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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOPOLIMER
ESASLI GIDA AMBALAJ FILMLERIN GIDA TAZELIGININ BELIRLENMESINDE
KULLANIMI

Saida HUSEYNOVA

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Analitik Kimya, Tezli Yiiksek Lisans Programm

Damisman : Doc. Dr. Saliha Esin CELIK

Bu tez calismasinda, gida tazeliginin belirlenmesinde alternatif olarak kullanilabilecek cevre
dostu, biyopolimer esasli akilli gida ambalaj filmlerinin gelistirilmesi ve karakterizasyonu
amaclanmistir. Karboksi metil seliiloz (CMC) (%2, v/v) ve polivinil alkol (PVA) (%8, v/v)
polimer ¢ozeltilerinin, gliserol (toplam biyopolimer agirliginin %30’u) varliginda 1:1 oraninda
karistirilmasiyla kasting teknigi kullanilarak CMC:PVA aktif kontrol filmler hazirlanmistir. pH
indikator materyali olarak pH’a duyarli antosiyaninlerden yararlanilarak, biyopolimer filmlerin
gida tazeliginin belirlenmesinde kullanilmistir. Antosiyanin kaynagi olarak endiistriyel aronya
meyve suyu posasindan yararlanilarak gevresel atigin tekrar degerlendirilmesi s6z konusu
olmustur ve ultrasonik ekstraksiyon yontem sartlar1 optimize edilerek aronya posasi toz
ekstraktlar1 (APTE) elde edilmistir. Antosiyaninlerin 151k, sicaklik gibi dis etkenlerden
kararliliklar1 azaldigindan B-siklodekstrinlerle molekiiler inkliizyon kompleksi olusturarak
daha kararli mikroenkapsiile aronya toz ekstraktt (MAPTE) sentezlenmis tir. Enkapsiilasyon
verimi, spektroskopik yolla %51, kromatografik yolla %52 bulunmustur. FTIR, UV-Vis

spektroskopisi, DSC analizi ve SEM goriintiileriyle kapsiillerin olustugu kanitlanmustir.
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Stabilite testleriyle APTE ve MAPTE oOrneklerinin zamana ve sicakliga bagl degisimleri
incelenmis, mikroenkapsiilasyon ile antosiyaninlerin stabilitelerinin arttigi gdzlenmistir.
Kontrol, APTE (60 mg, 90 mg ve 120 mg) katkili ve MAPTE katkil1 akill1 film numunelerinin
fiziksel (kalinlik, opaklik, nem yiizdesi, suda ¢Oziiniirliik, su buhar1 gegirgenligi), optik
(absorpsiyon ve 151k gecirgenligi), kolorimetrik (L, a, b, AE degerleri), mekanik (¢cekme direnci,
¢ekme modiilii, kopmada uzama yiizdesi), termal (TGA, DSC egrileri) ve morfolojik (SEM)
ozellikleri belirlenmistir. Toplam antioksidan kapasite (CUPRAC ydntemi), radikal siiptirme
(DPPH yontemi) ve toplam antosiyanin igerikleri (pH-diferansiyel yontemi) ile incelenmistir.
Pozitif ve negatif bakteri tiirlerine olan antibakteriyel davranislar1 izlenmistir. Amonyak testine
pozitif cevap veren akilli filmlerin kullanimiyla, balik numunesinin tazeliginin oda sicakliginda
0-96 saat, +4°C’de 48-96 saat boyunca izlenmesi neticesinde film renklerinde hem gozle hem

de kolorimetrik olarak degisimin izlendigi basartyla tespit edilmistir.

Haziran 2024 , 102 sayfa.

Anahtar kelimeler: Aronya posasi, endiistriyel atik, mikroenkapsiilasyon, aktif/akilli

biyobozunur film, gida ambalaji, gida tazeligi kontrolii
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ABSTRACT
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In this thesis study, it was aimed to develop and characterise environmentally friendly,
biopolymer-based smart food packaging films that can be used as an alternative for determining
food freshness. By mixing carboxy methyl cellulose (CMC) (2%, v/v) and polyvinyl alcohol
(PVA) (8%, v/v) polymer solutions at a 1:1 ratio in the presence of glycerol (30% of the total
biopolymer weight) CMC:PVA active control films were prepared by casting technique. pH
sensitive anthocyanins were used as pH indicator material to determine the food freshness of
biopolymer films. Industrial aronia fruit juice pulp was used as an anthocyanin source to reuse
the environmental waste and aronia pulp powder extracts (APTE) were obtained by optimising
the ultrasonic extraction method conditions. Since the stability of anthocyanins decreases due
to external factors such as light and temperature, more stable microencapsulated aronia powder
extracts (MAPTE) were synthesised by forming molecular inclusion complexes with -
cyclodextrins. Encapsulation efficiency was found as 51% by spectroscopic method and 52%
by chromatographic method. FTIR, UV-Vis spectroscopy, DSC analysis and SEM images
proved the formation of capsules. The time and temperature dependent changes of APTE and

xviii



MAPTE samples were investigated by stability tests and it was observed that the stability of
anthocyanins increased with microencapsulation. Physical (thickness, opacity, moisture
percentage, water solubility, water vapour permeability), optical (absorption and light
transmittance), colorimetric (L, a, b, AE values), mechanical (tensile strength, tensile modulus,
elongation at break percentage), thermal (TGA, DSC curves) and morphological (SEM)
properties of control, APTE (60 mg, 90 mg and 120 mg) and MAPTE-additive smart film
samples were determined. Total antioxidant capacity (CUPRAC method), radical scavenging
(DPPH method) and total anthocyanin contents (pH-differential method) of APTE, MAPTE
and biofilms were analysed. Antibacterial behaviour against positive and negative bacterial
species was monitored. With the use of smart films that responded positively to the ammonia
test, it was successfully determined that the freshness of the fish sample was monitored for 0-
96 hours at room temperature and 48-96 hours at +4°C and that the film colours changed both

visually and colorimetrically.

June 2024, 102 pages.

Keywords: Aronia pulp, industrial waste, microencapsulation, active/smart biodegradable

film, food packaging, food freshness control
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1. GIRIS

Polisakkaritler dogada bol miktarda bulunmakla birlikte giivenli, toksik olmayan ve dogada
biyolojik olarak yok olabilen ¢evre dostu maddelerdir. Petrol bazli ambalaj malzemelerinin kati
atiklar tizerindeki ¢evresel etkisi, biyolojik olarak parcalanabilen polimer malzemelerin
kullanilmasiyla asilabilecegi diistiniilmektedir. Son yillarda, seliiloz, nisasta, Kitosan, aljinat,
pektin, mum, sakiz ve bunlarin farkli oranlarda bilesimleri yenilebilir ve biyobozunur g¢evre
dostu gida ambalajlarinin gelistirilmesi i¢in kullanilmaya baslanmigtir. Polifenoller, esansiyel
yag ve diger aktif bilesenler gibi biyoaktif maddeler, gida tazeliginin korunmasina yardimet
olmak ve gida bozulmasini 6nlemek i¢in yenilebilir filmlere dahil edilebilmektedir. Ancak bu
biyoaktif bilesenlerle fonksiyonize edilen aktif gida ambalajlar tiiketicilere gidanin tazeligi
hakkinda gercek zamanli bilgi saglayamaz. Gidalarin korunmasi ve iiriin kalite kontroliinii
kolaylastirmak amaciyla paketlenmis gidalarin tazeliginin ger¢ek zamanli olarak
degerlendirilmesi i¢in ¢ok islevli aktif ve akilli gida ambalajlarinin gelistirilmesine giderek

daha fazla onem verilmektedir.

Gida bozulmas1 pH degisimiyle yakindan baglantilidir. Bu 6zellikten yararlanilarak, belirteg
filmin gozle goriliir renk degisimi izlenebilmektedir. Bu amagla, akilli gida ambalajlarinda
kullanilan kimyasal indikatorler (polianilin, metil kirmizisi ve klorofenol gibi) migrasyon
nedeniyle potansiyel giivenlik sorunlarina sahiptir. Bu bilesiklerin yerine dogal pigmentlerin
(antosiyanin, kurkumin, klorofil ve karotenoid) akilli ambalaj filmlerinde kullanilabilirligi
biiyiik ilgi gOrmistiir. Bunlar arasinda antosiyaninler, genis kaynaklari nedeniyle dogal
indikator olarak en yaygin kullanilanidir. Antosiyaninler, pH degisimine duyarli olup,
kolorimetrik indikator filmler hazirlamak i¢in ideal bir se¢imdir. Antosiyaninler kaynagina
bagl olarak degismekle birlikte genel itibariyle pH 2-3 aras1 kirmizi, pH 4-5’de pembe-mor,
pH 6-7°de mor, pH 8-9 gri, pH 9’dan itibaren yesil ve sari renklidirler. Bu alandaki
aragtirmalarin 0neminin artmasi nedeniyle tez konusu, gida tazeliinin belirlenmesinde
alternatif olarak kullanilabilecek biyopolimer esasli akilli gida ambalaj filmlerinin gelistirilmesi
ve karakterizasyonudur. Bu baglamda, tez ¢calismasinda antosiyanin kaynagi olarak meyve suyu
isletme atig1 aronya posast kullanilmistir. Karboksi metil seliiloz ile polivinil alkol biyopolimer

olarak sec¢ilmis, gliserol ilavesiyle kontrol biyopolimerler casting yontemi ile hazirlanmis ve 48



saat boyunca 40°C’de kurutulmustur. Antosiyanin kaynagi olarak kullanilan aronya posasi toz
ekstrakti (APTE) 60 mg, 90 mg ve 120 mg biyofilm ¢dzeltilerine eklenerek akilli biyofilmler
olusturulmustur. Antosiyaninlerin 151k ve sicaklifa olan duyarliligi sebebiyle stabiliteleri
zamanla diismektedir. Bu durumun 6niine gecmek icin APTE beta-siklodekstrin ile inkliizyon
komplekslesme teknigiyle mikroenkapsiile edilmistir. Mikroenkapsiile aronya toz ekstraktinin
(MAPTE) enkapsiilasyon verimi belirlenmis ve FTIR, UV-Vis spektroskopisi, DSC analizi ve
SEM goriintiileriyle kapsiillerin olustugu kanitlanmistir.

Uretilen biyopolimer filmlerin fiziksel dzellikleri, su buhar1 gegirgenligi, mekanik 6zellikleri,
termal, optik ve morfolojik 6zellikleri aragtirilmistir. Antioksidan, radikal siipiirme ve toplam
antosiyanin igerikleri belirlenmistir. Gida tazeliginin belirlenmesinde akilli film olarak

kullanimi1 degerlendirilmistir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. Biyopolimerler

Biyopolimerler, genellikle canli organizmalar tarafindan tiretilen dogal olarak olusan polimerik
makromolekiillerdir ve her bir monomerik birim, biiylik polimerik birimler olusturmak ic¢in
kovalent bir bag ile baglanir. Bu biyopolimerler diigiikk C-C bag enerjisine sahiptir, bu nedenle
enzimlerin, nemin, 1siin ve radyasyonun etkisiyle kirilirlar. Biyopolimerlerin bazi drnekleri
seliiloz, nisasta, jelatin, keratin, DNA, RNA, lipidler vb.dir. Biyopolimer ambalaj malzemeleri
genellikle polisakkaritler, lipitler ve ¢evre dostu malzemelerin bir kombinasyonu seklinde
ortaya ¢ikar. Sentetik polimerlere kiyasla geri doniistimde daha biiyiik bir avantaja sahiptirler.
Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler, miikemmel oksijen bariyeri ve su buhari iletim hiz1

ozelliklerine sahiptir (Singh ve dig., 2021).

Biyopolimerler genel olarak dogal ve sentetik olarak siniflandirilabilir. Sekil 2.1°de
biyobozunur ve biyobozunur olmayan polimerleri igeren biyopolimerlerin kapsamli

siniflandirmas gosterilmistir.

Nisasta ve tirevieri
(patates;bugday)

Kitosan; Kitin;

ﬁ Polisakkaritler Aljinatlar;Pektinler
Biyokutleden hazirlanan Seluloz
polimerler (pamuk;agac vb)

< s Hayvansalproteinier
Doéal Proteinler/Polipeptidier [ (kolajenjelztin)
< Bitkisel proteinier
ipitie {soya;buidaydaki gluten)

Bakteriel sellloz

Dogrudan mikro- Polihidroksialkanoatlar

Biyopolmerler Mikroiyal Poliesterler = poli-g-kaprolaktoalar

organizmalardan

tiretilen polimerler Biyo-tlretilmis
monomerlerden

w Poliglikolik asit
Uretilen polyesterler

Polilaktik asit
Polivinil alkol
Polivinil asetat

Sentetik q
Polikaprolakton

Alifatik polyesterler == Ppoliglikolik asit
Polilaktik asit

Sekil 2.1. Biyopolimerlerin simiflandirilmasi



2.1.1. Seliiloz

Seliiloz ilk termoplastik polimer olarak tanimlanir ve genellikle bitkilerde bulunur (Sekil 2.2).
Seliilozun kimyasal formiilii (CeéH100s)n'dir. Yiiksek molekiil agirlikli, yani (1-4) beta bagh
glikoz birimlerinin (100 x 1000) tekrar eden birimi olan dogrusal bir yapiya sahip bir
polisakkarittir. Kristal formda bulunan kokusuz, tatsiz bir tozdur. Seliiloz %100 kristal yapiya
sahip oldugu i¢in herhangi bir camsi ge¢is sicakligina sahip degildir. Toksik olmayan, biyolojik
olarak parcalanabilen bir polimerdir. Selilloz miikemmel gerilme ve basing dayanimlarina
sahiptir ve selilozun c¢apraz baglanma yapisi ona maksimum dayanimini verir.
Karboksimetilseliiloz (CMC; E466), alkali ve kloroasetik asit ile reaksiyonu sonucu olusan

seliilozun kimyasal olarak modifiye edilmis bir tiirevidir (Sekil 2.3.) (Singh ve dig., 2021).
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Sekil 2.3. Karboksi metil seliillozun molekiiler yapisi



2.1.2. Nisasta

Nisasta, genellikle tahillarin agirligmin %60-75"ni olusturan birincil enerji kaynagidir. Insan
viicudu ve diger canli organizmalar tarafindan tiiketilen kalorinin yaklasik %70-80'ini saglar.
Nisasta jellestirici, kivam arttirici, yapistirici, nem tutucu olarak ve diger bir¢ok uygulamada
kullanilabilir. Nisasta temel olarak d-glikozun dogal bir biyopolimeridir. Nisastanin yapisi
seliiloza benzer, ancak sadece i¢ baglanma bakimindan farklilik gésterir. d-Glikoz, piranoz adi
verilen agik zincir yapisina sahiptir. Nisasta, d-glukopiranozun homopolimeridir (Sekil 2.4).
Piranoz halkasinin konfigiirasyonu termodinamik olarak en kararli ve ¢ozeltideki seker
konfigiirasyonudur. Nisasta genellikle alfa (1 — 4) ve (1 — 6) glikozidik baglarla birbirine
baglanan d-glukopiranoz alt birimlerine baglidir (Singh ve dig., 2021).

CH,OH CH,OH CHyOH
H 0 H
o
| OH
OH
H OH H OH H OH

Sekil 2.4. Nisastanin molekiiler yapisi

2.1.3. Kitin - Kitosan

Kitin veya kitosan, modifiye glikoz birimlerinin bir¢ok tekrarlanan alt biriminden olusan biiytik
bir nitrojen bazli yapisal polisakkarittir (Sekil 2.5). Kitin temel olarak alglerin, boceklerin,
baliklarin ve bir¢ok omurgali hayvanin hiicre duvarinda bulunur. Kitinin yapisi, ek amin
bilesenleri ve 2-hidroksil grubunun metil-amid siibstitiienti ile degistirildigi her bir monomer
tizerindeki hidroksil siibstitiientleri ile seliilloza benzer. Kitin, 1-4 glikozidik bag ile bagl olan
N-asetilglukozamin monomerik birimlerinden tiiretilmistir. Keratin ve seliiloza benzer.
Seliiloza ¢ok benzeyen beta (1 — 4) anhidroglikozidik baga sahiptir, ancak kitinin karakteristik
ozellikleri seliilozdan farklidir, baz1 6zellikleri ise yapist dnemli 6l¢iide iliskili oldugu i¢in
seliiloza benzer. Seliiloz gibi suda veya baz1 organik ¢oziiciilerde ¢ozlinmez, ancak mineral

asitlerin sulu ¢ozeltileri ve dimetilasetamidde ¢oziiniir. Ayrica sert kosullar altinda konsantre



mineral asitlerle hidrolize ugrar ve saf seker ve d-glukozamin fiiretir. Kitosan, katyonik bir
polisakkarit olan ve daha yiiksek polisakkaritlerle reaksiyona girdiginde polielektrolit
kompleksleri olusturma egiliminde olan kitinin deagillenmis tiirevidir. Kitosan glukan, seliiloz

glukana kiyasla daha kolay temin edilebilir (Singh ve dig., 2021).
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Sekil 2.5. Kitin ve kitosanin molekiiler yapisi

2.1.4. Aljinat

Aljinat kahverengi alglerde (hiicre duvari) ve bakterilerde (ekzopolisakkarit) bulunur. Suda
¢ozlinebilen dallanmamais bir polisakkarit olan aljinat, guluronik ve mannuronik asitten olusur.
Normal kosullarda aljinat biyolojik olarak parcalanabilir. Jel olusumuna kalsiyum varligi
yardimer olur. Aljinat, poliarginin, kitosan, polienimin ve polilizin ile kompleks olusturma
kapasitesine sahiptir. Aljinat, tironik asidin karboksilik grubunun varligi nedeniyle negatif

yuiklidiir (Singh ve dig., 2021).
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Sekil 2.6. Aljinatin molekiiler yapisi



2.1.5. Polivinil alkol (PVA)

Poli(vinil alkol) (PVA), onciisii olan polivinil asetattan hidroliz yoluyla sentezlenen
termoplastik biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerdir. Biyolojik mikroorganizmalarin
etkisiyle bozunur. PVA'nin genel yapisi [CH2CH(OH)]n'dir ve inci seklinde veya ¢ozelti
formunda bulunur. Yiiksek kristalligi nedeniyle suda yiiksek oranda ¢oziiniir. PVA likér,
ameliyat ipligi ve gida ambalaji gibi {irtinlerde kullanilmaktadir. Polivinil kloriir, polietilen,
polipropilen vb. gibi diger sentetik polimerler kendi monomerlerinden tiiretilirken, PVA, tim
asetat gruplarini ¢gikarmak i¢in polivinil asetatin kismen veya tamamen hidrolizinden elde edilir.
PVA siinektir ancak oldukca esnek ve giiclii bir polimerdir. Bu nedenle, PVA ambalajlamada
genis uygulama alan1 bulur. Proteinler gibi suda yiiksek oranda ¢oziinen bir polimerdir, bu
nedenle PVA'nin suda ¢oziiniirliigii ve fiziksel 6zellikleri hidroliz derecesi, molekiiler agirlik
ve oryantasyondan biliyiik Olgiide etkilenir. PVA, su yiizeyinde tutulmasi gereken bir

malzemenin yiizeyine kimyasal olarak baglanabilen bir polimerdir (Singh ve dig., 2021).

