T.C.
SIiVAS CUMHURIYET UNiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

PYRUS ELAEAGNIFOLIA L. (AHLAT) MEYVE EKSTRAKTINDA
SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERI (AGNP)+ZEIN iCEREN
FILMIN ANTIOKSIDAN VE ANTIBAKTERIYAL ETKINLiGINiN
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZI

ISMAIL ESAT YILMAZ
(20189232013)
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Tez Danismani: Prof. Dr. Nevcihan GURSOY

SiVAS

ARALIK 2022



Ismail Esat YILMAZ'n hazirladigi ve "PYRUS ELAEAGNIFOLIA L. (AHLAT)
MEYVE EKSTRAKTINDA SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERI
(AGNP)+ZEIN ICEREN FiLMIN ANTIOKSIDAN VE ANTIBAKTERIYAL
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI" adli bu ¢alisma asagidaki jiiri tarafindan GIDA
MUHENDISLiGi ANA BILiM DALI'nda YOKSEK LiSANS TEZIi olarak kabul
edilmistir.

Tez Danismani Prof. Dr. Nevcihan GURSOY
Sivas Cumhuriyet Universitesi ...

Jiiri Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Ayse Burcu AKTAS
Sivas Cumhuriyet Universitesi ...

Jiiri Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Biilent ZORLUGENC
Nevschir Hac1 Bektas Veli Universitesi ~ .......cocoeeenn

Bu tez, Sivas Cumbhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tarafindan YUKSEK

LiISANS TEZI olarak onaylanmustir.

Prof. Dr. Nevcihan GURSOY

FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



Bu tez, Sivas Cumhuriyet Universitesi Senatosu’nun 20.08.2014 tarihli ve 7 sayilt
karari ile kabul edilen Fen Bilimleri Enstitiisii Lisanstisti Tez Yazim Kilavuzu

(Yonerge)'nda belirtilen kurallara uygun olarak hazirlanmistir.

Bu tez, Sivas Cumhuriyet Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (CUBAP)
Komisyonu tarafindan M-794 Nolu proje kapsaminda desteklenmistir.



Biitiin haklar1 saklidir.
Kaynak gostermek kosuluyla alint1 ve gonderme yapilabilir.

© Ismail Esat YILMAZ, 2022



ETIiK

Sivas Cumhuriyet Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, Tez Yazim Kilavuzu

(Yonerge)'nda belirtilen kurallara uygun olarak hazirladigim bu tez ¢alismasinda;

Biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,

Gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglart bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu,

Bagkalarinin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere, bilimsel normlara
uygun olarak atifta bulundugumu ve atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak
olarak gosterdigimi,

Biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, kullanilan verilerde herhangi bir degisiklik
yapmadigimi,

Tezin herhangi bir béliimiinii, Sivas Cumhuriyet Universitesi veya bir baska

tiniversitede, bir baska tez calismasi olarak sunmadigimi; beyan ederim.

15.12.2022

[smail Esat YILMAZ



KATKI BELIRTME VE TESEKKUR

Lisans egitim hayatim boyunca ve yliksek lisans tez ¢alismamin her asamasinda
engin bilgi ve birikimlerini aktaran, deneysel siirecimi gergeklestirirken benden
tecriibelerini ve emegini esirgemeyen, saygideger danisman hocam Prof. Dr.
Nevcihan GURSOY'a, tez c¢alismami gerceklestirdigim siireg boyunca benden
yardimlarini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi A. Burcu AKTAS hocama, Gida Yiiksek
Miihendisi Pelin CAGILTI ve Gida Miihendisi Mustafa TOPRAK arkadaslarima,
Laboratuvar Sorumlusu Mustafa SAHIN'e, deneysel siiregte lazim olan kimyasallar
ve c¢alismami gerceklestirdigim laboratuvar ortam teminini saglayan Sivas
Cumhuriyet Universitesine, Miihendislik Fakiiltesine ve Fen Bilimleri Enstitiisiine,
tez projem icin gerekli maddi destegi saglayan Sivas Cumhuriyet Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri (CUBAP)’ne, gerek lisans gerekse yiiksek lisans
egitimimde bilgi ve birikimleri ile destek¢im olan Sivas Cumhuriyet Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii hocalarima, maddi ve manevi
desteklerini, sevgilerini benden esirgemeyen her tiirlii siirecte yanimda olan canim

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Vi



OZET

PYRUS ELAEAGNIFOLIA L. (AHLAT) MEYVE EKSTRAKTINDA
SENTEZLENEN GUMUS NANOPARTIKULLERI (AGNP)+ZEIN iCEREN
FILMIN ANTIOKSIDAN VE ANTIBAKTERIYAL ETKINLiGININ
ARASTIRILMASI

Ismail Esat YILMAZ
Yiiksek Lisans Tezi
Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Nevcihan GURSOY
2022, 39+xvi sayfa

Bu galismada Sivas ilinin Koyulhisar ilgesi florasina ait Pyrus elaeagnifolia L.
(Ahlat) meyvesi ekstraktinda glimiis nanopartikiil (AgNP) sentezi yapilarak farkli
konsantrasyonlarda (%1, %2 ve %3) yenilebilir (misir proteini) zein filmi igerisine
eklenerek, sentetik icerigi bulunmayan, insan sagligi lizerinde olumsuz etki
yaratmayan, ¢evre dostu ambalaj ya da kaplama materyali ve katki maddesi olarak
kullanilabilecek antibakteriyal 06zellige sahip film olusumunun saglanmasi
amaglanmistir. Mevsiminde toplanan meyvelerin ekstrakt eldesi i¢in kati-sivi
ekstraksiyon yontemi kullanilarak, sentezlenen AgNP'lerin karakterizasyonunu
belirlemede UV-VIS Spektrofotometri, Atomik Gii¢ Mikroskop (AFM) ve Taramali
Elektron Mikroskop (SEM) goriintiileme cihazlar1 kullanilmistir. Yenilebilir zein
filmlerde su tutma kapasitesi Olgiilerek, antioksidan 6zelliginin belirlenmesinde
DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)  yontemi, fenolik madde igeriklerinin
belirlenmesinde Folin- Ciocalteu metodu ve in vitro antibakteriyal etkilerinin
belirlenmesinde Kirby-Bauer disk difiizyon testi kullanilmigtir. Ahlat ekstraktinda
sentezlenen AgNP'lerin UV-VIS spektrum 6l¢iimii 445 nm, AFM 6l¢iim sonucunda
59,688 ve 194,727 nm boyutunda, SEM o6l¢iim sonucunda minimum 47,82 nm ve
maksimum 64,93 nm, yenilebilir zein filmlerde su tutma kapasitesi %1, %2 ve %3
icin sirastyla %27,86, %46,55 ve %53,11, DPPH radikalini giderme bakimindan
antioksidan madde miktar1 %1, %2 ve %3 i¢in 11,258, 12,418 ve 12,798 (%TAC),
toplam fenolik madde igerigi %1, %2 ve %3 i¢in siras1 ile 35,45, 37,7 ve 52,2 mg
gallik asit esdegeri (GAE)/g ornek bulunmustur. Antibakteriyal analiz sonucunda

Staphylococcus aureus ve Escherichia coli iizerinde benzer etki gosterdigi tespit

vii



edilmistir. Antibakteriyal analizin istatistiki degerlendirmesinde iki ortalama
arasindaki farkin anlamlilik testi SPSS 22.0 yazilim programi kullanilmis (p> 0,05)

oldugu i¢in 6nemli diizeyde farklilik gozlemlenmemistir.

