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GIDA AMBALAJ MALZEMESiI HEDEFLiI BERBERIN KATKILI KiTOSAN
FIiLMLERIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Gida ambalajlar1 gidanin raf dmriiniin uzamasinda ve giday1 dis etkenlerden korumada
birincil rol oynar. Gida endiistrisinin sahip oldugu genis yelpaze, dogru orantili olarak
ambalaj endiistrisinin biiylimesine yol agcar. Ambalaj malzemelerinin kaynak olarak
petrokimyasal bazli tiriinlerden elde edilmesi, atik ambalajlarin bir gevresel soruna
dontismesine neden olur. Cevresel kirliligi onlemek i¢in gelisen hassasiyetlerle birlikte
doga dostu ambalaj malzemeleri olusturulmaya baglanmistir. Doga dostu olarak ifade
edilen ambalaj malzemeleri, biyobozunur ve biyouyumlu ozellikler tasirlar. Bu
calismada, bir biyopolimer olan kitosana berberin kloriir standardi eklenerek alternatif
bir gida ambalaj malzemesi olusturmak hedeflenmistir.

Kitosan, bir¢ok canlinin yap1 polisakkariti olan kitinin deasetilasyonu sonucu elde
edilen bir biyopolimerdir. Seyreltik asit ile hazirlanan kitosan ¢6zeltisi, ¢6zelti dokme
teknigi ile film haline getirilir. Boylece kitosan, ambalaj malzemesi olarak
kullanilabilecek bir yapiya dondstirilir. Ayrica kitosan, biyobozunurluk,
biyouyumluluk, biyoyararlilik ve toksik olmama gibi 6nemli 6zelliklere de sahiptir.
Kitosan1 ¢esitli biyoaktif iirtinlerle katkilandirmak miimkiindiir. Bu sayede sentetik
gida koruyuculari kullanmadan dogal kaynaklar yoluyla gidalarin bozulmasin
onleyebilecek gida ambalaj malzemeleri gelistirilebilir.

Bu yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda kitosan filmin katkilandirilmas: berberin
kloriir standard: ile saglanmistir. Berberin, ¢esitli bitkilerin yapisinda bulunan bir
alkaloid bilesigidir. Berberin katkisi ile kitosan filme antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite kazandirilarak, berberin igerikli kitosan filmin aktif paketleme iiriinii olmasi
hedeflenmistir. Berberin kloriir standardinin suda ¢6ziinmesi 2-hidroksipropil-p-
siklodekstrin kullanilarak gergeklestirilmistir. Saf kitosan film, berberin ilaveli film ve
berberin hari¢ tiim bilesenleri igeren kontrol filmin 6zellikleri karsilagtirmali olarak
incelenmistir. Elde edilen filmler sodyum tripolifosfat ¢6zeltisi ile fiziksel olarak
capraz baglanmistir. Hazirlanan 3 farkli filmin sisme, ¢Oziiniirlik, su buhari
gecirgenligi ve ¢ekme kuvvetine yonelik deneyler yapilmigtir. Ayrica filmlerin,
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri de incelenmistir. Yapilan deneyler
sonucunda, berberin kloriir standard: igeren kitosan filmin, kontrol film ve saf kitosan
filme gore fiziksel 6zelliklerinin iyilestigi gézlenmistir. Berberin katkisinin kitosan
filmlerin antioksidan ve antibakteriyel aktivitesini artirdigi da goriilmustiir.

Yapilan caligmalar ve elde edilen sonuclar 1s1ginda berberin kloriir standardi iceren
kitosan filmin alternatif bir gida ambalaj malzemesi olabilecegi sonucuna basart ile
ulasilmistir.
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF FOOD PACKAGING
MATERIAL TARGETED FILMS WITH THE ADDITION OF BERBERINE
TO CHITOSAN FILMS

SUMMARY

Food packaging takes an active role in both extending the shelf life of the food and
protecting the food from external factors. The wide range of the food industry leads to
growth directly proportional to the packaging industry. As a result of increased food
consumption, packaging materials are produced exceedingly. Obtaining packaging
materials from petrochemical-based substances as a source causes becoming an
environmental problem of waste packaging. Although plastic and its derivatives,
which are traditional packaging materials, are effective in protecting foods, they create
serious environmental problems that present the food industry as a source of pollution
and social concern. Increasing sensitivity to environmental pollution has enabled the
production of eco-friendly packaging materials. Packaging materials, which are
expressed as eco-friendly, have biodegradable and biocompatible properties. In this
master’s degree thesis, it was targeted to generate an alternative food packaging
material by adding berberine chloride standard to chitosan as a biopolymer.

Chitosan is a deacetylation product of chitin which is the structural polysaccharide of
many living beings. Some insects, sea creatures, and fungies carry chitin structurally.
Chitosan is obtained from chitin by some processes. Prepared with a diluted acid
solution, chitosan is turned into a film by a solution casting process. Firstly, chitosan
is dissolved with a diluted acid then this solution is poured into a petri dish. Poured
film solution is dried at room temperature or a specific temperature in an oven. Lastly,
the dried film is peeled from the petri dish. By using this method, chitosan is converted
to a form that can be used as a packaging material. In addition to this, chitosan has
biodegradability, biocompatibility, bioavailability, and non-toxicity properties. These
properties make the chitosan film eco-friendly material. Though the traditional plastic
packagings have some advantages such as plenty of availability, mechanical properties
and cost efficiency, this type of packaging causes environmental pollution and
accumulation of some greenhouse gases such as carbon dioxide and methane.
Furthermore, to reduce the effect of plastic packaging pollution, recycling have to be
used but the recycling process requires energy and cost-efficiency. At this point,
chitosan film can be a good candidate for its biodegradability property. It is possible
to add various products to the chitosan. In this way, it is gained to chitosan such
properties antioxidant and antibacterial activities which are responsible for preventing
the spoilage of foodstuffs. Antioxidants are compounds that prevent radical oxidation
reactions.
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These types of substances are added to the foodstuffs to prevent them from spoilage.
Generally, some synthetic antioxidants such as butylated hydroxy anisol (BHA) and
butylated hydroxytoluene (BHT) are added to the foods but some research is shown
that these substances have negative impacts on the human body.

When considered from this point, chitosan has advantages because it can be
incorporated with some natural antioxidant sources. Using this application active food
packaging materials can be developed that can prevent foodstuffs from spoilage
through natural antioxidants without using synthetic antioxidants. It was understood
from the ‘active’ expression that the packaging material supplemented with natural
sources plays an active role in food packaging. Traditional packaging materials cover
the foodstuffs and protect them from external factors. In the contrary, active packaging
materials play a role not only in coverage but also in preventing spoilage of the
foodstuffs.

It is usually utilized from vegetable oils, fruit, and vegetable extracts as additive
substances. In this thesis study, berberine which is a compound that can be found in
many plants is used as a standard form. This form is berberine chloride standard. The
chitosan film which was including the berberine chloride standard showed antioxidant
activity by comparison with the control film. The antioxidant activity was measured
with the DPPH method. This method is based upon the reduction reaction. Antioxidant
substance reacts with the DPPH and the reaction has resulted in the reduction of DPPH.
More reducing means more antioxidant capability. Furthermore, the reaction is
followed and calculation is done by absorbance change. This easy application makes
the DPPH analysis popular. It is applied easily and got results in a short time.

Within the scope of this master thesis, berberine which is an alkaloid compound found
in the structure of various plants, has been used to increase the efficiency of chitosan
film. Using berberine provides antioxidant activity to chitosan film. Chitosan has a
mild antibacterial property against some microorganisms which is one of the essential
properties to protect the foods. In this study, berberine incorporation increased the
antibacterial activity of chitosan film against Bacillus cereus and Salmonella
Typhimurium. The physical properties of the film with increased antioxidant and
antimicrobial properties as an active food coating material were also determined.

It has benefited from cyclodextrin to dissolve the berberine chloride standard.
Cyclodextrins are substances like a truncated cone shape. These substances have a
hydrophobic cavity and hydrophilic outer surface. This type of structure makes
cyclodextrins popular for water-insoluble substances. The dissolving of the berberine
chloride standard is provided with the hydrophobic cavity of the cyclodextrin. In this
master study, 2-hydroxypropyl- - cyclodextrin has been used to dissolve the berberine
chloride standard. After dissolving of the berberine chloride standard, it is
incorporated with chitosan solution. The incorporated solution is the film solution
containing a berberine additive. This film solution is poured into a petri dish and then
dried in the oven.

The properties of pure chitosan film, berberine added film and control film containing
all components except berberine were examined comparatively. All the films have
been crosslinked with sodium tripolyphosphate solution. The crosslinking process has
been done after the films have been dried. After all, the steps are completed, the film
samples have been kept in a humidity cabinet that has 25 °C temperature and 50 %
relative humidity.
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Characterization experiments were carried out on all the films. These are swelling,
solubility, water vapor permeability, tensile strength, and antioxidant and antibacterial
activity tests. Physical tests, antioxidant and antibacterial activity results of chitosan
film containing berberine chloride were more successful than control film and pure
chitosan film in terms of properties of a food packaging material. The addition of
berberine chloride made the chitosan film more durable. The fact that the addition of
berberine chloride increases the antioxidant and antibacterial activity of the film is an
indication that the obtained films can prevent the deterioration of foodstuffs. In the
light of the studies and the results obtained, it has been successfully concluded that
chitosan film containing berberine chloride can be an alternative food packaging
material. Finally, it is advisable to apply the combination of chitosan with some natural
substances. Applications of biopolymeric materials cover a very wide area. Increasing
environmental pollution, problems, and concerns are prompting us to do something
about saving nature for generations to come. Scientific research is opening a new door
and view in many areas like this master thesis. Not only this study but also many other
academic studies aim to give a point of view on this subject. This study aimed to
develop a product that will solve environmental concerns and shed light on this issue
in the future. Moreover, increasing sensitivity to environmental issues can create a new
sustainable world. Governments, organizations, and public attention are necessary at
this point. Like many other problem solving, environmental problems require working
together.

podl






1. GIRIS

Gida ambalaji, gidanin dis etkenlerden korunmasinda birincil rol oynar.
Ambalajlamanin esas amaglari ise giday1 en ekonomik sekilde bozulmadan tutmak,
gida giivenligini saglamak ve zararli gevresel etkilerini en aza indirmektir [1].
Ambalaj ayn1 zamanda gidalarin depolanmast ve hazirlanmasi esnasinda
gerceklesebilecek kimyasal, fiziksel ve biyolojik degisimleri (bozulmalart) 6nleyebilir
[2].

