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OZET

Satureja hortensis UCUCU YAGI YUKLENMIS KiTOSAN
NANOPARTIKULLERININ VE KITOSAN FILMLERIN URETIMI
VE KARAKTERIZASYONU

Gizem Cansu FEYZIOGLU

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Fatih TORNUK

Nanobiiytikliikteki kitosan nanopartikiillerinin avantajlar1 sayesinde kitosana olan ilgi
artmis ve kitosanin farkli endiistrilerde kullanimi yaygmnlasmistir. Bu c¢alismada, farkli
konsantrasyonlarda (%0, %1, %1,2, %]1,4 ve %1,5) Satureja hortensis (zahter) ugucu
yagnin nanoenkapsiilasyonu icin iyonik jellesme teknigi kullanilarak kitosan
nanopartikiilleri iiretilmis ve bunlar daha sonra biyobozunur film iiretiminde kullanilmastir.
Hem nanopartikiiller hem de biyobozunur filmler karakterize edilmistir. Nanopartikiillerin
partikiil boyutlar1 farkli pH degerlerinde 140,25 nm ile 237,40 nm arasinda degismis ve
artan pH degerlerine bagl olarak partikiil boyutunun da arttig1 (P<0,05) goriilmiistiir.
Zahter ucucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri zeta potasiyel degerleri, antioksidan ve
antibakteriyel aktivite, enkapstilasyon etkinligi, FTIR, DSC ve SEM 6zellikleri bakimindan
da karakterize edilmistir. Nanopartikiillerin zetapotansiyel degerleri -7,54 ve -21,12 mV
araliginda bulunmus, antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri, yiiklenen ugucu yag
konsantrasyonuna bagli olarak artis gostermistir. En yiiksek enkapsiilasyon etkinligi
(%40,70) NP1.4 (%1,4 ugucu yag yuklii kitosan nanopartikiilii) 6rnegine ait olmustur.
SEM goriintiiler1 151k sacilim teknigi ile elde edilen partikiill boyutu verilerini
desteklemistir.

Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag (%0, %1, %1.,2, %1,4 ve %1,5) yiiklenen kitosan
bazli biyobozunur filmlerin; kalinlik, mekanik ve morfolojik (SEM) o6zellikleri, DSC,
FTIR, antioksidan ve antibakteriyal aktiviteleri, renk Ozellikleri ve suda c¢oziiniirliik
kabiliyetleri incelenmistir. Kitosan filmlere yiiklenen ugucu yag konsantrasyonunun
arttmasit film kalinliginm, antioksidan ve antibakteriyel etkilerinin (Escherichia coli
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O157:H7 ATCC 33150, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus FMC19 ve
Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium ATCC 14028'a kars1) 6nemli diizeyde
yiikselmesine (P<0,05) neden olmustur. DPPH radikaline karsiantioksidan aktiviteleri
%58,14 — 66,08 arasinda tespit edilmistir. SEM gorintiileri, nanopartikiillerden film
olusumu esnasinda nanopartikiillerde kiimelesmelerin oldugunu gostermistir. Sonug¢ olarak
bu calismada suda c¢oziiniir 6zellikte zahter ucucu yagi yiikli kitosan nanopartikiilleri
basari ile tiretilmis ve bunlarin aktif biyobozunur film iiretiminde kullanim potansiyelleri
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Satureja hortensis L., kitosan, iyonik jellesme, nanoenkapsiilasyon,
nanopartikiil, biyobozunur film.
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ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN
NANOPARTCLES AND CHITOSAN FILMS LOADED WITH Satureja
hortensis ESSENTIAL OIL

Gizem Cansu FEYZIOGLU

Department of Food Engineering
MSec. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Fatih TORNUK

As a result of advantages of nanoscale chitosan nanoparticles, interest to chitosan has been
increased and correspondingly use of chitosan has been more widespread in different
industries. In this study, chitosan nanoparticles were produced for nanoencapsulation of
Satureja hortensis (summer savory) essential oil at different concentrations (0%, 1%,
1,2%, 1,4% and 1,5%) by using ionic gelation method and then they were used for
biodegradable film production. Both the nanoparticles and the biodegradable films were
characterized. The particle sizes of the nanoparticles ranged from 140,25 nm to 237,40 nm
at different pH levels (pH 4.5, 6 and 10) while it was seen that the size increased (P<0,05)
depending on the increasing pH values. Chitosan nanoparticles loaded with summer savory
essential oil were also characterized for their zetapotential values, antioxidant and
antimicrobial activity, encapsulation efficiency, FTIR, DSC and SEM. Zetapotential values
of the nanoparticles were in the range of -7,54 and -21,12 mV. Antimicrobial and
antioxidant activities were dependent to essential oil level loaded. The highest (P<0.05)
encapsulation efficiency (40,70%) was belonging to NP1.4 (the sample loaded with 1,4%
of essential oil). SEM images also supported the particle size data obtained from light
scattering technique.

Chitosan based biodegradable films loaded different levels of essential oil (0%, 1%, 1,2%,
1,4% and 1,5%) were characterized for their thickness, mechanical and morphological
(SEM) properties, DSC, FTIR, antioxidant and antibacterial activity (against Escherichia
coli O157:H7 ATCC 33150, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus FMC19
and Salmonella enterica subsp. enterica Typhimurium ATCC 14028), color properties and

xiii



water solubility capabilities. Increasing levels of loaded essential oil concentration resulted
in significantly higher (P<0,05) film thickness, antioxidant and antibacterial properties.
Antioxidant activity of the films against DPPH radical ranged from 55,14% to 66,08%.
SEM images showed that some aggregations were observed by film formation from the
nanoparticles. In conclusion, in this study, water soluble chitosan nanoparticles loaded with
summer savory essential oil were successfully produced and their potential to use in active
biodegradable films was presented.

Keywords: Satureja hortensis L., chitosan, ionic gelation, nanoencapsulation,
nanoparticles, biodegradable film.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSTY
GRADUATE SCHOLL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
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BOLUM 1

GIRIS
Gida katki maddeleri en genis anlamiyla; tek baslarina gida sayilmayan, ancak bir gidaya
iretim, isleme, paketleme, depolama gibi asamalarda kasith olarak katilan bilesenlerdir.
Gidalara katilmasindaki temel amag¢ ise; gidanin gectigi cesitli asamalarda meydana
gelebilecek tat, koku, goriiniis, yap1 ve diger 6zellikleri korumak, raf dmriinii arttirmak ve
kalitesini uzun siire muhafaza etmektir. Gida {tireticileri de bu gibi sebeplerle izin verilen
baz1 oranlarda gida katki maddesi kullanmaktadirlar. Bu maddelerin kullanimi, iirtinlerde
tyilestirilmesi istenen Ozellikler konusunda gelisme saglamis ve ekonomik kayiplarin
azaltilmasmna da yardimcit olmustur. Kalite diizeyi diisiik hammaddelerden gida
iiretildiginde veya kullanimma izin verilen gida katki maddesi limitlerinin iizerine
cikildiginda, tiiketicinin aldatilmasi, bilhassa tiiketici sagliginin olumsuz yonde etkilenmesi
s0z konusu olmaktadir. Bu sebeplerden &tiirii de, yapay gida katki maddelerinin
kullannrminda kisitlamalar meydana gelmistir. Bu ylizden son yillarda dogal kaynakli ve
toksik etkisi olmadig1 bilinen katki maddeleri tercih edilmektedir. Katki maddelerinin
antimikrobiyal etkiye sahip olmalar1 da ayr1 bir Oneme sahiptir. Uzerinde c¢esitli
arastirmalar yapilan kitosan, gilinimiizde Onemli bir gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir. Cesitli fonksiyonel 6zelliklere sahip olmasi, bakteri, maya ve kif gibi
cesitli mikroorganizma gruplarina kars1 antimikrobiyal etkisinden dolay1 gida endiistrisinde
cesitli amaglarla kullanilmaktadir [1]. Kitosan, deniz canlilarinin kabugunda, boceklerin
kiitikiillerinde ve belirli fungilerin hiicre duvarinda bolca bulunan kitinin deasetilasyonu ile
elde edilmektedir [2]. Toksik olmayan bir polimer olan kitosan 1yi bir kapsiilleme 6zelligi
gosterir [3]. Kitosan mekanik mukavemetinden o6tiirii film olusturucu 6zelligine sahip
olmakla birlikte, oldukca yavas biyolojik ayrimi sebebiyle de doku miihendisligi, ilag
dagitimi1 ve ambalajim bir¢cok uygulama alaninda yer almaktadir [4]. Kitosan filminin en

onemli avantajlar1 ise; yar1 gecirgen, sert, esnek ve kolay yirtilmayan dayanikli bir
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materyal olmalaridir. Bu  ozellikleri sayesinde bir takim ticari polimerle
karsilastirilabilmektedirler [5,6]. Gidalarin raf 6mriinii uzatmak ve duyusal 6zelliklerini
tyilestirmek i¢in bitki ve baharatlarin 6zleri lizerinde de yogunlasilmaktadir [7]. Ugucu
yaglar, bitkisel materyallerden (¢igek, tomurcuk, tohum, yaprak, dal, aga¢ kabugu, otlar,
meyve ve kokler) elde edilmis aromatik bilesiklerdir. Ucucu yaglar, kimyasal koruyuculara
dogal alternatifler olarak kabul edilmis ve bunlarin minimal islem gormiis gida
maddelerinde kullanimlar1 saglanmistir [8]. Ancak baz1 gida maddeleri ile etkilesimleri ve

gidalarin lezzetinde meydana getirebildikleri de§isimler sebebiyle kullanimlar1 smirhdir
[9].

Ambalaj, gidanin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir [10]. Taze ve islenmis
gidalarda mikrobiyal kontaminasyon, gidanm yiizeyinde yiiksek yogunlukta goriiliir, bu
ylizden mikrobiyal gelismenin etkili bir sekilde kontroli gerekmektedir [11].
Antimikrobiyal film ve paketleme, aktif paketlemeye yenilik getirmekle beraber,
ambalajlanmig iirlinle temas eden gidanin yiizeyinde mikroorganizmalarin gelismesini

inhibe etmek ya da geciktirmek i¢in gelistirilmistir [12].

1.1 Literatiir Ozeti

Biyoaktif maddeler, 151k, oksijen, kimyasal maddeler gibi ¢evresel faktorlere maruz
kaldiklarinda olumsuz etkilenirler. Enkapsiilasyon gibi bazi yeni teknolojiler ile aktif
maddelerin korunmasi, aktivite kaybmin azaltilmasi ve biyoyararlilign arttirilmasi son
yillarda yapilan ve yapilmakta olan ¢alismalarla kanitlanmistir [13]. Enkapsiilasyon; katu,
sivt veya gaz halindeki gida ya da diger maddelerin karbonhidrat, protein, lipid veya
tirevlerinden elde edilmis kaplama materyalleriyle paketlenmesi seklinde
tanimlanabilmektedir [1,14,15]. Kaplanan malzemeye "aktif" madde, kaplamada kullanilan
malzemeye ise "tasiyic1" veya "enkapsiilant" denilmektedir [16]. Enkapsiilasyonun gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmasmi yani swa ziraat, tip, kimya, veterinerlik,
eczacilik, biyoteknoloji gibi bir c¢ok alanda da kullanimi mevcuttur [3,4,17].
Enkapsiilasyon teknolojisinin ilk kullanilmaya baslanmasi, yaklasik 40-50 yil Oncesine
dayanmaktadir [18]. A.Boake, Roberts & Co, Ltd. isimli ingiliz sirketi 1932 yilinda, gam
arabik kullanarak, piiskiirterek kurutma teknigi ile gida aromasi iiretmistir. Bu iiretim
sonrasinda sprey kurutma yontemi, gida ve igecek endiistrisinde onemli bir uygulama

haline gelmistir [19].
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Uygun enkapsiilasyon teknigini se¢ciminde tiiketici talepleri, besleyicilik degeri, depolama

stabilitesi gibi ¢esitli 6zellikler rol oynamaktadir. Enkapsiilasyon teknigini secerken;

e (Gidalarn iiretiminin ve islenmesinin hangi kosullarda gerceklesecegi,

e  Aktif maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri,

e Enkapsiile iiriin tiiketici kullanimima sunulmadan 6nce hangi kosullarda depolanacag,
e (ida icerisinde hangi partikiil biiyiikliiglinde bulunacag;,

e Ekonomik maliyetinin ne olacagi

gibi sorularin cevaplandirilmasi gerekmektedir. Sonrasinda ise kaplama materyali ve
kaplama yontemi segilerek, yasal diizenlemeye uygunlugu kontrol edildikten sonra

enkapsiile liriinii elde etme stireci baglatilmalidir [20].

Enkapsiilasyon metotlarmi1 kullanirken; enkapsiile edilecek maddenin etrafinda sizinti
olusturmayacak sekilde bir zar tabakasi meydana gelmesine ve istenmeyen maddelerin
disarida tutulmasmna dikkat edilmelidir [21]. Bu kaplama teknolojisinin gida endiistrisinde

uygulanmasimin sebeplerini sdyle siralayabiliriz:

e Sicaklik, nem, oksijen ve 151k gibi ¢evre kosullarindan olumsuz etkilenen maddelerin
enkapsiile edilerek raf dmiirlerinin arttirilmasi,

e Tat ve aroma gibi maddelerin digariya tasmim hizinin azaltilmasi,

e Enkapsiile edilecek maddenin, degredasyondan korunmasi amaciyla reaksiyona girme
yeteneginin azaltilmasi,

e Kullanim kolaylig1 saglamak amaciyla bazi fiziksel 6zelliklerin degistirilmesi,

e Istenmeyen tat ve kokunun engellenmesi,

e Karisim icerisinde birbiriyle reaksiyona girebilecek maddelerin ayrilmasi,

e Az miktarda kullanim gerektiginde, homojen olarak seyreltilebilmesi [22].

Enkapsiilasyonda kullanilan kaplama materyallerinden bahsedilecek olursa; bu
materyallerin dogal olmasinin yani sira biyobozunur olmasi, giday1 ¢evresel etmenlerden
korumasi, kaplanan madde ile reaksiyona girmemesi ve gidada kullanima uygun olmasi
gerekmektedir. Gida sanayinde kaplama materyali olarak, maliyetinin diisiik olmasi

nedeniyle yaygin olarak polisakkaritler kullanilmaktadir. Gam arabik, pektin, nisasta ve
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tiirevleri, en sik kullanilan polisakkaritlerdir. Ayrica deniz kaynakl kitosan, ksantan ve
dekstran gibi hayvansal ve mikrobiyal polisakkaritlerin yan1 sira kazein, gluten, jelatin gibi
protein tiirevleri ile gliserin, yag asitleri gibi lipid tiirevleri de kaplama materyali olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadirlar [23]. Etkili bir kaplama materyali; ¢oziicii uzaklastirma,
stabilize etme, aktif maddeyi tutabilme, emiilsiyon olusturma ve yiiksek konsantrasyonda

1yi reolojik 6zelliklere sahip olma gibi kistaslar1 barindirmalidir [19,24].

Aktif bilesenlerin kapsiillenmesinde kullanilan metotlar1 ii¢ bashik altinda smralamak

mumkiindiir:

1-Fiziksel metotlar: piiskiirtmeli kurutma, dondurarak kurutma, hava siispansiyon kaplama

ve ekstriizyon.
2-Fizikokimyasal metotlar: lipozom i¢ine hapsetme ve koaservasyon (basit veya karmasik)
3-Kimyasal metotlar: faz ayrimi1 ve ara yiiz polimerizasyonu.

Enkapsiilasyon uygulamalarinda yaygin olarak kapsiillenen aktif maddeleri soyle

siralayabiliriz:

e Esansiyel yaglar,

e Probiyotikler ve prebiyotikler,

e  Mineral ve vitaminler,

e Proteinler ve organik asitler,

e Enzimler, tatlandiricilar, aromalar,
e Antioksidanlar ve yag asitleri [25].

Calvo vd. [26] yaptiklar1 bir ¢alismada, yeni bir hidrofilik nanopartikiil {iretmis ve
proteinlerin tutulmasinin yaninda kontrollii salimidaki faydalarim1 degerlendirmislerdir.
Katyonik polisakkarit olarak kitosan tercih edilmistir. Partikiillerin meydana gelmesi,
kitosanin tripolifosfat (TPP) gibi anyonik bir polimerle iyonik etkilesimi sonucu sivi-jel
gecisine dayanmaktadir. Uretilen kitosan nanopartikiilleri 250-1000 nm arasinda
degismektedir. Deneyin baslangicinda kitosan, farkli derisimlerde hazirlanan asetik asit
cozeltilerinde ¢oziindiiriilerek (%0,05, %0,1, %0,5 ve %1 (w/v)) nanopartikiillerin
olugsmaya basladig1 derisim araligini tespit etmek amaclanmistir. Asetik asit derisimi biitiin

deneylerde kitosandan 1,75 kat daha fazla se¢ilmistir. TPP ¢6zeltisi ise kitosan ¢ozeltisi ile
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ayni derisimlerde hazirlanmistir. TPP c¢ozeltileri (0,25, 1,0, 2,0, 2,5 ve 3,0 mL ) oda
sicakliginda, manyetik karisticida, 5 mL’lik kitosan ¢6zeltisine ilave edilmistir. Elde edilen
orneklerde berrak ¢ozelti, bulanik siispansiyon ve kiimelesmeler olmak tizere ii¢ farkli
fazin meydana geldigi gozlemlenmistir. En kiigiik partikiilboyutu (260 nm), en diisiik
derisimlerde elde edilmistir. Ilk kez iyonik jellesme teknigi kullanilarak kitosan

nanopartikiilleri iiretimi bu ¢aligma ile gergeklesmistir.