Anahtar Kelimeler: Pyrus elaeagnifolia L. (Ahlat), Zein, Yenilebilir film, AgNP,
Antibakteriyal, Antioksidan
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY
OF FILM CONTAINING SILVER NANOPARTICLES (AGNP)+ZEIN
SYNTHETIC IN PYRUS ELAEAGNIFOLIA L. (AHLAT) FRUIT EXTRACT

Ismail Esat YILMAZ
Master of Science Thesis,
Department of Food Engineer
Supervisor: Prof. Dr. Nevcihan GURSOY
2022, 39+xvi pages

In this study, silver nanoparticle (AgNP) was synthesized in the extract of Pyrus
elaeagnifolia L. (Ahlat) fruit belonging to the Koyulhisar district flora of Sivas
province and added to the edible (corn protein) zein film at different concentrations
(1%, 2% and 3%), which has no synthetic content, It is aimed to provide the
formation of films with antibacterial properties that can be used as an
environmentally friendly packaging or coating material and additive that does not
have a negative impact on human health. UV-VIS Spectrophotometer, Atomic Power
Microscope (AFM) and Scanning Electron Microscope (SEM) imaging devices were
used to determine the characterization of the synthesized AgNPs by using solid-
liquid extraction method to obtain the extract of fruits collected in the season. By
measuring the water holding capacity of edible zein films, the DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazil) method was used to determine the antioxidant properties, the Folin-
Ciocalteu method to determine the phenolic substance content, and the Kirby-Bauer
disc diffusion test to determine the in vitro antibacterial effects. UV-VIS spectrum
measurement of AgNPs synthesized in the Ahlat extract is 445 nm, 59,688 and
194,727 nm size as a result of AFM measurement, minimum 47.82 nm and
maximum 64.93 nm as a result of SEM measurement, water holding capacity of
edible zein films is 1%, 2% and For 3%, 27.86%, 46.55% and 53.11%, antioxidant
substance content in terms of DPPH radical removal 1%, 2% and 3% for 12,798,
12,418 and 11,258 (% TAC), total phenolic content % 35.45, 37.7 and 52.2 mg gallic



acid equivalent (GAE)/g sample were found for 1, 2% and 3%, respectively. As a
result of the antibacterial analysis, it was determined that it had similar effects on
Staphylococcus aureus and Escherichia coli. In the statistical evaluation of the
antibacterial analysis, the significance test of the difference between the two
averages, SPSS 22.0 software program, was used. Since (p> 0.05), no significant

difference was observed.

Keywords: Pyrus elaeagnifolia L. (Ahlat), Zein, Edible film, AgNP, Antibacterial,

Antioxidant
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1. GIRIS

Avrupa ve Orta Dogu'nun en zengin lilkelerinden biri olan Tiirkiye, essiz florasi,
iklimi ve cografi konumu nedeniyle yaklasik on bin tiire ev sahipligi yapmaktadir.
Bu diinya cografyasinda yenilebilir bitkiler eski caglardan beri 6nemli besin
kaynaklar1 olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda bu yabani tiirler yerel ekonomide

onemli rol oynamaktadir (Dogan ve ark., 2004).

Sistematik olarak Gtilgiller (Rosaceae) familyasindan olan iilkemizde de tabii olarak
yetisen ahlat, yabani armut ve badem yaprakli ahlat, Pomoideae alt familyasinda
incelenir (Davis, 1972; Ansin vd., 1993).

Kurakliga ve hava kirliligine dayanikli bir tiir olan ahlat, Anadolunun hemen her
yerinde bulunabilen bir agag tiirli olarak karsimiza g¢ikar. Kurak alanlarda, orman
yayilmalarinda, otlaklarda ve 6zellikle ormandan arindirilmis alanlardaki cesitli
aligc (Crataegus) tiirleri ile yaygindir. Yetisme sartlarina bagl olarak degisen 2-20
metre boylanabilen bir agactir. Derin verimli toprak isteyen tiirleri oldugu gibi
corak topraklara uyumlanmis gesitleri de vardir. Yapraklar: dar, gri-yesil, yogun
tiiylii, tam kenarhidir. Nisanda ¢i¢ek agar ve sonbaharda meyve verir (Kartal, 2013;
Ketenoglu vd., 2006).

Ahlat tiirtiniin gegmisi ortalama 3000 yil onceye dayandigi ve bu zamana kadar
botanikg¢ilerce 24 c¢esitten fazla ahlat tiirii tespit edildigi belirtilmektedir. Bu
taksonlar cok amacgli olma ozelliklerinden dolayr son derece Onemli odunsu
taksonlardir. Bu 6nem, genis yaprakli odunsu taksonlar olarak meyvelerinin insan
ve hayvanlar igin besin kaynagi olmasi, alternatif ve modern tipta kullanilmasi ve
yaygin kok sistemi nedeniyle erozyon kontrol arastirmalarinda kullanilmasindan
dolayidir. Bununla beraber, bocek ve hastaliklara karsi dayanikli olmalari, farkl: tag
formlarindan dolay1r peyzaj caligmalarindaki estetik deger olusturmalari, farkli
toprak yapisi ve iklim o6zelliklerine adapte olma yeteneklerinin yiiksek olusu bu
taksonlarin 6nemini artirmaktadir. Bunlarin i¢inden ahlat ve badem yaprakli ahlat

pliriizlii, dikenli ve zayif goriiniislidiir (Giiltekin ve ark., 2006).

-30 °C’de kis aylarinda soguk bir ortamda yetistigi ve ortamdan yiiksek oranda Zn
(¢inko) ve Fe (demir) alma yetenegi ile kloroza, yani yiiksek pH'ya ¢ok fazla

dayanikli oldugu ve bu sebepten de oteki bir¢ok Pyrus tiiriiniin yetismesi ve



biiyiimesi i¢in uygun olmayan kurak ve kiregli sartlara ¢ok iyi adapte olmustur. Ahlat
anag olarak kullanildigi zaman armutlar ile ¢ok iyi uyum saglar ve bilhassa kloroza

kars1 dayanikli armut anaci 1slahinda 6nemli bir yere sahiptir (Kegeci 2018).

Ayni zamanda ilkbaharda ilk ¢icek acan agacglardan biridir. Dallarin uclarinda
beyaz/pembe kiimeler halinde ¢igekler yapraklardan Once belirir. Bagirsak
iilserlerini, mide bulantisin1 ve carpintiy1 tedavi etmek i¢in kabugun bir infiizyonu
kullanilir. Hemoroid, bagirsak rahatsizliklari ve ishal i¢in kullanilir. Tim bu
ozellikleri, yaban armutunu gida endiistrisinde ¢ok 6nemli kilmaktadir. Bir diger
onemli nokta ise bu meyvenin polifenoloksidaz (PPO) enzimini igermesidir

(Yerlittirk vd., 2008).

Bu tez calismasinda Pyrus elaeagnifolia L. (Ahlat) meyvesi ekstraktinda giimiis
nanopartikiil (AgNP) sentezi yapilarak farkli konsantrasyonlarda (%1, %2 ve %?3)
yenilebilir (misir proteini) zein filmi igerisine eklenerek, sentetik igerigi bulunmayan,
insan saglig lizerinde olumsuz etki yaratmayan, ¢evre dostu ambalaj ya da kaplama
materyali ve katki maddesi olarak kullanilabilecek antibakteriyal 6zellige sahip film

olusumunun saglanmasi hedeflenmistir.

1.1 Ahlat Meyvesi

Ulkemizde dogal olarak yetisen ahlat, Anadolu'da hemen her bolgede dogal olarak
yetisen badem yaprakli ahlat ve yabani armut taksonlari sistematikte Giilgiller
(Rosaceae) familyasi, Pomoideae alt familyasi igerisinde incelenmektedir (Giiltekin
vd., 2006).

Ahlat (Pyrus eleagnifolia; giilgiller familyasi), Anadolu'nun hemen her boélgesinde
dogal olarak kendiliginden yetisen yabani armut agacinin meyvesidir. Baz1 yorelerde
¢ordiik ve ¢akal armudu gibi yerel adlar1 da vardir (Kartal, 2013; Ketenoglu ve ark.,
2006).

Meyveler olgunlagtiginda sert olup, hasattan sonra kahverengi, yumusak, tathi ve
yenilebilir bir hal alirlar. Yaygin olarak konserve olarak tiiketilirler ve bazen
salamura edilir ve kurutulurlar. Meyveler ayrica halk ilaci olarak, oncelikle ishal
tedavisinde ve detoksifikasyon icin zehirli yilan isiriklarinda kullanilir. Meyve
buzdolabinda saklandiginda hos olmayan renkler ve tatlar gelistirir ve kizardiginda

besin maddelerini kaybeder. Bu nedenle, Pyrus elaegnifolia'da esmerlesmeyi kontrol



etmek i¢in daha etkili yontemler gelistirmek i¢cin PPO'yu karakterize etmek gereklidir
(Yerlitiirk, 2008).

Meyvelerin enzimatik esmerlesmesi, fenolik endojen bilesiklerin, daha sonra
kahverengi, kirmiz1 ve siyah pigmentlere polimerize olan oldukg¢a kararsiz kinonlara

oksidasyonu ile ilgilidir (Blumenthal ve ark. 2000).