Plastik ambalajlar, diisiik fiyat, hafiflik, kullanim kolaylig1 ve korozyon direnci
nedeniyle ambalaj malzemeleri arasinda popiilerlik gostermektedir [3]. Geleneksel
ambalaj materyallerinden olan plastik ve tiirevleri gidalarin korunmasinda etkili olsa
da ciddi ¢evre sorunlar1 yaratmaktadir [4]. Gida ambalajlamada kullanilan plastik
reginelereden bazilari, yiikksek molekiil agirlikli polietilen (YMAPE), diisiik molekiil
agirlikli polietilen (DMAPE), polietilen teraftalat (PET), polipropilen (PP) ve
polivinil kloriirdiir (PVC) [3]. Plastik endiistrisi cogunlukla fosil kaynaklara baglhdir.
Bu materyaller sahip olduklari bariyer ve mekanik 6zellikler, bol bulunabilirlik ve
maliyet etkinligi gibi 6zelliklerden dolay1 tercih edilirler. Ancak plastik triinlerin
imha edilmesi sera gazi emisyonu, karbondioksit (CO2) ve metan gazi (CHa)
birikimine neden olup 6nemli gevre sorunlarina yol agmaktadir [5]. Son yillarda, dogal
kaynaklarin sinirli olmasi, gida giivenligi ve petrokimyasal kaynakli plastik tirtinlerin
neden oldugu cevre sorunlar1 nedeniyle biyolojik olarak parcalanabilen biyo-bazli
ambalaj triinleri ilgi gdrmeye baglamistir. Bu hedefle, biyobozunur ve yenilebilir
karbonhidrat polimerlerinden olan nisasta, seliiloz tiirevleri, kitosan ve pektin gibi
gidalarin raf omriinii uzatmay1 hedefleyen paketleme malzemeleri gelistirilmektedir
[6]. Polisakkarit tipi dogal polimerler arasinda bulunan kitosan kabuklu canlilarin
kabuklarindan, bazi eklem bacaklilarin iist derisinden ve mantarlarin hiicre duvari gibi
biyolojik kaynaklardan elde edilen kitinin deasetilasyonu sonucu olusturulan dogal bir

polimerdir [7].



Kitosanin toksik olmadigi, biyobozunur, biyofonksiyonel ve biyouyumlu 6zellikler
gosterdigi, antimikrobiyal ve antifungal gibi pek ¢ok biyoaktiviteye sahip oldugu
bircok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir [4]. Kitosan filmler ise esneklik,
dayaniklilik, saglamlik, tokluk ve yiiksek kirilma direnci gibi Ozellikler

gostermelerinin yani sira orta seviyede su ve oksijen gegirgenligine sahiptirler [7].

Gliniimiizde, bir gida ambalajinin sadece dis faktorlere kars fiziksel bir bariyer olmasi
disinda ambalajin bazi ek fonksiyonlara da sahip olmas1 beklenmektedir. Bu noktada
da devreye aktif paketler girer [8]. Aktif paketleme, paketlenmis iiriiniin kalitesini
korurken, gidanin raf Omriinii uzatmak, giivenlik veya duyusal o&zelliklerini
iyilestirmek i¢in ambalaj bilesenleri ve gida ile etkilesime giren bir paketleme sistemi
olarak tanimlanabilir [9]. Bunlara ek olarak, aktif ambalajlar antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikler tasirlar. Renklendiriciler, tatlandiricilar, bazi besinler ve

baharatlar igerebilirler [8].

Kitosanin diger biyomolekiil bazli aktif filmlerle karsilastirilmasi sonucunda
gosterdigi hafif antibakteriyel 6zelligi ile diger polisakkaritlere gore daha avantajh
oldugu sonucuna varilmistir [4]. Gidanin uzun raf 6mriine sahip olmasi ve kalite
devamlilig1 i¢in aktif kompozit filmler iiretmek amaciyla, kitosan filmler dogal

antioksidan 6zleriyle birlestirilerek kullanilirlar [10].

Berberin, bircok bitki tiiriinden elde edilen kuarterner izokinolin alkaloididir.
Alkaloidlerin hiperlipidemi, diyabet, metabolik sendrom, polikistik over sendromu,
obezite, karaciger yaglanmasi, kolestrol, koroner arter hastalig1 gibi bir¢cok hastaliga
kars1 tedavi edici etkiye sahip oldugu; antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser
aktiviteleri klinik ¢alismalar tarafindan gosterilmistir [11,12]. Ayrica berberin, ishal
onleyici, sitma Onleyici ve mide agrisina karsi bir ilag olarak hem modern hem de

geleneksel tipta kullanilmaktadir [13].

Kitosanin,  Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus ve
Streptococcus mutans tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir
[14]. Kitosan filmlerin yumurta, ¢esitli meyve ve sebze, siit iiriinleri ve et gibi
gidalardaki etkisi incelenmis, gidaya kitosan film uygulamasinin gidalarin kalitesini
ve raf omriinii artirdigi, kontaminasyona ve mikrobiyal bozulmalara karsi koruma

sagladig1 gozlemlenmistir [15].



Berberinin, Bacillus cereus gibi Gram pozitif ve Salmonella typhimurium gibi Gram
negatif bakterilere karsi antibakteriyel; c¢esitli mikroorganizmalara karsi ise
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bilinmektedir [13]. Berberinin saf sudaki
¢Oziinlrligl (<1 mg/mL, 25 °C) ¢ok diisiiktiir [16,17]. Sudaki ¢6ziliniirliigiinii artirmak
icin siklodekstrinlerden faydalanilmaktadir. Siklodekstrinler, hidrofobik i¢ bosluga ve
hidrofilik dis yiizeye sahip kesik koni seklindeki, ¢esitli kiigiik molekiillerle inkliizyon
kompleksi olusturabilen yapilardir [18,19]. Ozellikle de sudaki ¢oziiniirliigii diisiik
olan ilaglar gibi bazi molekiillerin ¢oziiniirliiglinii artirarak biyoyararlanimini

tyilestirirler [19].

Bu yiiksek lisans tez calismasinda, kitosanin film olusturabilme o&zelliginden
faydalanarak bir gida ambalaj malzemesi gelistirilmistir. Bu ambalaj malzemesi ayni
zamanda berberin kloriir standardi ile de katkilandirilarak antioksidan ve
antibakteriyel aktivite gdsteren bir aktif paketleme sistemi olusturulmustur. Berberin
kloriir standartinin sudaki ¢oziintirliigii ise 2-hidroksipropil-beta-siklodekstrin (2-HP-
B-CD) ile artirilarak, berberinin kitosan film i¢inde homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmigtir. Elde edilen berberin kloriir katkili kitosan filmin gida ambalaj malzemesi
icin uygunlugu ise ¢esitli fiziksel, mekanik ve kimyasal testler yoluyla olglilmiistiir.
Uygulanan fiziksel ve mekanik testler; sisme, ¢oziiniirliik, su buhar1 gegirgenligi ve
gerilme kuvvetidir. Bunlar disinda filmlerin antioksidan ve antibakteriyel aktivite

ozellikleri de biyokimyasal testler sonucunda degerlendirilmistir.






2. KITOSAN

2.1 Kitin ve Kitosan

Kitosan yengeg, karides ve kerevit gibi deniz canlilarinin kabuklarinda bulunan ve
onemli bir bilesen olan kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen bir karbonhidrat
biyopolimeridir [13]. Kitin, seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan polisakkarittir.
Kitin, 2-asetamido-2-deoksi-glukopiranoz polimeri, kitosan ise Kitinin N-deasetil
tirevidir [20].
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Sekil 2.1 : Kitinden kitosan eldesinin sematik gdsterimi.

Sekil 2.1°de goriildiigti gibi kitinden kitosanin elde edilmesi 130-150 °C sicaklikta,
%50-60 konsantrasyondaki NaOH ¢ozeltisi ile saglanir [21].

( OCH,
H OH 1 OH

H o
I((()( H (()(

H OH H OH

HO
HO O "Ho

H OH

Sekil 2.2 : A: kitinin, B: kitosanin kimyasal yapisi [20].



Sekil 2.2° de kitin ve kitosanin kimyasal yapilar1 gosterilmektedir. Deasetilasyon
genellikle tiim zincir boyunca homojen ve eksiksiz olarak ger¢eklesmez. Ticari kitosan
genel olarak %70-95 deasetilayon derecesine ve 10* g/mol ile 10° g/mol arasinda bir
molekiil agirliga sahiptir. Deasetilasyon derecesine ve molekiil agirliklarima baglh
olarak kitosan orneklerinin uygulamalar1 ve biyopolimerin son hali belirlenir [22].
Deasetilasyon derecesi, glukozamin/ N- asetil glukozamin orani ile ifade edilir. Bu
oran, kitin kitosana dontstiiriildiigiinde artar. N-asetil glukozamin yiizdesinin
glukozamin ylizdesinden fazla oldugunda biyopolimer kitin olarak adlandirilirken;
glukozamin yiizdesinin N-asetil glukozaminden fazla oldugu biyopolimer yapisi ise
kitosan olarak adlandirilir [23]. Kitosanin ¢oziiniirliigii, biyobozunurlugu, reaktivitesi
ve birgok substratin adsorpsiyonu polimerik zincirdeki protonlanmis amino
gruplarimin miktarina baghidir. Dolayisiyla da asetillenmis ve asetillenmemis

glukozamin birimlerinin oranina baglidir [24].