Amidi vd. [27] caligmalarinda ovalbiimini kapsiilleyerek, N-trimetil kitosan (TMC)
nanopartikiilleri vasitasiyla antijenlerin burundan verilmesini arastirmiglardir. Ovalbiimin
yiiklenen nanopartikiiller saflastirma isleminden gecirildikten sonra, partikiil biiytikliikleri
479432 nm olarak belirlenmistir. Calismada, ovalbiimin-TMC nanopartikiillerinin burunda
tastyici bir sistem olarak kullanilabilirligini test etmek i¢in in vitro ve in vivo ortamlarda
toksisite testleri yapilmis ve es odakli lazer mikroskobu ile TMC nanopartikiillerinin
siganlarin burun epiteline alinmasi incelenmistir. TMC nanopartikiillerinin, proteinler i¢in
iyl bir yikleme kapasitesine sahip olduklar1 ve burun mukozasina baglanabilmelerini
saglayan pozitif yiiklerinin bulundugu tespit edilmistir. Ovalbiimin yiikli TMC
nanopartikiillerinin burna verilmesi sonucu, fare burnu epitel dokusu tarafindan absorbe
edilip, alt mukoza tabakasma dogru gittigi saptanmistir. Bu yontemle ilk kez canli bir
ornekte, protein yiiklenmis TMC nanopartikiillerinin burundaki mukoza tabakasini

gecebilme kabiliyetleri incelenmistir.

Q1 vd. [28], kitosan nanopartikiillerine bakir yiikleyerek, canli viicut haricindeki yapay bir
ortamda, cesitli organizmalara karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Kitosan
nanopartikiillerini, ¢apraz baglanma maddesi TPP kullanarak iyonik jellesme teknigiyle
elde etmislerdir. Elde edilen nanopartikiillerin biiyiikligii 28,3-48,7 nm arasinda olup, bu
nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerini (boyut, zeta potansiyeli, FTIR, AFM, XRD)

tespit etmislerdir.

Qi ve Xu [29], kitosan nanopartikiillerine kursun tutulmasi iizerine yaptiklar1 baska bir
calismada, iyonik jellesme teknigini kullanmislardir. 40-100 nm arasindaki biiyiikliiklere
sahip nanopartikiiller elde etmislerdir. Kitosan nanopartikiillerinin, kursun iyonlarini
adsoplama izotermleri ve adsorplama kapasiteleri belirlenmistir. Adsoplama kapasitesi
iizerine; baslangi¢ derisimi, adsorplayict miktar1 ve boyutu, sicaklik, pH ve ¢alkalanma
siiresinin etkisi incelenmistir. Kitosan nanopartikiillerinin kursun iyonlarini etkili bir

sekilde tuttugu ve fosfor iyonlarinin ortama girmesiyle de kapasitenin arttig1 bildirilmistir.

19



Deng vd. [30] partikiil buyiikliigi 50-280 nm arasinda degisen, lizozim ytkli kitosan
nanopartikiillerini iyonik jellesme yOntemiyle iretmislerdir. Molekiil agirhig:r yiiksek
kitosanin; yiiksek lisozim kapsiilleme verimliligi ve yiliksek yiikleme kapasitesi
gostermesine ragmen, diisiik salim hizina sahip oldugu goézlenmistir. Kitosanin molekiil
agirhig1 azaltildiginda ise; kapsiilleme verimliligi 6nce artig géstermis, akabinde azalmistir.
Yiikleme kapasitesi ve salim hiz1 da, molekiil agirhigindaki azalmaya baglh olarak diisiis
gostermistir. TPP miktarinin artmasina bagli olarak, kapsiilleme verimliligi ve yiikleme
kapasitesi yiikselmis, salim hiz1 da artmistir. Baslangigtaki lisozim derisiminin
yiikselmesiyle yiikleme kapasitesi artmig, bunun yani sira kapsiilleme verimliligi ve salim
hiz1 azalmistir. Sonug olarak, proteinin tasmim ihtiyaglarinin karsilanabilmesi i¢in gerekli

bir takim parametrelerin ayarlanabilecegi bildirilmistir.

Nualkaekul vd. [31] kalsiyum-aljinat taneciklerini iyonik jellesme yontemini kullanarak
iretmiglerdir. Aljinat konsantrasyonu 0,6-3 araliginda iken, kalsiyum kloriir ¢ozeltisi de
0,05-1,5 araliginda calisilmistir. Elde edilen kapsiillerin biiytikliigiiniin ise titresim
sistemine, sirmga ¢apina, ¢ozeltinin vizkozitesine ve sirga ile kalsiyum kloriir ¢ozeltisi

arasindaki mesafeye bagli oldugunu bildirmislerdir.

Hu vd. [32] iyonik jellesme yontemini kullanarak yaptiklari bir ¢alismada, 10-100 nm
araliginda partikiil biiyiikliigiine sahip kitosan nanopartikiilleri tiretmislerdir. Elde ettikleri
bu nanopartikiilleri, asit boyama maddesi olan Asit Yesili 27’yi, sulu bir ¢ozeltiden
adsorplayarak uzaklastirmak amaciyla kullanmislardir. Nanopartikiillerdeki adsorplama
kapasitesini, taneciklerdeki kitosan agirhigmmi baz alarak 2103,6 mg/g olarak
hesaplamislardir. Hesaplanan bu degerin, mikroboyutlu kitosana gore bir hayli yliksek

oldugunu belirtmislerdir.

Rangrong vd. [13] yaptiklar1 bir ¢alismada, capraz baglama maddesi TPP’yi kullanarak ve
su icinde bir yag emiilsiyonu olusturarak, iyonik jellesme teknigiyle askorbil palmitat (AP)
yiiklii kitosan nanopartikiilleri sentezlemislerdir. Elde edilen kitosan nanopartikiilleri
kiiresel bir yapiya sahip olmakla birlikte, partikiil bliylikliigiiniin SEM goriintiilerinde 60-
100 nm, TEM de ise 30-60 nm arasinda tespit edilmistir. AP’nin yiikleme kapasitesi %8-
20, enkapsiilasyon verimliligi ise %39-77 olarak belirlenmistir. AP’nin kitosana olan
oranmnin artmasiyla yiikleme kapasite ylikselmis, enkapsiilasyon etkinligi azalmistir.

AP’nin etanol igerisinde diflizyon yoluyla salinim mekanizmas: yaklasik bir saatte
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tamamlanmistir. TPP konsantrasyonunun azalmasiyla ve yiikleme kapasitesinin artmasiyla,

AP salmim miktarinda da artis oldugu saptanmastir.

Lee vd. [34] kitosan1 c¢esitli fonksiyonel gruplar ile modifiye ederek hidrofobik ¢evreyi
hidrofilik sisteme c¢evirmeyi ve partikiil yigilmasini dnlemeyi amag¢lamislardir. Kitosani
hegzanoik ve benzoik anhidrit ile N-acilleyerek, homojen ve metanollii bir ortamda,
acillenme derecesini Hidrojen Niikleer Manyetik Rezonans (H-NMR) ile belirlemislerdir.
N-acil partikiillerini TPP kullanarak elde etmislerdir ve bu partikiiller dondurarak
kurutulduktan sonra parcacik biiyiikligli, zeta potansiyeli ve kan uygunlugu testleri
yapmiglardir. N-a¢il nanopartikiillerinin biiyiikliigliniin 160-200 nm araliginda olduklari,

ayni zamanda da biyouyumlu olduklar1 tespit edilmistir.

Zhang vd. [34], iyonik jellesme teknigini kullanarak 90-220 nm araligindaki biiyiikliiklere
sahip nanopartikiiller tiretmislerdir. Sicaklik, pH, kitosan/TPP orani, yiiksek deasetilasyon
derecesi ve molekiil agirligmin partikiil biiylikliigl iizerine etkisi incelenmistir. Partikiil
biiylikliigiiniin sicaklik ve pH yiikseldik¢e arttigini ve minimum partikiil boyutunun
kitosan/TPP orani 5 iken olustugunu bildirmislerdir.

Wen Fan vd. [35] diisiik molekiil agirlikli kitosan nanopartikiillerini TPP kullanarak iyonik
jellesme yontemiyle iiretmislerdir. Uretilen kitosan nanopartikiillerinin ortalama 138 nm
boyutunda oldugu ve zeta potansiyellerinin ise +35 mV oldugu tespit edilmistir. Ayrica
dretilen kitosan nanopartikiillerinin, en az 20 giin boyunca oda sicakliginda iyi bir

depolama stabilitesine sahip oldugu saptanmistir.

Grenha vd. [36], kitosan nanopartikiillerine protein yiiklemis ve bu partikiilleri kullanarak,
akcigere protein yiikklenmis partikiilleri tasiyan mikrokapsiiller {iretmislerdir. Protein
yliklenmis nanopartikiiller akcigere ulagsmak i¢cin bu mikrokapsiillere etkili bir sekilde
baglanmis ve mikrokapsiillerin suyla temasindan sonra nanopartikiillerin salinim gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada partikiil biiyiikliigiiniin 280-420 nm arasinda oldugu ve
kitosan/TPP orani yiikseldikce partikiil biiyiikliiglintin de arttig1 belirtilmistir.

Mirmohammad Sadeghi ve digerleri [37] yaptiklar1 bir ¢alismada, arap zamki ve kitosani
kullanarak iyonik jellesme metoduyla insiilin yiikli nanopartikiiller iiretmislerdir. Cesitli
formiilasyonlar 2} faktoriyel tasarimlar1 kullanilarak hazirlanmistir. Birlesimlerdeki
optimum verimlilige F2, Fs ve Fg formiilasyonlarinda ulagilmistir. Fosfat tampon
cozeltisindeki (pH 6,5 ve pH 7,2) insiilinin salmim profilinin, asidik ortamdakinden

tamamiyle farkli oldugu goriilmiistiir. Diger ortam pH’ lar1 ile kiyaslandiginda, 6,5 pH’

21



daki insiilin yiikli nanopartikiillerin salmimi sonucunda, arabik gam zincirlerindeki
genislemenin oldukga yiiksek oldugu goriilmiistiir. Fs ve Fs formiilasyonlari i¢in sirasiyla
0,49 ve 0,82 degerleri bulunmustur. Calisma sonucunda, kullanilan bu yontemle polimer
zincirlerinin gevsedigi ve diflizyonla salim kontroliiniin miimkiin olabilecegi belirlenmistir.
Ayrica bu yontemin, diyabet hastalarina insiilini daha az miktarda vermek admna farkli bir

teknik oldugu bildirilmistir

Baik vd. [38] mikroenkapsiilasyon uygulanmis balik yaglarmin oksidasyona olan
direnglerini 6l¢gmek amaciyla, antioksidanlarin ve nemin etkisini arastirmiglardir. Herhangi
bir antioksidan katilmadan enkapsiile edilmis yaglarin, agikta bulunan yaglara goére

oksidasyona kars1 10 kat daha dayanikli olduklarini bildirmislerdir.

Yapilan bir calismada [39], aminopeptidaz enzimine mikroenkapsiilasyon islemi
uygulanarak Cheddar peynirinin olgunlagsma siirecini hizlandirmak hedeflenmistir. Bu
amacla kaplama materyali olarak aljinat-kitosan-kalsiyum kloriir (%1,6-0,1-0,1) kompleksi
tercih edilmistir. Calisma sonucunda enzim eklenmeyen kontrol grubu ile aminopeptidaz
enzimi enkapsiile edilmis peynir orneklerinin proteoliz diizeyleri ve duyusal 6zellikleri
karsilagtirilmistir. Kiyaslama sonucunda enkapsiile edilen enzimleri i¢ceren peynirlerin tat,
aroma ve tekstiirel ozelliklerinin serbest enzim igeren peynirlere gére daha iyi oldugu
gozlenmistir. Ayrica enkapsiile edilmis enzim i¢eren drneklerin depolama siiresi boyunca,
serbest enzim igeren Orneklere gore daha fazla serbest aminoasit miktarma sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu arastirma sonucu, kapsiillenen enzimin proteoliz etkinligini arttirdigini

ve aminopeptidaz enziminin de olgunlagsmay1 hizlandirdigini ortaya koymustur.

Sheu ve arkadaslar1 [40], Lactobacillus bulgaricus bakterisini sodyum aljinat ile
kapsiilleyerek dondurulmus siitlii tatlilardaki canli hiicre sayilarini arastirmiglardir. Elde
edilen bulgulara gore; enkapsiile edilen hiicreler ile enkapsiile edilmeyen hiicrelerin canli
kalma oranlar1 sirasi ile %90 ve %30 olarak belirlenmistir. Ayrica ¢ap1 30 pm’den biiyiik

olan hiicrelerin, ¢cap1 15 um olanlara gore daha fazla canli kaldiklar1 tespit edilmistir.

Zivanovic vd. [41] yaptiklar1 bir calismada, kekik ucucu yagi (%1 ve %2 oranlarinda)
yiikleyerek elde ettikleri kitosan filmleri ile salam orneklerini kaplayarak, filmin
Escherichia coli O157:H7 tizerindeki mikrobiyolojik etkisini arastirmiglardir. 5 °C” de 10
glinlik muhafaza sonucunda, Escherichia coli O157:H7 sayisinin ortalama 3 log

diizeyinde azaldigmi bildirmislerdir.
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Yapilan baska bir calismada [42], kitosandan elde edilen filmlerin E. coli O157:H7 ve
Staphylococcus aureus suslart ilizerinde antibakteriyel etkisinin bulundugunu, hatta

kitosana ugucu yag yiiklenerek s6z konusu etkinin arttirilabilecegi bildirilmistir.

El Ghaouth vd. [43] kitosan film ile kaplanan (15 mg/mL) ¢ileklerde, kiif gelisimini ve bu

sebeplerden kaynaklanan bozulmalarin 6nemli 6l¢iide geciktigini bildirmislerdir.

Chien vd. [44] yaptiklar1 bir ¢alismada, yenilebilir kitosan ile kaplanan dilimlenmis
mangonun kalitesi ve raf Oomrii {lizerine filmin etkisini arastwrmuslardir. Dort farkl
konsantrasyonda ki kitosan ¢ozeltileri (%0, 0,5, 1,0, 2,0) dilimlenen mangolar ile muamele
edilmis, ardindan poliviniliden kloriir (PVDC) ile kaplanarak 25 °C’de muhafaza
edilmistir. Kitosanin su kaybini geciktirmesi ve duyusal 6zeliklerini muhafaza etmesinin

yaninda, mikroorganizma gelisimini de engelledigi bildirilmistir.

Cheah ve Page [45], havuclarin % 2-4 kitosan film ile kaplanmasi sonucu, bozulmanin

onemli Olciide azaldigini (%88’den %28’e) rapor etmislerdir.

Roller ve Covill [46], kitosan film ile kaplanan (9 mg/g) karideslerin 5 °C’de muhafaza
edilmesi sonucu bozulmaya sebep olan mikroorganizma sayisinin azaldigini, ancak 25 °C’
de muhafaza edilen karideslerde ise kitosanin koruyucu bir etki gdstermedigini rapor
etmiglerdir. Arastirmacilar, asetik asit ve sogukta muhafaza ile kitosanin kombine edilmesi

durumunda, koruyucu etkisinin olabilecegi sonucuna varmiglardir.

Nanocar isimli Amerikan firmasi, gidalarin raf dmriinii uzatmak ve sise ambalajlarin gaz
gecirgenligi Ozelliklerini gelistirmek i¢in nanobilesen olarak tercih edilen montmorillonit
kil kullanarak, biranin 11 haftaya kadar muhafazasini ve nanokompozit bazli plastik
siselerin tirtinlerin raf dmriinii 30 haftaya kadar dayanikli hale getirilebilmesini saglamistir

[47.,48].

Ferreira vd. [49] kitosan ile peynir alt1 suyu proteinlerini kombine ederek sentezledikleri
yenilebilir filmlerin, asit pH degerlerine baktiklarinda, %75 oraninda protein tasiyicisi

olma kapasitelerinin bulundugunu bildirmislerdir.

Sothivel vd. [50] dil balig1 protein ununu, soya protein konsantresini, yumurta albiiminini
ve kitosani yenilebilir film halinde, {i¢ ay boyunca derin dondurucuda muhafaza edilmis
pembe salmon filetolara uygulayarak kalitelerine olan etkilerini arastirmislardir. Kitosan
ve soya proteinlerinin, yag oksidasyonuna etki ederek oksidasyonu geciktirdiklerini

saptamiglardir.
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1.2 Tezin Amaci

Kitosan toksik olmayan, antimikrobiyal etkiye sahip bir katki maddesidir. Ayrica bariyer
olusturma Ozelliginden otiirii yenilebilir film ve kaplamada kullanmak i¢in de ideal bir
materyaldir. Ucucu yaglar ise aromatik bitkilerin c¢esitli kisimlarindan elde edilen;
antiseptik, antimikrobiyal ve antioksidan 6zelliklerine sahip ugucu iirlinlerdir. Kitosan ve
ucucu yag arasinda olusturulan bir kompleks olan kitosan nanopartikiilleri ile (emiilsiyon-
yag kombinasyonu saglanarak) stabilite ve toksikolojik bozukluklar gibi birtakim
dezavantajlarin 6niine gegilmektedir. Ucucu yaglarin kitosan polimerine enkapsiilasyonu
ile olusan partikiilde ki aktif maddeler, direkt maruz kaldig1 cevre kosullarindan
korunabilmektedir. Bu ¢alisma, ugucu yaglarm kontrollii bir sekilde salimimi saglayarak,
gida endiistrisinde ugucu yag yiiklenmis suda ¢oziinebilir gida katki maddesi elde etmek ve
bunu antimikrobiyal bir film haline getirerek, ambalaj materyali olarak kullanmak
amaciyla yapilmistir. Bu materyallerin biyobozunur olmasi, gida ambalaj film
uygulamarinda etkili 6zellikler gostermesi ve yenilebilir olmasi onemli avantajlaridir.
Bunun yani sira saglik agisindan giivenilir ve ekonomik bir liretim prosesine sahip olmasi,

s0z konusu filmlerin tercih edilmesinin en 6nemli sebeplerindendir.