5-6 m boyunda yuvarlak tepeli, dikenli, beyaz ¢igekli, yabani bir agactir. Taslik
yamaglarda, orman agikliklarinda ve yol kenarlarinda dogal yetisir. Meyvesi 3-4 cm
capmnda ve uzun sapli, tathmsi, buruktur. Giizel kokulu meyvesi bazen dallarda
olgunlasir ve yere diiser ama genelde toplandiktan sonra bir siire sonra olgunlasir.
Ancak meyvesi yenemeyecek kadar kuru ve g¢ekirdekli olanlari da vardir. Ahlat’in
meyvesi C ve B1 vitaminleri, seker, pektin, asitler ve karoten igerir. Yapraklarinda
ise C vitamini, cesitli asitler, flavonoitler, glikozitler ve alkolitler bulundurur.
Sinirleri sakinlestiren ve idrar soktiiriicii etkileri vardir. Yapraklar1 kaynatilip igildigi
zaman idrar yollarin1 temizler buralardaki taslari eritir. Olgunlasmamis meyveler
sicak suda haslanarak yenirse; bunun ishali durduran etkisi vardir, hatta gereginden
fazla yenirse kabizliga sebep olur. Agacin taze filizleri de zchirli hayvan

isirmalarinda doviilerek cilde sarilir (Url-1).
1.1.1 Ahlat Meyvesi Cesitleri

Ahlat’m anayurdu Anadolu'dur. Yayilmasi Anadolu’dan Kafkas’lar {izerinden
Kirim’a kadar uzanmaktadir. Arid (kurak) iklim sartlarina uyum saglamis ve
tilkemizin bircok bolgesinde yetismektedir. Dogal veya yapay kirmalardan ve tiirler
arasindaki hibritasyonlardan olusmuslardir (Ozbek, 1978).

Ulkemizin farkl1 bolgelerinde dogal olarak yetismekte olan ahlat taksonlar1 Giilgiller
(Rosaceae) familyasi, Pomoideae alt familyasi i¢erisinde bulunmaktadir. Hummer ve
Postman (2003)’a gore, 24 ¢esitten fazla ahlat tiiriiniin saptandigi belirtilmektedir
(Giiltekin ve ark., 2006).



1.2 Besinsel Kompozisyon

1.2.1 Ahlatin Besinsel Kompozisyonu

Ahlat yiiksek lif igerigine sahip bir meyvedir.

Cizelge 1.1 Ahlat lif igerigi

Ozellik

Ahlat lif icerik miktarlar:

Coziinmeyen besinsel lif (%)
Direk yogunluk (g/mL)
Coziniir besinsel 1if (%)

Su baglama (%)

Kitle yogunlugu (g/mL)
Coziniirlik (%)

Kiil (%)

Sisme derecesi (g/g)

Yag baglama (mL yag/100 g 6rnek)
Rutubet (%)

Toplam besinsel lif (%)

39,2
0,47
7,4
272
0,63
26,2
3,20
3,42
14,0
9,7
46,6

Kaynak: (Kartal, 2013).
1.3 Bakteriler

1.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesine ait ve Escherichia cinsi igerisinde yer
alan bir Gram negatif, spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, hareketli bir
bakteridir (Ewers vd., 2004). Mezofilik bir bakteri olan E. coli’ nin gelisim sicaklig

7 ile 45 °C arasinda gozlemlenmektedir. Optimum olarak 37 °C’ de tireyen

bakterinin pH degeri nétre yakindir (Halkman, 2019).

E. coli igin risk grubu olan gidalar; az pismis et iriinleri, yikama islemi iyi
yapilmayan salatalar, pastorizasyon islemi uygulanmamis siit ve siit iiriinleri, meyve
suyu ve sularda, gida zehirlenmelerinde ise E. coli kontaminasyon kaynakli kanatli

etlerinde, elma sirasinda, parcalanmis veya kiyma haline getirilmis etlerde,

hamburger ve sandvig gibi iiriinlerde bulunmaktadir (Sahin, 2006).



1.3.2 Staphylococcus aureus

S. aureus, Micrococcaceae familyasinda yer alan Staphylococcus cinsinin bir tiyesi
olup sporsuz ve duragan kok formundaki bakteri Gram pozitif ve katalaz pozitif
Ozelliktedir. Mezofil karakterli ve fakiiltatif anaerob gelisim gostermektedir. S.
aureus suglar1 optimum 30-37 °C’ de, 7,0 -7,5 pH’ y1 yegleyen bakteri 4,0-9,3 pH
siirlar1 arasinda da gelismesini siirdiirmektedir. S. aureus’ un dort dnemli 6zelligi
mevcuttur. Bunlar; koagulaz iiretimi, enterotoksin olusturmasi, lesitinaz ve

termonukleaz aktivitesidir (Halkman, 2019).

S. aureus insanlarda bir¢ok enfeksiyonlara sebep olan bir bakteri tiirtidiir. Cevre
sartlarma dayanikli olduklar igin dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Insanlarda
enfeksiyona sebep olan patojen stafilokoklarin kaynaginda yine insanlar vardir.
Dogal olarak en fazla burun ve bogaz boslugunda, insan ve hayvan diskilarinda,
ciltte apseli yaralarda ve sivilcelerde yogunlukla bulunmaktadir. Ayrica gidalarda ve
gida isletmelerinde, el ile gida hazirlayanlarda, hastane personeli ve hastane
ortamlarinda da yaygin olarak bulunmaktadir. Nazal stafilokoklar, tasiyicilarla
ortama yayilarak tehlike olusturmaktadir. Tasiyic1 olan ve 6zellikle gida sektdriinde
kendi elleriyle gida hazirlayan kisiler stafilokok besin zehirlenmelerinin 6nemli

kaynaklaridir (Hacibektasoglu vd., 1993; Bilgehan, 2000).
1.4 Zein

Epey parlak ve sert bir yapiya sahip olan zein, yag bariyer 6zelligine sahip film ve
kaplamalarin hazirlanma asamasinda yaygin olarak kullanilan bir biyopolimerdir

(Gennadios vd., 1990).

Misir proteini olan zein bitkinin endosperminde bulunan bir prolamin olup alkolde
erimektedir (Luo vd., 2012).

Zein tek basma suda ¢oziinmezken suda ve bazi alkollerde ikili ¢6ziicii halinde
oldugu ortamlarda ¢oziiniir 6zellige sahiptir. Prolamin siniflandirmasi ve alkollerin
kolay uzaklastirilmasi sebebiyle sulu alkoller en ¢ok kullanilan zein ¢oziiciiler olarak
bilinir (Shukla vd. 2001).

Zeini etanol ve asetonda ¢ozerek, gerilme ve su buhart bariyer 6zellikleri iyi olan

biyobozunur zein filmlerine ulasilabilir. Nanoteknoloji yaklasimlarinin, zein igin 6zel



gidalarda ve biyobozunur plastik endiistrisi icersinde yeni uygulamalar meydana
getirecegi distiniilmektedir. Zein, Ornegin formaldehit ile muameleden sonra
mikrobiyolojik agidan direngli ve duragan olan, tiibular yapilardan meydana gelen bir
ag orgiisi olusturabilir. Ek olarak, zein nano boncuklar1 veya nano partikiilleri plastik
veya biyoaktif gida ambalajlarinin dayanikliligini gelistirmek i¢in oldugu gibi, flavor
bilesenleri veya nutrasotiklerin enkapsiilasyonu igin yenilebilir araglar olarak da

kullanilabilir (Dursun vd., 2010).

Zein 3/4 oranda lipofilik ve 1/4 oranda hidrofilik amino asit kalintilarina sahiptir

(Luo vd., 2012).

Zeinin hidrofobik karakteristigi, yapisinda barindirdig yiiksek polar olmayan amino

asitlerle ilgilidir (Bourtoom, 2008; Shukla vd., 2001).

Zein yenilebilir film olusturmada essiz bir materyaldir; molekiil yapist ve
fizikokimyasal Ozellikleri nedeniyle Ozellikle son yillarda endiistride ve bilimsel

calismalarda zeine yonelim artis gostermektedir (Bilici, 2019).

Bir protein olan zein GRAS (Generally recognized as safe) listesinde yer almaktadir
ve FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan gida smifi bir bilesen olarak
siniflandirilir. Yenilebilir filmler olusturma kabiliyetine sahip zein gida ve ilag
endiistrileri i¢in cazip bir materyaldir. Kapsiilleme, ila¢ dagitim tabani ve doku

uygulanmasi aragtirilmistir (Nonthanum vd., 2012).

