriinii kisaltabilen etkenler igin
gidaya uygun bir atmosfer olusturmaya dayanan 6zelliktir.

Bir araya getirme, iiriinlerin daha kolay tasinmasini saglamak adina birgok {iriinii
yanyana getirmek gibi 6zellik saglayan bir islevdir.

Bilgi transferi, iiriiniin nasil ve hangi sartlarda kullanilabilecegi gibi bilgilerin
disinda son kullanma tarihi, {irlin bilesenleri gibi tiliketiciye verilmesi zorunlu
bilgileri de igeren islevdir.

Pazarlama, tiiketicinin iirine yonelmesi igin dizayn, renk, kullanista kolaylik
yaratan Ozellikleri goz oniine ¢ikarmak gibi pazarlamaya yonelik bilgilere vurgu
yapmaya dayanan iglevdir.

Giivenlik, {riiniin herhangi bir sekilde acilip agilmadigi, otantik olup olmadigi,
orijinallik garantisi ve geriye doniik tretimi ve tedarik zinciri, ambalaji
tizerinden takip edilebilmesini saglayan ve genelde bunun barkod gibi iirline

spesifik kodlarla yapilmasina dayanan iglevdir.



v' Porsiyon kontrolii, iriiniin ne kadarinin kullanilabilecegine dair bilgiler ile

birlikte bu kullanilacak miktara gore tiriiniin ayarlanmasidir.

Bu calismada iiretilen film ambalajlarinin odagi gida sektoriinde kullanim oldugundan
dolay1 gida ambalajlarina da de§inmemiz gerekir. Gida endiistrisinde ambalaj;
kullanildig1 gidalarin ekonomik ve giivenilir bicimde tiiketiciye ulagtirilmasini saglayan,
koruma ve dayaniklilik arttirrminin yani sira iirliniin tanitilmasini da kolaylastiran ve
yiikleme, bosaltma, stoklama acisindan kullanim kolaylig1r saglayan bir malzemedir
(Kiling ve ark. 2017). Ambalaj teknolojisindeki gelismelere paralel olarak ¢ok farkli
Ozelliklere sahip c¢esitli ambalaj materyalleri kullanilmaya basglanmistir. Gida
endiistrisinde cam, kagit (karton, mukavva), metal (teneke, aliiminyum) ve cesitli
plastikler ambalaj materyali olarak kullanilabilmektedir. Bu materyallerin hepsi sahip
olduklar1 6zellikler dogrultusunda az veya ¢ok oranda gidaya kimyasal madde gegisine
(migrasyon) neden olmaktadirlar. Akilli ambalajlama sistemleri gidanin raf omrii
boyunca i¢ ve dis durumunu gosterebilen diger bir deyisle iirlin kalitesi ile iletisim

kurabilen ambalajlama sistemleridir.

1935/2004/EC yonetmeligi ve daha spesifik olan 450/2009/EC y6netmeligi ile birlikte
Tirk Gida Kodeksi Gida ile Temas Eden Madde ve Malzemeler YoOnetmeligi
29.12.2018/28157 aktif ve akilli ambalajlarin dogru kullanimi, giivenligi ve
pazarlanmasina yonelik diizenlenen yonetmelikleri olusturmaktadir (EC 2004, EC 20009,
TGK 2018).

2.2. Biyobozunur Malzemeler

Biyobozunur film teknolojisinin gida anlaminda kullanilabilirligi ¢ok biiyiik bir dlciide
biyobozunur polimer bilimine ve polimer malzeme bilimine dayanmaktadir. American
Society for Testing Materials (ASTM) tarafindan yapilan tanima gore, biyobozunur
polimerler, dogada bulunan bakteri, mantar, alg, maya ve diger mikroorganizmalarin

etkisi ile ¢oziinebilen polimerlere denir (Hazer 2011).



Gida ambalajlamada en fazla kullanilan malzemelerden biri olan plastikler cogunlukla
petrol tiirevli malzemelerden iiretilmekte ve bu malzemelerin ¢evre kirliligine neden
oldugu bilinmektedir (Davis ve Song 2006). Petrol iiriinlerinin kullanimi sadece ¢evre
kirliligi olarak dezavantaj yaratmamakta ayrica fiyat olarak da diinya genelinde petroliin
giderek azalmasindan dolayr artis goriilmektedir ve petrol iiriinleri kullaniminin
azaltilmasi gelecege doniik ekonomik olarak biiyiik 6nem tagimaktadir. 2015 yilinda
diinya genelinde 322 milyon ton plastik iiretilmistir ve bu plastiklerin sadece %1 lik
kismi biyobozunur plastiklerden olusmaktadir (Gupta ve ark. 2019). Toplam plastik
tretimi giderek artmakta ve 2018 yilinda diinya c¢apinda 360 milyon ton, Avrupa
genelinde ise 62 milyon ton olarak belirlenmektedir. Ancak buna karsin iretilen
biyobozunur plastiklerin yiizdesi yeteri kadar artmamaktadir ve bu durumun ilerleyen
yillarda oldukc¢a ciddi sikintilar yaratacag: diisiiniilmektedir. Avrupa’da bircok iilkede
2019 itibari ile gerek yasa gerek ise kamu spotu yoluyla geri doniisebilir ve biyobozunur
malzemelerin kullanimi arttirilmaya calisilmaktadir (Plastics Europe ve Conversio
Market & Strategy GmbH 2019).

Gida endiistrisinde en ¢ok kullanilan biyobozunur malzemelerin baginda nisasta, seliiloz
tiirevleri, polihidroksialkonatlar, polilaktik asit, poli-p-hidroksi biitirat, polikaprolakton,
polivinilalkol ve kitosan gibi malzemeler bulunmaktadir. Bu ¢esit dogal ve sentetik
polimerler doga ile bulustustugunda organizmalar tarafindan zararsiz ve ¢evre dostu
kiiclik molekiil olan karbondioksit ve suya doniistiiriilmektedir. Bunun disinda yaygin
olarak kullanilan polimerlere mangan stearat gibi pro oksidan inorganik katki maddeleri
karigtirilarak iiretilen biyobozunur malzemelerin daha ileri oksidasyonla aldehit, keton,
karboksilli asit gibi kiigiik molekiillere par¢alandigi ve bu polimerlere biyobozunur
ozellik kattig1 da bilinmektedir (Hazer 2011).

2.3. Aktif Paketleme

29.12.2011 tarihli ve 28157 t¢iincii miikerrer sayili Resmi Gazete’de yayimlanan Tiirk
Gida Kodeksi yonetmeligi ve Tiirk Gida Kodeksi Gida ile Temas Eden Madde ve
Malzemelere Dair Yonetmeligine gore aktif madde veya malzeme bilesenleri su sekilde

tanimlanmistir: gidaya ya da gidanin bulundugu ortama salacak ya da ambalajli gidadan



veya gidanin bulundugu ortamdan maddeleri absorbe edecek sekilde tasarlanan,
ambalajli gidanin raf Omriini uzatmasi veya mevcut durumunu korumasi ya da
iyilestirmesi beklenen madde ve malzemedir. Aktif kelimesi ambalajin {iriine
gelebilecek etkiye kimyasal tepki vermeye hazir olmasini temsil etmektedir. Reaksiyon
vermeye hazir aktif ambalaj malzemeleri ambalajlarin iizerine, i¢ine, yiizeyine veya
belirli kisimlarina uygulanir ve {iriinle temas edebilecek maddelerle etkilesime girerek
trlinlin raf omriinii uzatir. Dogal antioksidanlar1 iceren aktif antioksidan ambalajin
kullanilmas1 6nemli avantajlar sunmaktadir. Pakete dogal bir antioksidan eklenmesi,
plastikte sentetik antioksidan kullanma ihtiyacini azaltarak goc¢ yoluyla potansiyel
toksisite riskini azaltabilir. Baz1 ¢alismalar, polifenolik bilesiklerin, ambalaj i¢eriginin
korunmasinda sentetik antioksidanlarin yerini alabilecegini kanitlamistir (Hurley ve ark.
2013, Lopez-De-Dicastillo ve ark. 2010, Portugal Zegarra ve ark. 2018). Bitkilerde
yaygin olarak bulunan karvakrol, timol veya sesamol gibi bir¢ok fenolik bilesigin,
antioksidan aktivite dahil olmak iizere ¢oklu biyolojik etkilere sahip oldugu
bildirilmistir (Hurley ve ark. 2013, Konsoula ve Liakopoulou-Kyriakides 2010, Sahin
ve ark. 2011, Viuda-Martos ve ark. 2009). Bu ¢alismada da fenolik maddelerin
biyolojik etkilerinin film 6rneklerine gegirilmesi ve bu etkilerin 6l¢iilmesi planlanmaistir.
Gida ambalaji i¢in bir hidrofilik film kullanildiginda veya yiiksek bagil nem kosullarina
maruz kaldiginda, su molekiilleri polimerik zincirler {izerine adsorbe edilir, film yapis1
tizerinde plastiklestirici bir etki yapar ve termal, mekanik ve bariyer Ozelliklerinde
degisikliklere neden olur. Plastiklesme, polimer zincirleri ve adsorbe edilmis su
molekiilleri arasindaki etkilesimin derecesine baghidir. Plastiklestiriciler polimer
zincirleri arasindaki etkilesim kuvvetlerini azaltir, molekiiler mobiliteyi artirir, film
esnekligini artirir, gaz gegirgenligini degistirir (Kurek ve ark. 2014). Su molekiilleri,
yapisal matrisin molekiiler hareketliligini etkileyen hidrofilik malzemelerin evrensel

plastiklestiricileri olarak kabul edilirler (Lukasik ve Ludescher 2006).
2.4. Yenilebilir Filmler ve Katki Maddeleri
Antioksidan ve antimikrobiyal maddeler, emiilsiifiyerler, esmerlesmeyi onleyici ajanlar,

aroma maddeleri, renklendiriciler ve diger fonksiyonel maddeler gibi gida katkilarinin

film Ornekleriyle birlestirilerek kullanilabildiginden bahsetmistik ve bu tarz



malzemelerin yenilebilir filmlerde de kullanildigini yapilan ¢alismalar gostermistir
(Moratti ve Cabral 2017, Rechia ve ark. 2010).

Su ve etanol, yenilebilir film ve kaplama iiretiminde kullanilan en yaygin ¢oziiciilerdir.
Ancak, film veya kaplama maddesi tarimsal bir proteinden iiretilecekse, diger organik
¢oziiciiler de kullanilabilmektedir. Yenilebilir film ¢alismalarinda kullanilan ¢oziiciilerin
zararli olmamasi ve homojen bir sekilde istenen maddeleri ¢6zmesi onemlidir. Ciinkii
ambalajda meydana gelebilecek bir faz olusumu veya maddelerin istenen oranda
coziinmemesi ciddi sikintilara neden olabilir ve gidayr korumasi igin iiretilen ambalaj

gidaya daha ¢ok zarar verebilir.

Yenilebilir filmleri olusturmak igin eklenen aktif paketleme katki maddeleri ve
¢oziicliler sonrasinda film olusturmak igin kullanilan plastiklestirici malzemeler de
onemlidir. Film ve kaplamalara mekanik Ozelliklerini gelistirmek amaciyla katilan
diisitk molekiil agirlikli bilesiklere plastiklestirici ad1 verilmektedir. Plastiklestiricilerin
gorevi intermolekiiler giigcleri azaltmak, biyopolimer =zincirlerinin hareketliligini
artirmak ve bdylece filmin mekaniksel 6zelliklerini gelistirmektir (Ramziia ve ark.
2018). Yenilebilir film ve kaplama iiretiminde filmin esneklik ve saglamligini
gelistirmek amaciyla glukoz, fruktoz-glukoz suruplari ve sukroz gibi mono, di veya
oligosakkaritler; gliserol, sorbitol, gliserol tiirevleri, polietilen glikolleri gibi polioller;
fosfolipitler ve yag asitleri gibi lipit ve tiirevleri de plastiklestirici olarak

kullanilmaktadir.