2.2 Kitin ve Kitosanmin Ozellikleri

Dogal aminopolisakkaritler olan kitin ve kitosan polimerleri, benzersiz yapilara, ¢ok
boyutlu oOzelliklere, son derece karmasik islevlere, biyomedikal ve endiistriyel
alanlarda genis kapsamli uygulamalara sahiptirler [24]. Dogal olarak bol miktarda
bulunan ve yenilebilir polimerler olan kitin ve kitosan, biyolojik bozunabilirlik,
biyolojik uyumluluk, zehirli olmama ve adsorpsiyon gibi ozellikler tasirlar [25].
Seliiloz, dekstran, pektin, aljinik asit, agar, agaroz ve karragenan gibi dogal olarak
olusan bir¢ok polisakkarit nétral veya asidik 6zellik gosterirken kitin ve kitosan bazik
polisakkaritlerdir [20]. Kitin ve seliiloz, B (1- 4) — anhidroglukozidik baga sahip
olmalar1 ve dogal yap1 polisakkaritleri olarak bulunmalari gibi 6zellikler agisindan
benzerlik gosterseler de karakteristik ozellikleri bakimindan birbirlerinden ayrilirlar
[20,25]. Kitinin deasetilasyon derecesi yaklasik %50’ye ulastiginda, sulu asidik
ortamda ¢0zlniir hale gelir ve kitosan olarak adlandirilir. Bu ¢oziiniirliik, tekrarlanan
D-glukozamin iinitelerinin Cz pozisyonundaki —NH> fonksiyonel gruplarinin
protonlanmas1 ile gerceklesir. Sonuc¢ olarak polisakkarit, asidik ortamda bir
polielektrolite doniisiir [26]. Kitin, son derece hidrofobik olup suda ve birgok organik
¢Oziiciide ¢oOzinmez. Heksafloroizopropanol, heksafloroaseton, kloroalkollerin
mineral asitlerinin sulu ¢ozeltisi ile konjugasyonunda ve %5 lityum kloriir igeren

dimetilasetamid ¢ozeltilerinde kitin ¢oziiniirliige sahiptir.



Kitosan ise seyreltik formik asit ve asetik asit ¢ozeltilerinde ¢oziintir [20]. Sekil 2.3’te
gosterildigi gibi kitosan, sirasiyla Cz, C3 ve Cs pozisyonlarinda olmak iizere 3 tane
reaktif fonksiyonel gruba sahiptir. Bu gruplar sirasiyla; amino/asetamido grubu,

birincil ve ikincil hidroksil gruplari seklindedir.

- -n

Sekil 2.3 : Kitosanin reaktif fonksiyonel gruplari.

Kitosanin yapisinda bulunan amino fonksiyonel gruplari, kitosanin yapisal ve fiziko-
kimyasal 6zelliklerindeki farkliliklara katkida bulunan ana faktorlerdendir. Amino
gruplariin rastgele dagilmis olmasi, molekiil i¢i ve molekiiller aras1 hidrojen baglar

olusumunu kolaylastirir [27].

Genel hatlariyla kitosanin 6nemli bazi kimyasal ve biyolojik 6zellikleri asagidaki gibi
siralanabilir [25, 28-30]:

Kimyasal 6zellikler:

a) Lineer bir poliamindir.

b) Reaktif aminogruplar igerir.

c) Reaktif hidroksil gruplar vardir.

d) Birg¢ok gecis metaliyle selat olusturur.

Biyolojik 6zellikler:

a) Dogal bir polimerdir.

b) Normal viicut bilesenlerine biyolojik olarak pargalanabilir.

c) Giivenilirdir ve zehirli degildir.

d) Dis eti bag dokusu iizerinde yenileyici etkiye sahiptir.

e) Kemik olusumundan sorumlu gen¢ kemik hiicrelerinin olusumunu hizlandirir.
f) Antitimor, antikanser, antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuvar

aktivitelere sahiptir.



g) Hemostatik, fungistatik ve spermisit etki gosterir.

h) Merkezi sinir sistemi yatistiricidir.

Kitosanin katyonik o6zelligi diger bilesiklerle elektrostatik etkilesimler kurmasini
saglar. Kitosan bu 06zelliklerinden dolay1 yenilenebilir filmlerin olusturulmasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu o6zellikler ek olarak, gecirgen film olusturma
kapasitesi ve mekanik Ozellikleri sayesinde g¢esitli paketleme ihtiyaglarinda

uygulanacak bir film bileseni olma 6zelligi tasir [31].

Kitin gibi malzemelerin antibakteriyel aktivitesi, mikroorganizmalarin hiicre igi
molekiillerinin sizmasma yol acan bakteri hiicre duvarlarinin negatif yiikleriyle

etkilesime giren pozitif yiikleriyle baglantilidir [23].

Kitosandan elde edilen biyofilmler, gidalarin uzun siireli depolanmasina olanak saglar.
Sebzelerin, meyvelerin, tahillarin ve baliklarin antimikrobiyal 6zellikteki kitosan film
ile kaplanmasiyla kitosan, mikrobiyal istilay1 geciktirir ve koruyucu bir bariyer gibi

davranarak gidanin duyusal ve besleyici kalitesini de artirir [23].

2.3 Kitosanin Fiziksel Formlari

Kitosan ve kitosan karisimlar1 gesitli fiziksel formlarda bulunabilirler. Bu fiziksel
formlar arasinda regineler, mikrokiireler, hidrojeller, filmler ve lifler yer alir. Belirli
bir fiziksel formun secimi, belirli uygulamalar i¢in kullanilacak sistem
konfigiirasyonuna  baglidir. Hedeflenen formun sekillendirilmesi  karigim
bilesenlerinin uygun oranlarda karigtirilmasi ve sekil verme yontemleri ile saglanir

[32]. Kitosanin fiziksel formlarina 6rnekler Sekil 2.4’te gosterilmistir.

Sekil 2.4 : Kitosanin gesitli fiziksel formlari.
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2.3.1 Hidrojeller

Hidrojeller, yiiksek sayida hidrofilik grup veya alana sahip ¢apraz bagli polimer
aglarindan olusurlar. Bu aglar suya kars1 yliksek ilgiye sahiptir fakat polimer zincirleri
arasindaki fiziksel ve kimyasal baglar suda ¢6ziinmesini onler. Hidrojeller, suyun aglar
arasina girip sisme saglamasiyla sekil alirlar. Tamamen sismis olan hidrojeller,
yumusak ve kaucuk gibi bir kivam, su veya diger biyolojik sivilarla diisiik bir arayiiz
gerilimine sahip olma gibi 6zellikleriyle de canli dokularla ortak bazi 6zelliklere

sahiptir [33].

2.3.2 Mikrokiireler

Kitosan mikrokiireleri, antibiyotikler, antihipertansif ajanlar, antikanser ajanlar,
proteinler, peptid ilaglar ve asilarin kontrollii salinimi i¢in siklikla ¢alisilan ilag dagitim
sistemleridir. Kitosan mikrokiireleri, bir¢ok ila¢ i¢in kontrollii salim saglarken; protein
gibi bozulabilen yapilarin biyoyararlanimin1 ve hidrofilik yapilarin epitel tabaka

boyunca alimini artirir [34].

2.3.3 Filmler

Kitosanin, 6zellikle cilt bakimi, kozmetik, kontakt lensler, membranlar ve diger ¢esitli
teknolojilerdeki ayiricilar gibi bircok uygulama i¢in faydali olmasini saglayan bir
dokiim teknigi ile kolayca film haline getirilebilecegi bilinmektedir [32]. Film
olusturma kapasitesi, iyl mekanik 6zellikleri ve seffaf bir yap1 olusturmasi sayesinde
de ¢esitli paketleme ihtiyaclarinda uygulama alani bulmaktadir [35]. Kitosan film
olusturma siire¢lerinde en ¢ok kullanilan yontem ¢ozelti dokme yontemidir. Bu siireg
ilk olarak toz halde bulunan kitosanin seyreltik bir asit ¢ozeltisinde ¢oziinmesiyle
baslar. Kitosan ¢ozeltisi genel olarak bir petri kabina dokiilerek oda sicakliginda ya da
belirli bir sicaklikta etlivde kurumaya birakilir. Son olarak kuruyan film petri kabindan

soyularak ayrilir [21].

2.4 Kitosamin Capraz Baglanmasi

Kitosan bir¢ok iirlin haline getirilmis olmasina ragmen; yiiksek su emme, diisiik
mekanik kararlilik ve 6zellikle de uygulamalarini sinirlayan zayif asidik kosullarda

¢ozlinlirliik gibi baz1 dezavantajlara sahiptir [36].



Polimer agi, ¢apraz baglama islemleri uygulanarak modifiye edilebilir [37]. Kimyasal
ve mekanik olarak daha kararli kitosan iiriinleri elde etmek igin kitosan tizerinde
modifikasyonlar yapilir. Biyopolimerik malzemelerin 6zelliklerini ve stabilitesini
tyilestirmesine yonelik yaygin calismalardan biri kimyasal ve/veya fiziksel ¢apraz
baglamadir [36]. Capraz baglama mekanik dayanim, kimyasal kararlilik, sisme,
gecirgenlik, ¢oziiniirliik ve ilag salimi gibi durumlar iizerinde etkilere sahiptir [38].
Capraz baglama reaksiyonlar1 esas olarak Schiff bazi veya Michael tipi katilma
reaksiyonlar1 ile meydana gelirler [37]. Buna ek olarak ¢ok ¢esitli ¢capraz baglama

tirleri mimkiindiir;

a) Kovalent capraz baglama
b) lyonik ¢apraz baglama
c) Fiziksel capraz baglama (Van der Waals, hidrojen baglari ve diger etkilesimler

araciligryla) seklinde siralama yapilabilir [39].