H,yC " CH,

OH OH

Sekil 2.7. Polivinil alkoliin molekiiler yapisi

2.1.6. Polilaktik asit (PLA)

Laktik asit ve polyesterin bir kopolimeridir. Sert veya yumusak 6zellikleri karisimda bulunan
alifatik polyester miktarina baghdir. Kolay islenebilir ve termal stabilitesi 200°C'ye kadardir.
Yanma islemi sirasinda, polipropilen ve polietilene benzer sekilde ticari iirlinlin yaris1 kadar
karbondioksit a¢iga ¢ikarir. Cok kisa omiirlii, biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerdir. 5-

6 ay icinde bozunmaya baglar ancak 12 ay sonra tamamen ayrisir (Singh ve dig., 2021).
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Sekil 2.8. Polilaktik asidin molekiiler yapisi

2.1.7. Poliglikolid acid (PGA)

Yiiksek kristalli bir polimerdir (%45-55 kristallik). Ayrica organik ¢oziiciilerde ¢ok diisiik
¢Oziiniirliige sahip yiiksek bir gerilme modiilii sergiler. Su anda sentetik biyolojik olarak
pargalanabilen polimerlerde en yaygin kullanilanlar poli (glikolik asit) ve poli (laktik asit)
olarak kabul edilmektedir. Poliglikolid, miikemmel lif olusturma kabiliyeti nedeniyle
baslangigcta emilebilir siitiirlerin gelistirilmesi i¢in arastirilmistir. Poliglikolitler glisine
parcalanir veya sitrik asit dongiisii yoluyla karbondioksit ve suya doniistiiriiliir (Singh ve dig.,

2021).
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Sekil 2.9. Poliglikolid asid molekiiler yapisi

2.1.8. Whey proteini
Peynir alti suyu proteini, peynir iretiminin bir yan {riinidiir. Milkkemmel gaz bariyeri
ozelliklerine ve yaglara kars1 dirence sahiptir. Gaz bariyer 6zelliklerini gelistirmek i¢in peynir

altt suyu proteini, kagit ambalajlamada kaplama malzemesi olarak kullanilir. Ayrica



boyutlandirma maddeleri ve pigmentlere gére de avantajlidir. Molekiiller arasi disiilfit baginin
varlig1 nedeniyle, 1sitma iglemi sirasinda denatiirasyon meydana gelir. Yiiksek capraz bagh

yapist nedeniyle suda ¢éziinmez (Singh ve dig., 2021).
2.1.9. Jelatin

Kolajenin kismi hidrolizi ve 1siyla ¢éziinmesi suda ¢oziinebilen jelatin makromolekiiliini
ortaya cikarir. Biyolojik olarak parcalanabilirlik, daha az antijeniklik, tahris olmama,
kanserojen olmama, toksik olmama, daha az immiinojenik olma ve biyouyumluluk gibi umut
verici avantajlara sahip bir tasiyici olarak kullanilir. Jelatin yiizeyindeki ¢ok sayida fonksiyonel
grup nedeniyle ¢capraz baglama erisilebilirdir ve bu nedenle, ilaglarin hedef bolgelere iletilmesi

icin kanitlanmis bir molekiildiir (Verma ve dig., 2020).
2.1.10. Albumin

Yiiksek biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik ve diisiik immiinojenisite, albiimin
proteininin ¢oklu islevselligine atfedilen spesifik 6zelliklerden bazilaridir. Antibiyotiklerin ve
kemoterapoétik ilaglarin cogunda, etkili ila¢ dagitimi i¢in modifiye edilmis albiimin formu
secilmektedir. Alblimin, metabolizma, tagima ve dagitim siirecinde islev géren plazmanin
onemli bir bilesenidir. Albiimin serumun yaklagik 35-50 g/L'sini olusturur ve molekiiler agirlig1
66,5 kDa'dir. Miikkemmel bir hiicre dis1 antioksidandir ve sonug¢ olarak serbest radikallerin

saldirisina kars1 koruma saglar (Verma ve dig., 2020).

2.2. Aronya meyvesi (Aronia Melanocarpa L.) ve genel 6zellikleri

Aronya meyvesi, giilgiller familyasina ait iziimsii meyveler grubuna ait, keskin tada sahip, cali
bitkisinin kii¢iik ve koyu renkli bir meyvesidir (Sekil 2.10). Kuzey Amerika’ya 6zgii bir meyve
olan aronya ayni zamanda Avrupa’nin bazi bolgelerinde de yetisebilir. Geleneksel tipta
ozellikle Yerli Amerikalilar tarafindan soguk alginligina karsi kullanilan aronya meyvesi

bilimsel a¢idan da birgok hastaliga kars1 potansiyel bir gii¢ olarak kabul edilir.
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Sekil 2.10. Aronya meyvesi genel goriiniimii

Aronya meyveleri, sahip oldugu bilesenlerin antidiyabetik, antikanser, antiobezite ve
antioksidan aktiviteleri nedeniyle kalp, karaciger ve noron hasarimi geri dondiiren ya da daha
ileri hasar olugmasini 6nleyen etkilere sahip olabilir. Diyabeti kontrol eder. Kalp hastaliklarina

kars1 koruyucudur. Bobrek ve bagirsak sagligina faydalidir.

Taze Aronya meyvesi ve Aronya meyve suyu, kimyasal bilesimi icerisinde bulunan yiiksek
sorbitol ve polifenol igerigi sayesinde diger meyvelerden ayirt edilebilmektedir (Kulling 2008).
Aronya meyvesinin kuru madde igerigi %17-29 arasinda degigsmektedir. Suda ¢oziinmeyen
madde igerigide %5-10 arasinda degismektedir. Ayrica diyet lifi igerigi de ortalama 5,62 g /
100 g (taze meyve) civarindadir. Igerdigi organik asitler taze meyvenin %1-1,5’1 kadardir. Bu
asitlerden L-malik asit ve sitrik asit baskindir. Aronya meyve suyunun pH’1 ortalama 3,3 ile 3,9
arasinda degistigi gozlenmektedir. Taze aronya meyvesinde indirgeyici seker igerigi yaklasik
%16-18 arasindadir. Farkli ¢caligmalarda ise toplam glikoz ve fruktoz igerigi %13-17,6 arasinda
tespit edilmistir. Taze sikilmis aronya meyve suyunda glikoz igerigi 41 g/L, fruktoz igerigi 38
g/L olarak bulunmustur. Aronya meyvesinde yag ve protein igerigi olduke¢a diisiiktiir. 100 g
taze meyvede ortalama 0,14 g yag igerigi ve 0,7 g protein icerigi bulunmaktadir. Taze
meyvelerin mineral igerigi ise 100 g taze meyvede 440-580 mg arasinda degismektedir (Kulling
2008). Antosiyanin miktarinin %64’inii siyanidin-3-galaktosid ve %29’unu siyanidin-3-
arabinosid olusturmaktadir. Bu antosiyaninler meyvenin hem kabugunda hem de etinde

bulunmaktadir. Ayrica bu meyve fenolik asit (klorojenik asit ve neoklorojenik asit) igerigiyle
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de zengindir. Aronyada bulunan ana antosiyaninler siyanidin-3-galaktozid ve siyanidin-3-
arabinosid olup, siyanidin-3-ksilosid ve siyanidin-3-glukozit orani diisiiktiir Major bilesenler
siyanidin-3-O-galaktozid (67.5%) ve siyanidin-3-O-arabinozid (24.8%) ile minor
antosiyaninler siyanidin-3-O-glukozit (3.8%) and siyanidin-3-O-ksilozid (4.0%) bulunmaktadir
(Jakobek ve dig., 2007).

2.3. Antosiyaninler ve genel 6zellikleri

Antosiyanin kelime anlami bakimindan Latince ¢igek (antho) ve mavi (cyanin) sdzciiklerinden
tiiremistir. Bitkilerin pembeden mora kadar degisen renklerini veren pigmentlerdir. Bitkilerde
antioksidan ve UV 1smindan koruma gorevlerinin yani sira savunma, tozlagma ve lireme
fonksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu pigmentler; en ¢ok bogiirtlen, ahududu, nar,
kirmizi lahana, siyah ve kirmizi kus liziimii, agag ¢ilegi, kizilcik, erik gibi meyve ve sebzelerde
bulunmaktadir. Antosiyaninler, flavonoidler grubunda yer alan suda ¢oziinen, diizlemsel
molekiil yapisina sahip bir bitkisel pigmenttir (Mattioli ve dig., 2020). Yapisal olarak,
antosiyaninler, antosiyanin molekiillerinin ¢ekirdek kisimlart olan aglikonlar olarak
adlandirilan antosiyanidinlerden tiiretilir. Aglikonlar, flavonoidler grubundandir ve aromatik
bir halkadan (A), oksijen igeren bir heteroaromatik halkadan (C) ve li¢iincii bir halkadan (B)
olusur (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Antosiyaninlerin genel molekiiler yapisi
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Genellikle farkli seker parcalartyla baglanan iki benzen halkasinin farkli pozisyonlarinda bir
veya daha fazla hidroksil veya metoksi grubuna sahiptirler. Su ana kadar, hidroksil ve metoksi
gruplarinin sayilar1 ve konumlari, seker pargalarinin sayilar ve tiirleri ile seker agilasyonunun
kapsami ve tiirlerine gore degisen 600'den fazla dogal antosiyanin kesfedilmistir (Shen ve dig.,
2022). Siyanidin, peonidin, pelargonidin, petunidin, malvidin ve delphinidin vb. serbest
aglikonlar olduke¢a kararsizdir, bu nedenle dogal kaynaklarda genellikle glikozitlesmis veya
acillenmis formlarda bulunurlar. Glikoz en yaygin baglanan sekerdir, ancak ramnoz, galaktoz,
ksiloz, arabinoz veya glukuronik asit gibi diger sekerler ile de baglanirlar (Santos-Buelga ve

Gonzalez-Paramas, 2019).

Antosiyaninlerin diisiikk pH degerlerinde (pH 2-3), flavilyum katyonunun neden oldugu kirmizi
baskin renktir. Hafif bir pH artisiyla (pH = 4-5), renk mor/pembe bir kuinoidal baza dogru
degisir. Daha sonra, pH asidikten hafif asidik/nétre yakin kosullara dogru arttik¢a renksiz
karbinol psodo-baz baskin renk olacaktir. pH degerindeki daha fazla artis (pH > 7) antosiyanin
stabilitesinde kademeli bir diisiise neden olur ve kalkon olusumunun bir sonucu olarak yesil-

sar1 bir renk gozlenir (Sekil 2.12) .

Anyonik kinoidal baz
+H- P (mavi renk)
H* (pH 7-8)

L , R, R,=H,OH OCH,

R;=

JH-
Flavilyum katyonu

.H«(/H-
“#+H,0
( kirmizidan turuncuya renk ) |

I —r

HO ]

Karbinol psédobaz (renksiz; pH 4-5) Kalkon (renksiz ; Ph > 8)

Sekil 2.12. Antosiyaninlerin pH’a bagh molekiiler yapilari ve renk degisimleri
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2.4. Antosiyaninlerin enkapsiilasyonu

Birgok morumsu meyvenin iyi antosiyanin kaynagi oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
antosiyaninlerin gida renklendiricileri ve saglikli ve/veya fonksiyonel bilesenlerin
gelistirilmesinde kullanimi, belirli ¢evresel kosullar altinda diisiik stabiliteleri ve gida
matrisindeki diger bilesiklerle etkilesimleri nedeniyle smirli kalmistir. Antosiyaninlerin
stabilitesi pH, sicaklik, 1s1k varligi, metal iyonlari, oksijen enzimleri, askorbik asit, sekerler ve
bunlarin bozunma iiriinleri, proteinler ve siilfiir dioksitten etkilenir. Ayrica, antosiyaninin pH
degisikliklerine kars1 hassasiyeti nedeniyle biyoyararlanimi diisiiktiir (Robert ve Fredes, 2015).
Antosiyaninlerin stabilitesini ve/veya biyoyararlanimini iyilestirmek icin enkapsiilasyon
tekniklerinden yararlanilmaktadir. Enkapsiilasyon, bilesiklerin kimyasal/biyolojik stabiliteleri
artirabilen, aktif maddeleri ¢evresel kosullardan, diger gida bilesenleri ile etkilesimlerinden
korumak veya salinimlarini kontrol etmek i¢in kullanilan bir tekniktir (Desai ve Jin Park, 2005).
Mikrokapsiilasyonda kullanilan polimerlere enkapsiile edici ajanlar denir. Ortaya cikan
mikropartikiiller, boyutlart mikron alt1 ile birka¢ milimetre arasinda degisebilen vezikiiller veya
kiiciik partikiillerdir (Robert and Fredes, 2015) (Sekil 2.13). Mikroenkapsiilasyon i¢in uygun
duvar malzemesinin sec¢imi, mikrokapsiillerin enkapsiilasyon veriminde Onemli bir rol
oynamaktadir. Enkapsiilasyon maddesinin se¢imi biraz sinirlidir ¢iinkii asagidaki kriterleri
karsilamas1 gerekir: kabul edilebilir ¢oziiniirliik, yliksek konsantrasyonlarda diisiik viskozite,
emiilsifiye edici 6zellikler ve film olusturma kapasitesi. Gereksinimleri karsilayan ve bu
mikroenkapsiilasyon i¢in uygun olan duvar malzemeleri sunlari igerir: Polisakkaritler (nisasta,
kitosan, pektin, dogal sakizlar, miisilajlar, seliiloz ve bunlarin tiirevleri) ve Hayvansal ve
bitkisel bazli proteinler (peynir alti suyu proteini, kazeinat, jelatin ve soya proteini)

(Mohammadalinejhad & Kurek, 2021).

polimer (kabuk)

aktif bilesen
(¢cekirdek malzeme)

Sekil 2.13. Mikrokapsiil genel gosterimi
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2.4.1. Piiskiirterek kurutma (Spray-drying)

Piiskiirtmeli kurutma, aktif bilesikleri kapsiillemek ve malzemeleri ekonomik, basit ve siirekli
bir sekilde korumak icin gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
bazi aktif bilesikler mikropartikiiller {izerinde ylizeysel olarak aciga ¢ikabileceginden, gercek
bir kapsiilleme teknolojisinden ziyade bir immobilizasyon teknolojisi olarak kabul edilir
(Rezvankhah ve ark., 2020). Diger kapsiilleme tekniklerine kiyasla daha yiiksek kapsiilleme
verimliligi saglar (Lee ve ark., 2018). Fakat bu teknikte solventi buharlastirmak i¢in yiiksek
sicaklik kullanilir ve bu nedenle de bilesiklerde bozunma meydana gelebilir (Rajabi ve ark.,
2015). Ancak yiiksek sicakliklara maruz kalma siiresinin ¢ok kisa olmasi (5-30 sn) nedeniyle

1stya duyarli malzemelerin kapsiillenmesi i¢in kullanilabilmektedir (Gouin, 2004).

Bu teknik kullanilarak, besleme veya dispersiyon ¢ozeltisi sicak hava akisinda ince damlalar
seklinde piiskiirtiiliir (bir nozul veya donen bir disk ile). Sivi damlaciklar sicak hava ile temas
ettiginde, suyun hizla buharlagsmasiyla aninda bir toz elde edilir. Yiiksek bir enkapsiilasyon
verimi elde etmek i¢in optimum kurutma kosullarinin kullanilmasi gerektigi bilinmektedir ve
bu da deneysel tasarimin kullanilmasina yol agmaktadir. Besleme sicakligi, giris havasi
sicakligr ve hava cikis sicakligr (proses degiskenleri) ve aktif/kapsiilleyici madde orani,
kapstilleme verimliligi, geri kazanim, verim ve antioksidan aktivite agisindan Onemli

degiskenler olarak rapor edilmistir (Gharsallaoui ve dig., 2004).

2.4.2. Dondurarak kurutma (Freeze-drying)

Dondurarak kurutma piiskiirterek kurutmadan farkli olarak diisiik sicakliklarda uygulanir, bu
da onu suda ¢Oziiniir ve 1stya duyarli biyoaktif bilesiklerin, 6zellikle de antosiyaninlerin
dehidrasyonu i¢in potansiyel bir aday haline getirir. Temel prensibi, nemin dogrudan sividan
gaz fazina doniistiiriildiigii ve son olarak bir tozun olustugu siiblimasyondur. Bu islem vakumda
ve diisiik ¢alisma sicakliginda gergeklestirildiginden, bozulma reaksiyonlarinin sayisit énemli
Olclide azalir. Bu yontemin dezavantajlarina gelince, zaman alic1 bir siiregtir (24-48 saat
arasinda) ve yiiksek miktarda enerji gerektirir. Bu yaklasimin en biiyiik kisitlamasi, buzun
siiblimlesmesi nedeniyle gozenekli bir yapmin olusmasi ve antosiyaninlerin partikiil
ylzeyindeki gézenekler araciligiyla oksijenle kolayca temas etmesinin Oniinii agmasidir. Bir¢ok
calisma antosiyaninlerin dondurarak ve piiskiirterek kurutma ile mikroenkapsiilasyonu arasinda

bir karsilagtirma yapmistir. Bazi caligmalar, dondurularak kurutulmus 6rneklerde 6nemli 6lgiide
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daha yiiksek antosiyanin igerigi tespit etmistir. Bu baglamda, Laokuldilok ve Kanha (2015)
dondurarak kurutma kullanilarak iiretilen mikrokapsiillerde yaklasik %72 daha fazla miktarda
siyah pirin¢ antosiyanini bulmustur. Ayrica, proses verimi piiskiirterek kurutma i¢in %64,07 ila
%82,16 arasinda degisirken dondurarak kurutma igin %85'in tizerinde olmustur. Murali ve
digerleri (2015) de siyah havug suyu ile yiikklenmis dondurularak kurutulmus mikrokapsiiller
icin %22-25 daha yiiksek antosiyanin igerigi bildirmistir.

2.4.3. Elektrospreyleme/Elektrospinning

Elektrohidrodinamik stiregler, elektrospreyleme ve elektrospinning olmak lizere iki kardes
teknolojiden olusur ve bir polimer ¢ozeltisinden elektrik yiiklii jetler iiretmek icin yliksek
voltajl1 elektrostatik kuvvetler uygular. Iki yontem arasinda sadece kiigiik farkliliklar vardir.
Elektrospreyleme, ¢ozelti diisiik bir konsantrasyona ve viskoziteye sahip oldugunda kati
partikiillerin olusumu olarak adlandirilir. Bununla birlikte, elektrospreyden elektrospinninge
gecis, molekiiler zincirin dolanmasina ve kohezyonuna neden olan ve nano veya mikro 6lgekli
ultra ince siirekli liflerle sonuglanan daha yiiksek konsantrasyonlar ve viskoz c¢ozeltisi
kullanilarak gergeklesir. Bu siiregler tek eksenli ve es eksenli olarak ikiye ayrilabilir. Ilkinde,
cekirdek ve duvar malzemeleri ayni ug araciligiyla elektrik alanina pompalanir. Yine de,
ikincisinde, duvar malzemesi ¢ozeltisi ve biyoaktif bilesenler ayni1 anda iki farkli es merkezli
noziilden digar1 atilir. Son olarak, i¢ siv1 bir dis polimerik ¢ozelti ile kapsiillenir. Kapsiillenmis
biyoaktif bilesenlerin iiretimi i¢in umut verici bir yaklasim sunan yenilik¢i, uygun maliyetli ve
tek adimli yontemlerdir. Ayrica, 1stya duyarh bilesenlerin kapsiillenmesi ve termal bozulmadan
korunmasi i¢in uygun kosullar olan atmosferik basing ve oda sicakliginda gerceklestirilirler.
Daha da onemlisi, yiiksek yilizey/hacim orani, gelismis enkapsiilasyon verimi, biyoaktif
molekiillerin 6zel salinimi1 ve kompozitlerin gelismis islevselligi ve fiziksel Ozelliklere

sahiptirler (Isik ve dig., 2018).