2.5. Kitosan

Kitosan bu calismada ambalajlari modifiye etmek i¢in kullanilan yenilebilir katki
maddesidir. Kitosan, glukozamin ve - (1 — 4) glikozidik baglarla baglanan N-asetil
glukosamin birimlerinden olusan, dogrusal ve emikristalin bir polisakkarit olan kitinin
N-deasetillenmis tlirevidir (Rinaudo 2006). Glukozamin {initelerinin fraksiyonu %
50'den fazla oldugunda, polimere yaygin olarak kitosan denir ve glukozamin
tinitelerinin sayisina deasetilasyon derecesi denir. Kitin ise N-asetil glukozamin

birimlerinin % 50'den fazla oldugu ve asetamido grubu sayisinin asetilasyon derecesi



olarak adlandirildig: terimdir. Biyobozunur, biyouyumlu ve non-toksik 6zelliklere sahip
kitosanin tip, ilag, kozmetik, tarim, kagit, tekstil ve gida sanayi gibi ¢esitli alanlarda
kullanimi bulunmaktadir. Nem adsorbe etme, ¢oktiirme, film olusturma, antimikrobiyal
etki, enzim immobilizasyonu gibi bir¢ok fonksiyonlara sahiptir. Kitosan, kristalli
formunda pH 7'nin tizerindeki sulu ¢o6zelti i¢inde ¢oziinmez. Bununla birlikte, seyreltik
asitlerde (pH <6), glukozamin iizerindeki protonlu serbest amino gruplari polimerik
molekiiliin ¢6ziiniirligiinii kolaylastirir (Madihally ve Matthew 1999). Asidik ortamda,
polisakkarit bir polielektrolite doniistiiriiliir. Bir polielektrolit, pozitif veya negatif yiiklii
iyonlasabilir gruplar tasiyan bir polimerdir. Céziindiirme, —NH; grubunun d-glukozamin
tekrar biriminin C-2 pozisyonunda protonlanmasi ile gerceklesir. Bu nedenle bu
caligmada yapilan deneylerde hem yenilebilir katki maddesi hem de kitosan i¢in uygun
bir ¢6ziicii olmasindan dolay1 etanol kullanilmistir. Kitosan, yilda 10 gigatonun (1 X
10") tizerinde bulunabilirlik agisindan seliillozdan sonra en bol bulunan ikinci dogal

biyopolimerdir (Harish Prashanth ve Tharanathan 2007).
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Sekil. 2.1. Kitin ve kitosanin molekiiler formili (Harish Prashanth ve Tharanathan
2007)

Kitosan, islem kosullarina ve kalan pigment seviyelerine bagli olarak beyaz ila agik
kirmiz1 kat1 bir tozdur. Fizyolojik fonksiyonlari arasinda kolesteroliin disiiriilmesi,

yiiksek tansiyonun diisiiriilmesi, yag emiliminin engellenmesi ve bagirsak



mikroflorasinin/ortaminin iyilestirilmesi bulunmaktadir. Giivenilir olmasi nedeniyle

gida ve gida katki maddelerine uzun zamandir dahil edilmistir (Zou ve ark. 2016).

Kitosanin kimyasal yapisi, kitosan iceren malzemelerin biyolojik ve mekanik
Ozelliklerinin kapsamli bir sekilde ayarlanmasini saglayan kovalent ve iyonik
modifikasyonlar i¢in birgok olasilik saglar. Bitki liflerinin aksine, kitosan, negatif yiiklii
yaglar, lipitler, proteinler, kolesterol, makromolekiiller ve metal iyonlar1 ile kimyasal
olarak baglanma yetenegi veren pozitif iyonik yliklere sahiptir. Kitosan ve basit
aldehidlerin birlestirilmesi hidrojenasyon {iizerine N-alkil kitosan {iretir. Yogun
substituent varligi, kitosan zincirleri arasindaki hidrojen baglarini zayiflatir. Bu nedenle,
N-alkil kitosan, alkil zincirlerinin hidrofobikligine ragmen suda siser. N-alkil kitosan,
kitosanin film olusturucu 6zelligini korur (Vunain ve ark. 2017). Kitosandaki C-2
pozisyonlarindaki amino gruplarinin varligi, kitin ile karsilastirildiginda onu ¢ok yonlii
hale getirir. Kitosanin bazi1 kimyasal ve biyolojik 6zellikleri (Madihally ve Matthew
1999) ayrica agiklanmaktadir. Kitosan molekiillerinde —OH ve —NH, gruplar1 gibi bazi
islevlerin varlhigi, diger polimerler ve biyolojik molekiiller ile etkilesim i¢in bir temel
saglar. Aktif paket olusumu sektoriinde de kullaniminin giderek artmasi bu kimyasal
ozelliklerinin  yenilebilir ~ film  teknolojisine  olduk¢a uygun olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Kitosanin genis uygulamalarina ragmen, kullanimi organik ¢oziiciiler hari¢ nétr veya
yiiksek pH'ta ¢ogu ¢oziiciide zayif ¢oziiniirliigii ile sinirlidir. Bunun nedeni, molekiiller
aras1 hidrojen bagi, H-atomu dondrleri, kat1 fiziksel 6zellikler ve yiiksek kirilganlik
nedeniyle diisiik antioksidan molekiil konsantrasyonudur (Aljawish ve ark. 2015). Bu
kisitlamay1 gidermek i¢in, kimyasal veya enzimatik yontemlerle kitosan islevsellesmesi
lizerine  aragtirmalar  yapilmistir.  Literatiir — arastirmasi  kitosanin  kimyasal
modifikasyonlarinin kapsamli bir sekilde arastirildigini ortaya koymaktadir. Kitosani
kimyasal olarak degistirmenin birincil amaci n6tr ve temel pH degerlerinde ¢oziinebilen
tirevler saglamaktir. Ek olarak, kimyasal modifikasyonlar hidrofobik, katyonik ve
anyonik Ozellikleri, c¢esitli fonksiyonel gruplarin ve ligandlarin kitosan omurgasina
baglanmasin1 kontrol eder. Kitosanin kimyasal modifikasyonu, kitosanda bulunan

birincil hidroksil, ikincil hidroksil ve amino fonksiyonel gruplar gibi uygun fonksiyonel



gruplar nedeniyle miimkiindiir (Mourya ve Inamdar 2008). Bu g¢alismada kullanilan
ekstraktlarinda i¢inde bulunan fenolik maddelerin kitosan filme baglanilacaginin
diisiiniilmesi bu yiizdendir. Kitosanin kimyasal modifikasyonunun, elektrostatik yiik ve
polimer aginin gecirgenligi gibi fizikokimyasal ozellikleri degistirdigi bilinmektedir.
Ancak kitosan polimer zincirinin temel omurgasini degistirmeyecektir yani eklenmis
olan bir plastiklestirici madde kitosanin yapisim1 bozmazken fenolik maddelerle
olusturdugu baga kaydadeger bir etki etmeyecektir ki zaten antioksidanlarin aktif
paketleme calismalarinda en etkili modifikasyonlardan biri olmasi bu ylizdendir.
Kimyasal modifikasyonun, filmlerin biyouyumlulugu ve miikemmel fizikokimyasal
ozellikler gibi yeni ve gelistirilmis Ozellikler getirdigini belirtmek gerekir. Kitosanin
kimyasal modifikasyonu, kimyasal baglantilar veya sentetik biyopolimerlerle
harmanlama, farkli fiziksel veya kimyasal reaktiflerle capraz baglama, radyasyon,
fotokimyasal, alkilleme reaksiyonlari yoluyla plazma kaynakli hidrofobiklestirme,
mikro veya nanosferlerin biyouyumlu sentetik polimerlerle yiizey kaplamasi ile
gerceklesir (D’ Ayala ve ark. 2008).

Kitosanin ticari olarak kullanilmasi, diinyadaki ¢esitli deniz organizmalarindan toplu

ve muntazam olarak tekrarlanabilir kitosanlarin hazirlanmasinda zorluklar oldugundan
onemli engellerle kars1 karsiyadir. Kitosanin tlirevlendirilmesi ayrica genel fiyat ve
karakter tekdiizeligindeki olas1 varyasyonlart da arttirmaktadir (K. Mouryaa ve ark.
2010). Bu smirlamalar, giderek artan uygulamalar, kitosan ve tiirevlerinin talebi ile
saglanacak arastirma ve teknolojik ilerlemelerle asilabilir. Biyo-tibbi alanlarda bir dizi
kitosan tiirevi Ornegi kullanilmis olmasimma ragmen, sadece birkaci (6rnegin,
karboksimetillenmis kitosanlar, trimetillenmis kitosanlar ve polietilenglikollenmis
kitosanlar) iyi bilinen ve potansiyel olarak karakterize edilmis bir uygulama profiline
ulagmistir. Bu nedenle, kitosanin ve tiirevlerinin biyomedikal uygulamalardaki
faydalarindan tam olarak yararlanmak icin heniiz c¢ok daha fazla arastirma

yapilmamigtir.
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2.6. Prunella L.

Ingilizcesi ‘self heal’ Tiirk¢ede ise ‘yara otu’ olarak bilinen bir bitki olan Prunella L.,
17. yiizyilda geleneksel Avrupa tibbinda bogaz agrisini hafifletmek, atesi azaltmak ve
yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilan popiiler bir bitkiydi. Cin'de halk tibbinda
geleneksel bir ates diisiiriicii ilag olarak kullanilmistir (Pinkas 1971). Daha yakin
zamanlarda, bu bitki agiz ve bogazdaki yaralar1 tedavi etmek icin sicak su infiizyonu
seklinde ve herpetik keratitin klinik tedavisinde ham bir sulu ekstrakt olarak
kullanilmistir (Ortiz 2010). Bununla birlikte Avrupa'da, P. vulgaris su anda bir tibbi
bitki olarak siniflandirilmamaktadir. Bu g¢alismada kullanilacak Prunella tiirleri ise
Prunella vulgaris, Prunella orientalis, Prunella laciniata ve Prunella grandifloradir.
Fitokimyasal ¢alismalar, P. wvulgarisin oleanolik, betulinik, ursolik, 20, 3a-
dihidroksitirler-12-en-28-oik ve 2a, 3a-ursolik asitler, triterpenoidler, flavonoidler,
tanenler ve anyonik polisakkarit prunellini icerdigini gostermistir (Xia ve ark. 2015).
Rosmarinik asidin bu bitkinin ana fenolik bileseni oldugunu bulmuslardir. Prunella
0ziitli, polar (sulu) ve organik fraksiyonlara ayrilabilir. Polar fraksiyon biyolojik (esas
olarak antiviral) aktivite agisindan kapsamli bir sekilde incelenmistir. Bu fraksiyonun

ana bileseni olan prunellin, anti-HIV aktivitesi sergiler (Tabba ve ark. 1989).