1.3 Hipotez

Nanoboyutta kitosan elde etmek i¢in ¢ok sayida yontem mevcuttur. Iyonik jellesmenin en
sik kullanilan ydntemlerden biri oldugu bilinmektedir. Iyonik jellesme yontemiyle kararls,
kiiciik parcacik biiytlikliigline sahip ve kiiresel yapida partikiiller elde edilebilecegi
diistiniilmektedir. Ugucu yag ve kitosanin mikrobiyal inaktivasyon lizerine etkisi bilindigi
icin, ucucu yag yiiklii nanopartikiillerin ve bu nanopartikiillerden elde edilen filmin
mikroorganizma yiikiinii azaltacagi beklenmektedir. Biyoaktif bilesenlerin kapsiillenmesi
sonucu, gida matriksi icinde diger bilesenlerle reaksiyona girmelerinin engellenebilecegi
disiiniilmektedir. Ayrica kullanilan yontemin karmasik ve yiiksek maliyetli olmamasi,
ekonomik olmasi bakimindan onemli bir avantajdir. Sentezlenen ugucu yag yikli
nanopartikiiller ile yenilebilir filmlerin biyoyararliliga Onemli katkilarmin olacagi

diistiniilmektedir.
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BOLUM 2

KURAMSAL TEMELLER

2.1 Enkapsiilasyon Cesitleri
o Nanoenkapsiilasyon (200 nm = 0,2 pm’den kiigiik)
o Mikroenkapsiilasyon (0,2-5,00 pm)

o Makroenkapsiilasyon (5,000 pm’den biiytik) [51]

2.1.1 Nanoenkapsiilasyon

Nanoemiilsiyonlar, icerisinde 50-200 nm boyutunda nanopartikiil barmdiran, birbiri
icerisinde ¢Oziinmeyen, apolar yapilar1 sayesinde enkapsiile etme Ozellikleri bulunan
nanodlgekli damlaciklardir. Mekanik olanlar (yiiksek enerjili) ve mekanik olmayanlar
olmak tizere iki c¢esit nanoemiilsiyon iiretimi mevcuttur. Mekanik olanlara; basing
homojenizasyon ve ultrasonik yOntemler Ornek verilebilir, mekanik olmayanlara ise
¢oziicli-diflizyon yontemi ornek gosterilebilir. Balik yag1 ve yagda ¢oziinen vitaminler gibi
(suda coziinmeyen bilesikler) bilesenlerin, sindirim sisteminde emilerek biyoyararliligi
saglamalari, nanoemiilsiyonlarin iy1 bir tasiyict ortam oldugunu gostermektedir [52].
Gidalarin nanokapsiilasyonuna ait c¢alismalarda genellikle nanolipozom, nanoselat ve
archeasome (Arcbaeobacter’lerin lrettigi bir lipozom) gibi lipit kapsiiller veya dogal
polimer bazli kapsiiller kullanilmaktadir [53]. Su igerigi yiiksek iiriinlerde nanoenkapsiile
edilen bilesenler daha kolay ¢oziinebilmektedirler ve bunlarin biyoyararliliklar1 daha fazla
olmaktadir [54]. Nano kapsiil haline getirilen {iriin olumsuz ¢evre kosullarindan daha az
etkilenmesinin yani sira, kétii tat ve kokuyu da minimuma indirgemektedir [55]. Ornegin;

Avustralya’nin {inlii bir firininda, sadece mideye ulastiginda acgilabilen nanoenkapsiile
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edilmis balik yag1 iceren ekmek tiretilmistir. Bu sayede, balik yaginin hosa gitmeyen tadi
algilanmadan iirtin tiiketilmektedir [56]. Giiniimiizde sitrik asit, benzoik asit, karoten gibi
nanokapsiile edilmis pek ¢ok {iriin bulunmaktadir [57]. Nanoemiilsiyonlarin partikiil
biiyiikligli mikroemiilsiyonlardan daha kiictliktiir ve optik olarak seffaf goriiniimdedirler.
Mikroemiilsiyonlar ise 1sikta ¢ok yoOnli sacilma gdosterirler ve beyaz opak
goriinimiindedirler. Bu da nanoemiilsiyonlarin, iceceklerde bilesen tasiyict olarak

kullaniminda istenen bir 6zelliktir [55].

Taklit ve tagsisin Oonlenmesinde, sagliga zararli maddelerin tespitinde nanoteknoloji pek
cok kolaylik saglamaktadir. 2008 yilinda Cin’de yapilan bir ¢aligmada, siit tiriinii tiiketen
pek ¢ok kiside melamin bulasisinin hastaliga yol agtigi belirlenmis ve 2010°‘da Miami
Universitesi profesorii Na Li ve arkadaslari, altin nanopartikiiller iireterek siitteki melamini
kolayca tespit etme teknigini gelistirmislerdir [58]. Eger siit melamin igeriyorsa, altin
nanopartikiiller eklendiginde karigimin rengi pembeden maviye donmektedir. Yine yapilan
bagska bir calismada, et ve driinlerinde domuz etini tespit etmek igin altin
nanopartikiillerden faydalanilmistir [59]. Kaliforniya’da bir yag firmasi, kizartma yagina
ekledikleri nano gdzenekli seramik tanecikler ile yagin kullanim siiresini uzatirken, kisa
kizartma stiresinde daha az yag ile kizartilmis gevrek yapili patatesler elde etmislerdir.
Israil’de bir isletme ise, yagda ¢dziinemeyen vitamin ve minerallerin enkapsiile edildigi
nanopartikiilleri kullanarak yag {iretmis, bu sayede giinliik tiiketimde bile bu bilesenleri

almabilir hale getirmistir [60].

2.1.2 Mikroenkapsiilasyon (ME)

Mikroenkapsiilasyon; kati, s1vi ve gaz halindeki gida bilesenlerinin, enzimlerin veya diger
aktif maddelerin ¢evresinin bir veya birden fazla film tabakasi ile kaplanarak, pm veya mm
araligindaki biiyiikliiklere sahip mikrokapsiiller elde edilmesi islemidir. Elde edilen
mikrokapsiiller homojen bir duvar ile ¢evrilidir. Mikrokapsiil i¢erisinde bulunan madde "i¢
faz" veya "dolgu" olarak tanimlanirken, dis kism1 olusturan duvar ise "kaplama materyali"
veya "kabuk" olarak ifade edilmektedir. Gida endiistrisinde kati, siv1 veya gaz halindeki
bilesenlerin, gida safliginda kaplama materyalleri ile kaplanmasinda mikroenkapsiilasyon
tekniginden yararlanilmaktadir [61]. Bu teknik ile genellikle vitaminler, mineraller, renk ve
aroma maddeleri, enzimler, kati ve sivi yaglar mikrokapsiillenmektedir [22]. Bu

yontemdeki temel amacg;
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o Gida bilesenlerini olumsuz c¢evre kosullarinin etkisinden (sicaklik, nem, 151k, hava

gibi) korumak ve stabilitesini saglamak,
o Sivilar1 kat1 forma doniistiirmek,
o Aktif bilesenlerin kontrollii salinimin1 saglamak,
. Aroma maddeleri arasinda olusabilecek istenmeyen tat ve bozulmalar1 6nlemek,
o Depolama sirasinda olusabilecek bozulmalari: 6nlemek,
. Beslenme ile ilgili kayiplar1 minimize etmek [62,63].

ME yonteminde, hiicreler 0,45 pm’den daha kii¢liik gozeneklere sahip, ¢ap1 5-300 pm
arasinda degisen kaplama materyalinin igerisine hapsedilir. Prosesdeki ilk basamak
kaplama icin uygun materyalin tespit edilmesidir. Kaplama materyali olarak da film
olusturabilen sekerler, proteinler, protein esaslh bilesikler, seliiloz, gamlar, polisakkaritler,
veya lipidler kullanilabilmektedir [64,65]. Mikroenkapsiilasyon da kullanilacak kaplama
materyalinin; yliksek gegirgenlige sahip, ortamla uyum saglayabilecek, yiiksek stabiliteli,
toksik olmayan, ekonomik, enkapsiile edilecek bilesen ile reaksiyona girmeyecek gibi
ozelliklere sahip olmas1 gerekmektedir [66]. Belirtilen tiim 6zellikleri tagiyan bir kaplama
maddesi mevcut olmadig1 icin temel kaplama maddesi; antioksidan, selat ajanlar1 veya
biyosiirfaktan gibi tasiyict ajanlarla ya da diger kaplama materyalleriyle birlikte

kullanilmaktadir [67].

Temel olarak mikroenkapsiilasyon teknigi ile dogal bilesenlere bir takim yararh spesifik
ozellikler yiiklenerek, gida endiistrisinin bir ¢ok alaninda farkli amaglarla bu teknikten
faydalanilmaktadir [68]. Son yillarda, bilhassa fonksiyonel gidalarin Oneminin artmasi

mikroenkapsiilasyon teknigini gida endiistrisi i¢cin dnemli kilmaktadir [69].

2.2 Enkapsiilasyon Metotlan

2.2.1 Piiskiirterek Kurutma

Piiskiirterek kurutma yoOntemi, aktif materyalin tasiyici sistem ile emiilsiyonuna ve
dispersiyonuna dayanmaktadir. Elde edilen emiilsiyon ve dispersiyon homojenize
edildikten sonra, homojen kitle piiskiirmeli kurutucuya verilerek sicak havayla temas eden
su buharlastirilir ve numune kurutulmus olur [21,70]. Gida endiistrisinde kullanilan en eski

yontemlerden biridir. Ekonomik olmasmin yaninda esnek ve kullanisli olmasi sebebiyle de
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gida uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Bu yontemle elde edilen partikiillerin 10-
100 um arasinda degismektedir [21,23]. Ayrica bu prosesle su aktivitesi azaldigi igin
mikrobiyolojik bozulmalarm oniine gecilerek, tasima ve depolama maliyetleri de azaltilmig
olur. Bu yontem genellikle antioksidan, yag ve aroma gibi bilesenlerin kaplanmasinda veya
stvi formun kat1 forma doniistiiriilmesinde siklikla kullanilmaktadir [71]. Kaplanacak aktif
maddelerin yliksek sicakliklarda bozulma riskinin olmasi bu yOontemin en biiyiik
dezavantajidir [21]. Ancak, buna ragmen kurutucuyla olan temas siiresinin olduk¢a kisa

olmasi sebebiyle bu dezavantaj minimize edilebilmektedir [72].

Yapilan caligmalarla, siit tozu Uretimi ile piiskiirterek kurutma prosesi gelistirilmistir. Aktif
madde olan siit yagi kapsiiliin 6ziinii olusturup, tasiyici sistemi ise siit proteinleri ve laktoz
karisimi olusturmaktadir. Boylece, kaplayici materyal olan karisim, siit yagini oksidasyona
kars1t korumus olmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda laktoz cams1 yapiy1 olustururken, siit

proteinleri ise film olusturma ve emiilsifiye etme vazifesi gérmektedir [61].

2.2.2 Koaservasyon

Pahal1 bir metot olan koaservasyon yonteminden, polifenoller gibi bozulmaya egilimli aktif
maddelerin enkapsiilasyonunda yararlanilir [21]. Bu proses, sivi fazin polimerik
cozeltisinden ayrilan kaplama fazmin, ¢ekirdek materyalini homojen bir tabaka halinde
sarmasi1 esasina dayanmaktadir [22,71]. Balik yagi, vitamin, yag aromalar1 ve enzimlerin
enkapsiilasyonu i¢in kullanishh bir metottur. Pahali ve karmasik bir proses olmasinin
yaninda, pek cok iilkede kullanimin kisithh oldugu gluteraldehit kullanimimi gerektirmesi
biliylik bir dezavantajidir [66]. Basit ve kompleks olmak {tizere iki tip koaservasyon
mevcuttur. Basit koaservasyonda tek tip polimer kullanilirken, kompleks koaservasyonda
birden fazla polimer kullanilmaktadir [73]. Bu yontemle kaplanan partikiillerin bliytikligt
30-100 um arasinda degismektedir [74].

Enkapsiilasyon uygulamalarinda ilk kullanilan yontem koaservasyon yontemidir. Green ve
Scheicer 1955°de, basinca duyarl karbonsuz kopya kagidi iiretmeye yonelik ¢alismalarini

bu yontemle siirdiirmiislerdir [75].

2.2.3 Ekstriizyon

Bu yontem genellikle aroma maddelerinin enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir [22].

Gliserin, glukoz, sakkaroz ve glukoz surubu en sik kullanilan kaplama materyalleridir [76].
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Bu yontem, ugucu ve stabil olmayan tat ve aroma bilesenlerinin, cams1 karbonhidrat
matriksi i¢erisinde enkapsiile edilmesi esasina dayanmaktadir [66,77]. Isiya duyarli aroma
maddeleri ekstriizyon metodu ile enkapsiile edilerek, oksidasyona kars1 dayanikli kapsiiller
elde edilmektedir [78]. En 6nemli avantaji s6z konusu aktif bilesenlerin oksidasyonunu
onleyerek tirlinlerin raf dmriiniin uzatilmasidir. Proses agamasinda meydan gelen bariyer
sayesinde oksijen giris ve ¢ikislar1 kontrol altinda tutulur ve herhangi bir hava akimi camsi
matriksten cok yavas geger. Yapilan caligmalarda piiskiirterek kurutma yontemi ile
enkapsiile edilen ucucu yaglarin raf 6mrii 1 yil iken, ekstriizyon yontemiyle enkapsiile
edilen ucucu yaglarin raf omriiniin 5 yila kadar ciktig1 gézlemlenmistir. Ekstriizyon
yonteminde kullanilabilecek kaplama materyalinin kisitli olmast ve 500-1000 pm

biiytikliiglinde partikiiller olusturmasi1 yontemin en biiyiik dezavantajlaridir [66].

2.2.4 Dondurarak Kurutma

Liyofilizasyon olarak da bilinen bu yontemde, iiriin -90 ile -40 °C arasindaki disiik
sicakliklarda dondurulur ve meydana gelen buz kristalleri siiblimasyonla iirtinden
uzaklastirilir [20]. Proses {ic asamada gerceklestirilir. ilk asama olan dondurma
asamasinda; iirlin soklanir ya da gidadaki su, derin dondurucuda buz kristallerine doniisiir.
2. asama olan temel kurutma asamasinda; siiblimasyon sonucu buz kristalleri uzaklastirilir.
Son asama olan ikinci kurutmada ise; gidada bulunan bagh su uzaklastirilir [23]. Boylece
suda ¢oziinen aktif madde ve kaplayici materyalin dondurularak kurutulmasi sonucu, porlu
yapida partikiiller elde edilir [20]. Bu yOntem aroma maddelerinin, suda ¢6ziiniir
bilesiklerin ve 1siya duyarli maddelerin enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir [19].
Dondurarak kurutmada aroma kaybmin minimum olmasmin yani sira; pahali bir metot
olmasi, uzun siiren bir islem gerektirmesi ve meydana gelen porlu yapilarin iyi birer
bariyer gorevi gorememesi gibi dezavantajlar1 da mevcuttur [20]. Maliyetinin ucuz olmasi
sebebiyle gida endiistrisinde mikroenkapsiilasyon prosesi genellikle pliskiirtmeli kurutma
ile yapilmasma ragmen, dondurarak kurutma yonteminin 1siya duyarli bilesenlerin

enkapsiilasyonuna alternatif olabilecegi belirtilmektedir [79].

2.2.5 Lipozom Dagitma

Fosfolipidlerin suda ¢6ziinmesi sonucu meydana gelen, membran yapisina sahip
kiireciklere "lipozom" denilmektedir. Gida endiistrisinde kullanilmalarinin amaci; vitamin,

antioksidan ve enzimlerin stabilitesini arttirmaktir. ilk kez Cambridge Universitesinde
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calisma yapan bir takim arastirmaci tarafindan gelistirilmistir. Lipozomlarin olusum
mekanizmasinda lipit ve su molekiilleri arasindaki hidrofobik - hidrofilik reaksiyonlar
bulunmasi1 sebebiyle, beslenme ve tarim uygulamalarinda da bu yOntemden
yararlanilmaktadir. Yontemin en Onemli avantajlari, enkapsiile edilmis maddenin raf
Oomriiniin uzun siire muhafaza edilmesi ve sindirim sisteminde 6nemli oranda biyoyararlilik

saglamasidir [21, 71].

Lipozomlar igerisinde enzim tutuklanmasma dair yapilan bir mikroenkapsiilasyon
calismasinda, Saint-Paulin peynirinin olgunlagsmas1 gergeklestirilmistir. S6z konusu
calismay1 yapan arastirmacilar, bu islem ile olgunlagsma hizinin arttigini belirtmislerdir.
Sonug¢ olarak iyonik lipozomlarm, noétral lipozomlardan daha ¢ok enzim tutabilme

kapasitesine sahip olduklarini ifade etmislerdir [71].