Zein ilag salimi, gida korumasi, antioksidan ve emiilgator gibi katki maddesi

formunda pek ¢ok ¢alismada kullanilir (Wu vd., 2012).

Biyobozunur 6zellikteki zein eczacilik ve gida uygulamalarinda biyoaktif bilesikleri
kapsayan kendiliginden bir araya getirilmis nanopartikiiller olusturma kabiliyeti

nedeniyle kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Luo vd., 2012).



2. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alisma Sivas Cumhuriyet Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Gida Mikrobiyolojisi ve Nano Gida Teknolojisi Arastirma

Laboratuvar’inda yapilmistir.
2.1 Materyal
2.1.1 Ahlat Meyve Ornek Temini

Ham madde olarak kullanilan ahlat Sivas ilinin Koyulhisar bolgesinden temin edilip
getirilmis ve isleninceye kadar +4 °C'de buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilmistir.
Analizlerde kullanilan tiim kimyasal maddeler ve solventler analitik saflik ve
niteliktedir.

Sekil 2.1 Ahlat meyvesi

2.1.2 Mikroorganizmalar

Bakteri tiirleri olarak Gram(+)’de S. aureus (ATCC 25923), Gram(-)’de E. coli
(ATTC 8739) ATCC’den ticari olarak satin alinmistir. SCU Miihendislik Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi Boliimii Gida Mikrobiyoloji ve Nano Gida Teknolojisi Arastirma
Laboratuvari'nda gelisim i¢in uygun kosul ve ortamlarda yayma teknigi kullanilarak

MHA (Mueller-Hinton agar) besiyerinde bakterilerin canlandirmasi yapilmistir.



2.1.3 Kimyasallar
Analizlerde kullanilan tiim kimyasal maddeler ve solventler analitik saflik ve
niteliktedir.
Gumiis nitrat
Zein

Etanol

Gliserol

DPPH

Metanol
Folin-Ciocalteu
Gallik asit

Sodyum karbonat

2.2 Metod
2.2.1 Ahlat Meyve Ekstrakt Eldesi

Ahlat meyve ekstraktinin eldesi i¢in kati-sivi ekstraksiyon yontemi kullanilmistir.
Ahlat meyvesi islem gérmeden Once distile sudan gecirilmis ve daha sonra 10 g
meyve eti tartilarak havanda doviilmistiir. Daha sonra iizerine 20 mL saf su
eklenerek manyetik 1siticida 80 °C  ayarlanarak ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Oda sicakliginda sogutulmus ardindan Whatman no.3 filtre kagidi
kullanilarak stizme islemi gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstrakt kullanilana kadar

-20 °C'de muhafaza edilmistir.

Sekil 2.2 Ahlat meyvesi, Meyve ekstrakti



2.2.2 Ahlat Meyve Ekstraktinda AgNP Sentezi

1 mM glimiis nitrat (AgNOs3) sulu ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.017 g AgNOj tartilarak
100 mL’lik balon jojede distile su ile ¢ozdiiriilmistiir. Ahlat meyve ekstraktindan
%1, %2, %3‘lik konsantrasyonlar elde etmek i¢in, hazirlanan AgNOj3 ¢ozeltisinden
1:1, 1:2 ve 1:3 oraninda ekleme yapilarak 50 mL’lik steril otoklavlanabilen mavi
kapakli cam siselerde 1200 rpm’de c¢alkalamali karistiricida (SI-600 masaiistii

calkalayici) renk degisimi gozlemlenene kadar karigtirilmastir.

Sekil 2.3 SI-600 masaiistii calkalayici

2.2.3 Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
2.2.3.1 UV-VIS Spektrofotometri Analizi

Uretilen AgNP’lerin absorbans spektrum 6lgiimleri UV-VIS (Shimadzu UV-
2600/2700) spektrofotometri 300-500 nm’de kullanilarak giimiis nanopartikiillerin

olusumu gozlemlenmistir.

Sekil 2.4 Spektrofotometri (Shimadzu UV-2600/2700)



2.2.3.2 Atomik Kuvvet Mikroskop (AFM) Analizi

Uretilen AgNP’lerin 3 boyutlu goriintiileri AFM (Park Systems XE-100E)
kullanilarak elde edilmistir. Sentezlenen AgNP’ler silikon film iizerine kaplanarak

boyut 6zellikleri ve yiizey topografyasi belirlenmistir.

Sekil 2.5 AFM (Park Systems XE-100E)

2.2.3.3 Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Stvi haldeki Ornekler ince bir tabaka halinde karbon yapigkanli kaliplara
damlatildiktan sonra iizerleri ince bir altin tabaka ile kaplanmis ve iiretilen
AgNP’lerin partikiil boyut ve sekil 6zelliklerinin mikroskobik degerlendirilmesinde
Tescan Mira 3 XMU Scanning Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak elde

edilmistir.

2.2.4 Ahlat Meyve Ekstraktinda +AgNP Zein Yenilebilir Film
Eldesi

%97°1ik 8,1 mL etanol icerisinde 1,4 g zein 40 dakika oda sicakliginda ¢alkalanarak
¢coziindiiriilmistiir. Cozeltiye 0,39 mL gliserol plastiklestirici eklenip 5 dakika
kaynatilmistir. Soliisyon oda sicakligina geldikten sonra igerisine Onceden
hazirlanmis olan ahlat meyve ekstraktina %1, %2 ve %3 oranlarinda AgNP
eklenmistir. Steril cam petrilere yaklastk 5 mL dokiilmiis ve 24 °C'de bir gece

kurumaya birakilmistir (Mecitoglu ve ark. 2006).
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Sekil 2.6 Farkli Konsantrasyonlarda (%1, %2, %3) hazirlanan zein filmleri
2.2.5 Filmlerin Su Tutma Kapasitesi
1,5 x 15 mm boyutunda filmler bistiiri ile kesilip agirliklar1 tartilmistir. Tartilan
parcalar 30 mL distile su igeren petri igerisine alinarak (SIEMENS MIT-120)
iklimlendirme cihazinda %40-45 nem iceren ortamda 25+2 °C’de 24 saat
bekletilmistir. Bekletilen film parcalari hassas bir sekilde filtre kagidi {izerine

alinarak tekrar tartilmistir. Hesaplama (Mayachiew P., Devahastin S., 2010)’da
bildirilen formiil’e gére yapilmistir (Moradi ve ark. 2016).

S1(%)=[(Wy — W) / W] x 100
W= Kuru filmin agirligi, gram

Wy= Yas filmin agirligi, gram

Sekil 2.7 %1, %2 ve %3 konsantrasyonlarda hazirlanmis film kesitleri
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Sekil 2.8 iklimlendirme cihazi (SIEMENS MIT-120)

2.2.6 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Ahlat meyve ekstraktinda sentezlenen AgNP ve zein yenilebilir filminin antioksidan

aktivite tayininde DPPH metodu kullanilmigtir.
2.2.6.1 DPPH Testi

Orneklerin antioksidan ozellikleri DPPH  (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali
yakalama mekanizmasindan yararlanilarak Bolis metoduna gore yapilmistir (Bolis,
1958). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan 2,8 mL film ekstraktlari iizerine 2 mL
6x10° M metanollii DPPH ¢ozeltisi eklenmistir ve oda sicakliginda karanlikta 30
dakika inkiibe edildikten sonra 517 nm'de metanolden olusan kore karsi okunmustur.
DPPH serbest radikal giderme aktivitesi asagidaki esitlikten faydalanilarak

hesaplanmustir (Siripatrawan ve ark., 2010).
DPPH yakalama aktivitesi (%) = [(AbSkont — AbSekst)] / AbSkont X 100
Ayont: Kontrol 6rneginin absorbans

Ackst: Ahlat meyve ekstrakti +zein yenilebilir film 6rneginin absorbansi

b
Sekil 2.9 DPPH
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2.2.7 Toplam Fenolik Konsantrasyon Tayini

Toplam fenolik igerik tayini Folin-Ciocalteu metodu kullanilarak yapilmistir ve
standart fenolik bilesik olarak Gallik asit (Merck 8.42649.0025) kullanilmistir.
Toplam fenolik madde miktar1 spektrofotometrik yontemle belirlenmistir.
Hazirladigimiz her bir yenilebilir filmden 25 mg 6rnek, 3 mL distile su igerisinde
¢oziindiiriilmistir. Hazirlanan ekstraktan 0,1 mL alinip 7 mL distile su ve 0,5 mL
Folin-Ciocalteu (Merck 1.0900-1.0500) reaktifi eklenip oda sicakliginda 8 dakika
calkalanmis, 1,5 mL sodyum karbonat soliisyonu ve 0,9 mL distile su ilave
edilmistir. 2 saat boyunca karanlik ortamda, oda sicakliginda karistirilmistir. Ornegin
absorbans  spektrum  OGlgtimleri  Shimadzu  UV-2600/2700 UV-  Vis
Spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda &lgiilmiistiir. Ornekteki toplam fenolik
bilesik miktar1 mg gallik asit esdegeri (GAE)/ g oOrnek olarak ifade edilmistir
(Siripatrawan ve ark., 2010).