1950'lerden beri Japonya'daki eski Sovyetler Birligi aragtirmacilari ve Cin, Prunella
bitkilerinin kimyasal bilesenleri {izerinde derinlemesine ¢aligmalar yapmistir. Bugiine
kadar, bu bitkilerden izole edilen bilesikler esas olarak triterpenoidleri ve bunlarin
saponinlerini, fenolik asitleri, sterolleri ve glikozitlerini, flavonoidleri, organik asitleri,
ugucu yagi ve sakkaritleri olusturmaktadir (Touwaide ve Appetiti 2013). Geleneksel Cin
tibb1 teorisi, P. vulgaris'in ac1 ve buruk bir tada sahip oldugunu ve dogada bir antifebril
ve gorme iyilestirme, detiimesans ve yumru dagilimi gibi islevleri olan bitki oldugunu
iddia eder. Modern farmakolojik c¢alismalar Prunella bitkilerinin antiviral,
antibakteriyel, antienflamatuar, = immiinoregiilator, anti-oksidatif,  anti-timdor,
antihipertansif ve hipoglisemik fonksiyonlara sahip oldugunu ortaya koymustur
(Vostalova ve ark. 2010).
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Bu c¢alismada kullanilan Prunella tiirlerinin filmlere katki sagladigi ozelliklerin
temelinde en basta gelen maddelerden biri rosmarinik asittir. Rosmarinik asit eldesi i¢in
cesitli ekstraksiyon yontemleri uygulandiginda hem lipofilik hem de hidrofilik
fraksiyonlarda antioksidan maddelerin tespit edildigi ¢alismalar mevcuttur (Andrade ve
ark. 2018a, Laura ve ark. 2010, Nakatani 2000). Model membranlarda veya hiicresel
sistemlerde sentetik veya dogal olarak olusan fenolik bilesikler kullanilarak yapilan
caligmalar, membran stabilize edici etkilere sahip lipofilik bilesikler tarafindan
membran peroksidatif hasarin onlenebilecegini géstermistir. Rosmarinik asidin, serbest
radikallerin neden oldugu peroksidatif hasara karst koruyucu rolii, biyolojik
aktivitelerinin altinda yatan daha karmasik ve zara bagli bir mekanizma ile
iliskilendirilebilir ve bu konunda ¢alismalar devam etmektedir (Ge ve ark. 2018,
Katani¢ Stankovi¢ ve ark. 2020, Luo ve ark. 2020, Moreno ve ark. 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada 4 farkli Prunella L. tiirii bitki 6rneklerinden modifiye edilmis kitosan
film Ornekleri hazirlanmistir. Bu filmlerin hazirlanmasinda ve analizinde kullanilan
malzemelerin isimleri, firma isimleri ve iiriin kodlar1 ve bitkilerin elde edildigi bolgeler

asagidaki basliklarda belirtilmistir.

3.1.1. Prunella L. Tirleri

Lamiaceae familyasinda yer alan Prunella L. tiirleri (Prunella vulgaris L., Prunella
laciniata (L.) L., Prunella orientalis Bornm., ve Prunella grandiflora L. )Prof.Dr.
Hulusi Malyer ve arkadaslar tarafindan 2009 yilinda toplanmis ve halen laboratuvarda
kurutulup buzdolabinda -24°C’de saklanmistir. Sekil 3.1. (Prunella vulgaris L.), 3.2.
(Prunella laciniata (L.) L.), 3.3. (Prunella orientalis Bornm.) ve 3.4.’de (Prunella

grandiflora L.) Prunella tiirlerinin fotograflart gosterilmistir.

Sekil 3.1. Prunella vulgaris L. (Sahin 2011)
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Sekil 3.3. Prunella orientalis Bornm. (Sahin 2011)
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Sekil 3.4. Prunella grandiflora L. (Sahin 2011)

Prunella laciniata (L.) L., Prunella vulgaris L., Prunella orientalis Bornm, Prunella
grandiflora L. tiirleri Bursa, Balikesir ve Antalya illerinden toplanmistir. Toplanan
tiirlerin lokaliteleri soyledir:

Prunella vulgaris L. :B2 Bursa: Bursa-Keles, 41 km, 40° 01> 16> N —29° 07’ 15> E,
774 m, 01.05.2008, A. Tosunoglu & H. Malyer.

Prunella laciniata L.: B2 Bursa: Cali — Inegazi kdyii, Inegazi kavsagina 200 m, 40 ° 08’
03” K —28°52’53” D, 463 m, 13.05.2009, A. Tosunoglu & H. Malyer.

Prunella orientalis Bornm.: C3 Antalya: Kemer, Kesmebogazi — Ovacik, Ovacik koyii
girisi, mese dipleri-dere yatag:, 36°39° 01”7 K —30°25” 59” D, 1116 m, 09.06.2009, A.
Tosunoglu & H. Malyer.

Prunella grandiflora (L.) Scholler : B1 Balikesir: Edremit, Kazdag: (Ida), Kartalgimeni-
Karatas tepesi arasi, ¢.1700 m, 24.07.2006, T. Dirmenci (3337) & F.Satil (E). Edremit,
Kazdagi, Kartalgimeni tepesinin kuzey batisi, 1750 m, 28.07.2007, T. Dirmenci (3473)
& E. Akgigek (K).
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3.1.2. Calismada Kullamilan Kimyasal Malzemeler

Film olusturmada ve olusturulan filmlerin analizinde kullanilan kimyasal malzemeler
Cizelge 3.1." de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal malzemeler

Madde Firma Uriin kodu
ABTS Sigma-Aldrich A1888
Asetik asit Merck 100063
Bakir(II) siilfat Sigma-Aldrich 451657
Etanol Merck 100983
Folin-Ciocalteau reaktifi Sigma-Aldrich F9252
Gallik asit Sigma-Aldrich 27645
Gliserol Fluka 49767
Kitosan Aldrich 419419
Metanol Merck 106007
Potasyum peroksodisiilfat Sigma-Aldrich 216224
Sodyum hidroksit Reidel-De Haen 06203
Sodyum karbonat Sigma-Aldrich 0390V
Sodyum potasyum tartarat Ensure A0270088
Troloks Sigma-Aldrich 238813
Rutin Sigma R5143
Rosmarinik asit Aldrich 536954
Kafeik asit Sigma C0625
Klorojenik asit Acros Organics 100240000
Protokatekuik asit Supelco 08992

3.1.3. Calismada Kullanilan Aletler

Cizelge 3.2.’de calisma boyunca kullanilan aletler ve kullanim amaglar1 belirtilmektedir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan aletler

Alet Firma-model Amaci
FTIR Thermoscientific, Film 6rneklerinin yapisal
Nicolet 6700 analizi
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan aletler (devam)

Alet Firma-model Amaci
Hassas terazi Radwag, AS/220/C/2 Kiitle 6l¢timii
Saf su cihazi Elga purelab Saf su temini

Ultrasonik banyo United, 2.8L Fllﬁn oeklerinin
azirlanmasi

Film Orneklerinin
toplam fenolik madde ve

UV-VIS spektrofometre Cary 50 Conc, Varian antioksidan
ozelliklerinin
belirlenmesi

Vortex Karistiric VM-10, Wisd Film 6meklerinin
hazirlanmasi

HPLC-DAD Agilent Technologies, 1200 |  Fenolik madddelerin

series kantitaif tayini

inkiibator Memmert, 100-800 Film o6rneklerinin
kurutulmasi

Manyetik karistirict MS-MP8, Wisd Cozelti hazirlama

SEM Zeiss Evo 40 Film 6rneklerinin

yapisal analizi

3.1.4. Cahsmada Hazirlanms Olan Cozeltiler

Tez kapsaminda hazirlanan ¢o6zeltilerin hazirlanis1 ve kullanildigi yontem Cizelge 3.3.°

de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan hazirlanmis ¢ozeltiler

Ku.l.lamlan Cozelti Hazirlanmisi
yontem
T Ao AT
Lowry A 0,1 M NaOH .(_;ozeltl‘m icerisinde %2’lik Na,CO;
coziinmesiyle hazirlanmigtir.
Lowry B %]1°1ik Ng.K?4H4QG icerisinde %5’°lik CuSO,
Toplam coziinmesiyle hazirlanmigtir.
. Lowry A ve Lowry B ¢ozeltileri 50:1 oraninda
fenolik Lowry C
karistirilarak hazirlanmistir.
madde Folin-
. Folin-Ciocalteu reaktifinin distile su ile 1:3 oraninda
Ciocalteu : .
N seyreltilmesi ile hazirlanmistir.
¢Ozeltisi
Gallik asit 0,1 g gallik asit metanol ile ¢oziilerek hacmi balon
cozeltisi jojede 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmistir.
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Cizelge 3.3. Calismada kullanilan hazirlanmis ¢6zeltiler (devam)

Ku.l.lanllan Cozelti Hazirlamisi
yontem
ABTS 2,45 mM Kj,S,0g su icinde ¢oziillerek 7 mM ABTS
radikali eklenmis ve 24 saat karanlik ortamda bekletilerek
¢Ozeltisi hazirlanmustir.
ABTS
0,1 g troloks metanol ile ¢oziilerek hacmi balon jojede
Troloks 100 mL’ye tamamlanarak hazirlanmigtir. Metanol ile 100
mL ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Bitkilerin Ekstraksiyonu

Bitki 6rnekleri (Prunella vulgaris, Prunella laciniata, Prunella orientalis, Prunella
grandiflora) ii¢ tekrarli olacak sekilde Sekil 3.5.°deki yontem izlenerek ekstrakte
edilmistir. Ekstraksiyon i¢in yapilan 6n deneme analizlerinde ¢oziicii olarak saf su
denenmistir. Ancak antioksidan kapasite degerleri diisiik bulunmustur. Literatiir
calismalarinda fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in alkol-su karisimi yiiksek oranda
tercih edilmektedir (Sahin ve ark. 2019). Ayrica fenolik maddeler yiiksek sicaklikta
bozunabildikleri i¢in 45°C sec¢ilmistir.

( )
5 g bitki 6rnegi tartilir ve balon icine yerlestirilir.

. J/

v

( )

100 mL etanol (70% v/v) her 6rnege eklenir.

l 45°C karistiricinin iginde 4 saat karistirilarak bekletilir.

[ Ekstraktlar filtre kagidi yardimiyla siiziiliir. ]

Sekil 3.5. Prunella tiirlerinin ekstraksiyonu
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3.2.2. Kitosan Filmlerin Hazirlanmasi

Ekstraktlardan 25mL’lik beherlere 15 mL kitosan ¢ozeltisi (Sekil 3.6.), ekstrakt ve 0,1
mL gliserol eklendikten sonra, 15 dk karistirilip petri kaplarina olabildigince homojen
kalinlik olusturacak sekilde dokiiliir ve filmler inkiibatdrde 40°C’de kurumaya birakilir.
Petri kaplarinda 72 saat kurumaya birakilan filmler kaplardan spatul yardimiyla
dikkatlice ¢ikarilir. Film hazirlama isleminde toplam hacim 25mL olacak sekilde filmler
hazirlanir. Toplam hacim sabit olmak iizere; 1mL ekstrakt icin behere 9 mL saf su, SmL

ekstrakt icin 5 mL saf su eklenmistir.

Spektroskopik analizlerin yapilmasi i¢in film orneklerin 100 mg tartilip 5 mL etanol
icinde ¢oziliir. Cozilen kisimdan (Film ¢o6zeltisi) alinan Orneklerler antioksidan
kapasite ve toplam fenolik madde tayinleri yapilir.