Kitosani capraz baglamak igin kullanilan baglayicilar, glutaraldehit, formaldehit,
tripolifosfat ve poliaspartik asit sodyum tuzu Ornek verilebilir [38]. Ancak,
glutaraldehit ve formaldehit toksik oldugu igin ¢esitli saglik sorunlarina ve yan etkilere
neden olmaktadir [38].

Kitosan (pKa = 6,5), asidik ortamda polikatyoniktir ve sodyum tripolifosfat (TPP) ve
sodyum siilfat (Na2SO4) gibi negatif yiiklii tiirlerle etkilesir. TPP ile ¢apraz baglanmis
farkl1 fiziksel formlarda kitosanin literatiirde 6rnekleri mevcuttur [40, 41]. Kitosanin
TPP ile etkilesimi protein ve asi dagitiminda verimli bir sekilde kullanilabilen
biyouyumlu ¢apraz bagl kitosan nanopargaciklarinin olusumunu saglar [40]. TPP-
kitosan mikropartikiilleri, kitosanin pozitif yilikli amino grubu ile tripolifosfatin
PsO10® anyonu arasindaki iyonik etkilesim ile olugur. TPP-kitosan mikropartikiillerinin
mekanizmasi, kitosanin zayif bir polibaz olmasi, ¢6zelti pH degerinin azalmasi ve
kitosanin amino grubunun iyonlagmasinin artmasimna dayanmaktadir. Diisik pH
degerinde TPP, P;O,®° anyonlarina ayrisir. Bu nedenle TPP-kitosan
mikropartikiillerinin asidik TPP ¢dzeltisinde tamamen iyonik ¢apraz baglama baskin

olarak hazirlanir [41]. TPP-kitosan reaksiyon mekanizmasi Sekil 2.5°te gdsterilmistir.
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Sekil 2.5 : TPP-kitosan reaksiyon mekanizmasi [41].
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3. BERBERIN

3.1 Berberinin Yapisi ve Ozellikleri

Alkaloidler, bakteri, mantar, deniz hayvanlari, mikroorganizmalar ve bitkiler gibi
cesitli organizmalar tarafindan ikincil metabolitler olarak iiretilen bilesiklerdir.
Dogada ¢esitli yapilarla yaygin olarak bulunurlar ve 6nemli farmakolojik aktivitelere
sahiptirler [42]. izokinolin alkaloidleri, bitkiler aleminde en bol bulunan
alkaloidlerden biridir. izokinolin alkaloidleri, arastirma ve ilac kesfinde dikkate deger
bir 6nem gostermis olan bir grup dogal trtindiir [12]. Sekil 3.1°de izokinolin yapisi

gosterilmistir.

AN

~N
Sekil 3.1 : izokinolin yapis1 [43].

Izokinolin alkaloidleri yapisal olarak homojen bir grup degildir. Farkli oksijenlenme
derecelerine ve molekiil i¢i yeniden diizenlemelere, dagilimlarina ve ana sisteme bagh
ek halkalarin  varligmma goére benzilizokinolin, aporfin, protoberberin,
benzo[c]fenantridin, protopin, ftalideizokinolin, morfinan ve emetin alkaloidleri
olmak iizere 8 alt gruba ayrilirlar [42]. Izokinolin alkaloidleri, Berberidaceace,
Rutaeace, Fumariaceae, Rubiaceae, Amaryllidaceae, Magnoliaeace, Papaveraceace,
Menispermaceae, Ranunculacea, Cactaceae ve Annonacea gibi bitki ailelerinde
agirlikli olarak bulunmaktadirlar [12]. Son derece 6nemli biyolojik aktivitelere sahip
olan izokinolin alkaloidleri, geleneksel tipta da kullanilirlar. Cok genis spektrumda
farmakolojik aktiviteye sahip biyodinamik ajanlardan olan izokinolin alkaloidlerin
farmakolojik kullanim ¢esitliligi; hipolipidemik, yara iyilestirme, antidiyabetik,
antioksidan, antimiktobiyal, antitimdr, antibakteriyel ve karaciger koruyucu olma

seklinde siralanabilir [12].
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Berberin, izokinolin alkaloidler sinifina ait bir kuarterner amonyum tuzudur [44].
Berberidaceae, Papaveraceae, Fumaraceae, Menispermaceae ve diger bircok bitki

familyasinda berberin yaygin olarak bulunmaktadir [42].
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Sekil 3.2 : Berberinin kimyasal yapis1 [45].

Sekil 3.2’de kimyasal yapisi gosterilen berberin, Ayurveda ve Cin tibbinda
kanitlanmis tibbi gecmisi olan bir kuarterner benzilizokinolin bitki alkaloididir.
Hydrastis canadensis (altinmiihiir), Coptis chinensis (sirma kok), Berberis aquifolium
(mahonya), Berberis vulgaris (karamuk) gibi bir¢ok bitkinin ve bazi Hint
baharatlarinin kok, kok sap1 ve govde kabugunda aktif bilesen olarak bulunmaktadir
[16]. Berberinin kuvvetli bir sar1 renge sahip olmasi berberin tiirlerinin gegmiste yiin,
deri ve ahgap boyamalarinda kullanilmasini da agiklar. Ultraviyole 151k altinda 75160
renk indeksi ile ¢ok gilicli bir sar1 floresans gosterir [44]. Sar1 renkli bir
benzilizokinolin alkaloidi olan berberin, birgok tilkede hem geleneksel hem de modern
tipta ishal onleyici, mide agrimasi1 ve sitmaya kars1 kullanilmaktadir. Berberin ayni

zamanda antibakteriyel ve antimikrobiyal aktivite de gostermektedir [13].

3.2 Berberinin Coziiniirliigii ve Siklodekstrinler

Kuarterner protoberberin izokinolin alkaloidi olan berberin, klinik olarak 6nemli olan
cok cesitli bitki kok ve govdelerinden dogal olarak olusan ve iyi bilinen bir ilagtir [46].
Dogal olarak olusturulmasinin yani sira berberin kimyasal sentezle de tiretilmektedir.
Berberinin klinik amagla kullanimi daha ¢ok kloriir ve siilfat tuzlari ile saglanmaktadir.

Sekil 3.3te berberin klortiriin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

14



Sekil 3.3 : Berberin kloriiriin kimyasal yapis1 [47].

Berberin aci tada sahip, kokusuz ve yogun sar1 renklidir. Suda ¢ok az, etanolde ve
metanolde ise iyi ¢6ziiniir [16]. Berberinin suda az ¢éziinmesi, viicuttaki emilimini
onemli Olciide azaltir ve tedavi edici oOzelligini kisitlar. Berberinin sudaki
¢Oziiniirliglinli ve dolayisiyla biyoyararlanimint artirmak ve icin siklodekstrin
cozeltileri kullanilir ve olusan inkliizyon kompleksi berberinin suda ¢dziinmesini

saglar [18].

Siklodekstrinler, 6zel kimyasal molekiil yapilar1 sayesinde cesitli molekiillerle
inkliizyon kompleksi olusturabilme yetenegi olan, hidrofobik i¢ bosluga ve hidrofilik
dis yiizeye sahip kesik koni benzeri yapilardir [18,19].

Dogal siklodekstrinler a-1,4 bagli oligosakkaritlerdir ve 6,7 ya da 8 glikoz birimi
iceren bu yapilar glikoz biriminin sayisina gore sirasiyla a, p ve y siklodekstrinler
olarak adlandirilirlar [48]. Sekil 3.4’te 3 farkl siklodekstrinin kimyasal yapilari ve ¢ap

farkliliklar1 gosterilmistir.
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Sekil 3.4 : A: a, B: B ve C: vy siklodekstrinin kimyasal yapis1 [49].
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Molekiiler yapisinin ve seklinin bir sonucu olarak siklodekstrinler, konuk molekiilii i¢
boslukta tutabilme gibi benzersiz yetenegi ile bir tiir molekiiler kap gorevi goriirler
[19]. X-1s1m1 yapilarindan, siklodekstrinlerin ikincil hidroksil gruplar1 (C, ve Ca)
halkanin genis kenarina, birincil hidroksil gruplar1 (Ce) halkanin diger tarafina, apolar
Cs ve Cs hidrojenleri ile eter benzeri oksijenler ise molekiiliin i¢ kismina yerlesirler.
Bu durum, mikro heterojen gevre olarak adlandirilan, suda ¢6ziilebilen hidrofilik dis
ylizey ve hidrofobik matris olmasini saglayan apolar bir bosluktan meydana gelir. Bu
bosluk sayesinde siklodekstrinler, ¢esitli konuk hidrofobik molekiillerle inkliizyon
kompleksler olusturabilirler [49].

Inkliizyon kompleks olusumu esnasinda ne bir kovalent bag kirilir ne de bir kovalent
bag olusur. Siklodekstrinlerin lipofilik boslugu, uygun boyuttaki apolar kisimlarin
bosluk igerisine girebilecegi bir mikro ortam olusturarak, inkliizyon kompleks
olusumu saglar. Kompleks olusumundaki ana itici gii¢, entalpi agisindan zengin su
molekiillerinin bosluktan salinmasidir. Apolar-apolar bir etkilesim elde etmek ve
siklodekstrin halka gerilmesini azaltmak i¢in su molekiilleri ¢ozelti i¢indeki daha
hidrofobik konuk molekiillerle yer degistirirler ve bu durum daha kararl bir enerjiyle
sonuclanir [49]. Bunun disinda siklodekstrinin aktif bir ilagla inkliizyon kompleks
olusturma yetenegi baska birkag faktore de dayanir. Bunlardan ilki sterik etkidir. Sterik
etki de siklodekstrinin boyutunun ilag molekiiliiniin boyutunun oranina veya aktif
bilesenin anahtar fonksiyonel grubuna baghdir. Eger ki aktif bilesen ¢ok biiyiik olursa
siklodekstrin bosluga uymaz [19].