Sekil 2.10 Folin-Ciocalteu ve sodyum karbonat

2.2.8 Bakteri Gelisimi I¢in Besiyeri Ortamunin Hazirlanmasi

Bakteri gelismesi i¢in 20,0 g/L NA (Nutrient Agar) ve 34,0 g/LL MHA (Mueller-
Hinton agar) konsantrasyonda besiyerleri ayri ayr1 damitilmis su igerisinde 1sitma
islemi gerceklestirilerek (Wisestir MSH-20A, Almanya), homojen karigmasi
saglanmigtir. Besi ortamlarinin sterilizasyonu igin NA 121 °C'de 15 dakika, MHA
115 °C’de 10 dakika otoklavda (Hirayama Hiclave HV-85L, Japonya) sterilize
edilmistir. Sterilize edilen besi ortamlar1 45-50 °C’de sogutularak steril kabinde
(2000, Clasll, Microbiological Safety Cabinet Herasafe KS, Portekiz), 100 mm steril

cam petrilere 15 mL dokiilerek oda sicakliginda katilasmasi beklenmistir.
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Sekil 2.11 Bakteri gelisimi i¢in besiyeri ortami

2.2.9 Antibakteriyal Aktivite Tayini

2.2.9.1 Ahlat Meyve Ekstrakti +AgNP Zein Yenilebilir Filminde
Antibakteriyal Aktivite

Antibakteriyal aktivite ¢alismalarinda Kirby-Bauer disk diffiizyon testi sonucunda
bakteri duyarliligina bagli olarak olusan zon gelisimleri degerlendirilmistir.
Inhibisyon zonu olusumu ve ¢ap biiyiikliigiiniin bakterinin duyarlilig1 hakkinda bilgi
verdigi, olusan zon mm cinsinden dl¢iilerek gerekli degerlendirmelerin yapilabilecegi

ifade edilmistir (L’ Antibiogramme, 1985; Lee vd., 1976).

Bu ¢alismada, MHA besiyeri ortam1 kullanilarak 2 bakteri tiirii S. aureus (Gram+) ve
E. coli (Gram-) iizerinde antibakteriyal etki gozlemlenmistir. Bu amagla 3 kontrol, 3
farkli konsantrasyonda hazirlanmis olan ahlat meyve ekstrakti +AgNP zein
karigimindan olusturulmus yenilebilir filmler, olmak {izere toplam 6 grup

olusturulmustur.

Kontrol;: Zein

Kontrol,: Ahlat meyve ekstrakti + zein filmi
Pozitif Kontrols: Ampisilin

Grup 1: %1 AgNP+ Ahlat meyve ekstrakti+ zein
Grup 2: %2 AgNP+ Ahlat meyve ekstrakti+ zein
Grup 3: %3 AgNP+ Ahlat meyve ekstrakti+ zein

Hazirlanan %1, %2 ve %3 oranlarinda ahlat meyve ekstraktt +AgNP zein filmlerden

10 mm g¢apinda kesitler ¢ikartilmistir. Cikartilan filmlerin antibakteriyal etkilerini
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gormek igin, petrilere 15 mL MHA dokiilmistiir ve besiyeri donduktan sonra bakteri
yayma yontemi kullanilarak, petrilere ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petrilere
uygun araliklarla film Kkesitleri yerlestirilip 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Her bir film ve kontrol gruplar i¢in olusan zon ¢aplar1 kumpas ile

Olciilerek karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.
2.2.10 Tstatiksel Analiz

Kirby- Bauer disk difiizyon teknigi kullanilarak elde edilen verilerde yerlestirilen
diskler arasindaki istatiksel degerlendirme SPSS 22.0 (USA: SPSS IBM Corp) paket
programi kullanilmistir. Ortalamalar arasindaki onemli fark ise p<0,05 giliven
araliginda analiz edilmistir. Istatiksel anlamda iki ortalama arasindaki farkin

anlamlilik testi sonucuna gore yorumlama yapilmaistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Ahlat Meyve Ekstraktinda AgNP Sentezi

Hazirlanan 1 mM AgNOs; sulu ¢ozeltisi ile ahlat meyve ekstraktt oda sicakliginda
kanistirllmis ve reaksiyonu gerceklesen ¢ozeltinin renk degisimi periyodik olarak
kontrol edilerek Sekil 3.1’de goruldigi gibi seffaftan koyu kahverengiye

donlismistiir.

Elde edilen bu renk degisikligi nanopartikiillerin olustugunun gostergesi olarak kabul
edilmistir (Geethalakshmi ve Sarada 2010; Al-ogaidi vd., 2017).

Sekil 3.1 Ahlat ekstrakt ¢ozeltileri ve AgNO3 eklenmis ahlat

Yapilan literatiir arastirmalarinda daha 6nce ahlat meyve ekstrakti {izerinde AgNP
sentezlendigine dair bilgiye rastlanilmadigindan, calisma konusuna benzer farkli

bitki 6ziitleri kullanilarak elde edilen sonuglarin karsilastirmasi yapilmastir.

Li vd., (2021), Pyrus betulifolia Bunge bitki ekstraktinda yaptigi ¢calismada AgNOs
cozeltisi eklendikten sonra seffaf renkten agik kahverengiye daha sonra tamamen
kahverengiye doniistiiglinii, Mahmood vd., (2022), Pyrus comminus (armut) bitki
Oziinlin kabuk ve tohumlarinda yaptig1 calismada 6 mL ekstrakt igerisine 10 mL sulu
AgNO; ¢ozeltisi ekleyip 24 saat oda sicakliginda beklettikten sonra renk degisimi
oldugunu bildirmislerdir.

Ediz vd., (2021), Phaseolus vulgaris L. (fasulye) ekstraktinda yaptigi ¢alismada
AgNO; eklendikten sonra seffaf renkte olan ekstrakt bir siire sonra kahverengiye
doniistiiglini, Kumar vd., (2017), Physalis angulata (Cukurova fener otu) bitki
oziitii ilizerinde yapilan c¢alismada seffaf renkten koyu kahverengiye, Diler ve

Leblebicier (2020), Mespilus germanica L. (musmula) Oziitii {izerinde yaptig1
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calismada bitkisel 6ziit ve AgNOj3 ¢oOzeltisinin baslangigtaki ve karigtirma stiresi
sonundaki rengin agik saridan koyu kahverengiye, Pirtarighat ve ark., (2017),
Melissa officinalis (limon otu) ekstresi tizerinde yaptigi ¢alismada bitki Oziitiine
AgNOs; ekleyip oda sicakliginda 1 saat karistirdiktan sonra sarimtirak yesil renkten,
mor kirmiziya donistiglinii goézlemlemislerdir. Bu renk degisiminin AgNP'lerin

olusumunun gostergesi olarak kabul edildigini bildirmislerdir.

Yapilan bu c¢alismada gozlemlenen seffaf renkten koyu kahverengiye renk
degisiminin, arastirma sonuglarina gére AgNP sentezinin gergeklestiginin kanaatine

varilmigtir.
3.2. Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

3.2.1 UV-VIS Spektrofotometri Analizi

Calismada oda sicakliginda 1mM AgNO; ve 30 mL ahlat ekstrakt konsantrasyonunda
sentez gergeklestirilmistir. AgNP’lerin spektrum Sl¢timleri UV-Vis spektrofotometri
kullanilarak 300 ile 500 nm arasinda okuma yapilmistir. Spektrofotometrik okumada
en yiksek pik degeri Sekil 3.2'de goriildiigii gibi 445 nm dalga boyunda elde

edilmistir.

1,000 [

0,200

Abs.