Kitosan ¢ozeltisi

[ Ekstraktlar ] 200 mL distile su
2,0 mL glacial asetik asit
1le

15mL 2 g kitosan

5mL Film
¢Ozeltisi

10 mL 15 mL

Film

Cozeltisi

Film Kor Film

Cozeltisi Cozeltist

Sekil 3.6. Kitosan-Prunella filmlerin hazirlanisi

3.2.3. Antioksidan Kapasite Tayini

Film orneklerinin antioksidan kapasite 6zelliklerini belirlemek i¢in antioksidanlarin

ABTS: radikal katyonlarin1 inhibe etmesi esasina dayanan ABTS yontemi kullanilmigtir

19



(Sahin ve ark. 2012, Re ve ark. 1999). Bu yontemde 0,2 mL film ¢ozeltisi 3,8 mL etanol
ile karistirilir ve ardindan 1,0 mL ABTS- eklenerek 6 dk beklenir (Asme). UV-VIS
spektrofometrede 734 nm degerinde 6rneklerin absorbanslar1 6lgiiliir. Daha sonra 4,0
mL etanol ile 1,0 mL ABTS- karistirtlip 6 dk beklenir (Ags,). Orneklerin ve standart

troloks ¢ozeltilerinin de % inhibisyon degerleri esitlik 3.1 deki formiile gore belirlenir.

Yoinhibisyon = ek 5 100 (3.1)

kor

Daha sonra troloks derisime gore %inhibisyon degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon
grafigi ¢izilir. Cizilen grafige gore Orneklerin antioksidan kapasite degerleri troloks

esdegeri (TE) olarak belirlenmistir.

3.2.4. Toplam Fenolik Madde Tayini

Film oOrneklerinin toplam fenolik madde tayini icin Folin-Ciocalteu ydntemi

kullanilmistir (Singleton ve ark. 1999, Sahin ve ark. 2015).

Bu yontemde 0,2 mL film ¢ozeltisi ve 1,8 mL distile su, 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi
iceren karisima eklenerek iyice karistirilir. Karistirmanin ardindan her ¢ozeltiye 0,25
mL Folin ¢ozeltisi eklenerek tekrar iyice karistirilir ve 30 dk karanlik ortamda oda
sicakliginda bekletilir. Daha sonra UV-VIS spektrofotometre kullanilarak 750 nm’de
absorbans oOl¢iimleri alinan Orneklerin; kalibrasyon grafigi i¢in gallik asidin artan
derigimlerine sahip ¢ozeltiler standart olarak kullanilmis ve fenolik madde miktarlari

gallik asit esdegeri (GE) olarak belirlenmistir.

3.2.5. Coziiniirliik

Filmlerin sudaki ¢oziiniirliigiinii hesaplamak i¢in her film 6rnegi dnce tartilip ayri ayri 5
mL suya konur. 24 saat beklenip kurutulur ve tekrar tartilir. Ayni islem 90 saat ile

tekrarlanir ve esitlik 3.2. yardimiyla ylizde ¢6ziiniirliik hesaplanir.

baslang:g kiitlesi—son kiitle (3 2)

%c¢oziinirlik = —
baslangig kitlesi

20



3.2.6. SU Buhari Gegirgenligi

Film oOrneklerinin i¢inden geg¢mesine izin verdigi su buhari miktarim1 6lgmek icin
filmler, i¢inde CaCl, bulunan tiiplerin i¢ine CaCl, ile temas etmeyecek sekilde
yerlestirildi ve tlipler 24 saat beklemeye birakildi. Ardindan filmler tartilarak kiitle artist
hesaplandi ve su buhari gegirgenligi (wvp) esitlik 3.3 e gore hesaplandi (Yong ve ark.
2019, Zhang ve ark. 2019).

WXxx
tXAXAP

wup = (3.3)

Kullanilan esitlikte W kiitle artig1 (g) , x filmlerin kalinligi (m) , t siire (sn) , A filmin

alan1 (m?), AP (Pa) ise kismi su buhari basmeidir.

3.2.7. Sisme Orani

Sisme orani testi literatiire gore modifiye edilerek yapilmistir (Mayachiew ve
Devahastin 2010). Oda sicakliginda bekletilmis olan kitosan filmler tartilir ve deiyonize
saf suya batirilir ve slatilir. Ardindan hemen {istiine adsorbe ettigi fazlalik su filtre
kagidi ile alinir ve hemen islak film kiitlesi belirlenir. Alinan tartimlar sonucu sisme,

esitlik 3.4.” e gore hesaplanir.

. lak kiitle—kuru kiitl
sisme oran = ————"T2X7F % 100 (3.4)

kuru kiitle

3.2.8. Nem Orani

Nem igerigi (Rambabu ve ark. 2019) literatiirdeki yontem modifiye edilerek
uygulanmistir. Film 6rnekleri once tartilmis, sonra 5 g susuz CaCl, eklenmis tiiplerin
icerisine CaCl, ile temas etmeyecek sekilde filtre kagitlarinin  yardimiyla
yerlestirilmistir. 7 giin boyunca nemsiz bir ortamda bekletilmis ve tartimlar1 alinmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda esitlik 3.5 e gore filmlerin nem orani hesaplanmustir.

21



baslangig kitlesi—kurutulmus kiitle
nem orani = ~—9% aadaiilins x 100 (3.5)
baslangig kiitlesi

3.2.9. Kalinlik Ol¢iimii

Ornek igeren filmlerin ve kor 6rnegin kalinligi, olabildigince filmin genelini yansitmasi
icin dort yanindan bir mikrometre yardimiyla olgiiliir ve bu dort yanin ortalamalar

alinir.

3.2.10. Fenolik Maddelerin HPLC-DAD ile Tayini

Prunella ekstraktlarmda bulunan fenolik maddelerin analizi HPLC-DAD cihaz ile

yapilmistir. HPLC-DAD igin analiz ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.4. HPLC-DAD i¢in analiz ¢aligma kosullari

Kolon XBridge C18 (4.6x250mm, 3.5 um,
Waters)
Ornek hacmi ve akis hizi 10 uL, 0,5 mL/dk
Siire (dk) Mobil faz (asetonitril ve %1°lik sulu
formik asit)
0-10 %13 asetonitril, %87 %1’lik formik asit
10-20 %41,5 asetonitril, %58,5 %]1’lik formik asit
20-25 %70 asetonitril, %30 %1°lik formik asit
25-35 %10 asetonitril, %90 %1°lik formik asit

3.2.11. FT-IR analizi

Kitosan filmlerin kimyasal yapisi igin fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FT-
IR) ile analiz Bursa Uludag Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii’nde

hizmet alim1 seklinde yapilmistir.
3.2.12. SEM analizi

Film oOrneklerinin yiizey morfolojisi hakkinda bilgi edinmek icin SEM (Taramali
elektron mikroskobu) kullanilmistir ve 6rnek hazirlama asamasinda filmler iletken bir

yapistirict araciligryla SEM 6rnek plakasina tutturulur. Filmlerin yiizeyi vakum altinda
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altin ile kaplanarak analiz edilir. SEM analizleri Bursa Uludag Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Fizik Boliimii’nde bulunan taramali elektron mikroskobu ile hizmet

alimi seklinde yapilmistir.

3.2.13. Antibakteriyal Aktivite Analizleri

Kitosan temelli Prunella ekstraktli filmlerin antibakteriyal aktivite ¢alismalart ASTM
E2149- 01 (Standard Test Method for Determining the Antimicrobial Activity of
Immobilized Antimicrobial Agents Under Dynamic Contact Conditions) yontemine
gére Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Béliimiin’de
yapilmistir. Antibakteriyal aktivite ¢alismalarinda gram negatif bakteri (Escherichia coli
ATCC 35218) ve gram pozitif bakteri (Staphylococcus aureus ATCC 6538) tiirleri
kullanilmistir. Filmlerden 0,1 g olacak sekilde kesilmistir. Erlenlere bakteri ¢ozeltisi
(Baslangigta Escherichia coli 1x10° cfu/mL, Staphylococcus aureus 2,5x10° cfu/mL
derisimde eklenmistir) eklendikten sonra 37°C’de 150 devir/dakika ¢alkalama hizinda

inkiibe edildikten sonra belirli siire sonunda ortamda ¢ogalan bakteri sayis1 ol¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Film olusturma isleminin sonucunda petri kaplarinda olusan filmlerin goriintiileri seKkil

4.1. de verilmistir.

Sekil 4.1. Prunella grandiflora (PG), Prunella laciniata (PL), Prunella orientalis (PO),
Prunella vulgaris (PV) ekstraktlarindan 1 mL, 5 mL ve 10 mL eklenmis kitosan film ve
eklenmemis (kor/blind) film 6rneklerinin fotograflar:

Sekil 4.1. de goruldugi gibi ekstrakt miktarinin artmasiyla filmlerin renkleri daha koyu
bir hal almistir. Ambalajin seffaf olmasi iirlinlin goriinmesi agisindan genelde istenen
bir 6zelliktir, ¢iinkii miisterinin iriinii goziiyle gorebilmesi giiven agisindan 6nemlidir.
Ancak seffaf olmayan bir ambalaj 15181 gecirmeyen bir ambalaj demektir ve olasit bir
1518a hassas liriin paketlemesinde ambalajin opakliginin diisiik olmas1 ambalaj iireticileri

icin daha tercih edilebilir bir segenektir (Riaz ve ark. 2018).
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4.1. ABTS Yontemi ile Antioksidan Kapasite Tayini

Tez kapsaminda hazirlanan filmlerin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ABTS
yontemi  kullanilmastir.
etkinligini belirlemek ABTS yonteminde uygun olmayacagi icin filmler ¢oziici
ortaminda bekletildi. Burada filmler i¢in su ve etilalkol ortami ¢6ziicli olarak se¢ildi. En
cok fenolik madde salinimi alkol ortaminda oldugu icin ¢oziicii olarak etanol
kullanilmistir. Alkol ortaminda bekletildikten sonra ortama salinan fenolik maddelerin
antioksidan o0zelligi belirlenerek filmlerin antioksidan oOzelligi de dolayli olarak
belirlenmis oldu. ABTS yonteminde troloks standartlariyla hazirlanan kalibrasyon

grafigi degerleri (Cizelge 4.1.) kullanilarak hazirlanan filmlerin antioksidan kapasite

Ancak filmlerin direkt olarak serbest radikallere karsi

degerleri mg troloks esdegeri (TE)/ g film olarak Cizelge 4.2.”de verilmistir.

Cizelge 4.1. ABTS yontemi igin kalibrasyon bilgileri

Yontem Derisim arahig (mg/L)

Dogru denklemi R?

ABTS

0,2-1,0

y = 13,149x - 1,3563 0,9906

Cizelge 4.2. Film 6rneklerinin antioksidan kapasite degerleri

Bitki ekstrakti tiirii Film icindeki Antioksidan kapasite degeri
ekstrakt hacmi (mg TE/g film)
(mL)
Prunella grandiflora 1 0,70 £ 0,06
5 5,09+0,18
10 10,76 £ 0,21
Prunella laciniata 1 0,61+ 0,20
5 3,22+0,13
10 6,51 +0,32
Prunella orientalis 1 0,51 +£0,06
5 1,52 +£0,53
10 255+0,17
Prunella vulgaris 1 0,59 £ 0,06
5 1,68+ 0,10
10 5,32+ 0,04
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Hazirlanan filmlerin antioksidan kapasite degerlerine bakildiginda Prunella ekstrakt
hacmi artisgina gore artan antioksidan kapasite degerleri, ekstrakt hacmi arttikca
ortamdaki antioksidan madde salinimi da artacagi i¢in antioksidan kapasite degerleri de
artmustir. Olgiilen antioksidan kapasite miktarinin etanol ile siispansiyon olusturan film
kiitlesine bagli oldugunu da unutmamak gerekir (Masek ve ark. 2018). Bitki drneklerini
karsilastirdigimizda en fazla antioksidan 6zellik gosteren bitkinin Prunella grandiflora
oldugu goriilmektedir. Bu durum Prunella grandiflora ile hazirlanan kitosan filminin
alkol ortaminda en fazla antioksidan madde salinimi yaptigini gostermektedir. Alkol
icinde bu kadar antioksidan madde salinimi yapmasi1 modifiye edilmis yiizeyin havadan
veya temas yoluyla bulasabilecek serbest radikallere karsi dayanikli olmasi anlamina

gelmektedir.