2.4.4. Inkliizyon komplekslesme

Bu enkapsiilasyon teknigi; molekiillerin siklodekstrinlerle inkliizyon kompleksleri olusturma
yontemidir. Siklodekstrinler nisasta molekiillerinin enzimatik olarak modifiye edilmesi ile elde
edilir. Siklodekstrinler ucuzdur, insanlara dosttur ve ayni zamanda biyoaktif maddelerin

biyolojik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerini gelistirme kapasitesine sahiptir. I¢ kism1 hidrofobik,
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dis kismi hidrofilik yapili igi bos konik seklinde olup molekiiliin i¢ yiizeyi hidrojen atomlari ve
glikozidik oksijen kopriilerinden olusmustur ve bu yap1 hidrofobik karakter kazandirarak ¢esitli
misafir molekiillerle etkilesimini saglamaktadir. Siklodekstrinlerin bu oyuk seklindeki ig
yiizeylerine uygun boyutlardaki materyaller yerleserek ajan-siklodekstrin komplekslerini
olusturmaktadirlar. Interaksiyon siklodekstrinlerin oyuk seklindeki i¢ yiizeyleri ile baglanan
bilesigin hidrofobik grup veya gruplar1 arasinda gerceklesmektedir. Dis yiizeylerinde bulunan
hidroksil gruplar1 vasitasiyla suda ¢Oziiniirliigii artmaktadir. Kompleks olusumuna katilan
baglarin kuvveti, van der Waals kuvveti, hidrofobik ve dipol-dipol etkilesimi icermektedir

(Pinho ve dig., 2014; Gokmen ve dig, 2012).

CD'ler konuk molekiiliin 6zelliklerini degistirme kapasitesine sahiptir; 6rnegin, lipofilik
'misafirlerin’ ¢oziiniirliigiinii arttirir, 'konuk'u tiirevlendirici maddelere (oksijen, goriiniir veya
ultraviyole 151k ve 1s1 gibi) kars1 stabilize eder. Potansiyel olarak olumsuz tatlari, kokularini ve
bu tiir kapsiillenmis bilesiklerin salinimini maskeleyerek tat modifikasyonuna izin verir Ayni
zamanda, biyoaktif molekiillerin ¢dziinilirliiglin, stabilitesini ve biyoyararlanimini arttirmak
icin ila¢ endiistrisinde CD'ler ilag tasiyici olarak kullanilmaktadir Yiiksek biyouyumluluk
diizeyine sahip olduklar1 onaylanmistir (Pinho ve dig., 2014).

- Hidrofobik
| kavite

Sekil 2.14. Siklodekstrinlerin molekiiler yapilari
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2.5. Antosiyaninlerin enkapsiilasyonuna ait literatiir calismalari

Antosiyaninler, meyve ve gi¢eklerde ¢ok gesitli renklerden sorumlu olan kirmizi-mor flavonoid
pigmentlerdir. Bu bilesikler, giiclii antioksidan o6zellige sahip olmalar1 ve suda yliksek
¢ozlinlirliik sunmalar1 nedeniyle gida endiistrisinde yiiksek uygulanabilirlige sahiptirler ve
yapay renklendiricilere umut verici bir alternatif olusturmaktadirlar. Ancak izole edildiklerinde
pH, 151k ve 1s1 gibi ¢evresel ve siire¢ faktorlerine karsi oldukga kararsizdirlar ve bozunmaya
kars1 ¢ok hassastirlar, bu da endiistriyel uygulamalarim1 zorlastirir. Bu bilesiklerin yeni gida
tiriinlerinin  gelistirilmesinde uygulanmasint saglamak igin enkapsiilasyon tekniklerine

basvurulmaktadir.

Enkapsiilasyonda genellikle nisasta, nisasta tiirevleri, proteinler, zamklar, lipitler veya onlarin
belirli oranlarda kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Antosiyaninlerin enkapsiilasyonunda en sik
uygulanan teknikler piiskiirterek kurutma, dondurarak kurutma, akigkan yatakli kaplama,

ekstriizyon, birlikte kristallestirme, molekiiler inkliizyon ve koaservasyon teknikleridir.

Piskiirtmeli kurutma teknigiyle, Roselle ekstraktinin ii¢ farkli kaplama malzemesi (soya
proteini  izolati, jelatin ve [-siklodekstrin) ve bunlarin kombinasyonlar1 ile
mikroenkapsiilasyonu gerceklestirilmistir. Kapsiillenmis tozun kapsiilleme verimliligi, termal
stabilitesi ve mikroyapisal degerlendirilmistir. Sonuclar, saflastirilmis roselle antosiyaninleri
i¢in jelatin, B-siklodekstrin ve soya proteini izolatinin kapsiilleme verimliliginin %73,99 + 2,66,

%89,75+ 0,14 ve %98,51 £ 0,45 oldugunu gostermistir (Li ve dig., 2022).

Ahmed ve dig., (2018) safran antosiyaninlerini olumsuz gastro-cevre kosullari altinda
stabilitelerini saglamak i¢in sprey kurutma teknigi ile B-glukan ve [-siklodekstrin i¢inde
kapsiillenmigtir. Mikrokapsiiller simiile edilmis gastrik kosullara tabi tutularak monomerik

antosiyaninlerin, antioksidanlarin ve fenollerin salinim davraniglari arastirilmistir.

Bogiirtlende major antosiyanin bileseni olan siyanidin-3-0-glikozit ve bogiirtlen piirelerinin
termal stabilitesi, B-siklodekstrin (B-CD) ile molekiiler inkliizyon yontemiyle degerlendirilmis
ve B-CD ile komplekslesme ile termal stabilizasyonun arttig1 gosterilmistir, bu da bozunma hizi

sabitinde (k) bir azalmaya yol agmistir (Fernandes ve dig., 2018).

Bir diger ¢alismada, jucara meyvesinden antosiyanin agisindan zengin bir ekstrakt elde etmek,
maltodekstrin ve beta-siklodekstrin matrisleriyle mikrokapsiillemek ve mikrokapsiillenmis

antosiyaninlerin 1518a, pH'a ve fermente siit gelisimine kars1 stabilitesini izlemek amaglanmustir.
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Kapsiilleyici maddelerin kullanimi, antosiyaninlere Onemli bir termal ve 1s1ik stabilitesi
kazandirmis ve ayrica renklerini daha genis bir pH araliginda arttirmistir (de Silva ve dig.,

2023).

2.6. Biyopolimerlerin gida ambalajlamada kullanim

Ambalajin temel islevleri arasinda {iirliniin dis etkenlerden korunmasi vardir. Dis etkenlerin
(6rn. nem, 1s1, 151k, mikroorganizmalar, bocekler ve toz) pargaciklar vb.) etkilerini en aza
indirerek daha uzun siire dayanikli kalmasina yardimci olmaktadir (Yildirim ve dig., 2018). Bu
temel islevlerin saglanmasinin yan1 sira, modern paketleme teknolojileri, yani aktif paketleme,
paketlenmis lriine veya cevreye bilesikler salabilen veya absorbe edilebilen fonksiyonel
bilesenlerin niifuz etmesini saglayacak sekilde etkilesime girer. Boylece, iirliniin raf démriiniin,

giivenliginin ve kalitesinin artmasina neden olur (Wyrwa ve Barska, 2017).

Farkli ambalaj malzemeleri arasinda cam, seffafligi, inertligi ve iyi bariyer 6zellikleri nedeniyle
en iyi segenek olarak kabul edilmektedir, ancak zayif tasinabilirlik, kirilganlik ve agirlik gibi
sinirlamalar kullanimiyla iliskilendirilmektedir. Benzer sekilde, metal ve metal levhalar da
diisiik inertlik, seffaflik ve taginabilirlik zorluklari nedeniyle uygun olmayan malzemeler olarak
goriilmistiir. Petrol bazli plastik filmler (6rn. polietilen, polivinil klortir ve polipropilen) kolay
bulunabilirlik, 1y1 mekanik [¢cekme mukavemeti (TS), kopma uzamasi1 (EAB) ve Young
modiilii] ve fonksiyonel 6zellikleri (su buhari, oksijen, karbondioksit ve aromatik bilesiklere
kars1 gecirgenlik) nedeniyle ambalaj malzemesi olarak yaygin sekilde kullanilmistir. Ancak, bu
tiir malzemeler biyolojik olarak par¢alanamadigindan ve ayrica yenilenemeyen kaynaklardan
elde edildiginden, bu plastiklerle ilgili ciddi bertaraf sorunlar1 ve olumsuz ¢evresel etkiler s6z
konusudur. Ayrica, plastik ambalaj malzemelerinin ve mikroplastiklerin hazirlanmasinda
kullanilan toksik kimyasal bilesenler (alev geciktiriciler, pigmentler ve plastiklestiriciler vb.)
gida maddelerine gegerek kontamine olabilir ve olumsuz saglik etkilerine yol agabilir. Bununla
birlikte, mikroplastikler ve bunlardan tiiretilen nanopartikiiller okyanusa karigsarak kalici
organik Kkirleticilere donlismekte ve deniz iriinlerinin tiiketilmesiyle besin zincirine
girebilmektedir (Abdullah ve dig., 2022). Biyopolimerler (6rnegin, polisakkaritler, proteinler
ve lipitler) esas olarak mikroorganizmalarin etkisiyle CHa, CO2, H20 ve inorganik bilesiklere
ayristirilabilir. Biyobozunur polimerler, biyobozunur fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle
kimyasal yapilarinda ester ve amid baglarina sahiptir. Sulu ve enzimatik hidrolizin bozunma

stireci sirasinda bu biyopolimerler daha kisa ve suda ¢dziiniir polimerlere dontisiir ve herhangi
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bir toksik ve zararli madde iliretmeden tamamen ayrisir (Xie ve dig., 2020). Bu nedenle,
biyopolimerlerin ambalaj malzemelerinin gelistirilmesinde uygulanmasi, diisiik toksisite veya
zararl kimyasal tiretim riski, zararsiz son liriinlere kolayca parcalanmasi ve daha sonra topragin
bir parcasi haline gelmesi nedeniyle olduk¢a umut verici olarak kabul edilmektedir.
Biyopolimer bazli filmler, siniflandirilmalari, filmlerin islevselligini yerine getirmek icin
gerekli ileri stratejiler, film matrisine biyopolimerler tarafindan saglanan o6zel islevler Tablo

2.1°de gosterilmistir.

Tablo 2.1. Biyopolimerler, simflandirilmasi ve genel ozellikleri

Film matriks

Biyopolimerler Film cesitleri Gelismis stratejiler o

Avantajlan

Fonksiyonel 6zellikleri
(antioksidan, antimikrobiyal)

Biyobozunur

Proteinler .
filmler

Kompozit filmler Mekanik o6zellikler

Su buhar1 ve gaz

Polisakkaritler ~ Aktif filmler Coklu tabaka filmler A
bariyeri

Aktif ambalajlama

Diisiik su buhar1 gegirgenligi,

Lipitler Akilli filmler  Emiilsifiye filmler ~ Optik 6zellikler Tk exnaldik s dom

2.6.1. Biyobozunur ambalaj filmler

Biyolojik olarak pargalanabilen biyobozunur filmler, kullanim amaglarinin ardindan toprakta
ayrisabilen malzemelerden iiretilir. Bu polimerler, kokenlerine ve iiretim yontemlerine gore
temel olarak {i¢ kategoride simiflandirilmaktadir. Ilk kategori, dogrudan biyokiitleden
(karbonhidratlar ve proteinler) elde edilen ve iyi bariyer 6zellikleri nedeniyle gida paketleme
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan biyopolimerleri igerir. Ikinci kategori polimerler,
polilaktik asit gibi klasik polimerizasyon yoluyla biyo-bazli monomerlerden sentezlenmistir ve

ticilincii kategori ise mikroorganizmalarin etkisiyle iiretilen polimerlerdir.

2.6.2. Aktif ambalaj filmler

Aktif ambalajlamanin temel ilkeleri, ambalaj malzemesini olusturan biyopolimerlerin ve
biyopolimer bazli matrisin i¢ine gdmiilii belirli aktif maddelerin (6rnegin antimikrobiyaller,

antioksidanlar, fitokimyasallar, nem emiciler ve probiyotikler) 6zelliklerine dayanmaktadir.
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Paket sistemi, gazlari, nemi veya diger istenmeyen bilesikleri engellemenin yani sira arzu edilen
aktif bilesenleri potansiyel olarak serbest birakma kabiliyetine sahiptir Aktif ambalaj sistemleri
islevselliklerine bagli olarak iki ana kategoride siniflandirilabilir; (i) ambalajda olumlu bir etki
yaratmak i¢in arzu edilen aktivitelere sahip aktif maddeleri serbest birakan yayicilar ve (ii)
ambalaj ortamindaki etilen, karbondioksit, oksijen, nem ve kotii kokular gibi istenmeyen
bilesikleri azaltan temizleyiciler (Wyrwa ve Barska, 2017). Bu baglamda, antioksidan,
antibakteriyel, antifungal ajanlar ve esansiyel yaglar fonksiyonel bilesenler olarak aktif filmlere
dahil edilmistir. Bu aktif maddeler arasinda, antimikrobiyal ve antioksidan maddelerin aktif
ambalaj filmlerine dahil edilmesi, gida patojenlerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engelleyerek
raf Omriinii uzatabildikleri, kaliteyi koruyabildikleri ve {iriinlerin giivenligini artirabildikleri
icin en umut verici maddeler olarak kabul edilmektedir (Jideani & Vogt (2016)). Ayrica, gesitli
calismalar bitki bazli polifenollerin ciddi saglik risklerine sahip sentetik antimikrobiyallere ve
antioksidanlara yesil bir alternatif olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir. Gliniimiizde, gida
tirtinlerinde bulunan BHA, BHT ve TBHQ gibi sentetik antioksidanlar yerine gidalara, dogal
antioksidan maddeler olan askorbik asit ve a-tokoferol karigimlari, bitki ekstraktlari (yesil cay,
tiztim ¢ekirdegi, domates kabugu, biberiye ekstrakti vb.), ugucu yaglar (tar¢in yag, kekik yagi
vb.) eklenmektedir. Antioksidan 6zellik gosteren aktif ambalajlar, antioksidanlarin gida igine
salinimi sayesinde oksidasyon reaksiyonlarinin olusma riskini azaltmalari sebebiyle de oldukca
yararl tirtinlerdir. Gidalarda lipid oksidasyonu ve benzeri olumsuz etkileri azaltmak icin, aktif
bilesenler gida matriksine ya yiizeyine kaplanarak ya da ambalaj materyalinin biinyesine
katilmak suretiyle eklenmektedir (Benbettaieb ve dig., 2018). Kechichian ve dig. (2010),
kassava nisastasi ile dogal antimikrobiyal bilesenlerle birleserek elde edilen biyobozunur
filmlerle paketlenmis ekmek dilimlerinin depolama boyunca su aktivitesini arttirdigini
bildirmislerdir. Priya ve dig. (2014)’e gore seliilozik lif ile gii¢lendirilmis nisasta/PVA
kompozit biyobozunur filmlerin gida paketlemede kullanimma uygun oldugunu tespit
etmiglerdir. Sun ve dig. (2017), elma polifenolleriyle birlestirilmis kitosan filmlerin gidalarin
raf Omriinii arttirabilmek icin biyoaktif paketleme malzemesi olarak kullanilabilecegini

belirtmislerdir.

2.6.3. Akillh ambalaj filmler

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin Tiirk Gida Kodeksi “Gida ile temas eden aktif ve
akill madde ve malzemelere dair” Resmi Gazete’de yayilanan tebligde (TEBLIG NO: 2018/9)
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ambalajli gidanin veya gidanin ig¢inde bulundugu ortamin durumunu gosteren madde ve
malzeme, aktif maddeler olarak da bilesenlerini gidaya ya da gidanin bulundugu ortama salacak
ya da ambalajli gidadan veya gidanin bulundugu ortamdan maddeleri absorbe edecek sekilde
tasarlanan, ambalajli gidanin raf dmriinii uzatmasi veya mevcut durumunu korumasi ya da
iyilestirmesi beklenen madde akilli malzemeler olarak tanimlanmigtir. Ayn1 zamanda akilli
paketleme, “paketlenmis gidanin saklama kosullarini izleyerek tiiketicilerin gida tedarik
zincirindeki kalite hakkinda bilgi edinmesini saglayan koordineli bir gida paketleme sistemi”
olarak tanimlanmaktadir. Bu siire¢, paketleme sistemine bagli farkli sensorler ve gostergeler
yardimiyla veya kolorimetrik degisimler yoluyla gerceklestirilir. Sensorler kalite
degisikliklerini ve iiriin bilgilerini tanimlar, kaydeder ve iletirken, gdstergeler zaman, sicaklik
ve pH'1 izler. Sekil 2.15, paketlenmis gidanin gercek zamanli kalitesini izlemek i¢in gida
ambalaj malzemelerine dahil edilen veya iizerine basilan gaz, pH, zaman, sicaklik ve nem

sensorleri gibi ¢esitli akilli ambalaj sistemlerini gostermektedir.

Nem indikatorii Bakteriyel indikatdr Zaman-Sicaklik indikator
pH indikatori Gaz indikatori
.
ACIDIC NEUTRAL ALKALINE

Sekil 2.15. Akill ambalaj sistemlerinin kullanim alanlar:

Gida bozulmasi pH degisimiyle yakindan baglantilidir. Bu 6zellikten yararlanilarak, belirte¢
filmin gozle gorilir renk degisimi izlenebilmektedir. pH indikator filmler olarak da
adlandirilan akilli film smnift iki 6nemli bilesenden olugmaktadir; pH degisimine duyarli kati

destek ve boya. Gida tazeligini belirlemek amaciyla, Chun ve dig. (2014) filtre kagidina
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bromokresol boyarmaddesini donerek kaplama teknigiyle ekleyerek bir indikatdr film
gelistirmis ve balik numunesindeki ugucu azot bilesiklerinin etkisi ile sar1 renkli filmin yesile
donmesi ile baligin tazeliginde gercek zamanli degisimi incelemistir. Ayrica polianilin esash
indikator film tiretilerek balik bozulmasini tespit etmek i¢in polistiren substrat kullanilmis ve
filmin rengi yavas yavas yesilden maviye doniistiigii gozlenmistir (Kuswandi, 2012). Zhang ve
dig. (2019) bamyagiceginden antosiyaninleri ekstrakte ederek nisasta-kitosan igerikli filmler
gelistirmisler ve domuz etindeki temel azot bilesiklerinin olugumu ile film renginin kirmizidan
sartya doniistiiglinii tespit etmislerdir. Diger bir ¢alismada pastorize siitiin bozulmasini tespit
etmek icin seliiloz-kitosan filmler antosiyanin ile pH duyarli filmlere doniistiiriilerek
kullanilmistir (Tirtashi ve dig. 2019). Ma ve dig. (2018), polivinilalkol-kitosan esasli filmlere
dut ekstrakti ekleyerek renkli belirtegler sentezlemisler ve pH degisimine bagh olarak balik

bozunmasini tespit etmislerdir.
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3. YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

%98 saflikta neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum asetat, polivinil alkol (%87-
90 hidrolize, ort. Mol kiilesi 30000-70000), sodyum karboksi metil seliiloz, gliserol, beta-
siklodekstrin, hidroklorik asit, fosfat asidi, potasyum kloriir, amonyak Sigma Aldrich'den satin
alinmistir. DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil radikali), potasyum kloriir, asetik asit, etanol,

metanol, bakir(IT) kloriir dihidrat Merck’ten temin edilmistir.