2.2.6 Iyonik Jelasyon

Literatiirde, nanoboyutta kitosan partikiilleri hazirlamak i¢in kullanilan ¢ok fazla yontem
bulunmaktadir. Bu tekniklerden en ¢ok kullanilanlar1 iyonik jelasyon [26] ve ters misel
[80] teknikleridir. Ters misel tekniginde partikiil biiyiikliigii ¢ok daha kiigiik ve kararl
parcaciklar {iretilse de, ¢apraz baglayicti maddenin toksik etkisi ve birakabilecegi
artiklardan dolay1, iyonik jelasyon teknigi daha fazla tercih edilmektedir [81]. Kimyasal
capraz baglayicilarin toksik ve istenmeyen etkilerine karsi, fiziksel capraz baglayicilar
kullanilir. Kitosan ile zit yiiklii bir baglayicinin tersinir baglanmasi sonucu enkapsiilasyon
gerceklesmektedir. Capraz baglayici olarak da genellikle TPP kullanilmaktadir. Iyonik
jelasyon yontemi, (+) yiikli amin gruplar1 ile tripolifosfat gibi polianyonlarin (-)
gruplarmin iyonik etkilesimine dayanir [82] ve neticesinde, kitosan ile baglayic1 madde
arasinda biyolojik olarak uyumlu ve toksik olmayan bir kompleks maydana gelir [83].
Kitosan, alkali ve notral kosullar altinda ¢6ziinmeyen ancak asidik kosullar altinda organik
ve inorganik asitlerle (asetik asit, hidroklorik asit, glutamik asit gibi) reaksiyona girebilen
bir maddedir [84]. TPP ise, coklu bag yapma 6zelligi ve toksik olmayisi sebebiyle en fazla
kullanilan ¢apraz baglayici ajanlardan biridir, ayn1 zamanda ¢ok fazla multivalent 6zellige
sahiptir [82]. Kitosan nanopartikiilleri hazirlamak i¢in gelistirilmis tekniklerden en goze
carpani iyonik jelasyon yontemidir. Kontrol edilebilir bir prosesde gerceklesmesi, stabil
olusu ve ortamda serbest bir organik ¢oziicli bulunmasi yontemin en 6nemli avantajlaridir
[15]. Ilk kitosan nanopartikiilleri, Calvo ve arkadaslar1 tarafindan kitosan ve TPP arasinda

iyon jelasyon teknigi ile hazirlanmistir [26]. Pek ¢ok calismada da bu yontemle olusan
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kitosan partikiillerinin; proteinler, hidrofilik-hidrofobik ilaglar ve vitaminler gibi ¢esitli
aktif maddelerin enkapsiilasyonunda kullanildig1 bildirilmistir [13]. S6z konusu proses de,
aktif madde ve polimer c¢ozeltisi homojen hale getirildikten sonra, capraz baglayici
materyal bir swringa yardimiyla damlaciklar halinde c¢ozeltiye eklenmesiyle kiiresel
parcaciklar elde edilir. Kitosan ile baglayict materyal yar1 gecirgen bir zar olusturarak,
kapsiil yiizeyi daha diizgiin kapsiiller olusmasin1 saglar. Uretilen partikiillerin boyutu ise;
titresim sistemine, kaplayici maddenin vizkozitesine ve polimer c¢ozeltisi ile sirmga
arasindaki mesafeye baghdir [31]. Kitosanin yani swra, aljinat ve pektin ¢dzeltisinin
kalsiyum soliisyonuna damlatilmasi (iyonik jelasyon), peynir alt1 suyu proteinlerinin sicak
soliisyona damlatilmas1 (sicak jelasyon) ve jelatin ¢ozeltisinin soguk soliisyona

damlatilmasi (soguk jelasyon) ile de mikropartikiiller elde edilebilmektedir [85].

2.3 Iyonik Jellesme Yontemiyle Uretilen Nanopartikiiller ile Film Uretimi

Nanokompozit ambalajlarin gida paketlemede kullanilmasi 1990’11 yillara dayanmaktadir.
S6z konusu filmlerin temelini, polimer bir matriks ve bu matrikse gomiilii bir dolgu
malzemesi olusturmaktadir [86]. Iyonik jellesme ile kitosan ve TPP molekiilleri arasinda
elektrostatik etkilesim gergeklestirilmesi sonucu, kitosan nanopartikiilleri kendiliginden
olusmaktadir. Kitosanin asetik asit ¢ozeltisi icerisinde ¢oziindiiriilmesi ile saf kitosan
cozeltisi hazirlanir. Plastiklestirici olarak da ¢ozeltiye gliserol katilmaktadir. Gliserol,
sorbitol, mannitol, polietilen glikol gibi birgok plastiklestirici yenilebilir film
teknolojisinde kullanilabilmektedir [87,88]. Nanoemiilsiyonlar, minimal diizeyde islenmis
meyve sebzelere veya sivi gidalara lipofilik malzemeleri tasimak, korumak veya lipofilik
maddeyi enkapsiile etmek amaciyla hazirlanmaktadir [89]. Film elde edilecek

nanoemiilsiyonlarin, kiigiik partikiil boyutuna sahip olmasinin 6nemli iki sonucu vardir;
o Gidanmn fizikokimyasal ve duyusal 6zelliklerini gelistirilmesi,

. Kiitle birim basima diisen yiizey alanimin artmasiyla lipofilik bilesenlerin (aktif

maddelerin) aktivitelerinin artmasidir [90].

Bu durum aymi zamanda aktif bilesenlerin daha diisiik dozlarda kullanilmasini

saglamaktadir.

Son zamanlarda, ugucu yag yiiklenmis nanoemiilsiyonlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin
tyilestirilmesine yonelik ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur [91]. Nanoemiilsiyonlarin temelini

polisakkaritler olusturur ve yenilebilir film formulasyonunda ugucu yaglar 6nemli birer
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ajandir. Kitosanin bariyer olusturma o6zelliginin olmasi, kitosan1 yenilebilir ve
antimikrobiyal 6zellikte ideal bir madde haline getirmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada,
kitosanin kaplama materyali olarak kullanildig1 gidalarda hem raf Omriinii, hem de
kalitesini arttirdigi belirtilmistir [92,93]. Ge¢mis yillarda yiiksek hizli homojenizasyonla ya
da bu tir disik enerjili ultrasonik tekniklerle nanoemiilsiyonlara dayali film
formulasyonlar1 olusturulmustur [94]. Kurutma islemi ise etiivde, infrared yardimiyla veya
oda sicakliginda 30-36 saat bekletilerek film elde etme prosesi tamamlanmaktadir. Kitosan
bazli filmlerde ¢apraz baglayict maddenin konsantrasyonu yiikseldikce, filmlerdeki etkin
madde salimimimnin ve su tutma kapasitesinin azaldigi bildirilmistir. Filmlerin kalmligi, su
tutma kapasitesi ve etkin madde salimi kullanilan kitosanin molekiil agirligma bagl olarak

degisebilmektedir [95].

Bir gidanin yilizeyinde olusturulan, gidayr olumsuz sayilabilecek etkilerden koruyan, ince
tabakali, tamamen dogal kaynaklardan elde edilmis, gidanin katmanlar1 arasina
uygulandiginda nem ve gaz gibi etkilerin kontroliinii saglayabilen, yenilebilir nitelikteki
ambalaj materyallerine '"yenilebilir kaplamalar" adi verilmektedir [96,97]. Gida
maddelerinde kullanilan bu kaplama materyalleri protein, polisakkarit ve lipit kdkenlidir.
Kullanilan bu dogal hammaddelerin giivenilirligi kabul edilmis olmali, yavas ve kontrollii
bir sekilde gidanin solunumuna izin vermelidir [98]. Yenilebilir filmler, gidalarin raf
Omriinii uzatmanin yani sira paketleme malzemesinin ekonomik verimliligini de
arttrmaktadirlar. Ayrica bu filmler, gidada meydana gelebilecek lezzet ve aroma
maddelerinin kaybin1 azaltmanin yaninda, suyun iirtinden buharlasmasmin diizenlenmesini,
gidaya oksijen, karbondioksit ve lipit transferini de gergeklestirmektedirler
[99,100,101,102]. Su ve aroma maddelerinin yami sira antioksidanlarin, antimikrobiyal
maddelerin, vitaminlerin ve ¢esitli pigmentlerin {iriin  igerisinde tutulmasini
saglamaktadirlar. Film yapisinda bulunan antimikrobiyal maddenin filmden gida yiizeyine
difiize olmasi sebebiyle, hem filmde hem de gida yiizeyinde antimikrobiyal etki meydana
gelir [103,104]. Yenilebilir filmlerin kullanimi yeni bir uygulama degildir, ancak son
yillarda gittikge 6nem kazanmaktadir. Cin’de, nem kayiplarii azaltmak icin portakal ve
limonlar mum ile, Avrupa’da ise (16.yy) et yiizeyleri yaglarla kaplaniyordu. Yaglarin yani
sira, jelatinin de kaplama materyali olarak kullanilmaya baslanmas:i 19. yy’da
gergeklesmistir. Daha sonra ki yillarda ise, islenmis et liriinlerinde hayvan bagirsag yerine
kaplama materyali olarak yenilebilir kollojen kaplamalar kullanilmaya baslanmistir

[99,105]. Sekil 2.1° de iyonik jellesme yontemi sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.1 Iyonik jellesme yonteminin sematik olarak gdsterimi [106]

2.4 Hammadde

2.4.1Kitosan

Kitosan B-(1,4)-glikozidik baglariyla bagli, D-glukozamin ve N-asetil D-glukozamin
kopolimerinden olusan katyonik bir dogal polisakkarittir [14]. Yengec¢ ve karides gibi
kabuklu deniz canlilarin dis iskeletlerinde ve kelebeklerin kanatlarinda bulunur ve kitinin
kismi deasetilasyonu sonucu elde edilmistir. Seliilozdan sonra dogada en sik bulunan

biyopolimerdir [107,108]. Sekil 2.2°de kitosanin kimyasal yapis1 goriilmektedir.

CHyOH

OH

CHOH o

HO

Kitosan HO

Sekil 2.2 Kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 [109]

Kitosan ilk kez Henri Braconnot tarafindan 1811 yilinda kesfedilmistir ve Braconnot,
mantarin bulundurdugu kitini stilfirik asit ile ¢6zmeye calismis ancak herhangi bir basar1
elde edememistir. Hoppe Seyler ise 1894’de kitini 180 °C’de potasyum hidroksit ile

muamele etmis (deasetilasyon) ve kitosani elde etmistir [110]. Kitosan elde edilmeden
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once TUriin kabuklar1 Oncelikle yikanarak iizerinde bulunabilecek kum ve yabanci
maddelerden temizlenir. Sonrasinda ise {izerinde kalabilecek doku kalintilarini
uzaklastirmak amaciyla "deproteinizasyon" adi verilen; %3 NaOH ile 30 dakika boyunca
kabuklarmn kaynatilmasi islemi uygulanir. Bu islemin ardindan {iriin sogutulur ve herhangi
bir alkali kalintis1 kalmamasi i¢in su ile durulanir. Bir sonraki asamada ise kabuklar 30
dakika boyunca %3 HCI ile muamele edildikten sonra (deminerilizasyon) iyice durulanir
ve su miktar1 maksimum %6 olacak sekilde pres uygulanir. Boylece kitin elde edilmis olur.
Kitine deasetilasyon islemi uygulanarak; kostik asit ¢ozeltisinde 90-95 °C’de ortalama 1.5
saat muamele edilir, siiziiliir ve alkali kalmamas1 amaciyla iyice yikanir. Suyun fazlasi pres
uygulanarak uzaklastirilir ve bdylece kitosanmn yas formu elde edilir. Yas kitosan da toz
haline getirilmeden 6nce, nem miktar1 %5’in altinda olacak sekilde giineste kurutulur ve

paketlenerek 3 aya kadar kuru ortamda muhafazasi saglanir [108,111].

Kitosan beyaz renkli, tatsiz, kokusuz, saydam partikiil veya toz formunda bulunabilen,
sindirim enzimleri tarafindan hidroliz edilemeyen bir materyal olmasmin yani sira nem
tutma, film olusturma, ¢Oktiirme, enzim ve mikroorganizma inhibe etme gibi ¢esitli
fonksiyonlara sahiptir [112,113,114]. Bariyer olusturma kabiliyetinden Gtiirti
antimikrobiyal 6zellikte yenilebilir film ve kaplamalar i¢in ideal bir malzemedir. Kitosanin
Japonya ve Kore’de gida katki maddesi olarak kullanimi yasaldir, ABD’de ise GRAS
listesinde bulunmaktadir [92,93]. Kitosan bazli filmlerin iiretiminde solvent olarak
genellikle asetik asit kullanilmaktadir ve film yar1 gecirgen Ozellikte oldugu i¢in i¢
atmosferi degisebilmektedir [115]. Kitosan gida sanayinde yaygm olarak film seklinde
kullanilmaktadir. Ozellikle meyve ve sebzelerin raf dmriiniin uzatilmasinda ve kalitelerinin
uzun siire muhafaza edilmesinde kullanim potansiyeli oldukca yiiksektir. Gidalarin kitosan
bazli filmle kaplanmasi sonucu ambalaj icerisindeki kismi oksijen basinci azalirken, gida
ile bulundugu ortam arasindaki sicaklik da nem aligverisi sayesinde kontrol altinda
tutulmaktadir. Boylece, solunum ve enzimatik esmerlesme de kontrol edilebilmektedir.
Ayrica kitosandan; tekstiir ayarlanmasi, renk stabilizasyonu, dogal aromanin korunmasi
gibi konularda da faydalanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, kitosanin polikatyonik
ozelliginden otiirti antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu ve antioksidan 6zelliginin ise,
polimer zincirindeki amino ve aktif hidroksil gruplarindan kaynaklandig: tespit edilmistir
[116,117,118,119,120]. 1Iyi derecede biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, katyonik
karakterde ve ¢evre dostu olmasinda dolayi kitosan, son yillarda ¢esitli sektorlerde oldukga

onem kazanmustir [15,121,122].
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2.4.2 Satureja hortensis L. (zahter)

Satureja hortensis L. (zahter) bitkisi Istanbul basta olmak {izere, Sakarya, Ankara,
Zonguldak, Amasya, Samsun, Tokat, Diyarbakir, Adana, Erzurum gibi iilkemizin ¢esitli
illerinde yetismektedir. Tek yillik bir bitkidir ve ¢iceklerini rengi eflatun, morumsu ve
beyazdir. Genellikle kayalilk ve erozyona meyilli alanlarda yayilim gostermektedir.
Bitkinin kurutulmus ¢icekli ve yaprakli dallarindan drog ( hayvan ve bitkilerin kok, yaprak,
kabuk, kanat gibi kisimlarindan kurutarak veya 6zel metotlarla elde edilen ham veya yar1
ham madde) olarak faydalanilmaktadir. Drogda ugucu yag oranit % 0,3-2 arasinda
degismektedir. Satureja hortensis L. bitkisinden elde edilen ugucu yagin antimikrobiyal
etkisinin bulundugunu ve gidalarin bozulmasini engellemek amaciyla kullanilabilecegi
bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, zahter bitkisine ait ucucu yag ana bileseni kalvakrol
olarak belirlenmistir. Bitkiden elde edilen ucucu yag veriminin ise, en fazla c¢igeklenme

doneminde yapilan hasattan alindig1 tespit edilmistir [123].
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada kitosan nanopartikiillerini elde etmek amaciyla yenge¢ kabuklarindan elde
edilmis kitosan (%85 deasetile edilmis), Sigma-Aldrich’den (Almanya) satin alinmis
sodyum tripolifosfat (sTPP, teknik kalite) ve asetik asit (>99,7 saflik) kullanilmigtir.
Tween 80 ise Merck’den (Almanya) temin edilmistir. Zahter aromatik bitkisinden

kurutularak ayrilmis kisimlar Kayseri’deki yerel bir baharat¢idan temin edilmistir.

Sekil 3.1Satureja hortensis L. bitkisi
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3.2 Yontem

3.2.1 Zahter Bitkisinden Ucucu Yag Elde Edilmesi

Kurutulmus bitki yapraklarindan elde edilen ugucu yag ekstraksiyonu, Goktiirk [124] ve
arkadaslar1 tarafindan Klavenger cihazi kullanilarak tarif edilen metoda gore
gergeklestirilmistir. Buhar damitma yOnteminde, yaklasik 200 gram bitki materyali
kullanilmisve damitma sonucu sogutma tiinelinden ayrilan ugucu yag Oziitleri elde
edilmistir. S6z konusu damitma ve sogutma islemi ortalama 3 saat siirmiistiir. Elde edilen
ugucu yag, cam tiipte ve tiipiin kapagi parafinlenerek kullanilincaya kadar buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

3.3 Ugucu Yag Yiiklenmis Kitosan Nanopartikiillerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

3.3.1 Ucucu Yag Yiiklenmis Kitosan Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Ik olarak saf su icerisinde asetik asit soliisyonu hazirlanarak (1% v:v, 40 mL), manyetik
karistirict vasitastyla 60 °C sicaklikta 30 dakika boyunca karigtirilmistir. Daha sonra
soliisyona kitosan (0,5% w:v) ilave edilerek, ayni sartlar altinda kitosan tamamen eriyip
homojen bir karisim elde edilinceye dek (yaklasik 45 dakika kadar) karistirilmaya devam
edilmistir. Soliisyon homojen hale geldikten sonra, 2N’lik NaOH ile pH 4,7-4,8 civarinda
bir degere ayarlanmistir. Elde edilen karisim 10 dakika kadar daha manyetik karistiricida
kaldiktan sonra, 6nceden hazirlanmis olan ucucu yag-tween 80 (1:0,5, v:v) karisimi, hedef
kitosan c¢ozeltisine damlalar halinde dahil edilmistir. Caligma, ugucu yagin 5 farkh
konsantrasyonu tizerinde (0% (kontrol), 1%, 1,2%, 1,4% ve 1,5%, v:v) gerceklestirilmistir.
Daha sonra karisim homojen bir emiilsiyon haline gelinceye dek, ortalama 1,5 saat oda
sicakliginda karistirilmaya devam edilmistir. Cozelti iyice homojen hale geldikten sonra,
hazirlanmis olan 12 mL‘lik TPP (0,05%, w:v) ¢ozeltisi yavas¢a ve damlalar halinde, 1000
rpm de karisan manyetik karistirict esliginde, yag ve kitosan ¢ozeltisine damlatilmistir. 30
dakika boyunca oda sicakliginda karistiktan sonra, elde edilen nanopartikiiller santrifii
tiiptine almarak ve tiiplerin kapak kismi hava almayacak sekilde parafinlenerek,

kullanilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.2 Yag ve kitosan soliisyonlarinin hazirlanmasi

3.3.2 Zetapotansiyel ve Boyut Olciimleri

Nanopartikiillerin  koloidal dagilim stabilitelerini belirlemek amaciyla, zetasizer
kullanilarak nanopartikiillerin zetapotansiyelleri Olgiilmiistiir (Nano ZSP, Malvern
Instruments Corp., Worcestershire, Ingiltere). Olgiimler 25 °C’de, elektrot igeren kapiler
hiicre kullanilarak ve dagitici ajan olarak saf su igerisinde gergeklestirilmistir. Sonuglar ilk
10 Olglimiin ortalamast seklinde kaydedilmistir. Ugucu yag yiiklenmis kitosan
nanopartikiillerinin boyutu ise bir nanopartikiil boyut 6lciim cihazi (Nano ZSP, Malvern
Instruments Corp., Worcestershire, ingiltere) ile, nanopartikiiller saf su ile seyreltilerek ve

10-15 dakika ultrases dalgasma maruz birakildiktan sonra dl¢iilmiistiir. Olgiimler 173°lik
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actyla yapilmistir. Dinamik 151k sacilimi (DLS), ortalama partikiil ¢apini belirlemek igin

kullanilmstir.