0,400

0.222
200,00 350,00 400,00 450,00 500,00
nm

Sekil 3.2 Ahlat meyve ekstraktinda sentezlenen AgNP’nin UV-Vis 6l¢iim degeri

Yapilan literatiir arastirmasinda AgNP'lerin max. absorbans verdigi aralik 400-500

nm arasinda oldugu tespit edilmistir (Kumar vd., 2017).
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Mahmood vd., (2022), Pyrus comminus (armut) bitki 6ziiniin kabuk ve tohumlarinda
sentezledigi AgNP’lerin UV-VIS 6l¢iimlerini 200-1100 nm dalga boyu aralifinda
kabuk i¢in 460 nm, tohum i¢in 433 nm’de karakteristik absorbans degeri elde ettigini
bildirmistir.

Banerjee vd., (2014), Hint bitkilerinden sentezlenen AgNP’lerin 425 ile 475 nm
araliginda yiizey plazmon rezonansi (SPR) nedeniyle maksimum absorbansa sahip

oldugunu bildirmislerdir.

Li vd., (2021), Pyrus betulifolia Bunge bitki ekstraktinda yaptigi ¢alismada
sentezledigi AgNP’lerin UV-VIS o6l¢iimlerini 300-700 nm dalga boyu aralifinda
gozlemleyerek, 425 nm’de karakteristik absorbans degeri ile AgNP’lerin

sentezlendigini bildirmistir.

Diler ve Leblebicier (2020), Mespilus germanica L. (musmula) 0ziitii iizerinde
yaptig1 ¢alismada UV-Gorlniir bolge spektrofotometresinde 250-800 nm dalga boyu
araliginda absorbans Ol¢iimii yapmis okuma sonucunda 430 nm’de goriilen

karakteristik absorbans degeri ile AgNP'lerin sentezlendigini ispatlamistir.

Karakaya (2021), Ruscus Aculeatus L. (tavsanmemesi) bitkisini kullanarak
sentezledigi AgNP’lerin UV-VIS o6lciimlerini 300-786 nm dalga boyu araliginda
yapmig olup 1. saat sonunda giimiis plazmon rezonansinin 426 nm’de, 24. saat
sonunda 444 nm’de ve 48. saat sonunda ise 444 nm’de gergeklestigini ve tepkime

stireleri arttik¢a tepe dalga boyunun stirekli olarak artig gosterdigini gézlemlemistir.

Pirtarighat ve ark., (2017), Melissa officinalis (limon otu) ekstresi {izerinde yaptigi
calismada dalga boyu araligini 300-600 nm de gozlemleyerek, 450 nm de

karakteristik absorbans degeri ile AgNP'lerin sentezlendigini ispatlamistir.

Bu calismada elde edilen 445 nm de olusan absorbans degerinin yapilan arastirma

sonuglarina bagl olarak AgNP sentezlendigi gézlemlenmistir.

3.2.2 Atomik Gii¢c Mikroskop (AFM) Analizi

Ahlat meyve ekstraktinda sentezlenen AgNP'lerin goriintiileri Sekil 3.3 ve 3.4'de
verilmistir. AFM ile tespiti yapilan goriintiilerin nanopartikiil boyutu, hacmi ve
partikiil  agirhigi  degerleri  belirlenebilmektedir.  Sentezi  gergeklestirilen
ahlat+AgNP'lerinin ylizey ve boyut ozellikleri AFM analizi sonucunda taranan
bolgelerde 59,688-194,727 nm boyutlarinda ve partikiiller arasinda kiimelesme
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oldugu tespit edilmistir. Bu kiimelesmenin nedeni meyvenin pH’sina ve reaksiyon

stiresine bagl olarak degiskenlik gosterebilmektedir.

5000 +

Regon  Mijom)  Maxw)  #dpm)  Meanlnw)  Rowm)  Rofw)  Rafm)  Rem)  Rsk Ry
Wiwnole 37675 157051 50688 0000 194727 9091 5362 182815 -4755 53473

Sekil 3.3 Ahlat+AgNP’lerin AFM verileri

Sekil 3.4 Ahlat+AgNP’lerin topografyasi

Mahmood vd., (2022), Pyrus comminus (armut) bitki 6ziiniin kabuk ve tohumlarinda
sentezledigi AgNP’lerin yiizey topografyas:t ozelliklerini AFM analizi sonucunda
kabuk i¢in 85.51 nm, tohum i¢in 62.50 nm oldugunu bildirmistir.

Kumar vd., (2017), Physalis angulata (Cukurova fener otu) bitki 0ziitii lizerinde
yapilan c¢alismadaki AFM goriintiilerinde AgNP'lerin maksimum profil tepe
yiiksekligi ve vadi derinligi sirasiyla 17.5 nm ve 14.3 nm oldugunu ve AgNP'lerin

kiiresel oldugunu belirtmislerdir.

Giirsoy vd., (2020), Polygonum cognatum Meissn. (madimak) bitkisi lizerinde

yapilan ¢aligmada madimak+AgNP’lerinin boyut ve ylizey Ozellikleri AFM analizi
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sonucunda 18.347-235.600 nm boyutlarinda kiiresel partikiil olusumlar1 ve
partikiillerde kiimelesme oldugunu belirtmislerdir.

Mossa vd., (2015), Aloe Vera bitkisinin yaprak oziitiinii kullanarak yaptigi
calismadaki AFM goriintiilerinde AgNP’lerin 34-102 nm arasinda kiiresel sekilde
oldugunu bildirmistir.

Bu calismada 59,688-194,727 nm boyutunda goriilen kiimelesmenin yapilan

arastirmalarla karsilagtirmasi yapildiginda ortalama degerde oldugu tespit edilmistir.

3.2.3 Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Ahlat meyve ekstraktindaki AgNP'lerin yiizey morfolojilerindeki degisiklik ve
partikiil boyut dagilimlar1 taramali elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir.
Yapilan goriintiileme sonucunda AgNP'lerin minimum boyutu 47,82 nm, maksimum
boyutu 64,93 nm olarak bulunmustur. Nanoparg¢aciklarin kiiresel bigimde oldugu
acikca Sekil 3.5’de goriilmektedir.

Sekil 3.5 Ahlat+AgNP’lerin SEM goriintiisti

Daha onceki ¢alismalarda Umaz ve ark., (2019), Hypericum triquetrifolium
bitkisinden sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin SEM analizi sonucu AgNP' lerin

kiiresel bi¢imli yapida olduklarint ve 100 nm’nin altinda oldugunu belirtmislerdir.

Babu ve Prabu, (2011), Calotropis procera ¢igeginden sentezlenen AgNP’lerin

boyutunun 35 nm oldugunu belirtmislerdir.

Baran M. F., (2019), Prunus avium (kiraz yapragi) ozitii ile giimiis nanopartikiil

sentezi sonucunda AgNP’lerin kiiresel goriinlimde olduklarini belirtmislerdir.
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Gopinath vd., (2017), Orchid Leaf (orkide yapragi) oziitii ile yapilan bir ¢aligmada
ise 15-40 nm arasinda degisen kiiresel goriiniimli AgNP’ler elde ettiklerini
belirtmislerdir.

Bitkisel ekstraktlar {izerinde AgNP sentezi birgok ¢alismada farkli boyutlarda ve
kiiresel yapili nanopartikiil olusumlarinin oldugu tespit edildi. Bu calismayla
karsilastirildiginda diger ¢aligmalar gibi AgNP'lerin kiiresel bi¢cimli yapida olduklari

goriilmektedir.
3.3 Zein Filminin Su Tutma Kapasitesinin Ol¢iilmesi

Filmlerin kuru agirligi ve 24 saat sonundaki yas agirhi§inin tartim sonuglart Sekil

3.6’da verilmistir.
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Ahlat+AgNP zein yenilebilir film konsantrasyon miktar:

Sekil 3.6 Ahlat meyve ekstraktit +AgNP zein yenilebilir filmlerin yas ve kuru tartim
agirlig
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Grupl Grup2 Grup3
Ahlat+AgNP zein yenilebilir film konsantrasyon miktari
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Sekil 3.7 Ahlat meyve ekstraktt +AgNP zein yenilebilir filmlerin su tutma kapasitesi

grafigi

Cizelge 3.1 Ahlat meyve ekstrakti +AgNP zein yenilebilir filmin su tutma kapasitesi

Konsantrasyon Ahlat meyve ekstrakti AgNO3 Su tutma kapasitesi
Miktar1 (%) (%)
1 5mL 5mL 27,86
2 5mL 10 mL 46,55
3 5mL 15mL 53,11

Farkli konsantrasyonlara sahip zein filmlerinin su tutma kapasiteleri metod kisminda

verilen formiile gére hesaplamasi yapilmistir.