3.2. Kullanilan cihazlar

RADWAG marka WAS 220X model analitik tarazi, ve Velp Scientifica vorteks karistiricisi
kullanilmigtir. Cozeltilerin pH’simin belirlenmesinde Hanna marka pH-metre ve destile/bidistile
su iiretimi i¢in Millipore Simpak 1 Synergy 185 bidistile su sistemi kullanilmistir. Santrifij
islemleri Hettich Universal 320R cihazinda gerceklestirilmistir. UV-vis spektrumlarin eldesi ve
spektrofotometrik olgimler icin Shimadzu 1900-i UV-Vis spektrofotometre cihazi
kullanilmistir. Absorbans o6l¢iimii i¢cin Hellma marka 10 mm 1s1ima yollu kuartz kiivet
kullanilmistir. Infrared spektrumlarin eldesinde Shimadzu IRTracer-100 Marka FTIR cihaz1
kullanilmigtir. Biyofilmlerin hazirlanmasinda Velp Scientifica marka 1siticii manyetik
karistirict kullanilmigtir. Film kalinliklarinin belirlenmesinde Loyka marka dijital mikrometre
kullanilmistir. Aronya posasinin ekstraksiyonunda JY-92 IIN Ultrasonik homojenizator ve
Buchi Rotavapor R-210 Marka rotary evaporator kullanilmistir. Ultrasonik banyo olarak
Bandelin Sonorex marka cihaz kullanilmistir. Antosiyaninlerin kromatografik analizlerinde
Waters marka HPLC Cihazi (Waters 1525 Binary HPLC pompa, Waters 2998 fotodiyot dizisi
(PDA) dedektor, ACE-C18 (25 cm % 4.6 cm x 5 um), Hamilton (Reno, NV, USA) marka 20
uL enjeksiyon siringasi) kullamilmustir. Inkliizyon komplekslerinin hazirlanmasi, aronya
posalarinin kurutulmasi ve toz ekstraktlariin eldesinde Tetra Lyoquest Freeze Dryer (-50°C)
cihazindan yararlanilmistir. Termogravimetrik analizler Shimadzu-TGA-60WS marka TGA
cihazinda ve Hitachi ExStarDSC 6200 (Japonya) marka DSC cihazinda gergeklestirilmistir.
Mekanik testler 1SO-527 standartlarina uygun olarak tekstiir cihazinda gergeklestirilmistir.

SEM goriintiileme i¢in Thermo Scientific QuattroS cihazi kullanilmistir.
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3.3. Cozeltilerin hazirlanmasi

3.3.1. Biyopolimer c¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Sodyum karboksi metilseliillozdan 2 gram tartim alindi, destile su ile 100 mL’ye seyreltilip 75
°C’de 1 saat manyetik karistiricida karistirilarak %2’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Polivinil alkolden
8 gram tartim alindi, 100 mL’ye destile su ile seyreltilip 90 °C’de 2 saat manyetik karistiricida

karistirilarak %8’lik ¢ozeltisi hazirlandi.

3.3.2. CUPRAC yontemi reaktiflerinin hazirlanmasi

Cu(II) kloriir ¢dzeltisi, 1.0x102 M olacak sekilde bakir(I) kloriir dihidrat’tan (CuCl2.2H20)
0.4262 g bir miktar etil alkol ile ¢ozilip 250 mL’ye mutlak etil alkol ile tamamlanarak
hazirlandi. Amonyum asetat (NHsAc) tamponu, 1 M (pH=7.0) olacak sekilde NHsAc’dan 19.27
g tartim alinip bir miktar su ile ¢oziilip 250 mL’ye mutlak etil alkol ile tamamlanarak
hazirland1. Neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) (Nc) ¢dzeltisi, 7.5x10° M olacak sekilde

0.039 g tartim alinip mutlak etil alkolle ¢6ziiliip 25 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3.3.3. pH-diferansiyel yontemi ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

pH 1.0 tamponu sirasiyla 125 mL 0.2 M KCI ve 375 mL 0.2 M HCI in belirtilen hacimlerde
karistirtlmasiyla hazirlandi. pH 4.5 tamponu sirasiyla 400 mL 1 M CH3COONa ve 240 mL 1
M HCI ve 360 mL H.O belirtilen hacimlerde karistirilmasiyla hazirlandi.

3.3.4. DPPH radikal ¢ozeltisinin hazirlanmasi

DPPH’den 0.039 g tartim alinip etanol ile 100 mL’ye tamamlanarak 1 mM DPPH c¢d6zeltisi

hazirlandi ve seyreltme yapilmadan kullanildi.
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3.4. Endiistriyel aronya posasi ultrasonik-destekli ekstraksiyonu

Laboratuvara getirilen endiistriyel aronya posasi silifli erlenlere aktarilarak dondurarak
kurutucu (freeze-dryer) cihazina (Telstar Cyrodos) yerlestirilerek -50 °C’de yaklasik 0.4 mbar
vakum altinda 2 giin boyunca kuruluga kadar bekletildi. Kuruyan numuneler numune
posetlerine konularak -18 °C’de muhafaza edildi ve ekstraksiyon oncesi IKA-Labor teknik

cihaziyla homojen hale gelene kadar 6giitiildii.

Homojen 6giitiilmiis aronya posast numunesinden 20 gram tartim alinarak {izerine 250 mL %40
(v:v) etanol:su ilave edildi ve ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) yontemi ile asagida analiz

satlar1 verilen Ultrasonik homojenizator cihazinda (Sekil 3.1) gergeklestirildi:

- Siire: 10 dakika

- Frekans: 20-25 KHz

- Gig: %99

- Puls: 2 saniye (2s de bir)
- Oda sicaklig

- Titanyum prob uglar

d i
LU

Sekil 3.1. Endiistriyel posa orneklerinin analize hazirlanmasinda kullanilan ultrasonik
homojenizator

Utrasonik ekstraksiyon islemi iki kez tekrar edildi (150 mL + 100 mL). Ardindan 0.45 pm
membran filtreden siiziildii. Rotary evaporatorde 40 “C’de ¢oziicii ekstrakt hacmi 20 mL olacak
sekilde ucuruldu. Ardindan freze dryer cihazinda -50 °C’de dondurularak kuruluga kadar
bekletildi. Elde edilen toz ekstraktlar toplanip, agat havanda doviiliip +4 °C’de sakland1 (Sekil
3.2).



26

|

Aronya posasl

“Kurutulmus
aronya posasi ekstrakti

Sekil 3.2. Kurutulmus ve 6giitiilmiis aronya posasi (sol), aronya posasi toz ekstrakt (sag)

3.4.1. Coziicii oram

Homojen 6giitiilmiis aronya posasi numunesinden 1’er gram tartim alinarak her bir numune
tizerine farkli etanol:su (v:v) (%20, %40, %60, %80 ve %100 etanol) ekstraksiyon ¢oziicii
eklenerek ekstraktlar hazirlandi. Ekstraktlarin toplam antosiyanin icerigi belirlenerek en yiiksek

igerigi olan ¢oziicli, ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak secildi.

3.4.2. Ekstraksiyon siiresi

Homojen 6giitiilmiis aronya posast numunesinden 1’er gram tartim alinarak her bir numune
tizerine 20’ser mL en yliksek antosiyanin igerigi saglayan ekstraksiyon ¢oziicii eklenerek 10,
20 ve 30 dakikalik ekstraksiyon siirelerinde UAE yontemi uygulandi. Ekstraktlarin toplam
antosiyanin igerigi belirlenerek en yiiksek igerige ulasilan ekstraksiyon siiresi optimum siire

olarak segcildi.

3.5. Beta-siklodekstrinlerle freeze-drying yontemi ile inkliizyon komplekslerinin eldesi

Mikroenkapsiilasyon igslemi, dogal siklodekstrin olan f-CD’in antosiyanince zengin ekstrakt ile
1:1 stokiyometrik oranda inkliizyon kompleksi olusturmasina dayanmaktadir (Mourtzinos ve
dig. 2008; Pradhan ve dig. 2022). Bu kapsamda B-CD’nin sulu ¢6zeltisinin (16 mM) 10
mL’sinde (0.16 mmol) siyanidin 3-0-glikosid esdegeri cinsinden 72 mg (0.16 mmol) aronya toz

ekstrakt1 igeren karisim oda sicakliginda agzi kapali amber silifli erlende 24 saat boyunca
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manyetik karistiricida karistirildi. Siire sonunda -18 © C’de 2 saat bekletilip donduruldu
ardindan -50 ° C’de freeze dryer cihazinda kuruluga kadar bekletildi (24-36 saat).

Aronya
posasi

24 saat karigtirma freeze-drying islemi

Beta-siklodekstrin

Sekil 3.3. Aronya toz ekstraktlarin mikroenkapsiilasyonu

3.5.1. Mikroenkapsiilasyon iiriin yiizdesinin belirlenmesi

0.16 mmol B-CD (181.6 mg) ile 0.16 mmol Aronya toz ekstrakti (72 mg) toplam miktari1 253.6
mg olup, mikroenkapsiilasyon sonucu elde edilen inkliizyon kompleksinin miktar1 analitik
terazide tartilarak olciildi. Elde edilen miktarin baslangigtaki toplam miktara (mg) oranlanmast

ile mikroenkapsiile iiriin yiizdesi hesaplandi.

3.5.2. Mikroenkapsiilasyon veriminin belirlenmesi

50 mg mikroenkapsiile aronya 6rnegi 1 mL ¢oziicli (5 mL Etanol: 4.2 mL su: 0.8 mL (v:v:v)
asetik asit) i¢inde 5 dakika vortekslendi. Ardindan 20 dakika ultrasonik banyoda inkiibe edildi.
Ardindan 8000 rpm de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edildi ve 0.45 pum filtreden siiziildii
(A).
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50 mg mikroenkapsiile aronya 6rnegi 1 mL ¢oziicii (Etanol:metanol (v:v)) i¢inde 1 dakika

vortekslendi ve 0.45 um filtreden siiziildii (B).

pH-diferansiyel yontemi ile A Orneginin toplam monomerik antosiyanin igerigi ve B

ornegindeki yiizey monomerik antosiyanin igerigi belirlendi.

Benzer sekilde A ve B 6rnekleri HPLC sistemine verildi ve 520 nm dalgaboyundaki pik alanlari
toplanarak toplam antosiyanin igerikleri siyanidin3-0-glikozid cinsinden belirlendi.

Enkapsiilasyon verimi pH-diferansiyel yontemi ve HPLC yontemi verileri kullanilarak

Denklem 3.1’e gore hesaplandi:

yiizey monomerik antosiyanin icerigi

% Enkapsiilasyon verimi= 1 — x 100 (Denklem 3.1)

toplam monomerik antosiyanin igerigi

3.5.3. Yapi karakterizasyon analizi

B-CD, aronya toz ekstrakt ve aronya:p-CD inkliizyon komplekslerine ait FTIR spektrumlari
4000-600 cm™ araliginda elde edildi.

Ayni numunelerin 1 mL’lik sulu ¢6zeltileri hazirlanip 200-800 nm UV-Vis spektrumlari

aralifinda goriintiilendi.

Farkli pH araliginda (pH 2-12) Aronya toz ekstrakt ve aronya:B-CD inkliizyon komplekslerine
ait UV-Vis spektrumlar 200-800 nm araliginda goriintiilendi.

3.5.4. Inkliizyon komplekslerinin stabilite testleri

Aronya toz ekstrakti (20 mg) ve aronya:B-CD inkliizyon kompleksleri (20 mg) 0, 7, 14, 21 ve
28 giin boyunca giin 1s1831nda agz1 kapali sekilde bekletildi. Ardindan toplam antosiyanin

igerikleri belirlendi. Glinler arasindaki degisim incelendi.

Aronya toz ekstrakti (20 mg) ve aronya:B-CD inkliizyon kompleksleri (20 mg) 25, 40, 60, 80
ve 100 °C’de 2 saat etiivde bekletildi. Ardindan toplam antosiyanin igerikleri belirlendi.

Sicaklik artisina bagl degisim incelendi.
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3.6. Aronya posasi ekstraktlarinin ve mikroenkapsiile toz ekstraktlarin spektroskopik

analizleri

Temin edilen posalardan hazirlanan toz ekstraktlara ve B-CD ile freeze-drying yontemiyle elde
edilen mikroenkapsiile aronya posasi toz ekstraktlarina toplam antioksidan kapasite (CUPRAC
yontemi), radikal siipiirme aktivite (DPPH yontemi), ve toplam antosiyanin igerik (pH-
diferansiyel yontemi) yontemleri uygulandi. Uygulanan yontemlerin analiz agamalar1 agagida

detaylandirilmistir:

3.6.1. CUPRAC yontemi ile toplam antioksidan kapasite analizi

Bir deney tiipii igerisine sirastyla 10 mM Cu(Il) ¢ozeltisi (suda), 7.5 mM neokuproin (Nc)
¢ozeltisi (etanolde) ve 1 M amonyum asetat (NHsAc) tampon ¢ozeltisi (suda) 1’er mL eklendi.
Uzerine x mL aronya toz ekstrakt (72 mg/10 mL) veya mikroenkapsiile toz ekstrakt (72 mg/10
mL) ve (1-x) mL ekstrakt ¢oziiciisii ilave edildi. Tiipler oda kosullarinda agzi kapali olarak 30
dakika boyunca bekletildi. Bu siire sonunda ¢ozeltilerin i¢ginde 6rnek bulunmayan referans

cozeltiye kars1 450 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii. 3 tekrar yapildi.

1 mL Cu(ll) + 1 mL Nc + 1 mL NHsAc + x mL ekstrakt + (1-x mL) ekstraksiyon

¢ozucusu
Vipg=4 mL  A=450 nm Stire= 30 dk (Oda sicakliginda)

Hazirlanan ekstraktlarin toplam antioksidan kapasite (TAK) degerleri asagida verilen esitlik
kullanilarak E-vitamininin suda ¢6ziinebilir analogu olan troloks esdegeri (TE) cinsinden
hesapland1 (Denklem 3.2). Bu esitlikte, troloksun CUPRAC ydntemine gore elde edilen

molar absorplama katsayisi (e7r) olarak 1.60x10* L mol™* cm™ degeri kullamilda.

Absorbans Toplam hacim (mL)

TAKmmuL"g: X X SE}TE]]IIE oranl x

Toplam ekstre hacmi (mL)

£ Alman érnek hacmi (mL) Ornek miktar (@

TR

(Denklem 3.2)

3.6.2. DPPH yontemi ile radikal siipiirme aktivite analizi

Hazirlanan 1 mM mor renkli DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikal ¢ozeltisi (DPPH?) etil
alkolle uygun oranda seyreltildi. Bir tiipe x mL aronya toz ekstrakt (72 mg/10 mL), 1 mL
DPPHe ¢ozeltisi ve (4-x) mL EtOH ilave edilip 30 dakika inkiibe edildi (A). Ayn1 prosediire
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gore hazirlanan 6rnek igermeyen referans ¢ozeltisi (Ao) ile birlikte 525 nm’de etanole karsi
absorbans olgiimleri alindi. Asagida verilen Denklem 3.3 kullanilarak % inhibisyon degerleri

hesaplanda.
% Inhibisyon = 100 (Ag — A) / Ao (Denklem 3.3)
3.6.3. pH-diferansiyel yontemi ile toplam monomerik antosiyanin icerik analizi

Toplam monomerik antosiyanin tayini i¢in aronya ekstrakti (72 mg/10 mL), pH 1 ve pH 4.5
tamponlar1 ile belirli oranlarda (2-10 kat) seyreltildi. Cozeltilerin absorbanslari 15 dakika
inkiibasyon siiresi sonunda 520 ve 700 nm’de ilgili tampon ¢ozeltiye kars1 dl¢iiliip, siyanidin-
3-O-glukozit standardinin derisimi ile absorbans arasindaki kalibrasyon dogrusundan
yararlanilarak Orneklerin toplam antosiyanin miktarlart hesaplandi. Dogada en yaygin
antosiyanin pigmenti olan siyanidin-3-o-glukozitin (Cy-3-o0-glu) (MA = 449.2 g mol?) pH-
diferansiyel yontemine gére molar absorplama katsayisi (¢ = 2.69x10* L mol™ cm™) kullanarak

toplam antosiyanin icerigi (TAI) mg/g cinsinden hesapland: (Denklem 3.4).

Absorbans= (As20 — A700)pH 1.0 — (As20 — A700)pH 4.5

TAQ — Absorbans Toplam hacim (mL)

s x Seyrelme oram x Toplam ekstre hacmi (mL)

X Molekiil agarhg (Cy-3-glu)

EC}'—S—glll Alman 6rnek hacmi (mL) Ornek miktar: (2 (Den klem 3 4)

3.7. Antosiyaninlerin kromatografik analizi

Waters marka HPLC cihazinda, 0.8 ml dk* akis hiztyla, dedeksiyon dalgaboyu olarak 210-600
nm araliginda tarama yapilarak, asetonitril (A) ve %0.2 (v/v) 0-H3POs igeren bidistile su (B)
ikili ¢oziicii sisteminden olusan hareketli fazin gradient eliisyonu ile analiz edildi. Analizde
ACE 5 C18 kolon (5 pm, 25x4.6 mm) kullamldi. Ornek enjeksiyon hacmi 20 pL’dir. Kolon
sicakligi: 35 °C. Gradient eliisyon programimin detaylar asagidaki gibidir:

¢ HPLC Metodu gradient eliisyon program sartlari:

Eliisyon siiresi Mobil faz A Mobil faz B Egim
(Asetonitril) (%0.2 (v/v) 0-H3PO4
iceren bidistile su)
0. Dakika %5 % 95 6
5. Dakika % 10 % 90 6
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20. Dakika % 15 % 85 6
35. Dakika % 30 % 70 6
40. Dakika % 40 % 60 6
45. Dakika % 60 % 40 6
50. Dakika % 5 % 95 6

x mL std. karisim veya 80 mg toz aronya ekstrakt + (1-x) mL %40 EtOH:su (v/v) + 1 mL %2
—
HCI Toplam 2 mL

Hidroliz islemi i¢in 400 mg toz aronya ekstrakt tartildi. 10 mL % 40 EtOH’da ¢oziildii. Uzerine
1 mL der. HCI (son konsantrasyon: 1.09 N HCI) eklenip geri sogutucu altinda 2 saat 90°C’de
refliiks edildi. Hidrolizat 25 mL’ye %40 etanol ile tamamlandi ardindan 0.45 pm filtre
(Chromafil GF/PET-45/25) filtrelendi ve HPLC sistemine enjekte edildi.