3.3.3 Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi (EE)

Ik olarak ucucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinden 100 uL almarak, 5 mL 1 M’
lik HCI gozeltisi ile karistirilmig, ardindan 95 °C’deki ultrasonik su banyosunda (Daihan,
WUC-D10H, Kuzey Kore) 30 dakika boyunca bekletilmistir. Su banyosundan
cikartildiktan ve soguduktan sonra, 1 mL etanol eklenerek manyetik karistiricida iyice
karistirilmistir. Ardindan 9000 rpm’de ve oda sicakliginda 1 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra, elde edilen supernatantlarin absorbans degerleri, 250 ile 400 arasinda degisen
dalga boylarinda 6l¢tilmiistiir. Esitlik 3.1°de ki formiile gore, kapsiilleme verimliligi yiizde
olarak hesaplanmistir [125] :

100 (3.1

Yiiklenen u¢ucu yagin agirlig
%EE = ( gucu yagin ag g)

Ugucu yagin baglangi¢ agirhigi

3.3.4 Antibakteriyel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ucucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin antibakteriyel aktivitesi ii¢ bakteri
susuna kars1 incelenmistir (E. coli O157:H7 ATCC 33150, Staphylococcus aureus ATCC
25923 and Listeria monocytogenes ATCC 19118). Analiz yontemi olarak, T6rniik [126]
tarafindan bildirilen broth dilisyon metodu kullanilmistir. Oncelikle taze bakteri kiiltiirii
elde etmek i¢in, Nutrient Broth (Merck, Almanya) i¢erisindeki bakteri suslar1 37 °C’de 24
saat boyunca iki kez aktiflestirilmistir. Aktif hale getirilmis bakteri suslarmdan (~10°~10°
kob/mL) ve farkli konsantrasyonlarda ucucu yag igeren kitosan nanopartikiil 6rneklerinden
%35 (v:v) oraninda almarak, steril Nutrient Broth’ lara (7 mL) ilave edilmistir. Bakteri susu
ve kitosan nanopartikiillerini igeren test tlipleri 1 dakika vortekslenmis ve c¢alkalamali
inkiibatorde 140 rpm de 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bakteri sayimlari, 0., 12. ve
24. saatlerde yapilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda siispanse edilmis 6rnekler, peptonlu su
(MRD, Merck, Almanya) ile 10 kat seyreltilmis ve Nutrient Agar {izerine damlatma teknigi
ile ekimi yapilmustir. Inkiibasyon sonunda koloniler sayilmis ve logaritmik degerlere

cevrilmistir.
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3.3.5 Antioksidan Etkinliginin Belirlenmesi(AOA)

DPPH (2,2 difenil-1-pikrilhidrazin hidrat) metodu ilk kez Brand — Williams vd. [126]
tarafindan kararli DPPH radikaline kars1 bitki ekstraktinin radikal yakalama aktivitesini
belirlemek amaciyla kullanilmistir. Daha sonra Sanchez-Moreno vd. [127] yOntemi
degistirerek kullanmaya baslamislardir. Ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin
antioksidan aktiviteleri (AOA), Singh vd. [128]’nin kulland1g1 ydntemin modifiye edilmesi
sonucu, nanopartikiillerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH) radikalini yakalama testleri
yapilarak belirlenmistir. Elde edilen nanopartikiil 6rneklerinden 0,1 mL alinmis ve 4,9 mL
alman 0,1 mM’lik DPPH soliisyonuna eklenmistir. Elde edilen karisim 30 dakika boyunca
karanlik bir ortamda bekletilmistir. Kontrol olarak 6rnek yerine metanol konulmus ve
spektrofotometrede 517 nm dalgaboyunda o6l¢iim yapilmistir (Shimadzu, UV 1800,
Japonya). Antioksidan aktivite asagidaki esitlige gore hesaplanmistir (AOA) :

%AOA — (Akontrol_Aérnek) x 100 (32)

Akontrol
Axontrol: Kontrol absorbans degeri (metanol)
Asmek:- Ugucu yag igeren nanopartikiillerin absorbans degeri

Bu c¢alisma kapsaminda elde edilen anti radikal aktivite sonuglari, troloks esdegerliligi
cinsinden de ifade edilmis olup, sonucglar Esitlik 3.3°de sunulan formiile gore

hesaplanmistir:

Troloks esdegerlilik (mg/L) = [(5,288 x ARA%) - 6,376] x Diliisyon Faktorii (3.3)

3.3.6 Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Ucucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerinin molekiiler karakterizasyonu, bir DLaTGS
dedektorii ve KBr 151n ayiraciyla donatilmis FTIR (Bruker Tensor 27, Bremen, Almanya)
spektroskopisi tarafindan dl¢iilmiistiir. Olgiim 400-4000 cmarasindaki frekanslarda ve 4

cm’ ¢oziiniirlikde gergeklestirilmistir.

3.3.7 Taramah Elektron Mikroskobu Analizi (SEM)

Kitosan nanopartikiillerinin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobuyla analiz
edilmistir (SEM LEO 440 Stereoscan). Oncelikle, drnekler liyofilize edilmis ve dijital
SEM mikro grafiklerine ulagilmistir.
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3.3.8 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Farkli konsantrasyonlardaki ucucu yaglarla zenginlestirilmis kitosan nanopartikiillerinin
termal oOzelliklerini incelemek amaciyla, DSC cihazit (DSC Q20, TA) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Aliminyum kapli DSC kaplar1 igerisine nanopartikiil 6rnegi (5-10 mg)
konulmus ve 10 °C/dk isitma oranmi ile azot atmosferinde 40 °C’den 400 °C‘ye kadar
isitilmigtir. Ornege verilen enerji (mW), sicaklik ve zamanin bir fonksiyonu olarak

kaydedilmistir.
3.4 Ucucu Yag Yiiklenmis Kitosan Filmlerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

3.4.1 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinden Film Uretimi

Film iiretim prosesi, bolim 3.2.2° de izah edilen yontemle hazirlanan ugucu yag yiikli
kitosan nanopartikiillerinin tiretim basamaklariyla aynidir. Fakat; kitosan, asetik asit ve saf
su emiilsiyonu olustuktan sonra tek fark olarak % 0,5 (v/v) oraninda gliserol (Merck,
Almanya) ilave edilip, TPP ve farkli konsantrasyonlardaki ucucu yaglarinda (%1, %1,2,
%1,4 ve %1,5) eklenmesiyle islem basamaklarma devam edilmistir. Elde edilen soliisyon,
teflon tavaya dokiilerek 40 °C’de 3,5 saat boyunca 1,3 m/s sabit hiza sahip kabin firmi ile
kurutulmustur (Memmert UF110, Almanya). Elde edilen filmler, oda sicakliginda

karakterizasyon islemleri yapilincaya dek muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3 Urettigimiz farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan film 6rnekleri

3.4.2 FTIR

Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yikli kitosan film Ornekleri ve ugucu yag
yiiklenmeyen kontrol orneklerine ait spektrumlar, oda sicakliginda bir FTIR (Bruker
Tensor 27, Bremen, Almanya) spektroskopisi tarafindan olglilmiistiir. Analizde yaklasik
olarak 0,045-0,055 mm kalinliginda filmler kullanilmistir. Ugucu yaga ait spektrumlar,
KBr diskleri ile elde edilmistir. Ol¢iim 400 - 4000 cm™ arasindaki frekanslarda ve 4 cm’

¢oOziiniirlikte gerceklestirilmistir.

3.4.3 Diferansiyel Tarama Kalorimetresi (DSC)

Kitosan filmlerinin (kontrol ve farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii film 6rnekleri)
erime ve kristalizasyon sicakliklarinin belirlemesi amaciyla, DSC cihaz1 (DSC Q20, TA)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Aliminyum kapli DSC kaplar1 igerisine 5-10 mg
agirhiginda ve yaklasik 0,045-0,055 mm kalinliginda kitosan film 6rnekleri konulmus ve 10
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°C/dk 1sitma orani ile azot atmosferinde 40 °C’den 400 °C‘ye kadar sitilmistir. Ornege

verilen enerji (mW), sicaklik ve zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilmistir.

3.4.4 Kitosan Filmlerinin Antioksidan Aktivitesinin (AOA) Belirlenmesi

Kitosan filmlerinin (kontrol ve farkli konsantrasyonlardaki ugucu yag yiikli film 6rnekleri)
AOA degerleri, Byun ve ark. [130] tarafindan belirlenen yonteme gore 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radikalini yakalama testi ve Sing vd. [128]’nin kullandiklar:
yontem modifiye edilerek tespit edilmistir. Ilk olarak 0,1 g film 6rnegi kiiciik parcalar
halinde kesilmis ve tlizerine 2 mL metanol eklenmistir. Elde edilen karisim, 3 dk vortekste
(Stuart, BioCote, Ingiltere) karistirildiktan sonra oda sicaklignda 3 saat boyunca
bekletilmistir. Daha sonra tekrar 3 dk vortekslenmis ve santrifiij cihazinda (Thermo
Scientific, Multifuge X3 FR, Almanya) 2300 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant DPPH radikali yakalama testinde kullanilmistir. Bu
amagcla, elde edilen metanol ekstraktindan 0,1 mL alinmistir ve 4,9 mL alinan 0,1 mM’ Iik
DPPH soliisyonuna eklenmistir. Elde edilen karisim 30 dakika boyunca karanlik bir
ortamda bekletilmistir. Her bir 6rnek 3 paralelli calisilmistir. Kontrol olarak 6rnek yerine
metanol konulmustur ve spektrofotometrede (Shimadzu, UV 1800, Japonya) 517 nm
dalgaboyunda 6l¢tim yapilmistir. AOA, asagidaki esitlige gore hesaplanmistir :

%AOA — (Akontrol_Aérnek) x 100 (34)

Axontrol

Axontrol: Kontrol absorbans degeri (metanol)
Asmek:Ucucu yag iceren nanopartikiillerin absorbans degeri

Elde edilen sonuglar, troloks esdegerliligi seklinde de hesaplanmuistir.

3.45 Ucucu Yag Yikli Kitosan Filmlerinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yiiklenmis kitosan filmlerinin antimikrobiyal etkisi,
Emiroglu ve ark. [131] tarafindan bildirilen, agar diflizyon yontemi kullanilarak tespit
edilmistir. Stok kiiltiirlerden E. coli O157:H7 ATCC 33150, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus FMCI19 ve S.enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC
14028 ‘a ait koloniler Nutrient Broth ( Merck, Almanya ) besiyerine inokiile edilmistir.

Nutrient Broth’lar, inokiiliim miktarlar1 standart degerlere ulasincaya kadar 37 °C’de
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inkiibasyona birakilmistir. Aktif hale getirilmis her bir bakteri kiiltiriinden (~10°-10°
kob/mL) 0,1 mL alinarak steril swab yardimiyla Nutrient Agar besiyerine ekimleri
yapilmistir. Yiizey ekimi yapilmis agar plagi tizerine, farkli konsantrasyonlarda ugucu yag
yiiklenmis kitosan filmlerinden ve hi¢ yag yliklenmemis kitosan filminden, her bir kenari 1
cm olacak sekilde kare parcalar kesilmis ve dorde boliinmiis agar iizerine dort paralel
olacak sekilde yerlestirilmistir. Film Ornekleri, agar lizerine yerlestirilmeden Once yiizey
sterilizasyonunu saglamak i¢in UV ( EximLab, Cin )’ de 10 dk boyunca bekletilmistir.
Petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda, film
parcalarinin etrafindan olusan berrak zon c¢aplar1 Olglirek antimikrobiyal etki

degerlendirilmistir. Sonuglar mm olarak cetvel ile hassas sekilde olctilmiistiir.

3.4.6 Ucucu Yag Yiiklenmis Kitosan Filmlerinin Morfolojik Ozellikleri (SEM)

Uretilen ugucu yag yiiklii filmlerin yiizey morfolojileri ve nanopartikiillerin polimer
matriksi icerisindeki dagilimlar1 Everhardt Thornley ETD, STEM dedektorii ve EDS
dedektoriiyle donanimli QUANTA FEG 250 tipi bir taramali elektron mikroskobu

kullanilarak analiz edilmistir.

3.4.7 Film Kahnhg

Uretilen filmlerin kalmliklari, 0,001 mm hassasiyetli dijital bir mikrometre (Mitutoyo,

[P65 COOLANT PROOF, Japonya) kullanilarak dl¢iilmiistiir.

3.4.8 Filmlerin Renk Olgiimleri

Uretilen ugucu yag yiiklii kitosan filmlerinin renk parametreleri (L* a* b*), renk dl¢iim
cihaz1 (CR-400 Konica, Minolta, Tokyo, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Ol¢iim
yapilmadan 6nce beyaz plakayla cihazin kalibrasyonu yapilmistir. Kalibrasyon sonrasinda
film 6rnekleri, beyaz plaka lizerine konularak dl¢ciimler yapilmis ve Hunter L* a* ve b*
parametreleri elde edilmistir. S6z konusu parametrelerden L* degeri (0-100) siyah ve
beyaz arasindaki renkleri, a* degeri (+: kirmizi, -: yesil) yesil ve kirmiz1 arasindaki ve b*
degeri (+: sari, -: mavi) ise sar1 ile mavi arasindaki renkleri tanimlamak i¢in
kullanilmaktadir [132]. Her bir 6rnek i¢in, filmlerin 3 farkl noktasindan 6l¢iim yapilmastir.
Her bir 6rnek i¢in elde edilen 6lgiimlerin ortalamasi alinarak, esitlik 3.5’°e gore degerler

hesaplanmistir:
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AL: Lgtandart — Lomek

Aa: Astandart = Adrnek
AD: bgiandart —bsmek0larak tanimlanmaktadir.

Beyaz standart degerleri de sirasiyla: L; 91,80, a; 4,35 ve b; 0,25°dir.

3.4.9 Filmlerin Mekanik Ozellikleri

Ucgucu yag yiikli kitosan filmlerinin ve vyiksiiz kontrol film Orneklerinin ¢ekme
dayanimlar1 (TS, tensile strength) ve kopma anindaki uzama (EB, elongation at break)
ozellikleri ASTM-D882 kodlu standart metoda [133] gore tekstiir analiz cihazi (TA.HD
Plus Stable Micro Systems Teksture Analyser, Ingiltere) kullanilarak analiz edilmistir.
Olgiim isleminde 5 kg‘lik yiik hiicresi kullanilmis ve 6lgiim oda sicakliginda (24+1 °C)
gerceklestirilmistir. Film 6rnekleri dikdortgen bigiminde (6 cm—1 cm) kesilmis ve ¢cekme
probunun ug¢ kisimlarindan tutturulmustur. Problar aras1i mesafe 50 mm olarak ayarlanmis
ve filmler 10 mm/saniye hizda gerilmistir. Gerilme ve kopma egrilerini iceren grafiklerden
TS (MPa) ve EB (%) parametreleri elde edilmistir. TS, eksenel yiik altindaki bir cismin
kesit alan1 basina diisen kuvvet olarak tanimlanirken, EB ise bu kuvvet altinda o cismin
boyca uzama orani olarak ifade edilmektedir. Test edilen farkli konsantrasyonlarda ki film

orneklerinin aritmetik ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapilmistir.