Inkliizyon komplekslerinin farmasétik formiilasyonlarda cesitli uygulamalar:
mevcuttur. Bu uygulama alanlaria; az ¢oziinen ilaglarin ¢oziiniirliigiinii artirmak,
biyouyumlulugu gelistirmek, aci1 bir tada sahip etken maddenin tadin1 maskelemek,
¢ignenebilir ve agizda dagilan tablet formiilasyonlar gelistirmek, 151k, 1s1 ve oksidatif
bozulmaya karsi ilaglari stabilize etmek gibi 6rnekler verilebilir [19]. Siklodekstrinler,
toksik olmayan, suda ¢oziinebilen ve kolaylikla modifiye edilebilen yapilardir. Yiiksek
biyolojik yararlilik gostermeleri, ila¢ molekiillerinin neden oldugu dezavantajlar
ortadan kaldirirken; ilag molekiillerinin 1yilestirici etkinligini artirarak ilag
endiistrisinde popiiler hale gelmistir. Bulunan 3 farkl tiir siklodekstrin arasindan (-
siklodekstrin sahip oldugu diisiik fiyat ve bosluk boyutu gibi 6zellikler nedeniyle en
yaygin kullanima sahip siklodekstrin grubudur [18].
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3.3. Berberinin Farmakolojik Kullanim Alanlar

Berberin, antioksidan aktiviteden norotransmiter modiilasyonuna, enzimlerden,
molekiiler hedeflere ve immiinomodiilasyona kadar ¢ok genis bir spektrumda
farmakolojik etki gosterir [16]. Berberin ve tiirevlerinin sahip oldugu

biyoaktivitelerden bazilar1 Sekil 3.5’te gosterilmistir:

anti-Alzheimer

antihipertensif antidivabetik

anti-inflamatuar BERBERIN antiparkinson

antibakterivel antikanser

antidivabetik

Sekil 3.5 : Berberinin baz1 biyoaktif etkileri [50].

Berberinin antioksidan ve anti-inflamatuvar 6zelligi, tip-2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisiyle ozellikle ilgilidir. Obezite ve tip-2 diyabet metabolik
hastaliklarda, artan oksidatif stres ortak 6zelliktir. Oksidatif stres ¢oklu mekanizmalar
yoluyla insiilin direncini veya diyabeti tetikleyebilir ya da bozabilir [44]. Siiperoksit
anyonu (O ), hidroksil radikali (OH*) ve hidrojen peroksit (H202) gibi reaktif oksijen
tiirleri, pankreas islet B hiicrelerinde apoptozis ile hasara neden olurken insiilin

salgisinin azalmasina yol agar [51].

Sekil 3.6° da berberinin yap1 fonksiyon iliski gosterilmistir. Genel olarak berberinin
biyolojik aktiviteleri, C>-C3z pozisyonundaki metilendioksi grubu ile iliskilidir. Uzun
zincirli alkilasyon (Cs-Co) biyoelverislilik i¢in de faydali olan hidrofobikligi artirir. Cg
ve Ci3 pozisyonlar ise modifikasyonlara yatkin konumlardir ve hatta berberinden daha
iyi biyoaktif maddeler elde edilmesini saglar. Cg pozisyonu ise ndroprotektif aktiviteye
sahiptir [12]. Sekil 3.7°de berberinin antidiyabetik aktivitesinin kisa bir yap1 fonksiyon

iliskisi 6zetlenmistir.

17



N-atomu, ¢esitli biyolojik tepkileri
modile etmek igin gesith biyolojik
hedeflerle ethalesime girer.

Antidiyabetik ethi igin
snemlidir.

Biyolojik aktiviteler
itin nemlidir.

Tzokinolin halkanmn
indirgenmesi biyoaktiviteler
igin zararhdr.

Néroprotektif aktivite igin
C9 pozisyonu Gnembidir,

(8,9, C10,Cl1 ve C12
pozisyonlarimn modifikasyonlan
gesitl aktiviteler igin énemlidir.

Sekil 3.6 : Berberinin yap1 fonksiyon iligkisi [12].

Antidivabetik <tki igin
snemli bir pozisyon.

C8 pozisyonunun brom
veya klor tirevi kan
sckerini digiiriicii etkivi

Bu pozisyonda alkilasyon ve C10 pozisyonuna hidroksi
agilleme hipoglisemik aktivite ve grubu baglanmast kan geketini
biyoelvenighligi artir. diigiiriicti etkiyi artunr.

Sekil 3.7 : Berberinin antidiyabetik aktivitesinin kisa bir yap1 fonksiyon iligkisi [12].
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3.4 Literatiir incelemesi

Son zamanlarda geleneksel gida ambalaj malzemelerinin neden oldugu ¢evre sorunlari
nedeniyle biyobazli gida ambalaj malzemelerinin kullanimi giderek artmaktadir.
Proteinler, lipidler ve polisakkaritler gibi bazi biyo-bazli polimerler, geleneksel plastik
ambalajlarin kullanimindan kaynaklanan kentsel kati atik problemini ¢ézmek igin
alternatif ambalaj malzemeleri olarak ortaya ¢ikmustir [52]. Kitosan ise biyobozunur,
biyouyumlu, zehirli olmama ve antimikrobiyal aktivite gosterme gibi 6zelliklerle bu

alanda 6n plana ¢ikmaktadir [7, 31].

Van den Broke ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada kitosanin antimikrobiyal
ve film olusturucu 6zelliklere sahip oldugu ifade edilmistir. Ayrica kitosanin kaplama,
film ve karisim uygulamalarinin gidalarin korunmasi ve raf dmiirlerinin uzamasinda

etkisi oldugu belirtilmistir [53].

Yapilan literatlir arastirmasi sonucunda kitosanin, ¢esitli bitki ekstraktlar1 ile
katkilandirilmis 6rneklerine rastlanmaktadir. Kullanilan bitkiler, aktif paketleme filmi
gelistirmeye yonelik antioksidan ve antibakteriyel Ozellikler elde etmek amaciyla
tercih edilmektedir. Bu yonde yapilan ¢alismalardan birinde Peng ve arkadaslari, aktif
ambalaj malzemeleri gelistirmek amaciyla siyah ve yesil cay Ozleri iceren kitosan
kompozit filmleri konulu bir ¢alisma yiirtitmiisler ve ¢ay ekstraktlarinin DPPH radikal
indirgeme aktivitesini Onemli Ol¢iide artirdigt sonucuna ulasmuslardir [54].
Kalaycioglu ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, zerdegal ekstrakti ilave
edilmis kitosan filmlerin hem fiziksel 6zelliklerinin iyilestigi hem de antimikrobiyal
aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir [55]. Rambabu ve arkadaglar kitosan filme mango
yaprag1 ekstrakti ilavesiyle [10], Abdollahi ve arkadaslari ise biberiye yag1 ekleyerek
aktif paketleme malzemesi [56] gelistirmislerdir. Boylece antioksidan ve
antibakteriyel aktivitesi artirilmis kitosan filmler literatiirde yer bulmustur. Bu yiiksek
lisans tez caligmasinda kitosan filmlerin katkilandirilmasi, berberin kloriir standarti ile
yapilmustir. Berberin, bir¢ok ¢esitli bitki ve baz1 Hint baharatlarinin yapisinda bulunan
aktif bir bilesendir [16]. Berberinin geleneksel ve modern tipta kullanimi mevcuttur,
antimikrobiyal ve antibakteriyel etkilere sahiptir. Kitosan ve berberinin birlikte

kullanimina dair bir ¢alisma Ke ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilmistir [13].
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Bu calismada berberin yiiklenmis kitosan-aljinat kompleks membranindan berberinin
kontrollii salimi1 gergeklestirilmistir. Berberin salimina ait bir baska c¢alisma ise Zhou
ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis olup, berberin klorir yikli kitosan
mikrokiirelerinin osteoartrit (kire¢lenme) hastaligi tedavisi igin in vitro galismalar
yiritiilmistir [56]. Calisma sonucunda, berberin yiiklenmis kitosan mikrokiirelerin,
berberinin tek basina kullanimina kiyasla osteoartritin tedavisinde daha faydali olacagi
gozlemlenmistir [56]. Benzer bir ¢alisma da Mahya ve grubu tarafindan omuriligi
onarmak amaciyla polisakkarit bazli hidrojel i¢inde kapsiillenmis berberin yiikli
kitosan nanoparcaciklart kullanarak gergeklestirilmistir [57]. Calisma sonucunda,
kitosan nanoparg¢acikli kalsiyum-aljinat hidrojelinin berberin i¢in uygun bir polimerik

tasiyici olabilecegi ve berberinin kontrollii saliminin siiresini artirdig1 da goriilmiistiir

[57].

Literatiir incelemesi sonucunda da goriildiigii gibi kitosan filmlerin alternatif bir gida
ambalaj malzemesi olarak ¢esitli bitki ekstraktlari ile katkilandirilarak kullanilabildigi
goriilmektedir. Berberin katkis1 ise daha ¢ok ilag salim sistemlerinde incelenmistir. Bu
yiiksek lisans tez c¢alismasi, kitosan-berberin birlesiminin aktif gida ambalaj

malzemesi olarak kullanimini 6neren ilk ¢alismadir.
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4. DENEYSEL KISIM

4.1 Kullanilan Kimyasallar

Asetik asit (glasiyal, %100) ve gliserin Merck markadir. Berberin kloriir, 2,2 difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH), (2-hidroksipropil)-p-siklodekstrin (Mw~1460), kitosan
(diisiik molekiil agirlikli, %75-85 deasetilasyon derecesine sahip), metanol, sodyum
tripolifosfat (%85 teknik) Sigma Aldrich markadir. Biitiin ¢6zeltiler ultra saf su ile

hazirlanmustir.