Bu c¢alismada incelenmis 5 fenolik madde tiirii olan rutin, Klorojenik asit, kafeik asit,
protokatekuik asit ve rosmarinik asit filmlere antioksidan 6zelligi vermis maddelerdir
(Andrade ve ark. 2018b, da Silveira ve ark. 2017, Sahin ve ark. 2011, Saykova ve ark.
2018). Mutlaka bu etkiyi arttiracak veya azaltacak bagska maddeler de filmlerin
yapisinda mevcuttur. Ancak ABTS sonuglarina gore bu etkenlerin filmlerin antioksidan
ozellik etki gostermesine engel olmadigi soylenebilir. Antioksidan o6zelligini
arttirabilecek etkenler bizim tespit etmedigimiz diger fenolik bilesikler olabilirken
antioksidan 0Ozelligini azaltabilecek etkenlerin film yapimi esnasinda c¢evreden
gelebilecek girisim yapan maddeler oldugunu sdyleyebiliriz. Sonuglara gére en fazla
antioksidan 6zellik gosteren filmin Prunella grandiflora igeren film 6rnegi oldugu tespit

edilmistir.

4.2. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Film orneklerindeki toplam fenol miktar1 6l¢iiliirken filmler etanol igerisinde bekletildi
ve film lizerindeki aktif paketleme (koruyucu) 6zelligi veren fenolik maddelerin etanol
ortamina gecmesi saglandi. Boylece ¢ozelti igerisindeki toplam fenolik miktar1 bize
¢ozelti icerisindeki filmlerden ne kadar fenolik madde (antioksidan madde) salindigini

gosterecektir. Folin-Ciocalteu yonteminde gallik asit standartlartyla hazirlanan
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kalibrasyon grafigi degerleri (Cizelge 4.3.) kullanilarak hazirlanan filmlerin toplam
fenolik madde degerleri mg gallik asit esdegeri (GE)/ g film olarak ¢izelge 4.4.de

verilmistir.

Cizelge 4.3. Folin-Ciocalteu yontemi i¢in kalibrasyon bilgileri

. Derisim arahg: o . 2
Yontem (mg/L) Dogru denklemi R
Folin-Ciocalteu 1,1-21,1 y =0,0689x — 0,0067 0,9994

Cizelge 4.3." deki kalibrasyon grafigi bilgileri kullanilarak elden edilen sonuglarda
filmlerin igine konan bitki ekstraktlarinin miktar1 arttikga toplam fenolik madde
miktarmin da anlamli bir sekilde arttig1 goriilmektedir (Cizelge 4.4.). Bu sonuglara gore
en fazla fenolik madde igeren film 6rnegi Prunella grandifloradir ve kalan siralama ise
en fazladan en aza gore P. laciniata, P. vulgaris ve P. orientalis seklinde devam
etmektedir. ABTS sonuglariyla karsilastiracak olursak toplam fenolik maddenin
filmlerin gosterdigi antioksidan kapasite ile dogrudan orantili oldugu sdylenebilir

(Cizelge 4.2. ve Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Film 6rneklerinin toplam fenolik madde degerleri

Bitki ekstrakt tiirii Film icindeki ekstrakt | Toplam fenolik madde degeri
hacmi (mL) (mg GE/qg film)

1 1,46 £0,01
Prunella grandiflora 5 2,71+0,20
10 6,66 + 0,48
1 1,15+0,01
Prunella laciniata 5 1,19+ 0,01
10 2,92+0,12
1 0,11+0,01
Prunella orientalis 5 0,88 + 0,02
10 1,16 + 0,01
1 0,94+0,01
Prunella vulgaris 5 1,70+ 0,03
10 2,32+0,20
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Artan ekstrakt miktari ile toplam fenolik maddenin artmig olmasi filmlerin antioksidatif
ozellik tagidigini ve bu ozelligin ekstrakt miktariyla dogru orantili oldugunu gosterir
(Sahin ve ark. 2019). Bu sonuglara gore en fazla fenolik madde igeren film Ornegi
Prunella grandiflora ekstraktlari igeren filmlerdir. Genel olarak toplam fenolik madde
ve antioksidan kapasite sonuglart Microsoft Excel’de karsilastirildiginda korelasyon
katsayisi (R%) 0,93 bulunmustur. Bu da hem toplam fenolik madde hem de antioksidan

kapasite degerlerinin birbirleriyle uyumlu oldugunu gostermektedir.

4.3. Coziinurlik

Sudaki ¢oziiniirliik, 6zellikle gida alaninda kullanilan filmlerde olduk¢a 6nemli bir
ozelliktir ve filmlerin suya direnci hakkinda bize bilgi verir. Cizelge 4.5.” de gorildigi

gibi icinde Prunella ekstrakti olmayan (kor) film daha az yiizdede ¢6ziinmiistiir.

Cizelge 4.5. Film o6rneklerinin suda ¢oziintirliikk degerleri

Film icindeki ¢ e e el .
Bitki ekstrakt tiirii | ekstrakt hacmi | >4 saatte sudaki coziiniirliik yiizdesi
(mL) (w/w %)

Kor film 0 68,89+0,10
1 64,86+0,10
Prunella grandiflora 5 62,04+1,92
10 58,42+1,41
1 63,43+1,30
Prunella laciniata 5 61,77+0,61
10 5519+3.15
1 65,25+4,29
Prunella orientalis 5 57,25+2,95
10 52.69+1 36
1 61,88+1,33
Prunella vulgaris 5 54,37+3,78
10 46,58+2.11
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Bunun nedeni polifenoller, kitosan molekiilleri ile potansiyel hidrojen baglanmasi
yoluyla etkilesimler kurabilir, bu da kitosanin hidrofilik gruplart ile su molekiilleri
arasindaki etkilesimleri siirlar. Bu nedenle, kitosanla baglanan su molekiilleri daha az
hale gelir ve daha diistik su igerigi ve daha diisiik ¢oziiniirlik ile sonuglanir. (Riaz ve
ark. 2018). Film orneklerinin suda belli bir ¢oziiniirliigiiniin olmasi aktif paketleme
acisindan paketlenecek malzemede koruma yaratmasi anlamina gelmektedir (Lopez-De-

Dicastillo ve ark. 2010).

4.4. Su Buhar Gegirgenligi

Su buhar gegirgenligi filmlerin ambalajlanan malzeme i¢in su buharmna karsi ne kadar
koruyucu bariyer olabilecegini gosterir ve hazirlanan ambalajlarda su buhari
gecirgenliginin az olmasi istenir (Huang ve ark. 2019). Kitosanin hidrofilik yapisi ve
filmlerin igindeki fenolik maddelerin hidrojen bagi olusturmasi nedeniyle filmler su

buharini yiizeyde tutma egilimi gosterirler (Liu ve ark. 2017).

Cizelge 4.6. Film 6rneklerinin su buhar1 gecirgenlikleri

Bitki ekstrakti tiirii | Film icindeki ekstrakt hacmi Su buhan gecirgenligi
(mL) (x 10 g/m s kPa)

Kor film 0 5,75+0,23
1 4,16+0,01
Prunella grandiflora 5 4,08+0,16
10 3,21+0,25
1 3,06+0,13
Prunella laciniata 5 2,79+0,23
10 2,63+0,01
1 4,47+0,37
Prunella orientalis 5 4,16+0,01
10 1,58+0,01
1 1,97+0,01
Prunella vulgaris 5 1,64+0,01
10 1,4240,01
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Cizelge 4.6. incelendiginde bitki ekstrakti igeren her film 6rnegi hedeflendigi gibi su
buhar1 gecirgenliginde kor Ornege gore azalma olusturmustur. Ayrica her bir film
igcerisine konan ekstrakt miktarinin artmasi su buharinda gegirgenligin azalmasina sebep
olmustur. Bunun nedeni filmlerdeki hidrojen baglari ve yiliksek hidrofilik 6zelligin,
CaCl, ile tepkimeye girmek isteyen suyun CaCl, ye ulasmasini engellemesinden
dolayidir (Liu ve ark. 2017). Yiizeydeki su buharindan tutulan nem kiitlede artma
meydana getirirken bu nemin buharlagmasi da azalma meydana getirecektir ve bu iki
durum da ekstrakt miktarlarinin yiiksek oldugu filmlerde daha fazla goriilmektedir.
Diisiik ekstrakt miktarinda su buhari CaCl; ile bulusabilirken ekstrakt miktari arttikca
bulusma daha az olacaktir ve bu da tiipteki kiitle degisiminde azalma, dolayisiyla su

buhar1 gecirgenliginde de azalma meydana getirecektir.
4.5. Sisme Oram

Sisme orani akilli ambalaj teknolojisinde Onemli bir role sahiptir ¢iinkii ambalaja
disaridan gelebilecek maddeler ambalaj lizerinde sekil degisikligine neden olabilir, bu
yizden yiliksek sisme orani ambalajin raf Oomrii agisindan olumsuz bir etki yaratir
(Huang ve ark. 2019). Cizelge 4.7.’de goriildiigii gibi kitosan filmlere ekstrakt
eklenmesi durumunda artan ekstrakt miktar1 film Orneklerinin sigsmesini azaltmistir.
Bunun nedeni, sisme davranisi filmlerin ag mikro yapisinda isgal edilen toplam su
molekiilleri ile yakindan iligkilidir. Kitosan hidrofilik 6zellige sahiptir ve su ile
temasinda diisiik bir ylizey gerilimi yaratarak suyu iistiinde tutmak ister ve bu o6zellik
filmlerde de goriilmektedir. Ancak filmlere eklenen ekstraktlar kitosanin bu
hidrofilitesini diisiiriir ¢linkii yeni olusturulan etkilesimler suyu emmek i¢in baglanma
noktalarinin azaltilmasina yol acacaktir. Fenolik bilesiklerle suda oldugundan daha
giiclii molekiiller arasi bag yapan kitosan, filmlerin sigsme kapasitesini fenolik
bilesiklerle yaptigi bag sayisiyla ters orantili olarak diisiiriir yani filmlere ne kadar fazla

fenolik madde eklenirse sisme orani o kadar diiser (Hari ve ark. 2018).
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Cizelge 4.7. Film orneklerinin yiizde sisme oranlari

Bitki ekstrakt: tiirii Film icindeki Sisme orani
ekstrakt hacmi (%)
(mL)