3.4.10 Suda Coziiniirliik Testi

Kitosan filmlerinin suda ¢oziiniirliikkleri Irissin-Mangata, Bauduin, Boutevin, ve Gontard
[134] tarafindan kullanilan metodun modifiye edilmesi ile belirlenmistir. Oncelikle, film
ornekleri kare bi¢giminde kesilmis (3 cm x 3 cm) ve kurutma 6ncesinde tartilarak agirliklari
(ml) kaydedilmistir. Daha sonra 1,3 m/s sabit hiza sahip kabin firmimnda (Memmert UF110,
Munich, Almanya) 105 °C’de 24 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulduktan sonra
ortalama 30 dk desikatorde bekletilmis ve kurutma sonrasi tartimlar1 almarak (my), kilo
kaybt oram1 (m;.m;) olan nem Kkiitlesi fraksiyonu (w) belirlenmistir. Kurutulan film
ornekleri daha sonra 20 mL saf su igerisinde, manyetik karistiriciyla (C-MAG HS7), oda
sicakhiginda 3 saat boyunca karistirilmistir. Ug saat sonunda, film drnekleri filtre kagitlar:
(FilterLab, 400x400 mm) ile siiziilmiis ve kabin firminda 105 °C’de 24 saat kurutulmustur.
Kurutma sorasinda drnekler tekrar 30 dk desikatorde bekletilmis ve tartilarak agirliklar:
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(m3) kaydedilmistir. Calisma 3 paralelli olarak gerceklestirilmis ve aritmetik ortalamalari

almarak hesaplanmistir. Esitlik 3.6’e gore sudaki ¢6ziinme oranlar1 hesaplanmistir :

S(%) =[ my (1-0)-ms / my (1- ©) | (3.6)

3.5 istatistiksel Analiz

Farkli oranlarda ucucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri ve filmleri i¢in elde edilen
veriler arasindaki istatiksel fark, Windows tabanlit SAS 8.2 istatistiksel analiz yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir (SAS Institute, Cary, North Carolina, Amerika).
Ortalamalar arasindaki onemli fark %95 anlamlilik diizeyindeki Tukey ¢oklu karsilagtirma

testi ile dogrulanmistir. Tiim analizler en az iki tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.1.1 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Boyut ve Zetapotansiyel Ol¢iimii

Bu calismada kitosan nanopartikiillerinin boyut 6l¢iimii, gidalarin degisen pH kosullarina
kars1 stabilitelerini belirlemek amaciyla kitosan nanopartikiillerinin farkli pH’larda
Olciilmesi seklinde gergeklesmistir. Sekil 4.1° de gosterildigi gibi pH’ lar1 4,5, 6 ve 10 olan
ucucu yag yiiklii nanopartikiillerin ortalama boyut biiyiikliikleri dinamik 151k sagcimi (DLS)
teknigiyle belirlenmistir. Nanopartikiillerin ortalama biiyiikliikleri 140,25 nm ile 237,40
nm arasinda degismektedir. Genellikle, pH diizeyi yiikseldik¢e kitosan nanopartikiilleri
arasinda kiimelesmeden kaynaklanan bir ¢ap artis1 meydana gelmistir. Ayrica ugucu yag
konsantrasyonunda ki artig, nanopartikiil boyutunda kii¢iik ancak onemli (P<0,05) bir
azalisa sebep olmustur. Keawchaoon ve Yoksan [125] yaptiklar1 bir ¢caligmada, karvakrol
yiikli kitosan nanopartikiillerinin hidrodinamik ¢apmin 532,5-716,6 nm arasinda
degistigini gozlemlemistir ve bizim yaptigimiz dl¢iimlerle kiyaslandiginda bu sonuglarin
oldukca yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu farklilik, kitosan soliisyonunda kullanilan
kitosanin konsantrasyonundan kaynaklanmis olabilir. Ciinkii polimer konsantrasyon
artiginin, daha yiiksek boyutlu partikiillerin olusmasina sebep oldugu onceki ¢alismalarda
bildirilmistir [135]. Elde ettigimiz bulgular Liu vd. [136]’m yaptiklar1 bir ¢alismada
ulastiklar1 "kitosan konsantrasyonunun artmastyla partikiil boyutu artmaktadir" sonucuyla
uyum gostermektedir. Bize ait caligmada kullanilan kitosan konsantrasyonu (%0,5 w/v),
Keawchaoon ve Yoksan [125] ‘m kullandig1 miktardan daha distktiir. %1,5 ucucu yag
yiikli kitosan nanopartikiil 6rnegi en kiigiik (P<0,05) boyut biiyiikliigiine sahipken, diger
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nanopartikiil 6rnekleri arasindaki boyut farki istatistiksel olarak 6nemsizdir (P>0,05). Bu
calismada, Keawchaoon ve Yoksan [125] ve Woranuch and Yoksan [137]'mn yapmis
olduklar1 calismadan farkli bir sonu¢ da elde edilmistir, ¢linkii Yoksan vd. kullandiklar1
ojenol ve karvakrol konsantrasyonun yiikselmesiyle partikiil biiylikliigliniin arttig1

sonucuna ulagmislardir.

300

z } g
Z 150 ' I '
~ 100 +-pH4
= pH6.5
0
0 1) 12 1.4 L5

Ucucn Yag Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin
boyutu
Kitosan nanopartikiilleri, pozitif yiiklii kitosan ile negatif yiiklii tripolifosfat (TPP) arasinda
meydana gelen etkilesim sonucu olugsmustur [138]. Cizelge 4.1 de gosterildigi gibi, farkl
konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerinin zeta potansiyelleri -7,54
ile -21,12 arasinda degigsmektedir. Artan ugucu yag konsantrasyonuna bagli olarak zeta
potansiyel degerleri 6nemli (P<0,05) Olgiide azalma gostermistir. Lertsutthiwong,
Rojsitthisak, ve Nimmannit [139] yaptiklar1 bir ¢galismada, farkli molekiil agirliga sahip
kitosan ve aljinatlardan hazirlanan zerdegal ugucu yagi yiiklii nanopartikiillerin zeta
potansiyel degerlerini -21,8 ile -23,1 degerleri arasinda belirlemislerdir. Sonug olarak zeta
potansiyelinin kitosanin molekiil agirhigindan etkilenmedigini bildirmislerdir. Ayn1 kisiler
yaptiklar1 farkli bir calismada [140], siirfaktan olarak Tween 80°‘in kullanildigi, zerdegal
ucucu yagi yiikli aljinat nanopartikiillerinin zeta potansiyellerinin daha biiyiik oldugunu
gozlemlemislerdir. Diger yandan, aljinat nanopartikiillerine ait zeta potansiyellerinin

zerdecal ugucu yag1 konsantrasyonuna bagli olmadigini tespit etmislerdir.
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Cizelge 4.1 Ucgucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerinin zeta potansiyelleri ve

enkapsiilasyon etkinlikleri

Ugucu yag
Ornek ZP (mV) enkapsiilasyon EE (%)
miktari (g)
NPO -7,54+0,51 _ i
NP1 -10,48+1,54% 0,35+0,01° 35.070,76°
a c bc
NP1.2 -9,68+0,41b 0,45+0,00 37,71+0,09
b 2 2
NP1.4 -13,01+3,40 0,57+0,01b 40,70+0,36
NPls | “2L12£106 0,58+0,02 38.55+1,00b

a-d: Ayni siitun igerisindeki farkli harfler veriler arasinda fark oldugunu (P<0,05) gostermektedir.
NPO: Saf kitosan nanopartikiilleri (kontrol)

NP1: %1 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

NP1.2: %1,2 ugucu yag yiiklenmi kitosan nanopartikiilleri

NP1.4: %1,4 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

NP1.5: %1,5 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

ZP: Zetapotansiyel

EE: Enkapsiilasyon etkinligi

4.1.2 Enkapsiilasyon Etkinligi (EE)

Ucucu yaga ait enkapsiilasyon etkinligi spektrofotometrik olarak hesaplanmistir. Cizelge 4.
1’deki sonuglardan da goriildiigii gibi, ugucu yaglarin enkapsiilasyon etkinligi %35,0 ile
%40,70  arasmmda  degismektedir. Ugucu yag konsantrasyonunun, baslangic
konsantrasyonundan %1,4 konsantrasyonuna kadar yiikselmesiyle EE artis gOstermis,
ancak %1,5 ucucu yag konsantrasyonuna gelindiginde kapsiilleme etkinligi %38,55°e
kadar diigmiistiir. Bu nedenle, maksimum EE’nin %1,4 ugucu yag yiiklenmis nanopartikiil
orneklerinde oldugu tespit edilmistir. EE, kitosanin bu degeriyle sinirlandirilmistir. Elde
edilen bulgular daha 6nce yapilmis calismalarla uyumlu bulunmustur [125,141]. Cizelge
4.1°de nanopartikiil 6rneklerindeki ucucu yag enkapsiilasyonuna ait degerler gosterilmistir.
Ik baslardaki ucucu yag konsantrasyonunun (P<0,05) yiikselmesiyle, EE 6nemli dlciide

artmaktadir. Ayrica, elde edilen bulgular EE degerleri ile iliskilendirilmistir.
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4.1.3 Ucgucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Antibakteriyel Aktiviteleri

Cizelge 4.2°de de gosterildigi gibi, ucucu yag yiikli kitosan nanopartikiillerinin gida
kaynakli E. coli O157:H7, L. monocytogenes ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel
aktiviteleri test edilmistir. Bu ¢alismada, nanopartikiillerin bakteriler iizerindeki minimum
inhibisyon konsantrasyonu bulunmaya ¢alisilmis fakat basarili olunamamustir. Ciinkii
tiiplere eklenen mikroorganizma ve nanopartikiil orneklerinin bulanikliga sebep olmasi
sebebiyle minimum inhibisyon konsantrasyonu hesaplanamamistir. Bakterilerin
nanopartikiillere olan antibakteriyel duyarliligi L. monocytogenes >E. coli O157:H7 >S.
aureus seklinde siralama gostermistir. Nanopartikiilerle muamele edilmeyen bakteri
popiilasyonlarinda 6nemli (P<0,05) artiglar meydana gelmistir. Ucucu yag yiiklenmeyen
kitosan nanopartikiilleri ile kontrol oOrnekleri karsilastirildiginda, yiiksiiz kitosan
orneklerinin bakteri sayisinda onemli (P<0,05) azalmalar oldugu goriilmiis ve dolayisiyla
saf kitosanin da antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Kitosanin antibakteriyel
etkinligi, dnemli bir zar depolarizasyonuna eslesmis bakteri hiicre zarinin gegirgenliginin
yiikselmesi gibi cesitli bir ka¢ faktore atfedilebilir [142]. Ucucu yag yiiklii nanopartikiil
ornekleri (NP1, NP1.2, NP1.4 ve NP1.5), brothlardaki L. monocytogenes ve E. coli
O157:H7 bakterilerinin tamamin1 inhibe ederken, S.aureus’da ise ugucu yag konsantrasyon
artisina bagli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarin, Giilliice vd. [143]
nin toplam 23 bakteri ve 15 kiif izolatina kars1 ugucu yagin antimikrobiyal ve antifungal
etkilerini inceledikleri arastima sonuglariyla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Zahter ugucu
yaginin antibakteriyel mekanizmasi gbz onilinde bulunduruldugunda, etkinin sadece tek bir
madde veya mekanizmadan kaynaklanmadigi, ugucu yagin yapisindaki farkli bilesenlerin
ve bunlarin dizilimlerinin de inhibisyonu etkileyebilegini bildirmislerdir. Hidrofobiklik
ucucu yaglar icin onemli bir 6zellik olmasmin yani sira, bakteri hiicre zaridaki lipidlerin
parcalanmasma sebep olarak, hiicre icerisinde bulunan iyonlarin ve diger hiicre igi
maddelerin hiicre disina ¢ikmasina ve dolayisiyla hiicrenin 6liimiine sebep olmaktadir

[144].
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Cizelge 4.2 Ugucu yag yiiklii ve yiiksiiz kitosan nanopartikiillerinin antibakteriyel

aktiviteleri
Antibakteriyel Aktivite (log kob/mL)
0.saat 12.saat 24 .saat
Kontrol [ 5,34+0,06* |[8,82+0,15* |11,79+0,33%
E NPO 5,34+0,06 | 7,27+0,20°% |8,96+0,16°¢
=[NP 5342006 |<1.007 1,00
O INPI2  [534%0,06" [<1,007 <1,00"
S NPIA  |5.3420.06" |<1.00® 1,00
NP1.5 5,34+0,06* |[<1,00° <1,00%
Kontrol [ 5,01£0,15° [>8,00%" 11,72+0,03**
g A BC 53
S |NPO 5,01+0,15 3,16+0,08°C | 4,12+0,04
L
f§° NP1 5,0120,15~ |<1,00 <1,00®
=
S |NPI.2 5,0140,15** | <1,00®® <1,00®
=
S [NPL4  [5,01=0,15" |<1,007 <1,00"
~ INPI5  [5.0120.157 |[<L.00® <1.00°°
Kontrol [ 4,90+0,12°° [9,95+0,24® |13,55+0,05**
NPO 4,90+0,12°° |[7,89+0,11°° [10,59+0,03°*
§ NP1 4,90+0,12°* |[3,27+0,19°° [4,56+0,22°
[ NG
S [NP12 4,90+0,12** [2,94+0,34" |4,83+0,31"
C/j aA cC dB
NP1.4 4,90+0,12** [2,86+0,28° |3,38+0,15
NP1.5 4,90+0,12** [<1,00" <1,00%

NPO: Saf kitosan nanopartikiilleri (kontrol), NP1: %1 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri, NP1.2:
%1,2 ugucu yag vyiklenmi kitosan nanopartikiilleri, NP1.4: %1,4 ucucu yag yiklenmis kitosan

nanopartikiilleri, NP1.5: %1,5 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

a-e: Ayni siitundaki birbirinden farkli olan kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
(P<0,05) oldugunu gostermektedir. A-C: Ayni satirdaki birbirinden farkli olan biiyiik harfler, veriler arasinda

istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0,05) oldugunu goéstermektedir.

4.1.4 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinin Antioksidan Aktiviteleri (AOA)

Bu c¢alismada, ugucu yag yiikli biyoaktif kitosan nanopartikiillerinin serbest DPPH
radikalini yakalama diizeyi, Sekil 4.2’de de belirtildigi gibi yilizde olarak, Sekil 4.3’de
troloks esdegerliligi olarak gosterilmistir. Ugucu yag igermeyen nanopartikiil drnekleri
(kontrol) hi¢g bir AOA gostermezken, ugucu yag yiiklii nanopartikiil 6rnekleri %43,66 —

59,65 arasinda degisen diizeylerde AOA goOstermistir. Nanopartikiillerin  troloks
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esdegerliligi cinsinden AOA’leri ise 226,24-309,05 mg/L olarak hesaplanmistir. Kitosan
nanopartikiillerine yiiklenen ugucu yag konsantrasyonu arttikca (P<0,05), %AOA diizeyi
de artig gostermistir. Ugucu yag veya bu gibi diger ekstraktlarin serbest radikali yakalama
aktivitelerine dair ¢alismalar literatiirde de yer almaktadir [143]. S6z konusu etki timol,
karvakrol ve y-terpinen gibi fenolik bilesenlerin varligiyla bagdastirilabilmektedir [145].
Bu tip fenolik bilesikler aym1 zamanda, Onemli Olclide antioksidan etki gosteren
nanokapstillerden biyoaktif maddelerin salinimini kontrol etmek amaciyla kullanilmaktadir
[137,146,147,148]. Bu calismayla, biyoaktif maddenin saf formu ile kapsiillenmis formu
karsilastirilmis ve kapsiil formun fenolikleri sicaklik ve oksijen gibi ¢evresel faktorlerin

olumsuz etkilerinden koruyarak daha yiiksek antioksidan etki gosterdigi saptanmustir.
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yliklenmis kitosan nanopartikiillerinin
antioksidan aktiviteleri (AOA)
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Sekil 4.3 Ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin antiradikal aktiviteleri (Troloks
Esdegerliligi)

NP1: %1 ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri
NP1.2: %1,2 ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri
NP1.4: %1,4 ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri

NP1.5: %1,5 ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilleri

4.1.5 FTIR

FTIR analizi, ugucu yag yiikkli ve ugucu yag yiiklenmemis kitosan nanopartikiillerini
karakterize etmek amaciyla yapilmistir. Ugucu yag ekstrakti ve saf kitosan pargaciklarinin
spektrumlar1 da analiz edilmistir. Orneklere ait FTIR spektrumlar1 Sekil 4.4’de
gosterilmistir. Ugucu yag kompozisyonu igerisinde diger farkli yag kompozisyonlarmnin var
olusu sebebiyle, saf ugucu yaga ait pik sayist olduk¢a fazla gozlenmistir. Genel olarak
piklerin c¢ogunlugu ucucu yag konsantrasyonuna bagli olarak olugmustur. Kitosan
nanopartikiillerinde bulunan ugucu yagm iyi bir etkilesim gostererek etkili bir sekilde
kapsiillendigi saptanmustir. 1080 cm™‘deki pik, kitosandaki amino gruplarini
gostermektedir [149]. Ugucu yag konsantrasyonunun artigina bagli olaraknanopartikiillere
ait pik zirvesi 2959 cm™ olarak saptanmistir. Bu pik, ugucu yag ve kitosan matriksi

icerisindeki karvakrol varligini gostermektedir [125].
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Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag ytklii kitosan nanopartikiillerinin FTIR
spektrumlar1

NPO: Saf kitosan nanopartikiilleri (kontrol)

NP1: %1 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri
NP1.2: %1,2 ugucu yag yiiklenmi kitosan nanopartikiilleri
NP1.4: %1,4 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

NP1.5: %1,5 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

4.1.6 SEM

SEM goriintiileri, nano 6lgekli 6rneklerin morfolojik yapist ve parcacik yapisi hakkinda
bilgi vermektedir. Sekil 4.5°‘de farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiikli kitosan
nanopartikiillerinin SEM goriintiileri gdsterilmektedir. Sekil 4.5a’da, 100-250 nm ¢apa
sahip saf kitosan nanopartikiillerine ait nano dlgekli parcaciklar gosterilmistir. Sekillerde
de goriildiigli gibi, ugucu yag enkapsiile edilmis nanopartikiiller bazi bolgelerde
kiimelesmeden otiirli  kiiresel formda goriilmektedir. Ayrica, igerisine farkl
konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenen kitosan diizgiin bir ylizey yapist meydana
getirmistir. SEM goriintiileri ile Olgiilen parcacik boyutlarinin zetasizer ile 0lgiilen
boyutlardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durum, Orneklere uygulanan

liyofilizasyon prosesi esnasinda orneklerin stabilitelerinin azalmasindan veya agregasyon
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olusumu gibi sebeplerden kaynaklanabilmektedir. Kitosan nanopartikiilleri i¢in benzer

sonuglar Abreu, Oliveira, Paula, ve de Paula [150] tarafindan da saptanmistir.