3.8. Biyopolimer filmlerin hazirlanmasi

PVA (%8, w/v) ve CMC (%2, wiv) ¢ozeltilerinden 1:1, 1:2, 2:1 (v/v) oraninda alinarak 2 saat
boyunca manyetik karistiricida 70°C’de karistirildi. Her bir karisim biyopolimer miktarinin
agirlikca %30 (w/v) oraninda gliserol damla damla ilave edildi. Toplam 30’ar mL’lik film
¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlama prosediiriiniin detayr su sekildedir: 26 mL (CMC:PVA)
tizerine 0.39 g gliserol ilave edildi ve 15 dakika karistirildi. Aronya posasi toz ekstraktindan
60/90/120 mg tartilip 1 mL EtOH:H>O ¢oziilerek Karisan film ¢ozeltisine ilave edilerek 30
dakika boyunca karigtirildi. Film ¢ozeltisi pH 4.5’a ayarlandiktan sonra petri kaplarma (d=90
mm) dokiilerek Kkasting-yontemine goére hazirlandi (Sekil 3.4.). Aronya posasi igermeyen
kontrol biyofilm ¢ozeltisi de benzer sartlarda hazirlandi. Bir siire oda sicakliginda bekletildikten
sonra 40°C’de etiivde 48 saat bekletildi. Kurutulan filmler analiz yapilan kadar RH %53

(sodyum bromiir) nem ortaminda desikatorde bekletildi.
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cMC PVA APTE

~X
s '+\

CMC-PVA CMC-PVA/APTE

Sekil 3.4. Biyofilmlerin hazirlanmasinin sematik gosterimi

3.9. Biyopolimer filmlerin fiziksel analizleri
3.9.1. Kahinhk

Her film numunesinin 6 farkli 6l¢iim noktasindan 6l¢iim alindi. Kalinlik degerleri LOYKA
marka dijital mikrometre ile belirlendi. Ortalama deger + standart sapma olarak sonuglar

belirlendi.

3.9.2. Isik absorpsiyonu ve gecirgenligi

0.8 cm x 3 cm biyiikliigiinde dikdortgen seklinde hazirlanan film 6rnekleri kuvartz kiivete
yerlestirilip, absorpsiyon ve transmitans spektrumlart 200-800 nm araliginda UV-Vis

spektrofotometre cihazinda ¢izildi.

3.9.3. Opaklik

0.8 cm x 3 cm hazirlanan film 6rneklerinin 600 nm’deki absorbans degerleri UV-Vis
spektrofotometre cihazinda 6l¢iildi. Her bir filmin kalinlig1 kaydedildi. Asagida verilen hesaba
gore opaklik belirlendi.

P=Ageoonm)/d (Denklem 3.5)

(P: opaklik, Asoonm: 600 nm’de absorbans degeri, d: film kalinlig1 (mm))
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3.9.4. Nem icerigi (%)

2 cm x 2 cm boyutunda filmler hazirlanip kurutma oncesi ilk tartimlart alinarak 105°C’de sabit
tartima gelmesi icin etiivde 4-5 saat boyunca bekletildi. Nem igerigi verilen denkleme gore
hesaplanda.

Nem igerigi (%) = L™ x 100 (Deklem 3.6)

(M: kurutma 6ncesi film agirligi (g), m: tamamen kurumus film agirligi)

3.9.5. Suda ¢oziiniirliik (%)

2 cm x 2 cm boyutunda filmler hazirlanip tartildi. 10 mL destile su iginde 24 h oda sicakliginda
bekletildi. Geriye kalan film 6rnegi alinip 105°C’de etiivde bekletildi. Asagidaki Denklem

3.6’ya gore sonuglar hesaplandi.
o e 1o M-w
Suda ¢oztinitirliik (%) = X 100 (Denklem 3.7)

(M: baslangigtaki film agirligi (g), W: kalan filmin kuruma sonrasi agirligi (g))
3.9.6. Su buhar gecirgenligi

Filmlerin su buhar1 gecirgenliklerinin belirlenmesi, 6zellikle filmlerin gida ambalaj1 olarak
kullanilmas1 yoniinden 6nemlidir. Bu sebeple, 50 mL’lik beherlere 20 mL destile su ilave edilip
beherin agzina yaklasik 4 cm ¢apinda olacak sekilde yuvarlak kesilmis filmler yerlestirildi ve
parafilm ile kenarlar1 hava almayacak sekilde kapatildi. Iginde susuz silikajel olan bir desikatére
yerlestirildi. Baglangicta ve 5 giin (120 saat) sonunda tartim alinarak agirliktaki azalma

belirlendi.

Amx X

—) (Denklem 3.8)
SxAPxt

Su buhari gegirgenligi. (
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(Am: cam beherin agirhigindaki degisim (g); X: film kalinligi (mm); S: filmin kapladig: alan
(cm?); AP: filmin atmosfere kars1 kismi buhar basinci farki, 3,179 KPa 22 °C; t: maruz kalma
siiresi (saat))

3.9.7. Cekme direnci ve kopmada uzama yiizdesi

10 mm genigliginde ve 0.080 mm kalinliginda film numunelerinin ¢ekme direnci (tensil
kuvveti) ve kopmada uzama testleri ISO-527-1 ve ISO-527-2 standardina uygun olarak tekstiir

analiz cihazi kullanilarak 6l¢tildii. Her film i¢in 10 6lgiim alindi.

3.10. Biyopolimer filmlerin karakterizasyonu

3.10.1. infrared spektrumlarinn (FT-IR) eldesi

Sentezlenen polimerik filmlerin yapisindaki fonksiyonel gruplar1 ve kimyasal bilesimini ortaya
koymak amaciyla 600-4000 cm™ dalgasayis1 araliginda FTIR spektrumlari Shimadzu
(IRTracer-100) cihazinda elde edildi.

3.10.2. Termogravimetrik (TGA) analiz

25-650 °C araliginda (10°C/dk) biyofilm 6rneklerinin kiitle kayiplari hava atmosferine karsi
olgiildii. Polimer filmlerin termogravimetrik egrileri Shimadzu TGA-60WS cihazinda elde
edildi.

3.10.3. Diferansiyel taramah kalorimetrik (DSC) analiz

Aronya toz ekstrakti, aronya-BCD mikrokapsiilleri ile CMC:PVA film numuneleri Hitachi
ExStar DSC 6200 marka DSC cihazinda analiz edildi. Test, azot altinda 40-220 °C araliginda,
10 °C/dk 1sitma hizinda gerceklestirildi.

3.10.4. Taramal elektron mikroskopisi ile goriintiileme

Aronya posasi toz ekstrakti, mikroenkapsiile aronya ve biyofilm numunelerinin SEM cihazi

goriintiileri elde edildi. Morfolojik 6zellikleri incelendi.
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3.11. Biyopolimer filmlerin antioksidan/radikal siipiirme/antosiyanin icerik analizi
10 cm ¢apinda filmler hazirlanip tartimlari kaydedildi, ardindan 30 mL destile suda ¢oziildii.

Toplam antioksidan kapasite analizi i¢in, 1:1 seyreltilen film ¢o6zeltisinden 1 mL alinip
CUPRAC yo6ntemi uygulandi. Toplam antosiyanin igerik analizi i¢in, 1:1 seyreltilen film

cozeltisinden 1 mL alinarak pH-diferansiyel yontemi uygulanda.

Serbest radikal siipiirme aktivitesi i¢in, 4 mL 1:10 seyreltilmis metanollii DPPH ¢o6zeltisi
tizerine film c¢ozeltilerinden 0.2 mL eklenip toplam 5 mL’ye tamamlandi. 517 nm’de referans

cozeltiye kars1 absorbanslar ol¢iildii.

3.12. Biyopolimer filmlerin antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenmesi

Kontrol ve APTE katkili CMC:PV A biyofilm 6rneklerinin antibakteriyel 6zelligi disk difiizyon
testi uygulanarak gram negative Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve gram pozitif
Staphylococcus aureus (S. aureus) bakterileri tizerinden incelendi. Mikroorganizmalar i¢in
uygun kati1 besiyeri hazirlanarak petrilere dokiildi, 18-24 saatlik sivi mikroorganizma
kiiltiiriintin  bulanikligi 0,5 McFarland olacak sekilde ayarlandi (Reller ve dig., 2009).
Mikroorganizmalar petriye ekildi ve yiizeyine etkisi belirlenecek film diskleri yerlestirildi. Film
ornekleri eklenmis petri, mikroorganizmanin gelisecegi 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi ve zon

caplan ol¢iildi.

3.13. Biyopolimer filmlerin renk analizleri

Biyofilm orneklerinin renk analizleri igin PCE-CSM3 model kolorimetre standart bir beyaz
plaka ile kalibre edildikten sonra, kolorimetre merceginin oniine biyofilm yerlestirilerek 6l¢iim
yapildi. Beyaz plakanin renk parametreleri; L* (agiklik/koyuluk), a* (kirmizi/yesil), b*
(sar/mavi) ve biyofilmlerin L, a, b renk parametreleri kaydedildi. L* (96.20), a* (-0.10), and
b* (-1.98) standard beyaz ekranin renk parametreleri olarak belirlendi. Toplam kromatik sapma
(AE) Denklem (3.9)’a gore hesaplandi.

AE = J(L—L*)?%+(a—ax)?2 + (b— b *)? (Denklem 3.9)
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3.14. Biyopolimer filmlerin stabilite testleri

Kontrol, 60/90/120 mg aronya posasi ekstrakti i¢eren ve Aronya:B-CD inkliizyon kompleksi
iceren biyofilm numuneleri 0, 7, 14, 21 giin boyunca giin 1s181nda agz1 kapali sekilde bekletildi.

Ardindan toplam antosiyanin igerikleri belirlendi. Giinler arasindaki degisim incelendi.

Kontrol, 60/90/120 mg aronya posasi ekstrakti i¢ceren ve Aronya:B-CD inkliizyon kompleksi
iceren biyofilm numuneleri 25, 40, 60, 80°C’de 2 saat etliivde bekletildi. Ardindan toplam

antosiyanin igerikleri belirlendi. Sicaklik artisina bagli degisim incelendi.

3.15. Amonyak hassasiyeti testi

4 cm X 1 cm boyutunda filmler hazirlanip 50 mL’lik beherde %10’luk amonyak ¢ozeltisinin 2
cm uzaginda yerlestirip 2 dakika araliklarla 20 dakika boyunca renk degisimleri incelendi. Renk

parametre Ol¢limleri gerceklestirildi. AE degerleri Denklem 3.9°a gore hesaplanda.

3.16. Akilli sensor olarak gida ambalaji uygulanmasi

1 cm x 3 cm boyutunda filmler hazirlanip plastik petri kaplarin (d=10cm) kapaginin i¢ kismina
yerlestirildi. Taze balik numunesi 2+0.1 gram tartilip petri kaplarina yerlestirildi. Petri kapaklari
kapatilip kenarlar1 hava almayacak sekilde parafilm ile bantlandi. Oda kosullarinda 6 h, 24 h,
48 h, 72 h ve 96 h boyunca, buzdolabinda +4°C’de 48 h ve 96 h siiresince bekletildi (Sekil 3.5.).

Akilli gida ambalaj filmi uygulamasi

i i

m&‘ﬂﬂﬂ‘“ Ugucu mﬁ‘h&ﬂ‘u

Taze balik eti aminler Bozulmus balik eti
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Sekil 3.5. Akillh gida ambalaj filmi uygulamasinin gosterimi
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4. BULGULAR

4.1. Ultrasonik-Destekli Ekstraksiyon Optimizasyonu

4.1.1. Optimum ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin belirlenmesi

Yiizde bilesimleri farkli etanol:su ¢oziicti ortaminda (%0, %20, %40, %60, %80, %100) 1g /20
mL aronya posasi ekstraktlar1 10 dakika boyunca ultrasonik homojenizatorde ekstrakte edildi.
Optimum ¢0ziicli oraninin belirlenmesi i¢in ekstraktlarin toplam antosiyanin icerikleri 6lgiildii.

Buna gére en yiiksek TAI degeri %40 etanol:su ortaminda elde edildi (Sekil 4.1).

mg/g TAI igerigi

0 20% 40% 60% 80%

100%

Coziicii orani

Sekil 4.1. Optimum etanol:su ekstraksiyon ¢oziiciisii oraninin belirlenmesi
4.1.2. Optimum ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi

%40 etanol:su ¢oziicli ortaminda 1g /20 mL aronya posasi ekstraktlart 10, 20, 30 dakika
boyunca ultrasonik homojenizatérde ekstrakte edildi. Optimum siirenin belirlenmesi igin

ekstraktlarm toplam antosiyanin icerikleri olgiildii. Buna gére en yiiksek TAI degerine 10
dakikada ulasildigi belirlendi (Sekil 4.2).



39

mg/g TAI
N

M 10 dakika 20 dakika 30 dakika
Sekil 4.2. Optimum ekstraksiyon siiresinin belirlenmesi
4.2. Aronya posalarinin mikroenkapsiilasyonu-freeze drying islemi

Mikroenkapsiilasyon isleminde 1:1 oraninda komplekslesme i¢in 0.16 mmol 181.6 mg B-CD
(181.6 mg) ile 0.16 mmol Aronya posasi toz ekstrakti (72 mg) toplam miktar1 253.6 mg olup,
mikroenkapsiilasyon sonucu elde edilen inkliizyon kompleksinin miktart analitik terazide
tartilarak 6lciildii. Uriin 202+3 mg olarak elde edildi. Elde edilen miktarin baslangigtaki toplam

miktara (mg) oranlanmasi ile mikroenkapsiilasyon sonucu iiriin yiizdesi %79+2 olarak

hesaplandi.

Detaylar1 Boliim 3.5.2°de verilen mikroenkapsiilasyon verimi Denklem 3.5’e gore hesaplandi
ve spektroskopik pH-diferansiyel yontemi bulgularina gore % 50.4 + 1.1 olarak belirlendi.
Detaylar1 Boliim 3.7.’de verilen HPLC yontemi ile toplam ve yilizey monomerik antosiyanin

icerigi siyanidin-3-0-glukozid cinsinden elde edildi ve mikroenkapsiilasyon verimi % 51.6 +
1.8 olarak belirlendi.

4.3. Mikroenkapsiile posa érneginin FTIR spektrumunun eldesi

B-CD, Aronya ekstrakt1 ve mikroenkapsiilasyon iiriiniiniin FTIR spektrumlar1 4000-600 cm™
araliginda goriintiilendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. B-CD, Aronya ekstrakti ve mikroenkapsiilasyon iiriiniiniin FTIR spektrumlar:

4.4. Mikroenkapsiile posa 6rneginin UV-Vis spektrumunun eldesi

B-CD, Aronya ekstraktt ve mikroenkapsiilasyon iirliniiniin UV-Vis spektrumlar1 200-800 nm

araliginda goriintiilendi (Sekil 4.4).

2.5
Aronya
) AronyaBCD mikrokapsill
BetaCD
215
©
o
S
o
2
< 1
0.5
o [ =
200 300 400 500 600 700 800

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.4. B-CD, Aronya ekstrakti ve mikroenkapsiilasyon iiriiniiniin UV-Vis
spektrumlar:
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4.5. Aronya posasi ekstrakti ve mikroenkapsiile posa é6rneginin DSC ile termal
ozelliklerinin belirlenmesi

Diferansiyel taramali kalorimetri analizi i¢in aronya posasi toz ekstrakt ile mikrokapsiillerinin
sicakliga bagli DSC egrileri elde edildi (Sekil 4.5). Mikroenkapsiilasyon sonrasi termal

Ozelliklerin degisimi incelendi.

28.00
0.000

kompleks

0500 -126.00

-1.000

24.00

-1.500 93 00

-2.000
20.00

-2.500

ekstrakt 11800

DSC mwy
DOSC myWmin

-3.000 —
16.00

-3.500 —

— 14.00
-4.000 —

-4.500 [ 12.00

-5.000 —

10.00

5500
! ! ! ! —8.00

50.0 100.0 150.0 200.0
Temp Cel

Sekil 4.5. Aronya posasi toz ekstrakt ile mikrokapsiillerinin sicakliga bagh DSC egrileri

4.6. Aronya posasi ekstrakt1 ve mikroenkapsiile toz ekstraktlarin toplam antioksidan

kapasite, radikal siipiirme aktivite ve toplam antosiyanin iceriginin belirlenmesi

Boliim 3.4.’de ekstraksiyon detaylar1 verilen endistriyel aronya posasi toz ekstrakt
numunesinden ve Boliim 3.5.te belirtilen mikroenkapsiile toz ekstrakttan 72’ser mg alinip
tizerine 10 mL 1:1 (v/v) Etanol:su ilave edilerek vortekslenip ¢6ziinmesi saglandi. Ardindan
CUPRAC, TAI ve DPPH yéntemleri uygulandi. Toplam antioksidan kapasite degerleri mg/g
troloks esdegeri olarak, radikal siiplirme aktivitesi % inhibisyon olarak, toplam antosiyanin

icerigi mg/g cys-3-0-glu esdegeri olarak hesaplandi (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Endiistriyel aronya posasi toz ekstrakti ve mikroenkapsiile aronya posasi toz
ekstraktinin antioksidan, radikal siipiirme aktivite ve toplam antosiyanin icerikleri

Ornek TACcupraC DPPH radikali T AlpH-diferansiyel
(mg/g Troloks siipiirme aktivitesi | (mg/g cys-3-0-glu

esdegeri) (% inhibisyon)? esdegeri)

Aronya posasi toz 11.03+0.55 57+£2.5 2.56+0.12

ekstrakt (APTE)

Mikroenkapsiile 4.26+0.21 62+3.0 0.81+0.05

aronya posasi toz

ekstrakt (MAPTE)

DPPH yo6nteminde aronya posasi ekstrakti (1:5) ve mikroenkapsiile posa ekstrakti kullanildi.