4.2 Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda Mettler Toledo (Greifensee, Isvicre) marka hassas terazi, Niive
(Ankara, Tiirkiye) marka etiiv, su banyosu ve test kabini, IKA (Staufen, Almanya)
marka manyetik karistirict kullanilmigtir. Ultasonik banyo Bandelin Sonorex (Berlin,
Almanya), ultrasaf su cihazi ise Elga Purelab (Buckinghamshire, Ingiltere) marka
Option-Q modeldir.

Filmlerin antioksidan aktivitelerinin tayininde Shimadzu (Kyoto, Japonya) marka UV-

Vis spektrofotometre kullanilmistir.

Film kalinliklar1 0,001 mm hassasiyetlikte bir dijital mikrometre (Mitutoyo, Tokyo,

Japonya) ile 6l¢iilmiistiir.

Cekme-koparma deneyleri ise 0,1 cm/dk hizinda, 10 cm prob boyuna sahip ve 500 N
hassasiyetli yiik hiicresi bulunan INSTRON (Massachusetts, ABD) marka 3345 model

cihazi ile 6l¢tilmiistiir.

4.3 Film Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Kitosan stok ¢ozeltisi %1°lik asetik asit (h/h) ¢ozeltisinde kitosan konsantrasyonu %
2 (a/h) olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti manyetik karigtirici ile 1 giin

boyunca oda sicakliginda karigtirilmistir.
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Berberin igeren kompozit kitosan filmler, kitosan stok ¢ozeltisine berberin ¢ozeltisinin
ilave edilmesi ile elde edilmistir. Berberin ¢ozeltisi ise 0,01 g berberin kloriir

standartinin 9,65 mL 20 mM 2-HP-B-CD c¢ozeltisinde ¢oziinmesiyle hazirlanmistir.

Film ¢ozeltilerine plastiklestirici etki yapan gliserol eklenmistir. Fiziksel testlerin,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerin degerlendirilmesi ve karsilastirilmasi

amaciyla 3 farkli film ¢ozeltisi hazirlanmastir:
1. Kit-Su: 15 mL % 2’lik kitosan stok ¢ozeltisi + 9,65 mL saf su + 350 uL gliserol

2. Kit-CD: 15 mL % 2’lik kitosan stok ¢ozeltisi + 9,65 mL 20 mM 2-HP-B-CD ¢ozeltisi
+ 350 puL gliserol

3. Kit-CD-Ber: 15 mL % 2’lik kitosan stok ¢ozeltisi + 9,65 mL 20 mM 2-HP-B-CD ve
0,01 g berberin igeren ¢ozelti + 350 pL gliserol

Film c¢ozeltileri manyetik karistiricida 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirilarak
homojen hale gelmeleri saglanmistir. 2 saat sonunda c¢ozelti icerisinde olusan
baloncuklar1 ortadan kaldirabilmek i¢in 15 dk boyunca film ¢ozeltileri ultrasonik

banyoda bekletilmistir.

4.4 Kitosan Bazh Filmlerin Hazirlanmasi ve Capraz Baglanmasi

Kitosan bazli filmler (Kit-Su, Kit-CD, Kit-CD-Ber) ¢o6zelti dokme yontemi ile
hazirlanmistir. Hazirlanan 25 mL’lik film ¢o6zeltileri 90 mm ¢apinda pleksiglas petri
kutularina dokiilmiis ve 24 saat boyunca 40 °C’de etiiv igerisinde ¢oziicii buharlagsmaya
birakilmistir. Buharlasma sonunda olusan filmler petri kabindan ayrilarak %5°1ik (a/h)
sodyum tripolifosfat (NaTPP) ¢ozeltisi ile gapraz baglanmistir. Capraz baglama islemi
filmlerin 25 mL hacimde c¢apraz baglayici ¢ozeltisinde 5 dk boyunca bekletilmesi ile
gergeklestirilmistir. Bu siire sonunda ¢apraz baglayici ¢ozeltisinden ¢ikarilan filmler 1
dk boyunca saf su ile yikanmigtir. Capraz baglama islemi sonucunda filmler 25°C ve
%50 bagil nem kosulundaki klimatik nem kabininde kurutulmaya birakilmistir.

Filmler kullanim agamasina kadar ayni1 nem kabini kosullarinda muhafaza edilmistir.
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4.5 Kitosan Filmlere Uygulanan Fiziksel Testler

4.5.1 Filmlerin sisme miktarlarin belirlenmesi

Hazirlanan filmlerin saf suda sisme davraniglari incelenmistir. 2 cm x 2 cm boyutunda
parcalar halinde kesilen filmler 40°C sicakliktaki etiivde 30 dk boyunca kurutulmustur.
Kuru filmler tartilmis ve agirliklar1 (M1) kaydedilmistir. Ardindan filmler 50 mL saf
su igeren falkon tiipler igerisine konulmus ve falkon tiipler 25 °C’deki su banyosuna
yerlestirilmistir. Filmler 1, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 ve 180. dakikalarda falkon
tiiplerden ¢ikarilip pegete yardimi ile hafif bir kurulama yapildiktan sonra tartilmis ve
agirliklar1 (M2) kaydedilmistir. Yiizde sisme miktarlarinin hesaplanmasi igin Esitlik
4.1 kullanilmistir:

(Mz—M,) X

1

% Sisme = 100 4.1)

Her film 6rnegi icin 3 tekrar test yapilmustir.

4.5.2 Filmlerin ¢oziiniirliik miktarlarinin belirlenmesi

Hazirlanan filmlerin saf sudaki ¢oziiniirlik oranin belirlenmesi i¢in 2 ¢cm x 2 cm
boyutlarinda kesilen filmler 105 °C’deki etiivde 1 saat boyunca kurutulmustur. Film
pargalar1 kuruduktan sonra tartilmis ve agirliklar1 (M1) kaydedilmistir. Kuru filmler 50
mL saf su iceren falkon tiiplere yerlestirilmis ve falkon tiipler 25°C’deki su
banyosunda 24 saat boyunca bekletilmistir. 24 saat sonunda filmler falkon tiipten
c¢ikarildiktan sonra 105°C’deki etiivde kurutmaya birakilmistir. Kurutma sonucunda
film parcalar tartilmis ve agirliklar1 (M2) kaydedilmistir. Yiizde ¢oziiniirlik Esitlik

4.2°deki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

(M;—M,

% Coziiniirlik = ) X100 4.2)

1

Her film 6rnegi icin 3 tekrar test yapilmistir.

4.5.3 Filmlerin su buhar gecirgenligi

Filmlerin su buhar1 gegirgenligi E96-95 gravimetrik metodu (ASTM, 1995)
kullanilarak belirlenmistir. Literatiir verilerinin pek cogu bu yontemi tercih ettigi i¢in,
karsilastirma yapabilmek adina bu yontem tercih edilmistir [55]. Su seviyesi sisenin

2 cm altinda olacak sekilde borosilikat cam siseler saf su ile doldurulmustur. Filmler
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siselerin agzina siki bir sekilde baglanmistir ve siselerin tartimi1 alinmistir. Siseler %20
bagil nem ve 37°C sabit sicakliktaki test kabinine yerlestirilmistir. 1, 2, 3,4, 5, ve 6
saat sonunda siseler tartilmis ve agirliklar1 kaydedilmistir. Agirhiktaki degisimin
zamana kars1 grafigi en kiiclik kareler yontemi ile ¢izilmistir. Bu grafigin egimi (m)
ve filmin alan1 (A) kullanilarak su buhari iletim oran1 (WVTR) hesaplanmistir (Esitlik
4.3):

WVTR = % (4.3)

Filmlerin su buhart gegirgenligi (WVP) Esitlik 4.4 kullanilarak hesaplanmistir, AP ise
kismi su buhar basincidir:

WVP = 222  film Kalinligs (4.4)

Film kalinliklar1 kumpas ile 6l¢tilmiistiir.

4.6 Mekanik Testler

Filmlerin mekanik testleri ASTM D882-10 metodu takip edilerek (Instron, 5944,
ABD) mekanik test cihazi ile gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen mekanik testler ile
her bir film 6rnegine ait Young’s modiilii, cekme dayanimi ve kopma anindaki uzama

degerleri ve tokluk hesaplanmistir. Her film 6rnegi i¢in 3 tekrar test yapilmstir.

4.7 Kitosan Filmlerin Antioksidan ve Antibakteriyel Aktiviteleri

Kitosan bazli filmlerin antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Bu

amacla kullanilan metotlardan bu kisimda bahsedilmistir.

4.7.1 DPPH analizi

Bir kromojen radikali olan DPPH (2,2- difenil-1- pikrilhidrazil), ilk olarak Blois
tarafindan bir antioksidan modeli olan tiyol i¢erikli aminoasit sisteinin kantitatif olarak
aminoasit igeriginin belirlenmesinde kullanilmistir [58]. Bu yontem, 1958 yilinda
Blois tarafindan kavramsallastirilarak kararli serbest DPPH radikalinin, sisteinin H
atomunu baglayabilme yetenegi ilk kez gosterilmistir. Bu tespitten yaklasik otuz yil
kadar sonra da DPPH analizi, antioksidan 6zelliklerin karakterizasyonu i¢in dikkatleri

tizerine ¢ekmistir [59].
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DPPH, bilesiklerin serbest radikal siipiiriiciiler ve hidrojen dondrleri olarak
davranabilme yetenegini Olgmek ve gidalarin  antioksidan  aktivitelerini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan hizli, basit ve ucuz bir yéntemdir [60].
DPPH testi, bir antioksidan molekiiliin serbest radikal siiplirme potansiyelinin
degerlendirilmesi igin rutin olarak uygulanir. Saf bilesiklerin de antioksidan

Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in standart ve basit bir kolorimetrik yontem olarak
kabul edilir.