Kor film 6rnegi 0 128,33+0,63

1 75,30+1,50

Prunella grandiflora 5 68,55+0,06
10 41,63+1,59

1 57,29+1,37

Prunella laciniata 5 49,20+0,11
10 43,48+1,27

1 89,10+1,36

Prunella orientalis 5 62,88+2,04
10 41,27+1,59

1 85,42+2,46

Prunella vulgaris 5 59,59+3,39
10 55,25+0,53

4.6. Nem I¢erigi

Hidrokolloidler, yenilebilir ve biyolojik olarak bozunabilir filmler hazirlamak i¢in en
cok kullanilan biyopolimerlerdir. Bu bilesiklerin islenmesi kolaydir ve filmler kabul
edilebilir mekanik ve gaz bariyeri 6zelliklerine sahiptir. Ancak esas olarak hidrofilik
ozellikleri nedeniyle su buharini orta derecede gegirgenlige sahiptirler (McHugh ve ark.
2009). Gida ambalaji i¢in bir hidrofilik film kullanildiginda veya yiiksek bagil nem
kosullarina maruz kaldiginda, su molekiilleri polimerik zincirler {izerine adsorbe edilir,
film yapis1 ilizerinde plastiklestirici bir etki yapar ve termal, mekanik ve bariyer
ozelliklerinde degisikliklere neden olur (Pittia ve Sacchetti 2008). Malzemenin nem
icerigindeki artis, su buhar1 molekiillerinin film boyunca taginmasini tesvik ederek
bariyer kapasitesini azaltir ve suyun ambalajin ic¢inei girmesini kolaylastirir. Nem
iceriginin yiiksek olmasi istenmeyen bir durumdur. Nem igerigi veya gevresel bagil
nemin etkisini bilmek, kitosan filmler ile gidalarin korunmasi i¢in ambalaj malzemesi

olarak kullanildiginda 6nemlidir (Aguirre-Loredo ve ark. 2016).
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Cizelge 4.8. Film 6rneklerinin yiizde nem oranlari

Bitki ekstrakt tiirii Film icindeki Nem orani
ekstrakt hacmi (%)
(mL)
Kor film 6rnegi 0 68,46 + 2,31
1 47,38 + 1,02
Prunella grandiflora 5 37,56 £0,89
10 30,86 + 0,30
1 57,03+ 1,45
Prunella laciniata 5 39,67 + 1,03
10 23,08 £0,78
1 4795+ 1,94
Prunella orientalis 5 31,58 £0,92
10 25,10 £3,45
1 40,65 + 1,53
Prunella vulgaris 5 20,78 £ 0,40
10 17,60 + 1,83

Cizelge 4.8. incelendiginde kitosan filmlere eklenen ekstrakt miktar1 arttikca nem
oranmin azaldigi goriilmektedir. Bunun nedeni sisme ve su buhar1 gegirgenliginde
oldugu gibi hidrofiliteye sahip kitosan filmlerin artan ekstrakt miktar1 ile hidrofilitesinin

azalmasidir (Hari ve Nair 2016).

4.7. Kalinhk

Fiziksel o6zelliklerin en Oonemlilerinden biri olan kalinlik, filmlerin dis etkenlere karsi
direnmesini saglayan baslica fiziksel 0zelliklerinden biridir. Cizelge 4.9.’da Ol¢iilmiis
olan kalinlik degerleri benzer caligmalardan farkli olmamakla birlikte ¢ogu ambalaj
standart Olgiilerine de uygunluk saglamaktadir (Kittikaiwan ve ark. 2007, Rambabu ve
ark. 2019, Riaz ve ark. 2018, Uz ve Altinkaya 2011, Yong ve ark. 2019, Zhang ve ark.
2019).
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Cizelge 4.9. Film 6rneklerinin kalinlik degerleri

Bitki ekstrakti tiirii | Film i¢cindeki ekstrakt hacmi Kalinlik (milimetre)
(mL)

Kor film 0 0.37+0,02
1 0,19+0,01
Prunella grandiflora 5 0,26+0,06
10 0,16+0,02
1 0,28+0,04
Prunella laciniata 5 0,22+0,05
10 0,20+0,03
1 0,19+0,03
Prunella orientalis 5 0,21+0,01
10 0,15+0,02
1 0,19+0,03
Prunella vulgaris 5 0,14+0,04
10 0,21+0,02

Kalinlik 6l¢timlerinde meydana gelen dalgalanmalar birka¢ nedenden otiirii olabilir.
Bunlardan birisi film olusumu esnasinda Prunella ekstraktlarinin eklenmesiyle birlikte
artan ekstrakt hacmi ile film numunelerinin alkol ve su igeriginin artmasidir ve bu,
ekstrakt miktar1 artarken daha ince film olusumuna sebebiyet verir. Fakat eklenen
ekstrakt miktar1 beraberinde hem safsizlik getirerek hem de yeni hidrojen baglar
olusturarak kati igcerik miktarin1 arttirir ve bu da kalinlikta artma meydana getirir
(Abugoch ve ark. 2011, Riaz ve ark. 2018). Bu iki etken birlesince buldugumuz degerler

dalgalanma yaratmustir.

4.8. SEM Sonuclari

Kitosan filmlerin SEM goriintiileri Cizelge 4.10.’da verilmistir. Igerisinde ekstrakt
olmayan kitosan film daha diiz, piiriizsiiz bir goriintii verirken eklenen ekstraktlar
goriinimde daha piiriizlii ve baloncuklu goriintii yaratmistir. Yer yer olusan beyaz

noktalarin ve baloncuklu goriintiilerin nedeni eklemeden sonra buharlasan ve filmden
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ayrilan su ve etanol molekiilleridir. Ekstrakt eklenmis kitosanin kor 6rnege gore diisiik

hidrofilitesi nedeniyle yiizeylerde daha girintili ¢ikintili goriintiiler olusmustur (Kaya ve

ark. 2018).

Cizelge 4.10. Kitosan filmlerin eklenen ekstrakt hacmine gore degisen SEM goriintiileri

Bitki Film icindeki | SEM goriintiisii
ekstrakti ekstrakt hacmi
tiirii (mL)
Kor film 0
e e nne A e BN
1
—_ el T R
Prunella
grandiflora
5
— VPROE  Eipe GG ey
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Cizelge 4.10. Kitosan filmlerin eklenen ekstrakt hacmine gore degisen SEM goriintiileri
(devam)

Bitki Film icindeki | SEM goriintiisii
ekstrakti ekstrakt hacmi

tiirii (mL)

10

10 ym Mag = 3.00KX IProbe= 120pA Date :23 Oct 2019 ZEISS|
| — WD =11.5mm  EHT = 10.00 KV Signal A = SE1

Mag = 3.00KX 1IProbe = 60 pA Date :23 Oct 2019 ZEISS
WD = 14.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1

Prunella

laciniata

10 pm Mag = 3.00KX IProbe= 60pA Date :23 Oct 2019

WD = 14.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
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Cizelge 4.10. Kitosan filmlerin eklenen ekstrakt hacmine gore degisen SEM goriintiileri
(devam)

Bitki Film  icindeki|SEM goriintiisii
ekstrakti ekstrakt hacmi

tiiri (mL)

10

10 ym Mag = 3.00KX IProbe= 60 pA  Date :23 Oct 2019
WD = 14.0 mm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

10 ym Mag = 3.00KX IProbe= 60pA Date:23 Oct 2019
WD = 13.5 mm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

Prunella

orientalis

10 pm Mag = 3.00KX IProbe= 120pA Date :23 Oct 2019 ﬁ

WD = 12.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
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Cizelge 4.10. Kitosan filmlerin eklenen ekstrakt hacmine gore degisen SEM goriintiileri
(devam)

Bitki Film  icindeki|SEM goriintiisii
ekstrakti ekstrakt hacmi

tiirii (mL)

10

10 pm Mag = 3.00KX 1IProbe= 171 pA Date :16 Nov 2018
WD = 12.0 mm EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

10 ym Mag = 3.00KX IProbe= 60pA Date :23 Oct 2019 ZEISS
— WD = 14.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1

Prunella

vulgaris

10 pm Mag= 3.00KX IProbe= 60pA Date :23 Oct 2019 W

WD = 14.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1
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Cizelge 4.10. Kitosan filmlerin eklenen ekstrakt hacmine gore degisen SEM goriintiileri
(devam)

Bitki Film icindeki| SEM goriintiisii
ekstrakt1 | ekstrakt hacmi
tiirii (mL)

10

10 pm Mag = 3.00KX IProbe= 120pA Date :23 Oct 2019

WD = 12.0 mm EHT = 10.00 kv Signal A = SE1

4.9. Prunella L. Tiirlerinde Bulunan Fenolik Maddelerin Tayini

HPLC-DAD cihazi i¢in standart fenolik bilesikler ile kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlandi.
100 mg/L stok ¢ozelti kullanilarak rutin, rosmarinik asit, kafeik asit, klorojenik asit ve
protokatekuik asit standart fenolik bilesikler i¢in 1, 3, 5, 8 ve 10 mg/L standart
cozeltileri hazirlanmistir. Bu standart fenolik maddeler i¢in konsantrasyona karsilik pik

alan degerleri ile kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir (Cizelge 4.11.).

Cizelge 4.11. Standart fenolik maddeler icin HPLC-DAD kalibrasyon grafikleri

Standart madde Kalibrasyon grafigi | Regresyon katsayisi
Rutin y =31,844x + 4,9045 | 0,999
Rosmarinik asit y =44,706x - 12,73 0,993
Kafeik asit y =108,59x - 30,17 0,991
Klorojenik asit y =45,045x - 22,882 | 0,995
Protokatekuik asit y =64,363x - 27,259 | 0,996
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HPLC-DAD cihazinda dalgaboyu protokatekuik asit i¢in 254 nm, rutin asit i¢in 360 nm,

diger fenolik maddeler igin 320 nm segilmistir.

Cizelge 4.12. Prunella L. tiirlerinde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1 (mg/g 6rnek)

Fenolik maddeler Prunella Prunella Prunella Prunella
grandiflora laciniata orientalis vulgaris
Rutin 6,9872+ 2,4797+ 1,6750+ 3,0139+
0,0028 0,1189 0,1175 0,0057
Rosmarinik asit 14,6189+ 14,3585+ 11,8938+ 15,1606+
0,0995 0,1489 0,0318 0,4078
Kafeik asit 0,4284+ 0,6865+ 0,4416+ 0,4550+
0,0022 0,0897 0,0105 0,0644
Klorojenik asit 0,0716+ 0,1553+ 0,0655+ 0,1351+
0,0103 0,0030 0,0004 0,0046
Protokatekuik asit 0,0634+ 0,0310=+ 0,0305+ 0,0526=+
0,0008 0,0029 0,0002 0,0043
Toplam 22,1695+ 17,711+ 14,1064+ 18,8172+
0,1156 0,3634 0,1604 0,4868
3500 1 Prunella vulgaris 5
3000 -
2500 -
D 2000 -
£ 1500 -
1000 - A
500 -
) N N Y0 N SR
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Zaman (dk)

Sekil 4.2. Prunella L. tiirlerinin 280nm dalgaboyundaki (1) protokatekuik asit (t;:11,8
dk), (2) klorojenik asit (t::15,8 dk) , (3) kafeik asit (t:20,2 dk), (4) rutin (t:22,3 dk) ve
(5) rosmarinik asit (t:25,4) piklerini gosteren kromatogram

39



HPLC analizleri sonucu (Cizelge 4.12.) filmlerde kullanilan ekstraktlarin iginde
antioksidan 6zellikleri bulunan rutin, klorojenik asit, kafeik asit, rosmarinik asit ve
protokatekuk asit (Andrade ve ark. 2018b, da Silveira ve ark. 2017, Psotova ve ark.
2003, Sahin ve ark. 2011, Saykova ve ark. 2018) pikleri elde edilmistir (Sekil 4.2.).
Polifenollerin serbest radikal yakalama, metal selasyon, enzimatik aktivitenin
modiilasyonu ve sinyal iletim yollarimin degistirilmesi gibi ¢esitli biyolojik etkiler
uygulayarak insan sagligi i¢in yararli oldugu distiniilmektedir (Sato ve ark. 2011).
Polifenoller esas olarak fenolik asitler ve flavonoidler olarak siniflandirilir. Birincisinin
ana sinifi hidroksisinnamik asitlerdir ve klorojenik asit hidroksisinnamik asitlerin ana
temsilcisidir. Kimyasal olarak klorojenik asit, kafeik asit ile kinik asit arasinda olugan
bir esterdir. Klorojenik asit ve kafeik asit vinal hidroksil gruplarina sahiptir ve

antimutajenik, kanserojen ve antioksidan aktivite sergilerler (Rice-Evans ve ark. 1996).