4.7. Aronya posasi ekstrakti ve mikroenkapsiile toz ekstraktlarin kromatografik analizi

Analiz sartlar1 Boliim 3.7.°de verilen RP-HPLC gradient eliisyon ile antosiyanin standartlari,

aronya posasi toz ekstrakti, hidrolizat ve mikrokapsiil aronya 6rnegine ait kromatogramlar elde

edildi (Sekil 4.6-4.8). Kromatografik veriler 1s18inda, standart bilesiklerin UV-vis spektrumlari

ve alikonma siireleri drnekte yer alan pik verileri ile karsilagtirilarak ve numunelere standart

katki yapilarak antosiyanin igerikleri belirlendi.
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Sekil 4.6. (A) Antosiyanidin standartlarina ait kromatogram (A : 520 nm) (1: siyanidin-3-
o-galaktozid, 2: siyanidin-3-o0-glukozid) (B)Atik Aronya posasi toz ekstraktina ait HPLC
kromatogram (A : 520 nm) (1: siyanidin-3-o-galaktozid, 2: siyanidin-3-o0-glukozid, 3:
siyanidin-3-o-arabinozid) (C) Atik Aronya posasi toz ekstraktina ait HPLC
kromatogrami (A : 360 nm) (kaffeoil-kuinik asit tiirevleri, kuersetin glukozidleri,
kuersetin)
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Sekil 4.7. (A) Siyanidin kloriir standardina ait kromatogram (A : 520 nm) (B)Atik Aronya
posasi hidrolizatina ait HPLC kromatogrami (A : 520 nm)
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Sekil 4.8. Mikroenkapsiile aronya orneklerinin toplam antosiyanin ve yiizey
(enkapsiillenmemis) antosiyanin icerigine ait kromatogram (A : 520 nm) (1: siyanidin-3-
o-galaktozid, 2: siyanidin-3-o-glukozid, 3: siyanidin-3-o0-arabinozid)

4.8. Toz aronya posasi ekstrakti ve mikrokapsiile aronya posas1 numunesinin pH’a bagh
renk degisimleri

pH 2-12 araliginda hazirlanan posa (8 mg/mL) ve mikrokapsiil (8 mg/mL) ¢ozeltilerinin UV-
Vis spektrumlar1 200-800 nm de goriintiilendi. Renk degisimleri izlendi (Sekil 4.9-4.10).
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Sekil 4.9. Aronya posasi toz ekstraktinin pH’a bagh renk degisimleri ve UV-vis
spektrumlari
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Sekil 4.10. Mikroenkapsiile aronya posasimin pH’a bagh renk degisimleri ve UV-vis
spektrumlar

4.9. Mikroenkapsiile posa drneginin stabilite testi

Mikrokapsiillerin ve toz ekstraktlarin artan sicakliga ve siireye bagli stabiliteleri incelendi. 0, 7,
14, 21 ve 28. giin boyunca igerikleri belirlendi. Giinler aras1 TAI degerleri mg/kg cys-3-0-
glukozid esdegeri cinsinden izlendi (Sekil 4.11). 25°C, 40°C ve 65 °C’de TAI degerleri
izlenerek sicakliga bagl stabiliteleri incelendi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11. Aronya toz ekstraktlarin ve aronya:BCD mikrokapsiillerin siireye
bagh stabilite degisim grafigi
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Sekil 4.12. Aronya toz ekstraktlarin ve aronya:BCD mikrokapsiillerin sicakli3a bagh
stabilite degisim grafigi
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4.10. Karboksi metil seliiloz-polivinil alkol esash kontrol ve aronya atik posasi katkili
biyopolimer filmlerin eldesi

Boliim 3.8’de verilen prosediire gore biyobozunur polimer filmler kontrol, aronya posasi
ekstrakti (60/90/120 mg) igeren ve Aronya:BCD mikrokapsiil i¢eren seklinde hazirlandi (Sekil
4.13). Biyofilm ¢ozeltilerinin pH’a bagl degisimleri pH 2-12 araliginda incelendi ve UV-Vis
spektrumlari elde edildi (Sekil 4.14).

%

\ _ Kontrol

Sekil 4.13. Biyofilm gorselleri
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Sekil 4.14. Biyopolimer film ¢ozeltilerinin pH’a bagh UV-Vis spektrumlari

4.11. CMC:PVA biyopolimer filmlerin fiziksel 6zellikleri

Elde edilen biyopolimer filmlerin kalinliklart (mm), nem igerikleri (%), suda ¢oziiniirliikleri
(%), opaklik ve su buhari gecirgenlikleri (g cm™h™ Pa™) Tablo 4.2°de verildi.

Tablo 4.2. Kontrol ve antioksidan katkih filmlerin fiziksel ozellikleri

Ornek Film Nem Suda Opaklik Su buhari
kalinligi® icerigi ¢ozliniirliik gecirgenligi (g
(mm) (%) (%) cmth?tpal)
CMC/PVA -kontrol 0.166+0.007 11.49 81.96 0.22 5.09 x 10°°
CMC/PVA/APTE6OmMg 0.185+0.012 10.94 84.67 0.53 6.05 x 10°°
CMC/PVA/APTE9Omg 0.200+0.010 9.55 91.17 0.72 6.28 x 10°°
CMC/PVA/APTE120mg 0.2154+0.010 9.44 94.10 0.80 6.54 x 10°°
CMC/PVA/APTE:BCD [0.205+0.008 8.90 90.13 0.74 6.43 x 10°°

ortalama deger = SD
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4.12. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin toplam antioksidan kapasite, radikal siipiirme

aktivite ve toplam antosiyanin icerikleri

Boliim 3.8 de verilen prosediire gore biyobozunur polimer filmlere CUPRAC, TAI ve DPPH
yontemleri uygulandi. Toplam antioksidan kapasite degerleri mg/g troloks esdegeri olarak,
radikal siiplirme aktivitesi % inhibisyon olarak, toplam antosiyanin i¢erigi mg/kg cys-3-0-glu

esdegeri olarak hesaplandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. CMC:PVA biyofilmlerin toplam antioksidan, radikal siipiirme aktivite ve
toplam antosiyanin icerikleri

(")rnek TACcuprrAC DPPH radikali TAipH-diferansiyel
(mg/g Troloks siipiirme aktivitesi | (mg/kg cys-3-0-glu
esdegeri) (% inhibisyon)? esdegeri)

CMC/PVA -kontrol - - .

CMC/PVA/APTEGOmMg 0.89+0.04 30.4+1.52 79.9+3.87
CMC/PVA/APTE9OmMg 1.30+0.07 40.3+2.01 115.04£5.70
CMC/PVA/APTE120mg 1.68+0.08 55.7+2.78 155.8+6.80
CMC/PVA/APTE:BCD 1.33+0.06 42.3+2.05 118.1+5.43

4.13. CMC:PVA biyopolimer filmlerin mekanik 6zellikleri

10 mm genisliginde ve 0.166 ile 0.215 mm degisen kalinliklarda film numunelerinin ¢ekme
direnci (tensil kuvveti) ve kopmada uzama testleri 1ISO-527-1 ve I1SO-527-2 standardina uygun
olarak tekstiir analiz cihazi kullanilarak 6l¢iildii. Her film i¢in 10 6l¢iim alindi. Kontrol filmlere
nazaran antosiyanin katkili 6rneklerin ¢ekme direncglerinin ve kopmada uzama yiizdelerinin

arttig1 gozlenmistir (Tablo 4.4.)

Tablo 4.4. Sentezlenen biyofilmlerin mekanik ozellikleri

Ornek Cekme direnci | Cekme modiilii | Kopmada uzama
(MPa) (MPa) (%)
CMC/PVA-kontrol 7.96 121.89 15.00
CMC/PVA-APTE60mMg 9.14 148.77 15.50
CMC/PVA-APTE90mMg 8.28 150.18 17.15
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CMC/PVA-APTE120mg

6.93

194.85

21.57

CMC/PVA-APTE:BCD

7.59

96.31

19.47

4.14. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin optik 6zellikleri

Elde edilen CMC:PVA kontrol ve APTE katkili filmlerin 200-800 nm araliginda UV-vis

absorpsiyon spektrumlari (Sekil 4.15) ve % transmitans spektrumlar: (Sekil 4.16) gortintiilendi.

600-4000 cm-1 araliginda her bir biyofilm 6rneginin FTIR spektrumlari olusturuldu (Sekil

e CMIC:PVA_kontrol
= CMIC:PVA_APTE60mg
e CMC:PVA_APTE9Omg
= CMC:PVA_APTE120mg
CMC:PVA_APTE/BCD

4.17).
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c
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Sekil 4.15. Kontrol ve APTE katkili biyopolimer filmlerin UV-Vis spektrumlari
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Sekil 4.17. Kontrol ve APTE katkili biyopolimer filmlerin FTIR spektrumlar:
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4.15. Aktif/akillh CMC:PVA biyofilmlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi

Disk difiizyon testi uygulanarak gram negatif Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve

gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus) bakterileri tizerinden biyofilmlerin

antibakteriyel 6zellikleri incelendi. Sonuglar Tablo 4.5.’de gosterilmektedir.

Tablo 4.5. CMC:PVA biyofilmlerin antimikrobiyal 6zellikleri

Ornek

Bakteri tiirii

gram negatif
P. aeruginosa

gram pozitif
S. aureus

CMC:PVA KONTROL 10.72 Zon ¢ap1 olusmamustir.
CMC:PVA/APTEGO MG 13.54 Zon ¢ap1 olugsmamustir.
CMC:PVA/APTEQ0 MG 20.70 Zon ¢ap1 olusmamustir.
CMC:PVA/APTE120 MG 22.14 10.92

CMC:PVA/APTE:BCD 19.72 Zon ¢ap1 olusmamustir.

4.16. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin termal 6zelliklerinin belirlenmesi

Termal analizle biyofilmlerin termal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in sicaklik artisina bagl kiitle

degisimlerini goriintilleyen TGA egrileri 25-700 °C (10°C/dk), 30 mL/min hava atmosferinde

elde edildi (Sekil 4.18).

120

100

o
S

Kitle kayhbi(%)
@
3

20

.

300 400

CMC:PVA-Kontrol
CMC:PVA-APTEGOME

Sicaklik

CMC:PVA-Mikrokapsul

500 600 700 800

Sekil 4.18. CMC:PVA biyofilmlerin termogravimetrik egrileri
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Film numunelerinin DSC egrileri, azot altinda 40-220 °C araliginda, 10 °C/dk 1sitma hizinda
gercgeklestirildi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Kompozit filmlere ait DSC egrileri

4.17. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Morfolojik 06zelliklerin belirlenmesinde taramali elektron mikroskopu kullanilarak farkli

olgekli biiylitme yapilarak goriintiiler kaydedildi (Sekil. 4.20(A-E)).

Sekil 4.20. Biyofilmlerin morfolojik goriintiileri (A: CMCPVA-Kontrol; B: CMCPVA-
APTE60mg; C:CMCPVA-APTE90mMg; D:CMCPVA-APTE120mg; E: CMCPVA-
MAPTE (i¢ grafik: mikrokapsiillerin boyutlari); F: toz mikrokapsiil
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4.18. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin kolorimetrik analizi

Biyofilm 6rneklerinin renk analizleri igin kolorimetre cihazinda L*, a* ve b* renk indisleri

Olctildii. Denklem 3.9°da verilen hesaba gore toplam kromatik sapma (AE) hesaplandi (Tablo

4.6.) (Sekil 4.21).

Tablo 4.6. CMC:PVA biyofilmlerin renk analiz verileri

Biyofilm ornekleri L* a* b* Toplam kromatik
kayma (AE)
CMC/PVA -kontrol 95.88+0.30 | 0.14+0.04 -1.35+0.16 0.72+0.03
CMC/PVA/APTE60mg | 83.31+0.87 | 9.76+0.76 1.70+0.34 17.15+0.58
CMC/PVA/APTE9OmMg | 78.24+0.50 | 12.05+0.34 2.02+0.04 22.21+0.44
CMC/PVA/APTE120mg | 70.91+0.74 | 20.34+0.42 2.23+0.26 26.39 +0.97
CMC/PVA/APTE:BCD | 78.77+0.05 | 14.47+0.43 | 2.92+0.13 23.24+0.47
Lo*: 96.30, ao*: -0.14, bo*: -2.30; ortalama deger = SD
30
25 I
I I
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I
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5
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S % % % o
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Sekil 4.21. Kontrol ve APTE katkih biyopolimer filmlerin renk analiz sonuglari

4.19. Aktif/akillh CMC:PVA biyofilmlerin amonyak testi uygulamasi

4 cm x 1 cm boyutunda filmler amonyak buharina 10’ar dakika araliklarla 60 dakika boyunca
(Sekil 4.22) tutularak simiilasyon islemi ile renk degisimleri incelendi. Renk parametre

Ol¢timleri gergeklestirildi. AE degerleri Denklem 3.9’a gore hesaplandi.
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Sekil 4.22. Kontrol ve APTE katkili biyopolimer filmlerin zamana bagh renk degisim
grafigi

4.20. Aktif/akilh CMC:PVA biyofilmlerin gida uygulamasi

Detaylart Boliim 3.16’da verilen sekilde balik tazeliginin belirlenmesinde numuneler oda
kosullarinda 6 h, 24 h, 48 h, 72 h ve 96 h boyunca, buzdolabinda +4°C’de 48 h ve 96 h siiresince
bekletildi ve renk degisimleri incelendi (Tablo 4.7). Renk parametre 6lgiimleri kolorimetre

cihazinda gergeklestirildi. AE degerleri Denklem 3.9’a gore hesaplandi.



56

Tablo 4.7. CMC:PVA biyofilmlerin gida uygulamas: verileri

90 mg

Film siire AE

6 saat 8,63
CMC:PVA/APTE
60 mg

24 saat 9,06
CMC:PVA/APTE
60 mg

48 saat 9,5
CMC:PVA/APTE
60 mg

72 saat 11,9
CMC:PVA/APTE
60 mg

96 saat 17,68
CMC:PVA/APTE
60 mg
Film siire AE
CMC:PVA/APTE 6 saat 8,6
90 mg
CMC:PVA/APTE 24 saat 12,9
90 mg

48 saat
CMC:PVA/APTE
90 mg 25°C 14,10
CMC:PVA/APTE 72 saat 15,23 .
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96 saat
CMC:PVA/APTE 25°C 23.02
90 mg
) . -
Film siire AE
CMC:PVA/APTE:BDC 6 saat 17,8 .
CMC:PVA/APTE:BDC | 24 saat 23,4 '
48 saat
CMC:PVA/APTE:BDC
25°C 26,84
4°C 22’9
CMC:PVA/APTE:BDC | 72 saat 29,13 .
96 saat
CMC:PVA/APTE:BDC
25°C 33,88
4°C
36,37
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5. TARTISMA

5.1. Endiistriyel aronya posasindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

Aronya (A. melanocarpa) fenolik bilesiklerce zengin bir meyvedir. Yiksek oranda
proantosiyanidinler, antosiyaninler ve fenolik asit i¢erigine sahiptir (Kulling&Rawel, 2008). A.
melanocarpa meyveleri antosiyaninlerin (flavonoid sinifi) en zengin bitki kaynaklarindan
biridir: icerigindeki siyanidin-3-0-galaktosid, siyanidin-3-O-arabinosid, siyanidin-3-o-ksilosid
ve siyanidin-3-o-glukozid meyvenin koyu kirmizi, mavi ve mor renklerinden sorumludurlar
Oszmianski & Sapis, 1988). Bu meyvenin igerigindeki toplam polifenollerin %25'i
antosiyaninlerdir (Oszmianski&Wojdylo, 2005). Aromatik asitlerden en baskin olani
klorojenik ve neoklorojeniktir. Epikatesin oligomerleri, aronia meyvesi polifenollerinin
%66's11 temsil eden baskin proantosiyanidinlerdir (Slimestad ve dig. 2005). Bu nedenle yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip saglik ve tibbi agidan 6nemli bir bitkisel kaynaktir. Aronya gibi
bitkilerden sagliga faydali bilesenler genellikle sivi veya kuru ekstraktlar halinde kullanilir.
Yiiksek verimli ve kaliteli ekstraktlarin tiretimi i¢in, optimum ekstraksiyon yontemi ve proses
sartlarinin  aragtirnlmas1 gereklidir. Tez kapsaminda ultrasonik homojenizatér cihazi
kullanilarak diger ekstraksiyon tekniklerine oranla nispeten ucuz ve hizli olan ultrason destekli
ekstraksiyon (UAE) yontemi tercih edilmistir (Sekil 3.1). UAE tekniginde, ultrasonik bir
dalganin gecisiyle ekstraksiyon c¢oziiclisinde gaz kabarciklarinin olusmasi, biiylimesi ve
patlamasi sonucu fliretilen akustik kavitasyonlarin etkisi ¢oziicliniin numune matrisine daha
fazla niifuz etmesini saglar ve kati ile siv1 faz arasindaki temas yiizey alanini arttirir (Wang ve
dig. 2008). Ekstraksiyonun optimum sartlarda saglanmasi ve antioksidanca zengin ekstraktlarin
eldeigin i¢in ¢oziicii orani, zaman, sicaklik, ultrasonik gii¢ gibi ekstraksiyon kosullarinin dogru
bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir. En uygun ¢oziicii genellikle polaritesine, hedefe ve
bilesiklere olan ilgisine, maliyetine ve giivenligine gore secilir. Farkli seviyelerde su iceren
alkoller ve aseton, bitki materyallerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Wang ve dig. 2008; Rami¢ ve dig. 2015). Etanol, arastirilan bir¢ok sistemde
fenolikler i¢in en yiiksek afiniteye sahiptir, bu nedenle toz haline getirilmis aronya posasi
polifenoliklerin ekstraksiyonu i¢in ¢dziicli olarak secilmistir. Tez kapsaminda meyve suyu

isletmesinden tedarik edilen aronya posalart Boliim 3.4.’de detaylar1 verilen ekstraksiyon



59

oncesi hazirlik islemlerinden gegirildikten sonra 1g /20 mL yiizde bilesimleri farkli etanol:su
¢ozilicii ortaminda (%0, %20, %40, %60, %80, %100) olacak sekilde 10 dakika boyunca
ultrasonik homojenizatérde ekstrakte edilmistir. Optimum ¢oziicli orani ekstraktlarin toplam
antosiyanin igerikleri dlgiilerek belirlenmistir. En yiiksek TAI degeri %40 (v/v) etanol:su
ortaminda elde edildiginden ekstraksiyon ¢oziiciisii %40 (v/v) etanol:su se¢ilmistir (Sekil 4.1).
Ikinci asamada 1g /20 mL aronya posasi ekstraktlar1 10, 20, 30 dakika boyunca ultrasonik
homojenizatorde ekstrakte edilerek optimum siire belirlenmis, buna gore en yiiksek TAI
degerine 10 dakikalik ekstraksiyon siiresinde ulasilabildigi tespit edilmistir (Sekil 4.2). Ramic
ve dig. (2015) aronya yan-iiriinlerinden fenolik bilesiklerin UAE teknigi ile %50 etanol:su

¢oziicli ortaminda maksimum ekstraksiyon verimine ulasildigini belirlemiglerdir.

5.2. Aronya posasi ekstraktlarinin mikroenkapsiilasyonu ve karakterizasyonu

Enkapsiilasyon teknolojisi, yalnizca kapstillenmis malzemeleri tutma kapasitesi nedeniyle degil
uzun siire igin yeterli derecede koruma saglamasi agisindan da 6nemli bir tekniktir. Ozellikle
antosiyaninler dogal gida renklendiricileri olarak kabul edilmelerine ragmen, kararsiz yapilari
sicaklik, 151k, oksijen, pH degisimi gibi ¢evresel faktorler nedeniyle pratik uygulamalarda engel
teskil etmektedir. Cok sayida enkapsiilasyon yontemi (piiskiirterek kurutma, inkliizyon
kompleklesme, dondurarak kurutma, ekstriizyon, akiskan yatak kaplama vb.) kullanilmaktadir.
Antosiyaninlerin inkliizyon kompleksi hazirlanarak enkapsiilasyonu iizerine yapilan bir
caligmada Berberis lycium antosiyaninleri (BA) ile B-siklodekstrin (B-CD) stokiyometrik
esimolar oranda dondurarak kurutma teknigi ile hazirlanan inkliizyon komplekslerinin
antosiyaninlerin stabilitelerinin ve biyoerisilebilirliklerinin iyilestirilmesi amag¢lanmigtir
(Pradhan ve dig. 2022). Bir diger calismada H. sabdariffa L. antosiyaninlerinin stabilitesi
siklodekstrin varliginda arttirtlmistir (Mourtzinos ve dig. 2008). Dondurarak kurutma yontemi,
kimyasal ayrismay1 en aza indirdigi ve sicaklikla kolaylikla bozunan antosiyanince zengin
ekstraktlarin diistik sicakliklarda enkapsiilasyonunun gergeklesmesi sebebiyle tez ¢alismasinda

B-siklodekstrin (B-CD) varliginda dondurarak kurutma tekniginden yararlanilmistir.