DPPHe radikali, koyu mor renge sahip birkag¢ kararli organik azot radikallerinden
biridir [61]. DPPH analiz yontemi ise bir serbest radikal olan DPPH’in indirgenmesine
dayanir. Tek elektronlu serbest bir radikal olan DPPHe, 515 nm’de (mor renk)
maksimum absorbans verir. Antioksidanlarin DPPHe ile reaksiyon vermesi sonucu,
serbest radikal DPPHH yapisina indirgenir. Sonug¢ olarak DPPH<’in absorbansinda
azalma goriilir. DPPHH formunda sar1 renk olusur. Renk ne kadar giderilebildiyse

indirgeme yetenegi o kadar yiiksektir [59, 62].

4.7.2 Kitosan bazh filmlerin DPPH analizi ile antioksidan aktivitesinin

belirlenmesi

Her bir film 6rneginden 250 mg tartilarak ufak parcalara ayrildi ve antioksidan aktivite
testinde kullanilmak iizere 2 saat boyunca 5 mL saf metanol igerisinde bekletildi.
DPPH c¢ozeltisi 1 mM konsantrasyonda olacak sekilde saf metanolde hazirlandi.
Hazirlanan film ¢ozeltilerinden 900 pL, DPPH c¢ozeltisinden ise 100 pL alinarak
eppendorf tiipiine eklendi ve 1 saat boyunca karanlikta bekletildi. Saf metanol ile 515
nm’de blank ayar1 yapildiktan sonra film ¢ozeltilerinin absorbanslari 6l¢iildii. Sonuglar

% engelleme (inhibisyon) cinsinden hesaplandi.

% Engelleme (Inhibisyon) = % x 100 (4.4)

Analizler her bir film 6rneginden 3 tekrarli olacak sekilde yapildi.
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4.7.3 Kitosan bazh filmlerin antibakteriyel aktivitesi

Kitosan bazli filmlerin antibakteriyel aktiviteleri ISO 22196 standardina gore
belirlenmistir [55]. 50 mm x 50 mm boyutlarindaki film 6rnekleri, UV iglemi ile
sterilize edildikten sonra steril petri kabina yerlestirilmistir. Bacillus Cereus ve
Salmonella Typhimurium bakterilerinden olusan 200 pL miktarindaki test asilari
filmlerin {izerine damlatildiktan sonra filmler, 40 mm x 40 mm boyutlarindaki
polipropilen film ile kaplanmistir. 35°C ve % 90 bagil nem kosullar1 altinda 4 saat
siiren temastan sonra filmler iizerinde hayatta kalan bakteriler sayilmistir ve sonuglar

log KOBY/ 6rnek ve log indirgenme olarak ifade edilmistir.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde, deneysel calismalardan elde edilen sonuglara yer verilmistir.

5.1 Kitosan Bazh Filmler

Oncelikle degisik oranda kitosan iceren filmler dokiilerek 6n denemeler yapilmis ve
film gorlinimi olarak en uygun kitosan c¢ozeltisinin %]1°lik asetik asit (h/h)
¢ozeltisinde, kitosan konsantrasyonu %2 (a/h) olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti oldugu
tespit edilmistir. Berberini suda ¢dzmek i¢in 20 — 25 mM araligindaki 2-HP-B-CD
cozeltileri hazirlanmistir. 20 mM {izerindeki 2-HP- B-CD konsantrasyonlarinda
¢ozeltinin kitosan cozeltisine ilavesi ile seffaf film eldesi miimkiin olmamistir. 20
mM’dan daha az konsantrasyonda 2-HP-B-CD ¢ozeltisi berberinin ¢oziinmesi igin
yeterli olmamustir. %2’lik kitosan ¢ozeltisine 0,1 g/L — 0,01 g/L araliginda degisen
konsantrasyonlarda berberin igeren farkli konsantrasyonlarda 2-HP-  -CD ¢ozeltisi
ilave edilmis ve en uygun formiilasyon belirlenmeye ¢alisiimistir. 0,01 g’1n tizerindeki
berberin miktarinda filmlerde katlanamama ve ¢ok fazla hava kabarcigi meydana
gelmistir. Film bilesenlerine ait miktar denemeleri ve kullanilan miktarlar Cizelge 5.1’

de ifade edilmistir.

Cizelge 5.1 : Film bilesenlerinin miktarlarinin belirlenmesi igin denenen miktarlar.

Bilesen Denenen miktar araligi Kullanilan miktar
2-HP-B-CD 20 MM — 25 mM 20 mM

Berberin 0,1g-001g 0,01g

Gliserol 150 puL - 700 L 350 uL

Gorsel ve duyusal testler ile en uygun formiilasyonun 9,65 mL 20 mM 2-HP-B-CD
¢ozeltisinde ¢oziinmiis 0,01 g berberin oldugu tespit edilmistir. Filmlere esneklik
kazandirmak i¢in film ¢ozeltilerine 150-700 pL araliginda degisen hacimlerde

plastiklestirici olarak gliserol eklenmistir. 350 pL’den daha diistik hacimlerde filmler
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capraz baglanma sonucu kirilgan bir yapiya, daha yiiksek hacimlerde ise 1slak bir
goriintiiye sahip olmustir. Sonug olarak ‘15 mL %2’lik kitosan stok ¢ozeltisi + 9,65
mL 20 mM 2-HP-B-CD ve 0,01 g berberin igeren ¢ozelti + 350 pL gliserol’ ile seffaf,

esnek ve elle kolay kirilmayan 6zellikte filmler elde edilmistir.

5.2 Kitosan Bazh Filmlerin Capraz Baglanmasi

Hazirlanan filmler, %5’lik (a/h) NaTPP ¢ozeltisi kullanilarak fiziksel olarak ¢apraz
baglanmustir. Fiziksel ¢apraz baglanma, filmlerin ¢6ziiniirliigii ve mekanik dayanimi
bakimindan Onemli etkilere sahiptir. Kitosan filmler, asidik ortamda ve suda
¢Oziiniirliige sahiptir. Gida ambalaj malzemesi olarak kullanilacak bir filmin su ile
temast sonucunda ¢oziiniir olmast istenmeyen bir durumdur. Filmlerin ¢oziintirliigiinii
azaltmak amaciyla da filmlere fiziksel capraz baglama islemi uygulanmistir.
Uygulama sonucunda da filmlerin ¢oziiniirligli azaltilmigtir. Capraz baglamanin
saglamig oldugu diger bir avantaj ise filmlerin mekanik dayanimimnin fiziksel ¢apraz
baglanma ile artmis olmasidir. Capraz baglanmamis filmlerin, cekme, katlama ve sekil
verme gibi durumlara kars1 daha dayaniksiz oldugu gozlemlenmistir. Bir ambalajin
sahip olmas1 gereken esneklik ve kolay sekil alma gibi 6zellikleri gliserol eklenmesiyle
ile saglansa da fiziksel dayanim c¢apraz baglama yontemiyle basarilmistir. Sonug
olarak gliserol iceren ¢apraz bagl filmler, gida ambalaj1 olabilecek bir yapiya sahip
olmustur. Sirasiyla ¢apraz baglanmis Kit-Su, Kit-Ber ve Kit-CD filmlerin gériintimleri

Sekil 5.1°de verilmistir.

Sekil 5.1 : Capraz bagh A: Kit-Su, B: Kit-CD-Ber ve C: Kit-CD filmleri.
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5.3 Fiziksel Testler

5.3.1 Kitosan bazh filmlerin sisme miktarlari

Filmlerin saf sudaki sisme miktarlar1 B6liim 4.5.1°de bahsedildigi gibi hesaplanmis ve
sonuglar % sisme miktar1 = SS (standart sapma) olarak Cizelge 5.2’de verilmistir.
Sisme miktari, filmlerin suya karst dayaniminin bir 6l¢iisii olan 6nemli bir 6zelliktir.
Yapilan deney sonucunda berberin katkili film, katki icermeyen filmlere gore daha
yuksek oranda sisme davranisi gostermistir. Gida ambalaji olarak kullanilacak bir
filmin su ve nemi absorblayabilirligi 6nemli bir 6zelliktir. Kit-CD-Ber kodlu filme ait
sonucta da goriildiigl gibi berberin katkis1 filmin sisme davranisi iizerinde olumlu bir

etki yaratmusitr.

Cizelge 5.2 : Ug farkli film tiiriine ait % sisme sonuglari.

Film tiirleri

Zaman (dK) Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-Su

1 189,7+3,2 160,0 + 5,6 132,9+5,4

5 197,3+44 164,3 £ 8,0 138,0£3,8
10 199,7 + 3,6 163,9 £ 5,6 142,4 + 7,4
15 198,6 £5,5 167,8 £2,9 141,0 £ 8,0
30 200,9+7,8 167,7+5,1 140,8 £ 7,8
45 195,2 £ 6,6 163,9 £3,8 139,1 £ 6,3
60 196,2 + 4,5 164,2 £5,5 137,5+ 10,9
120 193,8 £ 6,1 163,7+ 5,4 1343 +£3,8
180 191,9+2.8 159,2 + 8,6 132,1 £4,3

Filmlerin zamana bagli % sisme degerlerinin karsilastirilmasi1 Sekil 5.2°deki grafikte

verilmistir.
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Sekil 5.2 ve 5.3’te goriildiigi gibi Kit-Su formiilasyonu 10 dk sonunda %1424 sisme
gosterirken, Kit-CD filmi %163,9 oraninda sisme gostermistir. Berberin katkilt film
ise 10 dk sonunda %199,7 sismistir.
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Sekil 5.3 : Filmlerin zamana bagli % sigsme sonuglari.