=
R

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerinin SEM
gortintiileri (A:%0, B:%1, C:%1,2, D:%1,4, E:%1,5)

4.1.7 DSC

Ugucu yag yiiklenmis ve ugucu yiiklenmemis kitosan nanopartikiillerinin termal 6zellikleri

Sekil 4.6°da da gosterildigi gibi, DSC ile dlglilmiistiir. Yiiksiiz kitosan nanopartikiiliiniin
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DSC termogramindan da gorildigli iizere, su buharlasmasini gdsteren endotermik pik
120,2 °C ve nanopartikiillerin bozunmasmi gosteren ekzotermik pik ise 266 °C olarak
saptanmistir. Ucucu yag yiklii nanopartikiillerdeki endotermik pikin daha yiliksek
derecelerde (yaklasik 130-132 °C) oldugu gozlenmis olup, bunun daha yiiksek su-polimer
etkilesimi ve nanopartikiiliin artan su tutma kapasitesine baglh olarak artmasi seklinde
yorumlanmustir [151]. Ucucu yag yiiklii nanopartikiillerdeki ekzotermik piklerin, yiiksiiz
nanopartikiillerdeki piklere gore daha yiiksek sicakliklara (269,3 ile 279,4 °C arasinda)
tekabiil ettigi gorilmiistiir. Elde edilen bulgular dikkate alindiginda, ugucu yag yikli
kitosan nanopartikiillerinin yiiksiiz kitosan nanopartikiillerine gore daha iyi termal stabilite
gosterdigi sonucuna varilmistir. Paula, Sombra, Cavalcante, Abreu ve de Paula [152]
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Lippia spoides ugucu yagi ve kitosan/kaju polimerleri

arasinda benzer bir etkilesim kurulmus ve ayni sonuca ulasilmistir.
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Sekil 4.6 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiilerine ait DSC
termogramlari

NPO: Yiiksiiz kitosan nanopartikiilleri (kontrol)

NP1: %1 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri
NP1.2: %1,2 ugucu yag yiiklenmi kitosan nanopartikiilleri
NP1.4: %1,4 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri

NP1.5: %1,5 ugucu yag yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri
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4.2 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Filmlerin Karakterizasyonu

4.2.1 FTIR

Kitosan, asetik asit ile amin gruplarinin kiiciik bir oranmin, amid baglar1 vasitasiyla
karakterize olmus bir amino glikozdur. Sekil 4.7°de, farkli konsantrasyonlarda ugucu yag
yiiklenmis kitosan filmlerin, saf zahter ugucu yagmin ve saf kitosan filmininin 4000-500
cm” dalgaboylarindaki FTIR spektrumlar1 gosterilmektedir. 1474 cm™ yakmlaridaki pik,
kitosandaki N-H baglarinin kivrimmi gosterirken, 1520 cm™ yakmlarindaki pik ise
kitosandaki C=0O baglarindaki gerilmeyi ifade etmektedir. Bu piklerin, deasetilasyon
derecesi kitosandan daha diisikk olan N-asetilglukozamini temsil etme ihtimali de
meveuttur [153,154]. 3300 cm™deki pik, giiclii absorpsiyonu ifade ederken, 895 cm™ ile
1010 cm™ arasindaki pikler C-O baglarinm ayrildigim ve O-H ve N-H baglarindaki gerilme
titresimini gostermektedir [155,156]. 1500 cm™yakinlarindaki pik, ikincil amidlerin giiclii
titresimlerini ifade etmektedir. 3400 cm™’de beliren piklerin ise O-H ve N-H baglarindaki
giiclii gerilim titresiminden kaynaklandigi bildirilmistir [155,156]. FTIR spektrumda C-H
gerilme bolgesi olan 3027 cm'‘deki pik, CHy’nin asimetrik modu olarak
degerlendirilmistir [156,157]. Kitosan filmlere ugucu yagmin katilmasiyla dalga boylarinda
ve pik siddetlerinde degisiklik olmadig1 ve biiyiik bir yapisal degisimin meydana gelmedigi
benzer calismalarda bildirilmistir [155]. Schulz vd., ugucu yagin ana bilesenleri olan
karvakrol ve timoliin, en karakterisktik spektrumlar1 olusturdugunu bildirmislerdir. Ugucu
yag konsantrasyonunun artisma bagli olarak kitosan filmlerine ait pik zirvesi 2991 cm’
olarak saptanmistir. Bu pik, ucucu yag ve kitosan matriksi icerisindeki karvakrol varligini
gostermektedir [125]. Ayrica bu spektrumlar, kitosanin fonksiyonel gruplariyla ugucu

yagin aktif gruplar1 arasinda herhangi bir etkilesimin olmadigini gostermektedir [155].
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Sekil 4.7 Ucucu yag yiiklii ve yliksiiz kitosan filmlerinin FTIR spektrumlar1
KFO0: Ugucu yag yiiklenmeyen kitosan film 6rnegi
KF1: %1 Ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi
KF1.2: %1,2 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi
KF1.4: %]1,4 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi
KF1.5: %1,5 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi

UY: Saf zahter ucucu yagi ekstrakti

4.2.2 DSC

Ucucu yag yiiklenen ve ugucu yag yiiklenmeyen kitosan film (KF0) 6rneklerinin termal
ozellikleri Sekil 4.8’de de gorildiigii gibi DSC ile dlgtilmiistiir. Ucucu yag yliklenmeyen
kitosan filmlerinin DSC termogramindan da goriildiigii gibi endotermik piki 116,42 °C
iken, ekzotermik pik ise yaklasik 279,54 °C’ye tekabiil etmektedir. Ugucu yag yiiklii
filmlerdeki endotermik pikin daha yiiksek derecelerde (yaklasik 122-134 °C) oldugu
gozlenmis olup, bunun daha yiiksek su-polimer etkilesimi ve filmin artan su tutma
kapasitesine bagli olarak artmasi seklinde yorumlanmistir [151]. Ucgucu yag yiikli
nanopartikiillerdeki ekzotermik piklerin, yiiksliz nanopartikiillerdeki piklere gore daha

yiiksek sicakliklara tekabiil ettigi goriilmiistiir (285,63-318,21 °C). Diisiik sicakliklarda
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meydana gelen endotermik etki, kitosan filmlerinin hazirlanmasinda kullanilan (asetik asit,
su, gliserol) solvent maddelerin buharlasmasi seklinde yorumlanabilmektedir. Daha yiiksek
sicakliklarda olusan ekzotermik pikler ise, polimerlerin dekompozisyonu seklinde ifade
edilmektedir. Elde edilen bulgular, Altiok vd.’nin [158] yapmus olduklar1 calisma

sonuclariyla uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.8 Ucucu yag yiiklenen ve yiiklenmeyen kitosan film 6rneklerine ait DSC
termogrami

KFO0: Ugucu yag yiiklenmeyen kitosan film 6rnegi
KF1: %1 Ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi
KF1.2: %1,2 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi
KF1.4: %]1,4 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi

KF1.5: %1,5 oraninda ugucu yag yiiklenen kitosan film 6rnegi

4.2.3 Filmlerin Antibakteriyel Aktiviteleri

Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag iceren kitosan filmlerin E.coli O157:H7, B.cereus,
S.aureus ve Salmonella Typhimurium’a karsi antimikrobiyal aktivitesi, inkiibasyon
sonunda Nuntrient Agar (Merck, Almanya) plaklarinda olusan inhibisyon zon caplarinin
Olciilmesiyle belirlenmistir. Kontrol (ugucu yag icermeyen), %1, %1,2, %1,4 ve %]1,5

oranlarinda ugucu yag iceren kitosan filmlerinin E.coli O157:H7, B.cereus, S.aureus ve
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Salmonella Typhimurium tizerindeki antimikrobiyal etkileri sonucunda olusan zon caplar1

(mm), Cizelge 4.3’ de gosterilmistir:

Cizelge 4.3 Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yiiklii kitosan filmlerinin
antibakteriyel aktiviteleri

Zon caplar1 (mm)

Ornekler | E. coli 0157:H7 | S. Typhimurium S. aureus B.cereus lejllt:llm
ureme*
KFO 0°A (O (O oA +
KF1 15,62+0,59** | 11,81+0,94C 1441,2%48 12,43+1,96°5C -
KF1.2 17,87+1,26™ | 15,68+1,37" | 18,93+1,55"" | 14,62+1,08" -
KF1.4 18,19+0,8"" 16,38+0,52°% | 18,06+0,65" | 15,06:+0,96°° -

KF1.5 18,94+0,89*8 18,19+1,02°8 | 20,87+1,45* | 17,75+0,70*® -

KFO0: Ugucu yagsiz kontrol 6rnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film drnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag yiikli film
ornegi; KF1.4: %]1,4 ugucu yag yikli film &rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yiikli film 6rnegi; *(+) Film
altinda {ireme pozitif; (-) Film altinda iireme negatif. a-c: Ay siitindaki birbirinden farkli olan kiigiik harfler,
veriler arasinda istatistiksel olarak dnemli bir fark (P<0,05) oldugunu gdstermektedir. A-C: Ayn1 satirdaki
birbirinden farkli olan biiyiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P<0,05) oldugunu
gostermektedir.

Agar diflizyon testi sonucunda ugucu yag icermeyen kontrol kitosan filmlerin, inhibisyon
zonu olusturmadigi ve istatistiksel olarak Onemli bir antibakteriyel etkisinin olmadigi
gorilmiistiir (P>0,05). En yiliksek antimikrobiyal etkinin %]1,5 (v/v) ugucu yag
konsantrasyonu ile S.aureus lizerinde oldugu tespit edilmistir. Zahter ugucu yagi icerisinde
karvakrol gibi hidrofobik bilesenler bulunmasindan dolayi, antimikrobiyal etki
mekanizmasinin ugucu yagin hidrofobikligiyle de iliskili oldugu daha once yapilan
calismalarda bildirilmistir. Hidrofobik esansiyel yag, hiicre zarmin lipit tabakasina
katilmaktadir, bu yapisal bozulma da zar ge¢irgenliginin artmasina sebep olmaktadir [158].
Calisma sonucunda, filmlerdeki artan ucucu yag konsantrasyonuna bagli olarak, bakteri
gelisiminde 6nemli bir azalma (P<0,05) oldugu sonucuna varilmistir. Altiok vd.’nin [158]
yapmis oldugu benzer bir calismada da, kekik yagi yiiklii kitosan filmlerin en biiyiik
antimikrobiyal etkiyi E.coli ve S.aureus lizerinde gosterdigi ve yapmis oldugumuz calisma

ile benzer sonuclara varildigr goriilmiistiir. Elde edilen sonuglar arasindaki kiiglik
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farkliliklar, zon ¢apmin mikroorganizma gelisme orani ile antimikrobiyal maddenin
besiyerine diflizyon oranina bagl olarak degisiklik gostermesinden kaynaklanabilecegi
daha oOnce yapilan c¢alismalarda bildirilmistir [159]. Mikroorganizmlarin agar plak

tizerindeki etkileri Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Sekil 4.9 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiklii filmerin agar plak tizerinde
antimikrobiyal etkisi

Lopez-Mata vd., farkli konsantrasyonlarda (%0,5, %1, %1,5) karvakrol yiikledikleri
kitosan filmlerin, E. coli O157:H7 ve S. Typhimurium bakterileri tizerindeki antibakteriyel
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etkisini incelemis ve karvakrol konsantrasyonunun artistyla beraber filmlerin inhibasyon

etkisinin de arttigini tespit etmislerdir [160].

4.2.4 Fimlerin Antioksidan Aktivitesi (AOA)

Bu c¢aligsmada, ugucu yag yiiklii fimlerin AOA, DPPH metodu ile belirlenmistir. Ugucu yag
yikli kitosan filmlerinin serbest DPPH radikalini yakalama diizeyi, Sekil 4.10°da
belirtildigi gibi yiizde olarak, Sekil 4.11°de ise troloks esdegerliligi tlirlinden gosterilmistir.
Ugucu yag icermeyen nanopartikiil 6rnekleri (kontrol) hi¢ bir AOA gdstermezken, ugucu
yag yikli kitosan film oOrnekleri %58,14 — 66,08 arasinda degisen diizeylerde AOA
gostermistir. Filmlerin troloks esdegeri cinsinden AOA’leri ise 301,06 - 343,05 mg/L
olarak hesaplanmistir. Kitosan filmlere dahil edilen ugucu yag konsantrasyonu arttikca
antioksidan aktivitenin de arttig1 (P<0,05) saptanmistir. Ancak %1,4 ve %1,5 ucucu yag
yiikli filmlerin AOA arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark (P>0,05) bulunamamistir.
Konsantrasyon artisina bagli olarak giiclenen antioksidan aktivitenin, ugucu yag icerisinde
bulunan karvakrol ve timol gibi fenolik bilesenlerin varligindan kaynaklandigi daha 6nceki

calismalarda da bildirilmistir [158].
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KF0: Ugucu yagsiz kontrol érnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film drnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag yiiklii film
ornegi; KF1.4: %1,4 ucucu yag yiikli film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yiiklii film 6rnegi

Sekil 4.10 Ugucu yag yiiklii kitosan filmlerinin antioksidan aktiviteleri
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KFO: Ugucu yagsiz kontrol érnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film 6rnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag yiiklii film
ornegi; KF1.4: %1,4 ucucu yag yiikli film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yiiklii film drnegi

Sekil 4.11 Ugucu yag yiiklii kitosan filmlerinin troloks esdegerliligi olarak antioksidan
aktiviteleri

Gidalarin raf dmriinii sinirlandiran ve kalite kaybina yol agan dnemli etmenlerden biri de
oksidatif bozulmadir. Oksidatif bozulma sonucunda gidalarin doku yapisinda, renginde
kokusunda ve tadinda istenmeyen degisiklikler olusmaktadir. Oksidasyona bagli olarak
ortaya ¢ikan koti koku ve ransit tadin olusmasinda antioksidanlarin rolii biiyiiktiir.
Antioksidanlar kotii tat ve kokuyu ortadan kaldirmaz ya da oksidasyonu engellemezler. Bu
maddeler, gida veya ambalajlarin yapisina dahil edilerek oksidasyonu geciktirir veya
engellerler [161]. Bu amaglarla literatiirde, ambalaj materyallerine bitki ekstrakti, BHT ve
BHA gibi dogal ve sentetik antioksidanlar katilmis ¢ok sayida ¢aligma mevcuttur [126].
Ancak son zamanlarda, sentetik antioksidanlarm canli organizmada bir takim kanserojenik
ve teratojenik etkisinden dolay1, dogal antioksidanlar tercih edilmektedir. Baharat ve dogal
aromatik bitkilerin yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin antiradikal etkileri arasinda;
serbest radikalleri yok etme, metal iyonlariyla kompleks meydana getirme ve tekli oksijen
olusumunu engelleme gibi aktiviteler bulunmaktadir [161]. Bu ¢aligmadaki amaglardan biri
de, kitosan filmlerine ucucu yag ilave ederek antioksidan o6zellik kazandirmaktir.
Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden
biri de DPPH yontemidir. Bu yontem, bitkilerden ya da gidalardan elde edilen ekstreler ya
da bilesenlerdeki serbest radikali yakalama aktivitesini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir [162].
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Siripatrawan ve Harte [126] nin yapmis olduklar1 benzer bir ¢alismada %2, %5, %10 ve
%20 oranlarinda yesil ¢ay ekstrakti yiiklenen kitosan filmler iiretilmis ve bu filmlerin
antioksidan aktiviteleri DPPH metoduyla belirlenmistir. Arastirma sonucunda, yesil ¢ay

konsantrasyonu arttik¢a antioksidan aktiviteninde arttig1 tespit edilmistir.

Altinok vd. [158] tarafindan yapilan baska bir ¢alismada da, %0,2, %0,4, %0,6, %0,8, %1
ve %1,2 oranlarinda kekik ucucu yag1 yiiklenen kitosan filmler iiretilmis ve bu filmlerin
antioksidan aktiviteleri ABTS metodu kullanilarak belirlenmistir. Calisma sonucunda,
ucucu yag konsantrasyonu arttikca antioksidan aktivitenin de arttig1t ve maksimum

antioksidan etkinin %1,2 ugucu yag konsantrasyonunda oldugu sonucuna varilmistir.

4.2.5 Renk Degisimi

Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yiiklii ve ytiksiiz kitosan filmlerine ait L* a* b* ve
AE degerleri Cizelge 4.4’ de gosterilmistir. L* degerleri arasinda, istatistiksel olarak
onemli bir fark (P>0,05) bulunamamistir. En diisiik L* degerine, %1,2 oraninda ugucu yag
yiiklii filmin sahip oldugu goriilmiistiir. Kitosan filmlerin L* degerine iliskin litaratiirde
yapilan calismalar incelendiginde, birbirinden farkli sonuglar elde edildigi gorilmiistiir.
Bunun sebebinin ise, caligmalarda kullanilan kitosanlarin farkli kaynaklardan temin
edilmesi, dolayisiyla da kitosan elde edilme prosesinde farkli islerin uygulanmasinin L *
degerini etkileyebilecegi bildirilmistir [160]. Film 6rneklerinin AE degerleri 1,63 ile 9,23
arasinda degismekte olup, en yiiksek AE degerinin %1,5 (v/v) ugucu yag oranma sahip
kitosan filmde oldugu belirlenmistir. Konsantrasyon artisma bagli olarak, filmlerin 4E
degerleri istatistiksel olarak artmistir (P<0,05). b* degerinde meydana gelen artis, ucucu
yag konsantrasyonu yiikseldik¢e filmlerde olusan sarimsi rengin arttigini géstermektedir.
Bu da, ugucu yag igerisinde bulunan ve diisiik dalga boyunda 151k adsorbsiyonuna sahip
fenolik maddelerin ve [B-(1-4)-2amino-2-deoksi-D-glukopiranoz {initelerinin varhigi ve
artis1 ile aciklanmaktadir [160,163]. Ayrica Tween 80’in de sarimtrak renk ile iliskili
oldugu, dolayisiyla film rengini ve b* degerini etkileyebilecegi Onceki caligmalarda
bildirilmistir [160]. Filmlerdeki ugucu yag konsantrasyonunun artigina bagl olarak, b*
degeri de istatistiksel olarak artmustir (P<0,05). En yiiksek a* degerinin, kontrol 6rneginde
oldugu tespit edilmistir. Nanoemiilsiyonlardan olusan yenilebilir filmlerle ilgili yapilmis
olan caligmalar incelendiginde, nanopartikiil boyutu azaldik¢a renk farkminda azaldigi
bildirilmistir [164]. Ancak bu calismada, ugucu yag artisina bagli partikiil boyutunun

azalmasiyla, renk degisimi artis gostermistir. Casariego vd. karvakrol yiikli kitosan
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filmlerinde, yiiksiiz kontrol 6rneginin en yiiksek L* degerine sahip oldugunu ve karvakrol

eklendiginde bu degerin azaldigini belirtmislerdir [160].

Cizelge 4.4 Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yuklii kitosan filmlerin L*, a* b* ve AE

degerleri
Ornek L* a* b* AE
KF0 90,16+1,04° 4,28+0,07° 0,17+0,09° 1,63£1,04
KF1 91,00+0,53* 3,80+0,14° 4,42+0,43¢ 4,3140,35¢
KF1.2 88,56+2,97" 3,13+0,29° 6,12+0,83° 7,22+1,57°
KF1.4 90,4242,73* 2,98+0,21° 7,59+1,03° 7,91+1,57%
KF1.5 88,53+1,38" 3,17+0,09° 8,72+1,10° 9,23+1,18°

KFO0: Ugucu yagsiz kontrol érnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film 6rnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag yiikli film
ornegi; KF1.4: %1,4 ugucu yag yiikli film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yikli film 6rnegi

a-e: Aym siitundaki birbirinden farkli kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak &nemli bir fark

(P<0,05) oldugunu gostermektedir.