Mikroenkapsiilasyon islemi, B-CD ile Aronya posasi toz ekstrakti stokiyometrik olarak esit mol
oraninda (0.16 mmol) ger¢eklesmistir. Enkapsiilasyon neticesinde elde edilen iiriin miktarinin
baslangictaki toplam miktara (mg) oranlanmasi ile iirlin yiizdesi %7942 olarak hesaplanmuistir.

Literatiirde, pektin ve HP-BCD varliginda piiskiirterek kurutma yontemiyle gerceklestirilen
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mikroenkapsiilasyon isleminde toz iirlin veriminin %67.87-73.27 oldugu belirtilmistir

(Kuzmanovi¢ ve dig., 2023).

Detaylar1 Boliim 3.5.2°de verilen mikroenkapsiilasyon verimi Denklem 3.5’e gore hesaplanmis
olup spektroskopik pH-diferansiyel yontemi bulgularina gore % 50.4 + 1.1 olarak belirlendi.
Detaylar1 Boliim 3.7.’de verilen HPLC yontemi ile toplam ve ylizey monomerik antosiyanin
icerigi siyanidin-3-0-glukozid cinsinden elde edilmis olup mikroenkapsiilasyon verimi % 51.6
+ 1.8 olarak bulunmustur. Catalkaya ve dig. (2022) tarafindan aronya posasindan antosiyanin
acisindan zengin ekstraktin farkli kaplama malzemeleri (maltodekstrin, maltodextrin:arabic
gum (MD:GA), maltodextrin: peynir altisuyu (MD:WPI) ve maltodextrin: ksantan
gum(MD:XG)) kullanilarak sprey kurutma yoluyla kapsiillenmesi neticesinde aronya posasinin
MD (%38), MD:WPI (%52), MD:XG (%58) ve MD:GA (%70) seklinde enkapsiilasyon verimi
gosterdigi belirlenmigtir. Aronya meyve suyunun tasiyict olarak HP-BCD varliginda

mikroenkapsiilasyonu %54.3 enkapsiilasyon verimi gostermistir (Wilkowska ve dig., 2017).

Inkliizyon kompleksinin olustugu ve mikroenkapsiilasyonun gergeklestigini belirlemek icin
infrared spektroskopisi, diferansiyel taramali kalorimetri ve taramali elektron mikroskobu
kullanilarak spektroskopik ve mikroskobik analizler ger¢eklestirilmistir. FTIR spektrumu Sekil
4.3.de goriilmektedir. B-CD FTIR spektrumunda 3300 cm™ civarinda genis -OH gerilme
titresim bandi, 2926 cm™? -CH gerilme titresimi, 1150 cm™ ve 947 cm® C=0 gerilme
titresimlerini, Aronya posasi ekstraktindaki 3282 cm™ -OH gerilme titresimini, 2930 cm™ C-H
gerilme titresimini, 1714 cm™ piran halkasindaki C=0 karakteristik piklerini, 1620 cm™ benzen
iskeletini, 1100-1150 cm™ aras1 C-O-C, 1409 cm™, 1339 cm™ aromatik halkay1 gdstermektedir.
879, 817 ve 717 cm?’ aronyanmn parmak izi bolgesinde yer almakta olup, inkliizyon
kompleksinde bu pikler kaybolmustur. Aronyada mevcut 1074, 1151, 1409, 1636, 3282 cm
piklerinde kayma gozlenmistir. Bu sonuglara gore inkliizyon kompleksinin olustugu

goriilmektedir.

B-CD, Aronya ekstrakti ve aronya mikrokapsiillerinin sulu ¢ozeltilerinin UV-Vis spektrumlari
200-800 nm araliginda gortintiilendi (Sekil 4.4). Aronya ekstraktinda maksimum absorpsiyon
527 nm’de gdzlenirken, mikroenkapsiilasyon islemi sonrasi 534 nm’de gozlenmistir. UV-vis
spektroskopisinde, CD'lerin varliginda gézlenen batokromik kaymalar inkliizyon kompleksinin
olustugunu gostermektedir. Celik ve dig. (2011), rozmarinik asit-siklodekstrin inkliizyon

komplekslerinin serbest rosmarinik asit molekiillerinin absorpsiyonuna nazaran daha uzun
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dalgaboyunda absorpsiyon yaptigin1 géstermistir. Benzer degisim kuersetin ve glikozidlerinin
farkli siklodekstrinler varligindaki inkliizyon komplekslerinde de gozlenmistir (Celik ve dig.,
2015).

Aronya posasi ekstraktinin ve B-CD ile inkliizyon kompleksinin sicaklik ve zamanin bir
fonksiyonu olarak DSC oksidasyon egrileri incelenmistir (Sekil 4.5). Antosiyaninlerin
oksidasyonuna bagli olarak aronya posasi icin 140 °C'den sonra bir endoterm baslamustir. Tlgili
endotermik pikler, inkliizyon kompleksinin DSC taramasinda gbézlenmemistir, bu da aronya
posasi ekstraktinin ana bilesenleri olan antosiyaninlerin B-CD ile komplekslesme nedeniyle
oksidasyondan korundugu ve dolayisiyla antosiyaninlerin stabilitesinin siklodekstrin varliginda
arttigint ~ kanitlamaktadir. Benzer sonuglar, hibiskus antosiyaninlerinin  g-CD ile

enkapsiilasyonu i¢in Mourtzinos ve dig. (2008) tarafindan da bildirilmistir.

5.3. Aronya posasi ekstrakti ve mikrokapsiillerin antioksidan kapasite, radikal siipiirme
aktivitesi

Aronya posasinda bulunan basta antosiyaninler olmak tizere, fenolik asitler, flavanoller ve
proantosiyaninler potansiyel saghgi gelistirici (anti-kanser, anti-enflamatuar, anti-obezite ve
kalp-damar koruyucu) 6zelliklere sahiptir (Ramic ve dig. 2015). Bu baglamda APTE ve MATE
numunelerinin toplam antioksidan kapasiteleri spektrofotometrik CUPRAC yontemiyle (Apak
ve dig. 2004) tespit edimistir. DPPHe serbest radikal siiptirme aktivitesi (%) (Sanchez-Moreno
ve dig. 1998) belirlenmistir. CUPRAC yontemi bulgularina gére APTE 11.03+0.55 mg/g
troloks esdegeri, MAPTE 4.26+0.21 mg/g troloks esdegeri antioksidan kapasite gostermistir.
DPPH siipiirme aktivitesi, APTE (1:5 seyreltilmis) i¢cin %57+2.5, MAPTE i¢in %62+3.0
bulunmustur. Aronya meyve suyu proses kalintisinin ABTS troloks esdegeri antioksidan
kapasite degeri 11,49 mg/mL olarak bulunmustur (Lee ve dig., 2024). Bu deger, tez

caligmasinda analiz edilen APTE nin toplam antioksidan kapasite degeri ile uyumludur.

5.4. Aronya posasi ekstrakti ve mikrokapsiillerin toplam antosiyanin iceriginin
belirlenmesi ve pH duyarhliginin izlenmesi

Toplam antosiyanin igerigi, pH diferansiyel yontemine gore APTE i¢in 2.56 +0.12 mg/g cys-3-
0-glu, MAPTE ig¢in ise 0.81+0.05 mg/g cys-3-0-glu esdegeri dl¢lilmiistiir. Aronya meyvesinin
siyah erik kabugu (2,33 mg/g) gibi antosiyanin bakimindan zengin diger meyvelere gore daha

yuksek bir toplam antosiyanin igerigine (4,42 mg/g) sahip oldugu belirtilmistir (Wang ve dig.,
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2023). Literatiire bakildiginda, antosiyanin icerigi aronyada 4,34 mg/g iken bogiirtlen, kirmizi
ahududu ve ¢ilek de sirasiyla 1.109 mg/g, 0.243 mg/g, 0.232 mg/g olarak verilmistir (Jakobek
ve dig., 2007).

Aronya posasi toz ekstrakti ve mikrokapsiil aronya 6rnegine ait antosiyanin igerikleri analiz
sartlart Bolim 3.7.’de verilen RP-HPLC gradient eliisyon ile analizlenmistir (Sekil 4.6-4.8).
Toplam antosiyanin icerikleri mg/g cys-3-0-glu esdegeri olarak belirlenmistir. Bu kapsamda
siyanidin-3-o-glukozide ait y= 2.378c x10'° + 20775 (r: 0.9990) kalibrasyon denkleminden
yararlanilmistir. APTE 6rneginde, siyanidin 3-0-galaktozid, siyanidin 3-o0-glukozid, siyanidin
3-0-aranbinozid tespit edilmistir. Bunu yanisira 360 nm dalgaboyunda elde edilen kromatogram
verilerine bakildiginda posada, kuersetin ve glikozidleri, kaffeoil quinik asit tiirevlerinin varlig
kalitatif olarak saptanmistir (Sekil 4.6). Diger yazarlar tarafindan sunulan veriler aronyada
bulunan ana antosiyaninlerin siyanidin-3-galaktozid ve siyanidin-3-arabinosid oldugunu
gostermekte olup, siyanidin-3-ksilosid ve siyanidin-3-glukozit orani diistiktiir (Jakobek ve dig.,
2007). Major bilesenler siyanidin-3-O-galaktozid (67.5%) ve siyanidin-3-O-arabinozid
(24.8%) ile minor antosiyaninler siyanidin-3-O-glukozit (3.8%) and siyanidin-3-O-ksilozid
(4.0%) bulunmakta olup (Braunlich ve dig., 2013; Oszmianski & Wojdylo, 2005) bu veriler,

tez calismasinda aronya posasinda elde ettigimiz sonuclarla uyumludur.

Aronya posas1 toz ekstraktinda 520 nm’deki toplam pik alanindan yararlanilarak toplam
antosiyanin miktar1 1.96+0.15 mg/g cys-3-0-glu esdegeri (Sekil 4.6), hidrolizatta ise 2.46+0.20
mg/g cys-3-0-glu esdegeri toplam antosiyanin igerigi bulunmustur (Sekil 4.7). Bu degerler, pH-
diferansiyel yontemi ile bulunan degere (2.56 +0.12 mg/g cys-3-0-glu) oldukg¢a yakin
bulunmustur. Enkapsiilasyon veriminin belirlenmesinde, toplam antosiyanin igerigi 0.57+0.08
mg/g cys-3-0-glu esdegeri, ylizey antosiyaninlerin 0.27+0.04 mg/g cys-3-0-glu esdegeri igerige
sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8). Bu kromatografik verilere gore %52 enkapsiilasyon

verimi tespit edilmistir.

Aronya posasindaki antosiyaninler degisen asidik/alkali kosullarda molekiiler yapilarini
degistirip farkli renkler sunabilmektedirler. Sekil 4.9°de gosterildigi gibi, APTE ¢ozeltilerinde
farkli pH ortaminda renk degisimi meydana gelmistir. pH 2 ila 3'te kirmizi-pembe, pH 4 ila 6'da
pembe-mor, pH 7 ila 9'da mor-gri, pH 10 gri-yesil ve pH 12'de sari-yesil gozlenmistir. Bu renk
degisiklikleri, antosiyaninlerin ¢ozeltilerinde farkli pH’larda kirmizi flavilyum yapilarindan

mor-mavi kinoidal formlara doniismesinden kaynaklanmaktadir. APTE'nin renk degisimi UV-
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vis spektroskopisi ile de ortaya konulmustur. Sekil 4.9’de sunuldugu gibi, APTE ¢dzeltisinin
pH'1 2'den 12'ye yiikseldiginde, maksimum UV-vis absorpsiyon dalgaboyu, renk degisimiyle
uyumlu sekilde énemli derecede kirmiziya kaymaktadir. Benzer degisimler mikrokapsiillerin
yer aldig1 ¢ozeltilerde de gozlenmistir (Sekil 4.10). 3'in altindaki pH degerlerinde maksimum
UV-vis absorpsiyon dalgaboyu 527 nm civarinda iken, pH degeri 10'a yiikseltildiginde
maksimum UV-vis absorpsiyon dalgaboyu yaklasik 593 nm'ye kaymustir.

5.5. Aronya posasi ekstrakti ve mikrokapsiillerin stabiliteleri

Mikrokapsiillerin ve aronya posasi toz ekstraktlarin artan sicaklik ve siireye bagli stabilitelerini
izlemek igin 0, 7, 14, 21 ve 28. giin boyunca TAI degerleri mg/kg cys-3-0-glukozid esdegeri
cinsinden izlendi (Sekil 4.11.). Mikrokapsiillerin antosiyanin igeriklerini 21 giin boyunca
korudugu, sicaklik artisina bagh olarak da TAI degerlerindeki azalmanin oldukca az oldugu
gozlenmistir. (Sekil 4.12.) Bu sonuglar, mikroenkapsiilasyon igsleminin zamana ve sicaklik

artisina bagli olarak antosiyanin stabilitesini belirgin sekilde korudugunu gdostermektedir.

5.6. CMC:PVA aktif/akill filmlerin fizikokimyasal 6zellikleri

Petrokimyasallara dayanan geleneksel gida ambalaj malzemelerinin kullanimi, biyolojik olarak
parcalanamamalar1 ve paketlenmis gidalara zararli kimyasallar salma egilimleri nedeniyle artik
onerilmemektedir. Karboksimetil seliiloz (CMC), dogal bir polimer ve seliilozun suda ¢6ziiniir
bir tirevidir. CMC, miikemmel film olusturma yetenegi, yiliksek sisme yetenegi,
biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi, hidrofilikligi, maliyet etkinligi ve kararli
i¢ ag yapist Ozellikleri nedeniyle ilag, kozmetik ve gida endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. CMC'nin hidrofilik gruplar1 (CH2COQO™), hidrojen baginmi giiclendirir ve
omurgasint olusturan seliilozun glikopiranoz zincirinin hidroksil gruplarina baglanir. Bir
polianyonik polimer olarak CMC biyo-yapiskan 6zelliklere de sahiptir. CMC'nin zayif yonleri
arasinda zayif mekanik mukavemeti, stabilitesi ve bariyer 6zellikleri yer almaktadir (Wang ve
dig. 2018). Farkli 6zellik ve yapilara sahip suda ¢6ziiniir polimerlerle birlikte kullanimu,
dezavantajlarin iistesinden gelmek icin umut verici bir ¢oziimdiir (Bahrami ve dig. 2021).
Polivinil alkol (PVA), omurgast agirlikli olarak karbon zincirlerinden olusan ve dolayisiyla
tamamen biyolojik olarak parcalanabilen yar1 kristalli sentetik polimerlerden biridir. Zikzak
yapiya sahip, toksik olmayan bir polimerdir. Cesitli ¢alismalar onun iyi kimyasal ve mekanik

stabilitesini, seffafligini, genis bir sicaklik aralifinda termal stabilitesini, islenebilirligini ve
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film olusturma ozelliklerini gostermistir (Muppalla ve dig. (2014); Zhang ve dig. (2019); Yao
ve dig. (2022)). Hem CMC hem de PVA biyolojik olarak parcalanabilir ve biyolojik olarak
uyumludur. CMC'nin PVA ile karistirllmasindan sonra, hidroksil gruplar1 arasindaki giiclii
hidrojen bagi, mekanik 6zelliklerde dikkate deger bir iyilesme ile sonuglanmaktadir. Bununla
beraber, plastiklestirici olarak ilave edilen gliserol, membran olusturan malzemelerle hidrojen

baglari olusturarak PVA ve seliiloz molekiiler zinciri arasindaki bagi giiclendirmektedir.

Elde edilen biyobozunur polimer filmlerin gorselleri Sekil 4.13’de yer almaktadir. Film
cozeltilerinin pH’a bagh degisimleri pH 2-12 araliginda incelenmis ve UV-Vis spektrumlari
elde edilmistir (Sekil 4.14). Farkli pH ortaminda iyonik yapidaki degisiklikler antosiyaninlerin
farkli yapt ve renkler sergilemesine neden olmaktadir. APTE antosiyaninlerinin farkli pH
degerlerinde CMC:PVA biyofilm ¢ozeltisindeki UV-vis absorpsiyon spektrumlari
incelendiginde, PH <3 oldugunda, aronya posasi antosiyaninlerinin maksimum UV-vis
absorpsiyon dalgaboyu 521 nm iken ve pH>8’e yiikseldiginde, maksimum absorpsiyon
absorpsiyon 595 nm olmustur. Film ¢ozeltisinin pH'1 arttik¢a, absorpsiyon maksimumu kirmiza

kaymistir.

Film kalinligi, filmin mekanik mukavemetini, su buhar iletim hizini, 151k gecirgenligini ve
opakligin1 dogrudan etkileyen onemli bir parametredir. Tablo 4.3'de gosterildigi gibi APTE
miktarinin artmasiyla filmin kalinlig1 0,150'tan 0,200 mm'ye 6nemli 6l¢iide artt1 (P < 0,05).
Eklenen APTE numunesi, film olusturucu sivinin kuru madde igerigini arttirmis olabilir ve bu
da sonugta filmin kalinliginda bir artisa yol agmus olabilir (Zhang ve dig., 2020). Ek olarak,
diisiik bir APTE igerigi, film olusturucu siv1 i¢inde iyi bir sekilde dagitilabilirken, daha yiiksek
bir APTE igerigi, daha karmasik bir matris iiretebilir ve bu da film kalinliginda bir artisa neden
olabilir (Yong ve dig., 2019). Wang ve dig. (2022) roselle antosiyaninlerin biyopolimer filme

eklenmesiyle diisiik de olsa bir artig oldugunu belirtmistir.

Bir malzeme araciligryla su molekiillerinin gegirgenliginin kesin olarak belirlenmesi, filmlerin
karakterizasyonu ve bunlarin paketleme malzemesi ve farkli su buhari basincina sahip bolgeler
icin bariyer olarak kullanilabilirliginin belirlenmesi agisindan énemlidir. CMC-PVA filmlerde
APTE igerigi arttikga kontrol filme nazaran su buhar1 gegirgenliginin kismen arttig1
gozlenmistir. CMC-PVA filmlerinin su buhari bariyer kapasitesi gostermesi, CMC'deki
karboksil grubunun PVA'daki hidrofilik hidroksil grubu ile birleserek yogun bir ag yapisi

olusturmasindandir. Bununla birlikte, plastiklestiricinin eklenmesi, polimer zincirleri
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arasindaki zincirler aras1 boslugu artirarak polimerik yap1 boyunca su buhart diflizivitesini
artirarak su buhart iletimini hizlandirmaktadir. APTE igeren filmde, fenolik bilesiklerin,
molekiiller aras1 hidrojen baglar1 yoluyla CMC ve PVA polimer zincirleri arasinda bir koprii

gorevi gorerek daha siki bir ag yapisi olusturmasi nedeniyle WVP degerinde artis gézlenmistir.

Suda ¢oziiniirlik filmlerin nem stabilitelerini degerlendirmek igin yapilmistir. Tablo 4.3’de
verilen yiizde suda ¢oziiniirliik sonuglarina bakildiginda, hem serbest antosiyaninlerin hem de
inkliizyon kompleksinin eklenmesinin, filmin suda c¢oziiniirliiglinii arttirdigr gézlenmistir
(9%81.96 — %94.10). Liu ve dig. (2022) musir nisastasi-PVA biyobozunur filmlere antosiyanin
ilavesinde suda ¢ozlintirliigl arttigini tespit etmislerdir. Antosiyaninlerin giiclii hidrofilik
gruplara sahip olmasi bunun sebebidir. Gliserol, membran olusturan malzemelerle hidrojen
baglar1 olusturarak PVA ve metil karboksi seliiloz molekiiler baglanmayi giiglendirir.
Antosiyaninlerin, PVA ve CMC molekiilleri arasindaki etkilesimi arttirdigi ve boylece filmin

¢cOzliniirliigiint arttirdig1 soylenebilir.