Yapilan bir ¢alismada %1 monolaurin (ML), %2 ve %3 Zataria multiflora Boiss.

bitkisinden elde edilen ucucu yag (ZEO), zein filmine eklenmis ve su tutma

kapasitesi belirlenmistir.

1004

Swelling index (%)
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804
704
604
504
404
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104

Film Type

Sekil 3.8 Su tutma kapasitesi (Moradi vd., 2016)

En yiliksek su tutma kapasitesine sahip olan %1 ML+ %3 ZEO'dur. Su tutma

kapasitesini %52.3 olarak belirtmistir (Moradi vd., 2016).

Hidrofobik yapisindan dolayr zein filmlerin genelde su buhar1 gecirgenliginin

azaltilmasinda kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir. Kullanilan plastiklestirici ¢esidi ve

konsantrasyonu ile test kosullarinin filmin yapisal 6zelliklerini 6nemli derecede

etkiledigi belirtilmistir (Krochta, 2002).
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Zein kaplamalar findik, seker, sekerleme iiriinleri basta olmak iizere diger gidalar
icin oksijen, lipid ve nem bariyeri olarak kullanilmaktadir. Plastiklestirici olarak
gliserol kullanildiginda plastiklestirilmemis zein filmlerinin bes kat daha fazla su
aktivitesine sahip oldugu ve bunun gliseroliin hidrofilik 6zelliginden kaynaklandig:

bildirilmistir (Dursun ve Erkan, 2009).

Zeinle kaplanan domateslerin parlakligi ve nem gecirgenligi azaltmakta, renk

degisimini de yavaslattigini belirtmistir (Kiiciik vd., 2017)

Yapilan g¢alismada elde edilen sonuglar, Moradi vd., (2016), tarafindan yapilan

calismadaki sonugclarla paralellik gostermektedir.

Calismamizda, zein filmlerinin hidrofobik olurken, icerisinde plastiklestirici olarak
kullanilan gliseroliin hidrofilik yapida olmasi analiz sonucunda su tutma

kapasitesinin yiiksek olmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.
3.4 Antioksidan Aktivite
3.4.1 DPPH Test Sonucu

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde filmlerin serbest radikallere karsi
etkinliginin daha iyi belirlenmesi i¢in filmler metanolde c¢oziinmiistiir. Farkli
konsantrasyonlara sahip (%1, %2, %3) filmlerin antioksidan miktarlar1 sirasiyla
(%TAC) 11.258, 12.418, 12.798 bulunmustur.

DPPH

1% 2% 3%
Ahlat+AgNP zein yenilebilir filmin konsantrasyon
miktari

Sekil 3.9 Ahlat+AgNP zein yenilebilir filmlerin antioksidan aktivite sonucu
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Yapilan bir ¢alismada ahlat meyvesinin DPPH yontemine gore antioksidan kapasitesi
%12.275 olarak bulunmustur (Tiiysiiz vd., 2020).

Gldiici (2014), tarafindan yapilan ¢alismada, DPPH metoduna gore ahlat
meyvesinin antioksidan kapasitesi 100 pg/mL konsantrasyon igin aseton
ekstraksiyonunda %22.345, metanol ekstraksiyonunda ise %13.89 degerlerinde
oldugunu bildirmistir.

Murathan vd., (2019), tarafindan yiiriitiilen bir arastirmada ise ahlat meyvesinin
antioksidan kapasitesini belirlemede ABTS metodu uygulanmis ve sonug %48.2
olarak belirtmislerdir.

Baltas (2017), Antalya’dan temin ettigi Pyrus elaeagnifolia meyvesinin DPPH
metodu ve ABTS metodunu kullanarak o6rnegin %50 inhibisyon konsantrasyonu
SCso (mg/mL) olarak DPPH igin 3.49, ABTS i¢in 5.01 olarak ifade etmistir.

Bu calismada, farkli konsantrasyonlara sahip (%1, %2, %3) filmlerin antioksidan
miktarlarmin birbirine yakin degerler bulunmasmin Giidiicii (2014), tarafindan
yapilan calismayla karsilastirmast yapildiginda, ekstraksiyon i¢in kullanilan
¢oziiclinlin farkina ve konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik gdstermesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Calismamizda her konsantrasyon i¢in ¢oziicli olarak
metanol kullanilmistir. %3 konsantrasyonda ahlat meyve ekstrakti +AgNP zein
yenilebilir filminin en yiiksek miktara sahip olmasinin meyve konsantrasyonuna

bagli olarak yiiksek oldugu diisiiniilmektedir.
3.5 Toplam Fenolik Madde

Orneklerin Folin-Ciocalteu yéntemi uygulanarak elde edilen toplam fenolik madde

miktarlar1 verilmistir.

Hesaplamalar i¢in gallik asit kullanilarak standart gallik asit grafigi hazirlanmistir
(Sekil 3.10). Bu standart grafikten elde edilen dogru denklemi ile 6rneklerin toplam

fenolik madde miktarlart mg GAE/g 6rnek esdegeri seklinde hesaplanmaistir.
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Sekil 3.10 Gallik asit standart grafigi

Farkli konsantrasyonlara sahip (%1, %2 ve %3) filmlerin toplam fenolik madde
miktar1 sirastyla 35.45 mg GAE/g 6rnek, 37.7 mg GAE/g 6rnek ve 52.2 mg GAE/g

ornek olarak bulunmustur.

Gilidiict (2014), niin yapmis oldugu ¢alismada ahlat meyvesinden elde edilen aseton
ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktari, meyvenin aseton
ekstraktinda 49.81 pg GAE/mg, metanol ekstraktinda ise 28.91 ug GAE/mg olarak
bildirilmistir.

Yilmaz vd., (2015), tarafindan yiiriitilen bir diger arastirmada ahlat meyvesinin
toplam fenolik madde icerigi 42.79 ile 119.14 mg GAE/100 g (taze agirlik)
araliginda saptanmistir. Murathan vd., (2019), ahlat meyvesinin toplam fenolik

madde icerigini 174.2 mg GAE/100 g (taze agirlik) olarak bulunmustur.

Tiiystiz vd., (2020), ahlat meyvesinin toplam fenolik madde igerigini 493 mg
GAE/100 g olarak saptamustir.

Baltas (2017), Antalya’dan temin ettigi ahlat meyvelerinin toplam fenolik madde
icerigini 4.98 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit etmistir.

Polat (2012), ise ahlat meyvesinin toplam fenolik madde icerigini 18.1 mg GAE/g
kuru ekstrakt olarak bulmustur.

Siripatrawan vd., (2010), ¢alismasinda farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis %2,
%S5, %10 ve %20 yesil cay 0zii, kitosan filmlerine eklenmistir. En yiiksek toplam
fenolik konsantrasyon 33.5 mg GAE/g ornek olan %20'lik yesil ¢ay o6zl kitosan
filmi oldugu bildirilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11 Toplam fenolik madde miktar1 (Siripatrawan vd., 2010)
Bitkilerin igerdigi fenolik bilesiklerin miktar1 yetisme ortaminin toprak yapisina,
iklimsel kosullarina, hasat zamanina, bitkinin giines 1s1gindan yararlanma siiresine,
depolama sartlarina ve kiiltiirel uygulamalara bagl olarak degisebilmektedir. Ayni1
zamanda in vitro kosullarda kullanilan ¢6ziiciiye ve metoda gore degisiklik

gostermektedir (Heimler vd., 2006).

Yapilan ¢alisma, literatiirde bulunan c¢alismalarla karsilagtirildiginda  ahlat
meyvesinin igermis oldugu fenolik madde miktarinin zein eklenmesi sonucunda bu
icerigin degiskenlik gdsterebilecegi buna ek olarak meyvenin yetistirme kosullarina,
toprak yapisina, giines 1s1gindan yaralanmasina ve meyvenin hasat doneminde temin

edilmesine bagl olarak ytiksek oldugu varsayilmistir.