Calisma sonuglari, Lopez-Mata vd.’nin [160] karvakrol yiikli kitosan fimlerin renk

parametrelerine iliskin sonuglariyla uyumlu bulunmustur.

4.2.6 Film Kahnhg

Calisma sonucunda farkli konsantrasyonladaki ucgucu yaglardan elde edilen kitosan

filmlere ait kalinlik degerleri Cizelge 4.5’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.5 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenen kitosan filmlerin kalinlik

degerleri
Ornek Film Kalinhigi (mm)
KFO 0,039+0,001°¢
KF1 0,041+0,003¢
KF1.2 0,045+0,001"
KF1.4 0,053+0,003*
KF1.5 0,055+0,000°

KFO0: Ugucu yagsiz kontrol érnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film 6rnegi; KF1.2: 9%1,2 ugucu yag yiikli film
ornegi; KF1.4: %1,4 ugucu yag yiikli film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yikli film 6rnegi
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a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkli kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
(P<0,05) oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5°de goriildiigi gibi, film kalmliklar1 39 mm ile 55 mm arasinda degismektedir.
Her bir 6rnek i¢in, filmin 5 farkli noktasindan 6l¢iim yapilmis ve ortalamalar1 alinmistir.
Alejandra Acevedo-Fanive ark. rettikleri aljinat, kekik yagi, limon yag1 ve adagay1 yagi
yiikli filmlerin kalinliklarini sirasiyla 50 pm, 46 pm, 42 um ve 38 um olarak 6lgmiislerdir
[164]. Film ornekleri i¢inde en fazla kalinliga (P<0,05) KF1.4 ve KF1.5 6rneklerinin sahip
oldugu goriilmekle birlikte, bu iki 0rnek arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark

(P>0,05) bulunamamustir.

4.2.7 Suda Coziiniirliik Testi ( Sw)

Sekil 4.12°de, farkli konsantrasyonlarda ucucu yag yiiklii ve yiiksiiz kitosan filmlerinin
suda ¢oziiniirliik oranlar1 (Sw) % olarak gdsterilmistir. Elde edilen verilere gore, en yiiksek
¢cOziinlirliigiin %1,2 oraninda (v/v) ugucu yag yiikli, en diisiik ¢oziniirliigiin ise %1,5
oraninda (v/v) ugucu yag yiiklii kitosan filmde oldugu goriilmektedir ve grafik diizensiz bir
artig-azalis sergilemektedir. KF0, KF1.2 ve KF1.4 6rnekleri arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (P>0,05) olmadig1 ve diger drneklere kiyasla, istatistiksel olarak en yiiksek
(P<0,05) ¢oziinlirliige yine bu li¢ 6rnegin sahip oldugu tespit edilmistir. Konuyla ilgili
yapilan caligmalar incelendiginde, gliserol gibi plastiklestirici etkiye sahip madde
miktarindaki degisikliklerin ¢oziiniirliilk oraninmi etkiledigi bildirilmektedir. Yenilebilir
filmlerde kullanilan hem temel malzemenin hem de poliol plastiklestiricilerin hidrofilik
dogasindan dolayi, bu maddelerin konsatrasyon artis1 Sw degerinde de yilikselmeye sebep
oldugu oOnceki calismalarda tespit edilmistir [165]. Abdollahi vd. [166], farkh
konsantrasyonlarda biberiye ucucu yagir yiklenmis kitosan filmlerinin suda
cOziintirliiklerini incelediklerinde, ugucu yag konsantrasyon artisina bagli bir azalmanin
oldugunu tespit etmislerdir. Rubilar ve arkadaslar1 ise, farkli konsantrasyonlarda karvakrol
yiiklenmis kitosan filmlerin suda ¢oziintirliiklerinin, karvakrol ilavesinden etkilenmedigini
bildirmislerdir [167]. Kitosan filmlerin suda c¢oziiniirliiklerinin, kitosanin fonksiyonel
gruplarma ve plastiklestirici maddenin su tutma kapasitesine bagli oldugu Onceki

calismalarda bildirilmistir [ 168].
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Sekil 4.12 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan filmlerin suda ¢oziiniirliik
oranlar1

KFO0: Ugucu yagsiz kontrol érnegi; KF1: %1 ugucu yag yiiklii film 6rnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag yiikli film
ornegi; KF1.4: %1,4 ugucu yag yiikli film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yikli film 6rnegi

4.2.8 Filmlerin Mekanik Ozellikleri

Filmlerin, ¢ekme dayanimi (tensile strength, TS) ve kopma anindaki uzama (elongation at
break, EB) gibi mekanik 6zellikleri ile ilgili parametreler vardir. Cekme dayanimi, ¢ekme
testi swrasinda filmde olusan azami gerilmeyi ifade etmektedir. Kopma anindaki uzama
miktar1 ise, ambalajin uzama O6zelligini ortaya koymaktadir [158]. Cizelge 4.6’da da
goriildigi gibi, filme eklenen ugucu yag miktar1 arttikga uzama miktarinda bir azalma
meydana gelmistir. Bununla birlikte ugucu yag konsantrasyonunun, istatistiksel bir etkiye
sahip oldugu belirlenmistir (P<0,05). Kitosan filmlere ucucu yag ilavesinin, filmin uzama
kabiliyetini azalttig1 saptanmustir. Istatistiksel olarak en yiiksek (P<0,05) EB degerleri
KF0, KF1 ve KF1.2 orneklerinde tespit edilmis ve bu filmler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (P>0,05) bulunmamistir. Filmlerde ki ugucu yag konsantrasyonu arttikc¢a,
filmdeki gézenek yapist ve gdzenek boyutu da arttigindan dolay1 uzama yiizdesi diismeye

baslamustir.
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Cizelge 4.6 Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii kitosan filmlerin mekanik

ozellikleri
Cekme .
Ornek Dayanimi Kopma Anindaki
Uzama (%)
( MPa)
KF0 0,19+0,00 183,89+5,98"
KF1 1,534+0,06" 182,74+6,80°
KF1.2 1,41+0,14" 169,32+3,38"
KF1.4 0,17+0,01° 128,97+17,99"
KF1.5 1,46+0,32? 107,57+2,60¢

KFO0: Ugucu yagsiz kontrol 6rnegi (kontrol); KF1: %1 ugucu yag yikli film 6rnegi; KF1.2: %1,2 ugucu yag
yiikli film 6rnegi; KF1.4: %1,4 ugucu yag yiiklii film 6rnegi; KF1.5: %1,5 ugucu yag yiikli film drnegi

a-c: Ayni siitundaki birbirinden farkli olan kiigiik harfler, veriler arasinda istatistiksel olarak onemli fark
(P<0,05) oldugunu gostermektedir.

Filmlerin ¢ekme dayanimlarma bakildiginda KF1, KF1.2 ve KF1.5 6rnekleri ile KFO ve
KF1.4 ornekleri arasindaki farklar istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (P>0,05).
Altiok ve ark. [158] farkli konsantrasyonlarda kekik ugucu yagi yiikledikleri film
orneklerinin mekanik testi sonuglar1 ve Lopez-Matavd.’nin [160] karvakrol yiikledikleri

kitosan filmlerinin mekanik testi sonug¢lartyla uyumlu bulunmustur.

4.2.9 Filmlerin SEM Goriintiileri

Sekil 4.13°de, farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenen kitosan filmlerinin ve ugucu
yag vyiiklenmeyen kontrol Orneginin SEM goriintiiler1 verilmistir.  GOrintiiler
incelendiginde nanokapsiillerin, mikrokapsiil seklinde modifiye olduklar1 anlagilmaktadir.
Partikiil biiylikliiklerinin 512 nm ile 6250 nm arasinda degistigi tespit edilmistir. Klikerson
ve Namatsila, kitosan filmlerde meydana gelen mikrokapsiillerin Tween-80’den
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir [169]. Marco A. Lépez-Mata ve arkadaslari, farkl
konsantrasyonlarda karvakrol yiikledikleri kitosan filmlerin SEM goriintiilerinde, film
ylizeyine gomiilii, biytkligi 2 pm ile 7 pum arasinda degisen mikrokapsiiller
gozlemlemislerdir. Bunun sebebinin ise, pozitif yiiklii kitosan ile negatif yiiklii Tween-80

arasindaki etkilesim sonucu, damlaciklarin agregasyonundan ve karvakrol dagilimmin
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filmin hidrofilik/hidrofobik dengesini etkilemis olabileceginden kaynaklandigmi rapor
etmislerdir [160].

|t ||| —

N.K.U.NABILTEM

Sekil 4.13 Farkl1 konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklii filmlerin SEM goriintiileri
(A:KFO0, B:KF1, C:KF1.2, D:KF1.4, E:KF1.5)
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda, iyonik jelasyon teknigiyle farkli konsantrasyonlarda (%1,

%1,2, %1,4 ve %1,5) zahter ucucu yag1 yiiklenmis kitosan nanopartikiilleri tiretilmis ve
yu p

iiretilen bu nanopartikiillerden biyobozunur film elde edilmistir. Hem ucucu yag yiiklenen

nanopartikiillerin hem de tretilen filmlerin karakterizasyon islemleri yapilmistir. Elde

edilen sonuclar asagida 6zetlenmistir:

5.1 Ugucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiilleri icin Elde Edilen Sonuclar

Iyonik jelasyon yonteminde gapraz baglayici olarak TPP kullanilmistir ve TPP’ nin
emiilsiyona ilavesinin yavas ve damlalar halinde olmasi gerektigi sonucuna
ulasilmistir. Aksi halde emiilsiyon igersinde topaklanmalarin oldugu ve homojen bir
emiilsiyon olugmadigi yapilan calismalarla goriilmiistir. TPP’nin emiilsiyona
damlatilmas: sirasinda, emiilsiyonla damlatilan materyal (pastor pipeti) arasindaki

mesafeninde, karisimim homojenligi agisindan 6nem arz ettigi gdzlenmistir.

Kitosan nanopartikiillerinin boyutu {izerine ortam pH’smin etkisi incelenmis, asidik
ortamda nanobiiyiikliikte partikiiller sentezlenebilirken bazik ortama (pH>6)
gecildiginde partikiil boyutunun arttig1 goriilmiistiir. Sonug olarak, iyonik jellesmeyle
bazik ortamda daha fazla biiylikliie sahip kitosan partikiillerinin olustugu

gozlenmistir.

En kiigiik partikiil biiyiikligiine (140,25 nm) sahip ugucu yag yiikli kitosan
nanopartikiilleri (NP1.4), pH 4’ de calisildiginda sentezlenmistir.

70



Iyonik jelasyon ydntemiyle iiretilen kitosan nanopartikiilleri SEM analizi igin
liyofilizasyon islemi uygulanmasi sonucunda, partikiillerin bazi1 bdlgelerde birlestigi

goriilmiistiir.

Zetasizer da boyut Ol¢iimii yapilmadan oOnce, ultrases dalgasinin partikiil boyutuna
etkisine bakilmistir. En kiigiik ve stabil biiytlikliige sahip nanopartikiillerin, 15 dakika

ultrases islemine tabii tutulduktan sonra olustugu gézlenmistir.

SEM fotograflarina bakildiginda, partikiil boyutununun zetasizerdaki 6lgiimlere gore
daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Olusan bu farkin, parcaciklarin liyofilizasyon
sirasinda  birbirine  yapismalarindan ve kiimelesmelerinden oldugu tahmin

edilmektedir.

Boyut analizi, ornekler 4-5 kat seyreltilerek gerceklestirilmistir. Seyreltme miktar1
arttikca nanopartikiil boyutununda azaldig1 goriilmiistir. Bu durum, seyreltme
sonucunda birim hacme diisen partikiill miktar1 azaldigindan, partikiillerin
kendiliginden  birbirlerine  yapisma  egilimlerinin de azalmasi seklinde

yorumlanabilmektedir.
Ucucu yag konsantrasyon artigina bagli olarak partikiil boyutunun azaldigi
gorilmiistiir.

FTIR spektrumuna ve enkapsiilasyon etkinligine bakildiginda, ucucu yagm iyonik

jellesme yontemiyle basarili bir sekilde kapsiillendigi gdzlenmistir.

Ucucu yag konsantrasyonuna bagli antimikrobiyal ve antioksidan etki incelendiginde,
ucucu yag konsantrasyon artisinin bakteri (E. coli O157:H7 ATCC 33150,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Listeria monocytogenes ATCC 19118)
inhibisyonu {izerinde Onemli bir etkisinin oldugu belirlenmistir. Ayni sekilde
nanopartikiillerdeki ugucu yag konsantrasyon artigiyla antioksidan etkinin de arttigi

goriilmiistiir.

Yakin gelecekte, farkli hiicre hatlarinda zahter ugucu yagi iceren biyoaktif kitosan
nanopartikiillerinin sitotoksisitesinin in vitro sartlarda incelenmesi planlanmaktadir.
Gilinitimiizde, ugucu yag salim kinetigini karakterize etmek amaciyla farkli ¢aligmalar

surdirilmektedir.
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5.2 Ucucu Yag Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerinden Uretilen Filmlere iliskin

Sonuclar

e Bu calismada, gida maddelerinin kalite 6zelliklerinin korunmasinda ve raf dmriiniin
uzatilmasmda umut vadeden, kitosana farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenerek
sentezlenen nanopartikiillerden {iretilmis biyobozunur filmlerin antibakteriyel,

antioksidan, fiziksel ve mekanik 6zellikleri incelenmistir.

e Ucucu yag yiikli kitosan soliisyonlarma film formatina donistiiriilmeden once
santfifiij islemi uygulanamamustir. Yiiksek devirli santrifiij islemi uygulandiginda,
kapsiil yapismin bozuldugu yag fazinin tortu seklinde santrifiij tiipiinde toplandigi
goriilmiistiir. Bu durumda filme doniistiiriilmek istendiginde, kurutulan fimin homojen

bir goriiniim sergilemedigi gozlenmistir.

e Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag yiiklenen filmler arasinda, en gig¢li
antibakteriyel aktiviteyi %]1,5 (v/v) oraninda ucucu yag yiikli filmler gostermistir.
Dolayisiyla ugucu yag konsantrasyonuna bagl olarak filmlerin antibakteriyel etkiside
artis gostermistir. Caligmada kullanilan bakteriler arasinda, antibakteriyel filmlere

kars1 en hassas olan bakteri tiirli S.aureus olarak belirlenmistir.

e Nanopartikiillerde de oldugu gibi, %1,5 (v/v) oraninda ugucu yag yiiklii filmin en
yiiksek antioksidan etkiyi gosterdigi goriilmiistiir. Buradan hareketle, ambalaj
icerisindeki aktif madde (ugucu yag) miktarin artisiyla, oksidasyonun Oniine

gecebilme etkisinin de artacag diistiniilmektedir.
¢ Filmlerin mekanik dayaniminin ugucu yag orani arttik¢a azaldig1 goriilmiistiir.

e Filmlerin suda ¢oziiniirliikleri incelendiginde, farkli konsantrasyonlar arasinda diizenli
bir artis veya azalis izlenememistir. Bu durumda, konsantrasyon artigina bagli bir

genelleme yapilamamaktadir.

e Literatiirde yapilmis olan gliserol, ugucu yag ve kitosan bazli filmlerin SEM
gortintiileri incelendiginde, genel olarak nano boyuttan mikro boyuta gegisin sz
konusu oldugu goriilmektedir. Bununda ¢ogunlukla partikiillerin agregasyonundan ve
kiimelesmesinden meydana geldigi belirtilmistir. Bu calisma sonuglar1 da s6z konusu

calismalarla uyumlu bulunmustur.
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Elde edilen bu sonugclar 1s181nda s6z konusu ¢alisma ile ilgili olarak su 6neriler sunulabilir;

Kitosan bazli nanopartikiil sentezinde kullanilacak kitosanin 6zellikleri iyi bilinmelidir
(molekiil agirhg1, deasetilasyon derecesi gibi). Iyonik jellesme tekniginde partikiiller
arasinda yogun kiimelesmeler meydana gelmektedir, bu nedenle kiigiik boyutlara sahip
partikiiller elde edilmesi ¢esitli parametrelere bagli durumdadir. Etkili parametrelerin

uygun bir sekilde ayarlanmasi, nano boyutta partikiil sentezi agisindan 6nemlidir.

Ucucu yaglar, bazi hastaliklarin 6nlenmesi veya tedavi edilmesi konusunda {imit verici
bir potansiyele sahiptir. Bununla birlikte, suda ¢oziiniirliklerinin zayif olmasi ve
yiiksek ugma potansiyelleri gibi dezavantajlarinin olmasi, kisithh uygulama olanagmni
da beraberinde getirmektedir. Lipozomlarda ugucu yaglarin nanoenkapsiilasyonu, kati
yag nanopartikiilleri, nano ve mikro emiilsiyonlar ve polimerik nanopartikiillerde
ucucu yag doz smirmi asmamak, so6z konusu aktif bilesenlerin uzun vadede

gilivenligini saglamak i¢in umut verici bir stratejidir.

Ucucu yaglarin nanokapsiillendiklerinde, suda c¢oziiniir hale gelmeleri ve termal
dayanimlarmin artmasi, gida katki maddesi olarak kullanilabilme potansiyellerini

artirmaktadir.

Mekanik oOzellikleri daha yiliksek filmler iiretilebilmesi amaciyla, partikiillerin

nanoboyutta olmasi sartiyla kitosan miktarinin arttirilmasi sz konusu olabilir.

Daha ileri ki ¢galigmalarda, nanokapsiillerin sitotoksisitesine yonelik ¢aligmalarin yapilmasi

Onerilebilir.
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