OH

OH

o]
/ OH j)

5
HOOC OH

A OH B OH OH

HO

Sekil 4.3. A: Kafeik asit, B: Klorojenik asit (Tomac ve Seruga 2016).

Rutin (quercetin-3-ramnosil glukozit), ilk olarak 19. yy karabugdayda kesfedilmis dogal
bir flavonoiddir. Bizim kullandigimiz Prunella tiirlerinin yaninda sebze ve meyvelerde
yaygin olarak bulunabilen diisiik molekiil agirlikli polifenolik bilesiktir (Yang ve ark.
2008). Ayrica rutin, 6nemli bir dogal antioksidan olarak bilinen yesil kuskonmazdaki
antioksidan aktivitenin 6nemli bir yiizdesini olusturur (Tsushida ve ark. 1994). Rutin, P
vitamini olarak bilinen bir tiir flavonoid glikozittir ve yiiksek radikal yakalayici
aktivitesi ve antioksidan kapasitesinin sonuglar1 olan kan damarlarina baglanan kilcal
damarlar1 giiclendirmenin yani sira antiplatelet (kandaki trombositleri azaltan), antiviral

ve antihipertansif 6zelliklere sahiptir (Guo ve Liu 2007).
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Sekil 4.4. Rutin molekiilii (Gullon ve ark. 2017)

Rosmarinik asit (a-O-kafeoil-3,4-dihidroksifenilktik asit) esas olarak Boraginaceae
tirlerinde ve Lamiaceae'nin Nepetoideae alt familyasinda bulunur ve genel olarak bu
familyanin diger tiirlerinde (Prunella gibi) de baskindir (Tepe 2008). Rosmarinik asit
icin ¢ok sayida biyolojik aktivite tarif edilmistir. Baslica aktiviteler antienflamatuar,

antimutajen, antibakteriyel ve antiviraldir (Parnham ve Kesselring 1985).

0]
OH N OH

OH

Sekil 4.5. Rosmarinik asit (Gil ve ark. 2013)

Protokatekuik asit (3,4-dihidroksibenzoik asit) giiglii bir antioksidandir ve meyve/
sebzelerde yaygin olarak bulunur (Tlili ve Sarikurkcu 2020). Protokatekuik asidin,
serbest radikallerle iliskili karsinogenez ve kardiyovaskiiler hastaliklarda onleyici
etkileri oldugu bulunmustur. Protokatekuik asit tiirevlerinin yapi-aktivitesi ile ilgili
onemli noktalar, dzellikle organik ve sulu ortamlardaki antioksidan aktivite ile ilgili

olanlar, hala yeterince agiklanmamistir (Reis ve ark. 2010).
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Sekil 4.6. Protokatekuik asit

Sekil 4.2.’deki kromatogramlara gore film orneklerine en ¢ok antioksidan etkisi veren
flavonoidin rosmarinik asit oldugu sdylenebilir ve rosmarinik asidin en fazla oldugu tiir
Prunella vulgaris olup ve bu genel olarak diinyadaki en yaygin Prunella tiiriidiir (Sahin
ve ark. 2011). En fazla rutin ve protokatekuik asit i¢eren tiir Prunella grandiflora, en
fazla kafeik asit igeren Prunella laciniata, en fazla klorojenik asit igeren tiir yine
Prunella vulgarisdir. Ekstraktlardaki toplam fenolik maddelerin ayni oranda filmlere
gee¢mesi durumunda P. grandiflora en ¢ok fenolik madde igermesi bakimindan en fazla
antioksidan o6zellik gostermesi gereken film 6rnegini olusturmalidir. P. grandifloradan
sonra en ¢ok fenolik madde igeren ekstraktlar sirasiyla P. vulgaris, P. laciniata ve P.
orientalis’dir (¢izelge 4.11.). Cizelge 4.2 deki ABTS sonuglarina gore en fazla
antioksidan o6zellik gosteren film 6rnegi ve ¢izelge 4.4. deki Folin-ciocalteu metoduna
gore en ¢ok fenolik madde iceren film 6rnegi 10 mL P. grandiflora ekstrakti katilmis
film 6rnegidir ve kalan siralama da P. laciniata , P.vulgaris ve P.orientalis seklinde
devam etmektedir. Folin-ciocalteu deneyinde alinan degerler (Cizelge 4.4.) ile HPLC de
bakilan degerler (Cizelge 4.12.) karsilastirildiginda P. vulgaris ekstraktinda daha fazla
toplam fenolik madde olmasma ragmen Folin-ciocalteu metoduyla filmlerde tespit
edilen toplam fenolik madde degerlerinde P. laciniata igeren filmde daha ¢ok fenolik
madde tespit edilmistir. Bu demektir ki P. laciniata ekstrakti filme P. vulgaris’den daha

fazla fenolik madde gegmesine olanak saglamistir.

Prunella tiirlerinde antioksidan kapasite saglayan etken maddenin rosmarinik asit
oldugunu daha oOnce belirtmistik ve bu etki ¢izelge 4.13. yardimiyla diger fenolik
maddelerle karsilastirilabilir. TEAK degerleri bize maddelerin standart antioksidan
kapasiteleri ile ilgili bilgi vermektedir ve cizelge 4.13. ye gore standart antioksidan
kapasitesi en fazladan en aza dogru sirasiyla rutin, klorojenik asit, rosmarinik asit,

kafeik asit ve protokatekuik asittir (Isik ve ark. 2013). Rutin ve klorojenik asidin daha
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fazla antioksidan kapasitesi olmasina ragmen, rosmarinik asidin antioksidan kapasiteye
daha fazla katkisinin olmasi, incelenen Prunella tiirlerinde rosmarinik asidin digerlerine

oranla daha fazla miktarda olmasidir (Cizelge 4.12.).

Cizelge 4.13. Standart fenolik maddeler i¢in TEAK (troloks esdeger antioksidan
kapasite) degerleri (Isik ve ark. 2013)

Standart madde TEAK
Rutin 2,26
Klorojenik asit 2,15
Rosmarinik asit 1,71
Kafeik asit 1,55
Protokatekuik asit 0,97

4.10. FT-IR sonuglari

FTIR, kitosan ambalaj filmi bilesenlerindeki c¢esitli bilesenler arasindaki etkilesimi
incelemek i¢in kullanilabilir. Film olusumundan sonra, film matrisinin etkisine bagh
olarak kitosan film spektrumunda bazi farkliliklar gozlendi. Bu farkliliklar
karsilastirmadan once piklerden elde edilen fonksiyonel gruplart belirleyecek olursak
Sekil 4.7.°deki spektruma gore 3300 cm™ dalga sayisindaki pik amid fonksiyonel
grubunda bulunan N-H esneme piki ve 2940 cm™ dalga sayisindaki pik ise yine amid
grubundaki C-H esneme pikidir. Amit fonksiyonel grubunun major pikleri olan 1650
cm* dalga sayisinda C=0O esneme 1552 cm™ dalga sayisinda N-H biikiilme ve 1240 cm’
! dalga sayisindaki C-N ve N-H esneme bantlarinin her film 6rneginde bulunmasi
kitosanin ekstraktlarla olan etkilesimi sonrasinda yapi biitiinliigiinii korudugunu ve
yenilebilir kitosan filmlere eklemis oldugumuz ekstraktlarin konvansiyonel kitosan film

yapisina zarar vermedigini gostermektedir (Ramziia ve ark. 2018).

Yenilebilir kitosan filmlerin belirleyici piklerinden digeri ise O-H grubunun bagh
olmasidir ki zaten mekanik o6zelliklerin film olusumuna uygun olmasinin ve bizim
ekledigimiz ekstraktlarin film olusumunda kullanilabilmesinin en 6nemli nedeni yapisal

biitiinliige ¢ok biiyiik etki eden hidrojen baglaridir (Abugoch ve ark. 2011).
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Amit, O-H biikiilmesi, kitosan ve O-H titresiminin piranoz yapisinin iskelet titresimleri
ile iliskili kitosan yenilebilir filmin ana karakteristik pikleri, sirasiyla 1660, 1592 ve
1380, 1089 ve 3359 cm™ olarak belirtilmistir (Abugoch ve ark. 2011).

Sekil 4.7. Film 6rneklerinin FTIR spektrum pikleri
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Ekstrakt eklenmesi ile 3300-3500 cm™ dalga sayisinda gozlenebilen O-H esneme
bantlarinda az da olsa sinyal azalmasina ragmen kayda deger bir degisim olmadiginin
gozlenmesinin yaminda ekstrakt miktarinin artmasiyla 1650 cm™ dalga sayisinda
gozlenen C=0 esneme bandinda ve 1552 cm™ dalga sayisinda gozlenen N-H biikiilme
piklerinde kayda deger bir ¢Oziiniirliik azalmas1 gozlenmistir. Bunun nedeni eklenen
ekstraktlardaki fenolik maddelerde bulunan hidrojen baglarmin ve amit gruplarinin
farkli tiirdeki molekiillerin bir araya gelmesinden dolayr farkli olmasina ragmen
birbirine yakin titresim olusturup FTIR spektrumuna yiiksek oranda katkida
bulunmasidir. Amit grubuna ve hidrojen bagi olusumuna sahip farkli molekiillerin sayis1

arttikca birbiriyle hidrojen bagi etkilesiminde bulunan kitosan molekiillerinin sayist
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azalirken amit grubu sayisinin artmasi amit belirleyici piklerde diizlesmeye sebep olur

ve hidrojen bagi sinyallerinde azalmaya sebep olmustur (Fan ve ark. 2014).

4.11. Antibakteriyel aktivite sonuclari

Antibakteriyel 6zellik hem ambalajlarda hem de tiiketilen gidalarda optimum miktarda
olmak sartiyla her zaman arzu edilen bir 6zellik olmustur ve tiiketicinin tercihlerinde

onemli bir etkendir.