Bununla birlikte, nem igerigi aronya posasi arttikca %11.49°dan 9.44°¢ gerilemistir. Benzer
sekilde, kontrol filme gére nem igeriginde azalma gozlenmistir (Tablo 4.3). Bunun nedeni,
aronya fenolik bilesenlerin CMC-PVA’nin hidrofilik hidroksil gruplariyla etkilesime girerek
hidrojen baglar1 olusturmas: ve CMC-PV A’daki su ve hidrofilik hidroksil gruplari arasindaki
etkilesimin yerini almasidir. Bunu yanisira, siklodekstrin inkliizyon kompleksi iceren filmin
nem igerigi (%8.90) ayni aronya igerigine sahip CMCPVA/APTE90mg filmine (%9.55)
nazaran daha diisiik bulunmustur. Kuzmanovi¢ ve dig. (2023), aronya mikoenkapsiilasyonu
isleminde HP-B-CD'nin eklenmesinin daha diisik bir nem igerigine katkida bulundugunu

belirtmistir.

Ozellikle 15132 duyarl gidalarda ambalajlamada UV 1s1k direncinin kesinlikle dikkate alinmasi
gerekir. Her ne kadar PVA/CMC karisimi ambalaj malzemesi olarak yaygin sekilde uygulansa
da, zayif UV direncinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Tez ¢aligmasinda, CMC:PVA-APTE
filminin yiiksek UV-bariyer 6zelligine sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 4.15). Diger benzer
calismalarda da, kromoforun eklenmesinin filmlerin seffafliini ve 151k gecirgenligini
azaltabilecegi gosterilmistir (Alizadeh-Sani ve dig.2020). Antosiyaninlerdeki C-C ve C-O gibi
cok sayida kromofil nedeniyle aronya posasindaki fenolik bilesiklerin filmlerin UV-goriiniir
151k gegirgenligini etkili bir sekilde azaltabildigi s6ylenmistir (Qin ve dig. 2020). Bu nedenle
CMC:PVA/APTE filmlerinin, gidayr UV-goriiniir 1s18mm neden oldugu bozulma ve
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oksidasyondan korumak igin potansiyel uygulamalara sahip oldugu soylenebilmektedir.
CMC:PVA filmi, 200-800 nm araliginda iyi 151k gecirgenligine sahiptir, film i¢erigindeki APTE
yiizdesi arttikga 151k gegirgenliginde onemli 6lgiide diistis gozlenmistir (Sekil 4.16).

5.6.1. FTIR spektrumu

Sentezlenen polimerik filmlerin yapisindaki fonksiyonel gruplari ve kimyasal bilesimini ortaya
koymak amaciyla 600-4000 cm™ dalgasayis1 araliginda FTIR spektrumlar1 Sekil 4.17’de
gosterilmistir. PVA, molekiiler zincirde, CMC'deki karboksil gruplariyla reaksiyona girerek
molekiiller arasi hidrojen baglar1 olusturabilen ¢ok sayida hidroksil grubuna sahiptir. 3000-
3500 cm arasinda genis band CMC ve PVA igin O-H gerilmesini temsil etmektedir. Sodyum
karboksi metil seliiloza ait 2929 cm™ ve 2889 cm® civarinda CH gerilmesi metilen gruplarimin,
yaklasik 1619 cm™'de karboksilat anyonunun (COO") varligim gostermektedir. 1416 ve 1325
cm? civarindaki bantlar sirasiyla CH2 makaslama ve -OH biikiilme titresimi olarak atanmistir.
1323 ve 1240 cm?‘de CH titrasim bandlar1 CMC/PVA filmlerinde 1319 ve 1247 cm™’de
gozlenmistir. C-C gerilme bandi 837 cm™ de yer almakta olup, PVA/CMC’de 850 cm™’e
kaymustir. 1420 cm™ PVA’ya ait CH-CH; biikiilmesi, 1085 cm™°de PVA ve PVA-CMC’ye ait
C=0 band1 goriilmektedir. Antosiyanin igerigine bagli olarak genis O-H gerilme bandinda sola
kayma (3298’den 3288’¢) gozlenmistir. Bu durum, film materyali ile etkilesime giren
antosiyaninlerin hidrojen baglar1 olusturdugunu ve hidrojen baglarinin sayisinda artig oldugunu
gostermektedir. Kontrol filmlerle aronya posasi katkili 6rnek filmlerin FTIR spektrumlari
birbiriyle kiyaslandiginda antosiyanin ekstraktinin eklenmesiyle ¢ok kiiciikk degisimlerin
izlendigi goriilmiistiir. Ayrica 1150 cm™ civarinda gdzlenen antosiyaninlerin C-O-C bagi,
PVA/CMC filmlerinde karboksilat ile elektrostatik etkilesim gosterdiginden dolay1
kaybolmustur.

5.6.2. Termal ozellikleri

Kompozit filmlerin termal davraniglar1 birbirine benzer 6zellige sahip olmakla birlikte, kiitle
kayiplart 3 asamada gerceklesmistir (Sekil 4.18). 1. Asamada, 50-130 °C araliginda fiziksel
bagli su molekiillerinin CMC filminden ayrilmasi ve hidrojen baglarinin kirilmasina bagli %8
ile %12 arasinda kayip goriilmiistiir. 150-300 °C araliginda CMC’nin yapisindaki karboksilat
grubunun degredasyonu, yapidaki gliserol ve antosiyanin molekiillerinin dekompozisyonu
neticesinde yaklasik %50’in {lizerinde kiitle kayb1 meydana gelmistir. 320-450 °C arasinda ise
PVA molekiillerinin bozunmasi sonucu film agirliginda %30 oraninda azalma goézlenmistir.

Kompozit filmlere eklenen anyonik polisakkarit olan CMC ile katyonik antosiyanin
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molekiillerinin etkilesiminden kaynakli oldugu diisiiniilen mikroenkapsiile antosiyaninler
iceren filmlerde stabilitede bir miktar artis ve dolayisiyla kiitle kaybina direng (%40 civarinda

kiitle kayb1) meydana gelmistir.

DSC egrilerine bakildiginda, CMC:PVA kontrol filmlerin 85- 90°C’de dehidratasyona ugradigi
goriilmektedir. Saf CMC’nin Tg egrilerinde 70°C’de hidratasyona ugradigi, film olusumu ile
sicakligi kaydig gortilmiistiir. Antosiyaninler 140 °C’den sonra degredasyona ugramakta olup,
aronya posasi igeren filmlerin DSC egrilerinde bu sicakliklarda kiitle degisimleri izlenmistir.

Mikrokapsiillii filmlerde ise bu degredasyona ait bir degisim grafikte gézlenmemistir (Sekil.
4.19).

5.6.3. SEM goriintiileme

Aronya posasinin ve beta-Siklodekstrin ile elde edilen mikrokapsiillerin CMC:PVA
biyokompozit filmlerin igerigine eklenmesiyle meydana gelen morfolojik degisimler taramali
elektron mikroskopu ile goriintilenmistir (Sekil 4.20). CMC:PVA kontrol filmlerin yiizeyi
piiriizsiiz ve homojen olup, polimerlerin homojen sekilde karigtigi ve kimyasal olarak
baglandigindan sz edilebilir. SEM goriintiilerinde, aronya posasi ekstraktinin belirli miktarda
katilmasina bagli olarak katkili film (CMC:PVA-APTE60/90/120) yiizeylerinde belirli
bolgelerde posa igerigindeki antosiyanin ve diger biyoaktif bilesenler tespit edilmistir. Genel
anlamda, tiim filmler homojen ve diiz bir yiizeye sahip olmakla birlikte, inkliizyon
komplekslesmesi ile kapsiil formundaki antosiyaninlerin CMC:PVA-MAPTE filminde 0.6 ila

1.2 mikron boyutunda kiiresel sekilde olustugu da SEM goriintiileri ile kanitlanmustir.

5.7. CMC:PVA aktif/akilll biyofilmlerin antioksidan ozellikleri

Tablo 4. 4.°de gosterildigi gibi, APTE ilavesi, filmlerin DPPH radikal siipiirme aktivitesini
(%30.3 2> %55.7) arttirmustir. Ayn1 zamanda, CUPRAC yontemiyle elde edilen sonuglara
bakildiginda, APTE igeriginin artmasiyla toplam antioksidan kapasite 0.89 mg/g’dan 1.68 mg/g
troloks esdegeri kapasiteye artis gostermistir. Inkliizyon kompleksinin bulundugu filme ait
kapasite 1.33 mg/g troloks esd. ol¢iilmiistiir. Serbest antosiyanin igeren CMC:PVa/90mgAPTE
filmine yakin ancak yiiksek antioksidan kapasite gostermistir. Bununla birlikte, DPPH radikal
siipiirme etkinligi inkliizyon kompleksinde %42, ayni miktarda APTE igeren inkliizyon
komplekslesme olmayan film 6rneginde %40 bulunmustur. Bu durumun iki nedeni olabilir: (1)

radikal tiirlerin B-CD boslugunda etkili bir sekilde stabilizasyonu (Jullian ve digerleri, 2008) ve
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(2) B-CD ikincil hidroksil gruplari ile misafir molekiiliin aromatik halkasindaki OH gruplari
arasinda bir hidrojen baginin olusmasi (Strazisar ve dig. 2008; Shao ve dig., 2014). Toplam
antosiyanin igerigi 60 mg’dan 120 mg’a dogru antosiyanin igerigi 79.9’dan 155.8 mg/kg cyc-
30-glu esdegerine artarken, inkliizyon kompleksi ihtiva eden filmde toplam antosiyanin igerigi

118 mg/kg cyc-30-glu esd. olarak 6l¢iilmiistiir.

5.8. CMC:PVA aktif/akilli biyofilmlerin mekanik 6zellikleri

Kontrol filme (7.96 MPa) kiyasla CMC:PVA/APTEGO (9.14 MPa) ve  CMC:PVA/APTEQ0
(8.28 MPa) filmlerin ¢ekme direnglerinin arttigi goriilmiistiir ve kopmada uzama yiizdelerinin
(%15 > %21.57) arttig1 gézlenmistir (Tablo 4.5.) Ayn1 zamanda ¢ekme modiiliinde bir artig
(122 MPa—>195 MPa) gozlenmesi filmlerde elastikiyetin arttigini gostermistir. Aronya
antosiyaninleri varlifinda CMC/PVA biyofilmlerin ¢ekme direngleri antosiyanin miktari
arttikga azalmistir, kopmada uzama yiizdeleri artmigtir. Kopmada uzama yiizdelerindeki artis,
antosiyaninlerin - film olusturucu matriksin bitisik zincirleri arasindaki etkilesimleri
zayiflatmasina baglanabilir. Ancak antosiyanin icerigi arttikca, 120 mg iceren filmin ¢cekme
direnci (6.93 MPa) digerlerine nazaran daha diisiik gozlenmistir. Antosiyanin miktarindaki artig
filmin retikiiler yapisini tahrip etmis ve sonucta gerilme mukavemetinde hafif bir diisiise neden
olmustur. Mikrokapsiil i¢eren film Grneginin kopmada uzama yilizdesindeki kismi artigin
(%19.47) film matrisi igindeki CMC ile asidik pH’da flavilyum katyonlar1 arasindaki

molekiiller aras1 giiglii etkilesimlere baglanmaktadir.

5.9. CMC:PVA aktif/akilli biyofilmlerin antimikrobiyal ézellikleri

Disk difiizyon testi uygulanarak gram negative Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) ve
gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus) bakterileri tizerinden biyofilmlerin
antibakteriyel 6zellikleri incelenmis ve sonuglar Tablo 4.5’de gosterilmistir. Buna gore gram
negative P. aeruginosa bakterisi i¢in antibakteriyel etki CMC:PVA kontrol ve APTE katkili
orneklerde  farkli  derecelerde  gozlenmistir. Zon  ¢aplarina  gore  siralamalar
CMC:PVA/APTE120mg > CMC:PVA/APTE9Omg > CMC:PVA/APTE60mg >
CMC:PVA/APTEBCD(1:1) > CMC:PVA kontrol seklindedir. Zon sonuglarina gore
CMC:PVAJ/APTE filmleri kontrol filme gére daha fazla zon olusturduklarindan gram negatif
P. aeruginosa bakterisi i¢in antibakteriyel etki gostermektedirler. Antibakteriyel etki ayni

zamanda gram pozitif S. aureus Dbakterisi iginde gergeklestirilmistir. Ancak
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CMC:PVA/APTE120mg filmi disindaki 6rnek ve kontrollerde zon olusumu gozlenmemistir.
Buna gore kontrolden daha fazla zon olusumu gosterdigi icin CMC:PVA/APTE120mg filmi S.
aureus bakterisi i¢in antibakteriyel etki gostermektedir. Her iki bakteri {izerinden
incelendiginde CMC:PVA/APTE120mg filmi hem gram pozitif hem de gram negatif tiirler i¢in

antibakteriyel etki gosterdigi goriilmektedir.

5.10. CMC:PVA aktif/akill biyofilmlerin kolorimetrik analizi

CMC:PVA/APTE filmlerin aronya posast igerigine baglh olarak renk analizleri
gergeklestirilmistir. Her bir film Ornegine ait L*, a* ve b* degerleri kaydedilerek Denklem
3.9’da verilen hesap yontemine gore toplam kromatik kayma belirlenmistir. Tablo 4.6’da
sonuclar gosterilmistir. APTE igeriginin artmasiyla kontrol numuneye gore belirgin bir kayma

gerceklesmistir (Sekil 4.21).

CMC:PVA/APTE filmlerin gida kalitesinin belirlenmesinde kullanilmasi i¢in Oncelikle
amonyak buharina 60 dakika boyunca tutularak filmlerde renk degisimleri aralikli olarak test
edilmistir. Bu kapsamda Sekil 4.22°de goriildiigii gibi 10. dakikada belirgin bir renk
degisiminin olugmasi ve zamanla AE degerlerindeki artisin, iiretilen APTE katkil1 biyofilmlerin

gida tazeliginin belirlenmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.

5.11. CMC:PVA aktif/akill biyofilmlerin gida kalitesinin belirlenmesinde kullanim

CMC:PVA/APTE filmleri miikkemmel fiziksel 6zellikler ve hassas pH gosterge fonksiyonu
gostermistir. Bu nedenle, depolama sirasinda balik etinin tazeligini gergek zamanli olarak
izlemek i¢in uygulama islemi yapilmistir (Sekil 3.5.). Et bilesenlerindeki proteinler bakteri veya
kiiflere karsi oldukca hassastir ve kisa stireli saklama sirasinda kokusur ve bozulma sirasinda
mikroorganizmalarin metabolizmasi, amonyak ve aminler gibi ¢esitli ucucu gazlar iiretir
(Vareltzis ve dig., 1997). Akilli ambalajin iizerinde bir gosterge etiketi olarak pH indikator
filmi, taze balik etinden ugucu amonyak salinimini belirtmek amaciyla numuneye dokunmadan
cihazin iist kismima yapistirilmigtir. Tablo Xxxx'de gosterildigi gibi, CMC:PVA/APTE90
filminin kolorimetrik tepkisi zamanla oda sicakliginda (25 °C) ve diisiik sicaklikta (4 C)
gozlemlenmistir. ilk giin 6h ve 24h farkli sicakliklarda (morumsu-kirmizi) filmin renginde
gozle onemli bir degisiklik goriilmemesine ragmen AE degerlerinde degisim izlenmistir. 48 h

ve sonrasinda 25 °C'de saklanan filmin rengi grimsi mor renkteydi. 4 °C'de saklanan 6rneklerin
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film rengi hala pembe-mor olup, bu da diisiik sicakligin etin bozulmasini geciktirdigini
gostermektedir. Film, balik etinin iki sicaklik kosulunda (4 °C ve 25 °C) giinler arasi
izlenmesinin  ardindan  renk  degistirmesi  etin  bozuldugunu = gostermektedir.
CMC:PVA/APTE60, CMC:PVA/APTE90 ve CMC:PVA/MAPTE filmlerin depolama
sirasinda ¢iplak gozle ayirt edilebilecek sekilde taze, ve bozulmus balik etini temsil eden farkl
renkler gostermesi, sentezlenen APTE katkilt CMC:PVA filmlerin, bozulmanin izlenmesi igin

kararli bir pH indikatorii olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasinda, karboksi metil seliiloz- polivinil alkol film matrisine antosiyanin agisindan
zengin meyve suyu isletmesi endiistriyel atik {iriinii olan aronya posasi ekstraktinin eklenmesi
sonucu aktif ambalaj filmleri basariyla iiretildi. Aktif filmlerin antosiyaninlerin pH’a duyarl
olarak renk degisimine sabep olmas1 CMC-PVA ortaminda aronya posast bilesenlerinin akilli
film olarak da kullanilmasina firsat vermektedir. Aronya ekstraktinin eklenmesi, hidrojen
baglar1 ve elektrostatik etkilesimler yoluyla film matrisi ile etkilesime girmekte, bu da filmlerde
daha kompakt bir i¢ mikro yapiya neden olmaktadir. Uretilen CMC-PVA filmlerin mekanik ve
su buhari bariyer 6zellikleri ekstraktin eklenmesiyle 6nemli dl¢ilide iyilestirilmistir. Polifenolik
icerik nedeniyle ekstrakt ayni zamanda aktif/akilli filmlerin 151k bariyerini ve antioksidan
ozelliklerini de arttirmustir. Ozellikle filmlerin mikroyapisi, fiziksel, mekanik, bariyer ve
antioksidan oOzelliklerinin ekstrakt icerigi ile yakindan iligkili oldugu goriilmiistiir.
Antosiyanince zengin aronya posasi ekstraktinin polifenol igerigi kromatografik yolla
belirlenmistir. Antosiyaninlerin 1s18a ve sicakliga olan duyarlililigini diisiirmek ve stabilitesini
arttirmak amaciyla [-siklodekstrin ile mikroenkapsiilasyon islemi gercgeklestirilmistir.
Mikrokapsiillerin serbest bilesenlere oranla yiiksek stabilite gosterdigi oda sicakliginda 28 giin
boyunca izlenmistir. Benzer sekilde sicakliga bagl (25°C, 40°C, 65°C) toplam antosiyanin
iceriklerinin izlendigi stabilite testlerinde de mikrokapsiillerin dayanikliligr yiiksek ¢ikmustir.
Bununla beraber, mikrokapsiillerin olusumu termogravimetrik analiz, hem infrared
spektroskopisiyle hem de taramali elektron mikroskopisi yardimiyla kanitlanmistir. Aronya
posasi ve mikroenkapsiile aronya katkilt CMC-PVA filmlerin farkli pH ortaminda (pH2-12) ve
ucucu amonyaga kars1 verdigi renk tepkisi yiiksek duyarlilikta gozlenmistir. Proteince zengin
gidalardan balik etinin depolanmasi sirasinda CMC-PVA-APTE filmlerin gida tazeliginin
izlenmesinde etkili performans gosterdikleri goriilmiistiir. Gelecekte, CMC-PVA-APTE ve
CMC-PVA-Mikrokapsiil APTE filmlerin gida tirinlerinin raf 6émriinii izlemek amaciyla aktif

ambalajlama olarak da kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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