3.6 Ahlat Meyve Ekstrakti +AgNP Zein Yenilebilir Filminde Antibakteriyal
Aktivite

Farkl: ii¢ konsantrasyonda hazirlanmis olan %1, %2 ve %3 oranlarinda ahlat meyve
ekstrakti ~AgNP zein filmlerinin, pozitif kontrol olarak Ampisilin (10ug) ve negatif
kontrol olarak zeine kars1 antibakteriyal aktiviteyi belirlemek igin 2 bakteri tizerinde
disk difiizyon yontemi uygulanmis zon g¢aplari Sekil 3.12 ve 3.14'de sunulmustur.
Calisma 3 tekrarli olarak yapilmstir.

Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan test mikroorganizmalari E. coli ve S.
aureus ‘dur. Sekil 3.13 ve 3.15'de goriildiigii lizere hazirlanan ahlat meyve ekstrakti
+AgNP zein filmlerinin 2 mikroorganizma iizerinde de benzer etki gosterdigi

gorilmiistir.
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Gudici  (2014), Pyrus elaeagnifolia meyvesinden hazirlanan  ekstrelerin
antimikrobiyal etkisinin E. coli ve S. aureus iizerinde inhibisyon zon ¢aplarinin

olusmadig1, antimikrobiyal etkisinin bulunmadigini bildirmistir.

Mahmood vd., (2022), Pyrus comminus (armut) bitki 6ziiniin kabugundan elde ettigi
ekstraktin antimikrobiyal etkisini disk difiizyon yontemi kullanarak S. aureus’a karsi

etkili oldugunu ve zon ¢apinin 40 mm oldugunu bildirmistir.

Kegeci (2018), ahlat meyvesinden elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitelerinin tayini i¢in disk diftizyon yontemi kullanarak Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli olamak tizere 6 mikroorganizmayla calismigtir. Kullanilan
ekstraklarm en yiiksek inhibisyon etkisinin S. aureus ve E. coli ye kars1 gosterdigini,
zon caplarinin sirast ile 18 mm ve 15 mm olarak tespit ettigini bildirerek en yiiksek
etkinin S. aureus tizerinde oldugunu bildirmistir.

Murathan vd., (2019), calismasinda Pyrus elaeagnifila Pallas (sokak armudu)’dan
elde ettigi ekstraktin antimikrobiyal aktivitesinin tayininde agar kuyu difiizyon
metodunu kullanarak S. aureus (ATCC 6538) iizerinde inhibisyon zon ¢apinin 24.97
mm oldugunu bildirmistir.

AgNP’lerin gram negatif bakterilere gram pozitiflerden daha fazla antibakteriyal
etkiye sahip olduklar1 saptanmistir (Shahverdi ve ark., 2007).

Antibakteriyal aktivite c¢alismalarinda farkli sonuglara ulasilabilmektedir. Bu
farkliliklarin nedeni numunenin yetistigi cografik kosullara veya iklim kosullarina
bagl olarak bitki ve meyve iceriginin degismesi, kullanilan mikroorganizmalarin tiir
veya suglarimin faklilik gostermesi, farkli ekstraksiyon yontemleri veya c¢oziicii
secimi gibi etkenlerden kaynaklanabilmektedir.

Yapilan ¢aligma literatiir ile karsilagtirildiginda ahlat meyvesinin Gram (+) bakteriler
tizerinde, AgNP'lerin ise Gram (-) bakteriler ilizerinde daha fazla etkiye sahip
olduklarindan dolay1 ahlat meyve ekstraktt +AgNP zein filmlerinin antibakteriyal

etkileri E. coli ve S. aureus tizerinde benzer etki gosterdigi gézlemlenmistir.
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3.7 istatistiksel Analiz

Calisgmamizda elde edilen veriler SPSS 22.0 programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde parametrik test varsayimlari yerine getirildiginde, bagimsiz iki
gruptan elde edilen Olglimler karsilastirilirken, iki ortalama arasindaki farkin
Oonemlilik testi paralel calismadan elde edilen Olgiimler karsilastirilirken tekrarli
Ol¢timlerde varyans analizi kullanilmistir. Verilerimiz tablolarda aritmetik ortalama

ve standart sapma seklinde belirtilerek 0,05 6nem seviyesinde analiz edilmistir.

Cizelge 3.2 Bagimsiz iki grup arasindaki karsilastirmaya yonelik bulgular

Standart

Bakteriler Ortalama sapma Sonug
E. coli Grup 1 2,4333 ,20817 F=0,50
Grup 2 2,5000 ,10000 P=0,641

Grup 3 2,4667 ,11547
S. aureus Grup 1 2,2333 ,25166 F=4,00
Grup 2 2,3667 ,15275 P=0,111

Grup 3 2,3667 ,15275

F: Paralel ¢calismadaki gruplarin karsilastirmasi

P: Anlamlilik degeri

Cizelge 3.3 Birbirine bagl iki grup arasindaki karsilagtirmaya yonelik bulgular

Standart
Bakteriler Ortalama sapma Sonug
E. coli Ampisilin 2,5667 ,20817 F=4,00
Ampisilin 2,6333 ,15275 P=0,111
Ampisilin 2,6333 ,15275
S. aureus Ampisilin 2,7333 ,11547 F=1,00
Ampisilin 2,7333 ,11547 P=0,444
Ampisilin 2,8000 ,00000
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Cizelge 3.4 Gruplar arasindaki karsilastirmaya yonelik bulgular
Group Statistics

Standart
Gruplar ~ Bakteriler N  Ortalama sapma Sonug
Grupl E. coli 3 2,4333 ,20817 t=1,06
S.aureus 3 2,2333 ,25166 p=0,349
Grup 2 E. coli 3 2,5000 ,10000 t=1,26
S.aureus 3 2,3667 ,15275 p=0,250
Grup 3 E. coli 3 2,4667 ,11547 t=0,90
S.aureus 3 2,3667 ,15275 p=0,417
Ampisilin  E. coli 3 2,5667 ,20817 t=1,21
S.aureus 3 2,7333 ,11547 p=0,292
Ampisilin  E. coli 3 2,6333 ,15275 t=0,90
S.aureus 3 2,7333 ,11547 p=0,208
Ampisilin  E. coli 3 10,4333 13,48196 t=0,98
S.aureus 3 2,8000 ,00000 p=0,382

T: Bagimsiz iki grup
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4. SONUC

Bu tez calismast kapsaminda Sivas ilinin Koyulhisar ilgesinde dogal yollarla yetisen
ahlat meyvesinde kati-siv1 ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktinda
AgNP sentezi yapilarak, farkli konsantrasyonlarda (%1, %2 ve %3) yenilebilir zein
filmi igerisine eklenerek, sentezlenen AgNP'lerin karakterizasyonu ve yenilebilir zein
filmlerin; antioksidan ozelligi, fenolik madde igerikleri, antibakteriyal etkileri
incelenmistir. Sentezlenen AgNP'lerin UV-VIS, AFM ve SEM analizleri sonucunda
ahlat meyve ekstraktinda glimiis nanopartikiil iiretilebilecegi belirlenmis olup yapilan
karakterizasyon analizleri sonucunda 47 ve 195 nm boyutlarinda giimiis
nanopartikiiller iretilmistir. Ahlat meyve ekstraktindan sentezlenen nanopartikiillerle
olusturulan yenilebilir zein filmlerinin antioksidan madde miktarinin konsantrasyon
icerigine bagli oldugu, yiiksek fenolik igerigin ekolojik ve pedolojik kosullara bagli
olarak  degiskenlik gosterdigi  gbzlemlenmistir.  Antibakteriyal analizlerde
karsilastirmali olarak pozitif kontrol i¢cin Ampisilin ve bakteri olarak S. aureus
(Gram +), E. coli (Gram -) {izerinde g¢alisilmis ve her iki cinste de antibakteriyal
etkinlik oldugu saptanmistir. Bu etkinligin her iki bakteri cinsinde istatiksel olarak
onemli farklilik olmadigr belirlenmistir. Ahlatin igerdigi kimyasal bilesikler ve bu
bilesiklerin sahip olduklari biyokativite, AgNP'lerin antibakteriyal etkinliklerinin
olmasi, zein yenilebilir filmlerinin hidrofobik yapisindan dolayr su tutma
kapasitesinin diisiik olmasi, i¢erisine konulan {iriiniin ¢esit ve icerigine bagh olarak
trinlerde raf omriinii olumlu yonde etkileyecegi, gida ambalaji teknolojisinde
antibakteriyal ozellikte  kaplama materyali ve katki maddesi olarak gida

endistrisinde farkli alanlarda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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