Cizelge 4.14. Escherichia coli bakterisinin 1/100 ve 1/1000 seyreltme oraninda kontrol,
kitosan film, PG10 (10 mL Prunella grandiflora ekstrakti eklenmis film) ve kontrol,
PG1 (1,0 mL Prunella grandiflora ekstrakti eklenmis film) ve PG5 (5,0 mL Prunella
grandiflora ekstrakti eklenmis film) Orneklerinin {izerinde 24 saat igindeki gogalan
hiicre sayis1 (Burada kontrol-1, kitosan film, PG-10 ayni1 zamanda, kontrol-2, PG5, PG1
fakli zamanda yapildigi i¢in iki tane kontrol grubu bulunmaktadir)

Escherichia coli Seyreltme Escherichia coli Seyreltme
100 1000 100 1000
0.saat 36 3 0.saat 2 3
1.saat 31 3 1.saat 65 8
Kontrol-1 | 3caat | 43 4 | Kontrol-2 [ 3eaat | ©° 9
6.saat 35 3 6.saat 67 8
24 .saat 33 3 24 .saat 85 !
1.saat 13 1 1.saat 99 !
. 72 8
Kitosan | 3.saat 8 1 3.saat
film PG5 69 | 19
6.saat 24 2 6.saat
24saat| 34 3 2asaat| > |
1.saat 30 3 1.saat >> >>
38 5
PG10 3.saat 29 3 PG1 3.saat — -
6.saat 130 23 6.saat
24.5aat | >> 38 24 saat 0 0

Ancak optimum sartlar her gidada farkli oldugu gibi ambalajlarda da farklilik

gostermektedir ancak ambalajlarin madde gecirgenligi (migrasyon) ¢ok az oldugu icin
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ambalaj ylizeyinde antibakteriyel ozellik ne kadar ¢ok ise o kadar uygun oldugu
sOylenebilir (Tepe 2008).

Cizelge 4.15. Escherichia coli ve Staphylococcus aerus bakterisinin 1/100 ve 1/1000
seyreltme oraninda kontrol, kitosan film, PG1 (1,0 mL Prunella grandiflora ekstrakti
eklenmis film), PO1 (1,0 mL Prunella orientalis ekstrakti eklenmis film), PL1 (1,0 mL
Prunella laciniata ekstrakti eklenmis film) ve PV1 (1,0 mL Prunella vulgaris ekstrakti
eklenmis film) orneklerinin lizerinde 24 saat i¢indeki ¢ogalan bakteri sayisi.

Escherichia coli Staphylococcus aureus
Bakteri tiirii Seyreltme

100 1000 100 1000
0.saat 62 5 77 12
1.saat 77 10 87 13
Kontrol 3.saat 97 71
6.saat 65 24
24 .saat 0
1.saat
3.saat
6.saat
24 .saat
1.saat
3.saat
6.saat
24 .saat
1.saat
3.saat
6.saat
24 .saat
1.saat
3.saat
6.saat
24 .saat
1.saat
3.saat
6.saat
24 .saat

[EEN
N
[EEN
N

w
w

IS
N

Kitosan film

PG1

PO1

PL1

PV1

O OO0l ||| |0 ||k, |O|O|O|O|O|O|O|O

O OO0 0000000000000 |0 O ||V
O O |O |O|Fk O |0 |00 0|0 |00 |0 |0 |00 | o

O OO |0 0|0 |00 |0|0|0|0|0|0|0|0o ||| (o |o |
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Cizelge 4.14.’teki verilere bakacak olursak kontrol grubunda g¢ogalmis olan E.coli
bakterisinin kitosan film iizerinde bir siire boyunca ¢ogalamadigini yani i¢inde ekstrakt
olmasa bile kitosanin bakterilerin sayisin1 azalttigin1 goriiyoruz. Bunun nedeni kitosan
filmde bulunan serbest amino gruplarin bakterilerin hiicrelerine baglanarak hiicre igi
bilesenlerin hiicre digina ¢ikmasini saglamasi ve boylelikle bakterinin yasamin
stirdirememesidir (Chung ve Chen 2008). Cizelge 4.14’¢ baktigimizda Prunella
grandiflora ekstraktinin miktarinin artmasiyla 24 saat iginde canli bakteri sayisinin
arttigr goriilmektedir. Bunun nedeni filmlerde kullanilmis ekstraktlarin sayisinin
artmasiyla kitosanin bakterilerle etkilesiminin azalmasi ve bakterinin ekstraktlari besin

olarak kullanabilmeye baglamasindandir.

Ancak biyoaktif fenolik bilesiklerin mikrobiyal hiicre zarinin fizyolojik degisikliklerine
neden olabilecegi ve sonugta bakteri 6liimiiyle sonuglanabilecegi bildirilmistir (Kabir ve
ark. 2014). Bu etkinin gergeklestigini 1.0 mL ekstrakt eklenmis ekstraktlarda cizelge
4.15.°de gorebilmekteyiz. 1.0 mL ekstraktin kullanilmasiyla kitosan film ve uygun
miktardaki fenolik madde beraber yiiksek antibakteriyel 6zellik géstermistir.

Cizelge 4.14.teki verilere bakarak 1,0 mL ile 5,0 mL arasinda E.coli ve S.aureus
bakterilerinin sayisinin azalmasini saglayan maksimum ekstrakt miktar1 degeri

oldugunu soyleyebiliriz.

4.12. Istatistiksel analiz sonuclar

Tez kapsaminda yapilan antioksidan kapasite, toplam fenolik madde, ¢oziiniirlikk, su
buhar1 gegirgenligi, sisme orani, nem orani ve kalinlik 6lglim sonuglart i¢in ortalama
degerlere gore Ornekler arasi ve yontemler arasi yapilan ANOVA analizi (V17,Minitab
Inc., State College, PA, USA) .sonuglarina gore %95 (P<0,05) giiven seviyesinde ornekler
arasi anlamli farklilik bulunmustur (Ek-2). Yontemler arasi ise olusan benzer

gruplandirmalar %95 giiven seviyesinde Ek-2’de verilmistir.
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5. SONUC

Ambalajlar her gegen yil ile birlikte oOzellikle gida maddelerinde tiiketicilerin

tercihlerinde daha Onemli bir rol oynamaktadir. Bu c¢alismada yenilebilir ve

biyobozunur kitosan filmlere Prunella bitki ekstraktlariyla aktif 6zellikler kazandirmak

amaglanmistir. Prunella tiirlerinin ekstraktlarin filmlere katilmasiyla hazirlanan bu

calismada sonug olarak elde edilen bilgilere bakacak olursak;

>

Ekstraksiyon ile Prunella grandiflora, Prunella laciniata, Prunella orientalis ve
Prunella vulgaris ekstraktlarin1 elde etmek igin %70 lik etanol ¢ozeltisi
kullanmak film orneklerinde kullanilmak tizere bitkilerde bulunan fenolik
maddelerin ekstraksiyonu i¢in uygundur.

Kitosan ¢ozeltisini %1 (v/v)’lik glasiyel asetik asit ¢ozeltisi icerisine %1(w/v)
hazirlayarak olusturmak ve plastiklestirici malzeme olarak gliserol kullanmak
arzu edilen yenilebilir ve biyobozunur film olusturmak i¢in uygundur.

Ekstrakte edilen Ornekleri iceren filmler HPLC-DAD ile analiz edilmistir.
Yapilan bu ¢alismada fenolik madde olarak rutin, Klorojenik asit, kafeik asit,
protokatekuik asit ve rosmarinik asit tayin edilmistir ve kitosan film ile
molekiiller arasi etkilesimde bulundugu gozlenmistir.

ABTS yontemi ile elde edilen sonuglar dogrultusunda kitosan filmlere eklenen
Prunella bitki 6zlerinin artmasiyla antioksidan 6zellik artis1 saglanmistir ve 12
film o6rnegi igerisinde en fazla antioksidan 6zellik gosteren film 6rnegi 10,76
(mg TE/g film) degeri ile 10 mL Prunella grandiflora ekstrakti eklenmis olan
film 6rnegi oldugu belirlenmistir.

Folin-Ciocalteu yontemi ile fenolik maddelerin eklenmesi filmlerdeki toplam
fenolik maddenin artmasina boylelikle de fenolik maddelerin gostermis oldugu
bircok Ozelligi filmlerin de eklenen ekstrakt miktar1 ile dogru orantili olarak
gosterdigi anlagilmistir. 12 film 6rnegi icerisinde en fazla toplam fenolik madde
tespit edilen film 6rnegi 6,66 (mg GE/g film) degeri ile Prunella grandiflora
olmustur.

Filmlere ekstrakt miktarinin artmasi ¢oziiniirliikte, su buhar1 direncinde, sisme

oraninda, nem igeriginde azalma meydana getirmistir. Kalinlik ekstrakt miktar1
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ile alakali degilken SEM goriintiileri sonucunda da ekstrakt miktarinin
artmasinin yiizeyde daha fazla piiriiz olusumuna sebep oldugu gézlenmistir.

» Antibakteriyel aktivite incelemelerinin sonucunda eklenen ekstrakt miktarinin
artmasinin bir noktaya kadar E.coli ve S.aureus bakterilerinin ¢ogalmasini
durdurup oldiirdiigli, sonrasinda ise ¢ogalmasinda pozitif etki yaptig

saptanmistir. Bu kritik deger 1,0 mL ile 5.0 mL ekstrakt arasindadir.

Calismada 5 tane fenolik maddenin film 6rneklerinde yaptigi etki bahsedilmistir ve
farkli bitki ekstraktlarinin, katki maddelerinin, plastiklestiricilerin kullanildigi daha
fazla fiziksel veya kimyasal 6zelligin incelendigi ¢alismalarin yapilmasi teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte bu tarz calismalarda Onem kazanacaktir. Endiistrinin birgok
alaninda biyobozunur ve yenilebilir malzemelerin kullaniminin artmasi bu ¢alismanin

olusumunda biiyiik bir etken olmustur.
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EKLER

EK 1. Prunella tiirlerinin 1 mL, 5 mL, ve 10 mL ekstraktlar1 ile hazirlanmig
filmlerin ve rosmarinik asidin FTIR spektrumlar1 (spektrumlarin altindaki
filmleri temsil eden kisaltmalar tezin kisaltmalar kisminda belirtilmistir)
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EK 2.

gruplandirmay1 temsil etmektedir, P<0,05)

ANOVA istatistiksel analiz sonuglari (a-1 aras1 6rnekler arasindaki farkli gruplandirmayi, A-C arasi da yontemler arasi farkli

Bitki Film Antioksidan | Toplam Coziiniirlik |{Su  buhari | Sisme orami|Nem oram | Kalinhk
ekstrakt1 |icindeki kapasite fenolik (wiw %) gecirgenligi | (%) (%) (milimetre)
tiirii ekstrakt |(mg TE/g|madde (mg (x 10% g/m s

hacmi film) GE/qg film) kPa)

(mL)
Prunella |1 0,7'¢ 1,46 64,86"" 4,16°¢ 75,30°" 47,38%F 0,19"¢
grandiflora |5 5,09%¢ 2,71°¢ 62,0494 4,08%¢ 68,5594 37,56"° 0,26"°

10 10,76* 6,66 58,429" 3,21%¢ 41,63* 30,86™° 0,16"¢
Prunella |1 0,61°¢ 1,15"¢ 63,43°" 3,06 57,2994 57,03*F 0,28%¢
laciniata |5 3,22%¢ 1,19%¢ 61,77 2,79%¢ 49,20"" 39,67%° 0,22%¢

10 6,51°¢ 2,92°¢ 55,19"" 2,63"C 43,48 23,08'° 0,20"°
Prunella |1 0,51"¢ 0,11"¢ 65,25%" 4,47%¢ 89,10*" 47,95°F 0,19"¢
orientalis |5 1,52"¢ 0,88%¢ 57,25"" 4,16"° 62,88°" 31,589° 0,21%¢

10 2,55" 1,16"¢ 52,69 1,58%¢ 41,27"4 25,10'° 0,15%¢
Prunella |1 0,59%¢ 0,04¢ 61,88°" 1,97"¢ 85,42°" 40,65%° 0,19%¢
vulgaris |5 1,68%¢ 1,7%¢ 54,374 1,64¢ 59,59 20,78° 0,14"¢

10 5,32°¢ 2,32%¢ 46,58"" 1,42'¢ 55,25 17,60"° 0,21%¢
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