5.3.2 Kitosan bazh filmlerin ¢oziiniirliik miktarlar:

Suda ¢oziiniirliik kitosan bazli filmlerin suya karsi dayaniminin belirlenmesinde
onemli bir diger deneysel adimdir. Yiizde cinsinden filmlere ait ¢6ziiniirliik sonuglar
Cizelge 5.3’te verilmistir. Elde edilen sonuglar saf kitosan filmin en diisiik ¢oziintirliik
degerine, berberin katkili filmin ise en yliksek ¢6ziiniirliikk degerine sahip oldugunu

gdstermistir.
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Kit-CD filminin ¢oziiniirliigiinde ise saf kitosan filme gore artis goriilmiistiir. Bu
durum, 2-HP-B-CD katkisinin kitosan bazli filmlerin ¢oztiniirliigiini artirdigini
gostermektedir. Ayrica 2-HP-B-CD ve berberin katkisinin bir aradaki kullanima,
berberin katkili filmin ¢Oziiniirliginii artirdigr goriilmektedir. Filmlerin suda

cozlintirliik farkliliklar, filmlerin sigme degerleri ile uyumludur.

Cizelge 5.3 : Filmlerin % ¢6ziiniirliik sonuglari.

Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-Su

% Coziiniirliik + SS 18,0+2,4 10,1 £2,8 8,0+£4,0

Kit-Ber filminin suda ¢6ziiniirliigii artmasina ragmen ¢oztiinme yiizdesi kabul edilebilir
orandadir. Filmler sekillerini degistirmemistir. Bu ¢dzlinme saf su icinde 24 saat
stirede tespit edilmistir. Dolayisi ile su igeren gida ile temasta ¢oziinmenin daha az
olacag: beklenebilir. Ote yandan filmin su ile temasta az miktarda ¢oziinmesi filme
ilave edilen antioksidan ve antimikrobiyal aktif maddenin gidaya difuzyonunu

saglayacagindan aktif madde gidanin korunmasina katki saglayacaktir.

5.3.3 Kitosan bazh filmlerin su buhar gecirgenligi

Gegirgenlik, belirli sicaklik ve bagil nem kosullarinda birim uzunluktaki diizgiin
ylizeyli bir malzemenin birim alanindan, iki yilizey arasindaki buhar basmci farki
nedeniyle gergeklesen su buhari gegis orani olarak tanimlanir (ASTM E96-80). Su
buhar1 gegirgenligi, film kalinligi, ortamin bagil nemi, ortam sicaklig1 ve formiilasyona

ilave edilen katkilardan etkilenir.

Filmlerin su buhart gecirgenlikleri ASTM metodu kullanilarak Kisim 4.5.3’te
anlatildig1 gibi hesaplanmistir. Hesaplanan su buhar iletim hizlar1 (WVTR) ve su
buhar1 gecirgenlikleri (WVP) olarak Cizelge 5.4’te verilmistir.
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Cizelge 5.4 : Filmlerin su buhar1 gegirgenligi.

Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-Su
WVTR £ SS
1049 +4,0 1833 +5,3 998 + 0,005
(g/giin m?)
WVP £ SS
2,09 x 103+ 0,2 x 103 3,65 x 103+ 2,7x 103 1,99 x 10%+1,3x 103

(g mm/ h m? Pa)

Kit-Su filminin su buhari gecirgenligi 1,99 x 10° g mm/ h m? Pa bulunurken, ayn
bagil nem, sicaklik ve kalinliktaki Kit-CD filminin 3,65 x 10-® g mm/ h m? Pa olarak
Saptanan su buhari gegirgenligi Kit-Su filminin su buhar1 gecirgenliginden yaklasik 2

kat fazla bulunmustur.

Berberin katkili filmin su buhar1 gecigenligi (2,09 x 10° g mm/ h m? Pa) Kit-CD
filmininki ile karsilastirildiginda ise berberin katkisinin filmin su buhar1 gegirgenligini
disiirdiigii  goriilmektedir. Berberin ile 2-HP-B-CD arasinda olusan inkliizyon
kompleksi su molekiillerinin gegisini gli¢lestirmis olabilir. Berberin katkili film ile saf

kitosan filmin su buhar1 gegirgenlik degerleri ise hemen hemen ayni bulunmustur.

Elde edilen filmlerin su buhar1 geg¢irgenlik (WVP) degerleri ve/veya su buhari iletim
hizlart (WVTR) literatirde mevcut diger kitosan filmler ile Cizelge 5.5°te
karsilagtiritlmistir. Kit-Ber filmi, literatiirde bulunan zerdecal katkili kitosan film [55],
elma polifenolii igeren kitosan film [6] ve gay polifenolleri i¢eren kitosan filmler [63]

ile kryaslanmustir.

Cizelge 5.5 : Kitosan bazli filmlerin su buhar1 gegirgenliginin karsilastiriimast.

Film WVP (g mm/ h m? Pa)
Kit-CD-Ber 2,09x 10°®
Zerdegal ekstrakti igeren kitosan film [55] 551 x10™*
Elma polifenolii i¢eren kitosan film [6] 2,7x10%
Cay polifenolii igeren kitosan film [63] 2,4x10%

Literatiirdeki baz1 kitosan bazli filmler ile kiyaslandiginda berberin katkisinin kitosan

filmin su buhari gegirgenligi tizerinde dnemli dlciide etkili oldugu goriilmektedir.
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5.4 Mekanik Testler

Gida ambalaj mazlemelerinin sahip olmasi gereken en 6nemli ozelliklerinden biri
mekanik dayanimdir. Bu baglamda da kitosan bazli filmlerin ¢ekme dayanimlari ve

kopma anindaki uzamalarina yonelik 6l¢iimler yapilmistir.
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Sekil 5.4 : Filmlerin gerilim-gerinim egrileri.

Young’s modiilii (E) bir kompozitin elastik deformasyona karsi ne kadar direngli
oldugunun bir 6l¢iistidiir. Gerilim-gerinim egrilerinin (Sekil 5.4) dogrusal kisimlarinin
egimleri filmlerin Young’s modiilii degerlerini vermektedir. Cekme dayanimi ise bir
malzemenin kopuncaya ve kirilincaya kadar dayanabilecegi en yiiksek c¢ekme
gerilmesidir. Bu gerilme, gerilim-gerinim egrisindeki en yiiksek gerilme degeridir.
Kirilma gerinimi ve kirilma mukavemeti de yine bu egrinin 06zelliklerinden

bulunmustur.

Cizelge 5.6 : Filmlerin mekanik 6zellikleri.

Film tiirleri

Mekanik ézellikler Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-su
Gerilme direnci (MPa) 48,9 32,3 21,8
Young’s modiilii (MPa) 3265 2873 2516
Kirilma gerinimi (MPa) 48,9 215 215
Kirilma mukavemeti (%) 30 30 30

Sekil 5.4 ve Cizelge 5.6 incelendiginde, berberin katkisi ile hazirlanan kitosan film
Orneginin en yiiksek gerilme direnci, Young’s modiilii, kirilma gerinimi ve kirilma
mukavemetine sahip oldugu goriilmektedir. Kitosan filmin mekanik o6zelliklerini
lyilestiren bu etkinin polimer zincirleri arasindaki molekiiller aras1 kuvvetten dolay1

meydana geldigi kanisina varilabilir.
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5.5 Kitosan Bazh Filmlerin Antioksidan Aktiviteleri

Elde eldilen filmlere uygulanan DPPH analizi sonucunda hesaplanan % inhibisyon

sonuglar1 Cizelge 5.7°de ve Sekil 5.5’te gosterilmistir.

Cizelge 5.7 : Filmlerin % inhibisyon sonuglari.

Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-Su

% Inhibisyon 33,7+4,1 8,6 £3.,8 59=+0,6

Antioksidan olarak davranan madde, DPPH radikalini indirgeme gorevi goriir.
Absorbans degisimi ile bu davranigin takibi yapilir. Antioksidan madde, DPPH’i
indirgeyerek en ¢ok absorbans degisimine sebep olur. % engelleme sonucuyla berberin
katkisinin  filmin antioksidan aktivitesi {iizerinde Onemli bir etki yarattig

goriilmektedir.
40 A
30 A

20 A

% Engelleme

10 +

: i

Kit-CD-Ber Kit-CD Kit-Su

Film tiirleri

Sekil 5.5 : Filmlerin % DPPH aktiviteleri.

Elde edilen sonuglar, berberin katkili kitosan filmin antioksidan aktivitesinin kontrol
ve saf kitosan filmlere gore daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Berberin katkisi,

kitosan filmin antioksidan aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmaktadir.

Serbest radikallerin neden oldugu cesitli reaksiyonlarin oniine ge¢mek gidalarin
korunmasi ve tazeligini siidiirme acisindan ¢ok Onemlidir. Antioksidanlar, serbest
radikalleri  indirgeyerek  gidalarin  bozulmasini  Onleyebilmekte ya da

geciktirebilmektedir.
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Kitosanin radikal indirgeme mekanizmasi, serbest radikalin kararli makromolekiil
radikalleri olusturmak i¢in kalint1 serbest amino (NHz2) gruplar ile reaksiyona girmesi
ve NH2 gruplarinin bir hidrojen iyonunu ¢6zeltiden absorblayarak amonyak (NHs")
gruplarin1 olusturabilmesi ile ilgilidir. Berberin ilavesiyle antioksidan aktivitenin

artmasi ise biyoaktif berberin molekiiliiniin mevcudiyeti ile iligkilidir.

Berberinin antioksidan aktivitesine yoOnelik caligmalara literatiirde rastlamak
miimkiindiir. Shirwaikar ve arkadaslar1 tarafindan berberinin antioksidan aktivitesine
yonelik c¢alisma yapilmistir. Cesitli antioksidan analiz yOntemleri kulanilan bu
calismada, farkli konsantrasyonlardaki berberinin numunlerinin antioksidan

aktiviteleri 6l¢iilmiistir.
DPPH analizi sonucunda % 0-80 araliginda inhibisyon elde edilmistir [64].

Pongkittiphan ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada berberin ve berberinin
fenolik tiirevlerinin antioksidan aktivitesine yoOneliktir. Bu c¢alisma kapsaminda
berberin ve berberin tiirevlerinin antioksidan aktivitesi DPPH analizi kullanilarak
belirlenmistir. Calisma sonuglar1 berberinin antioksidan aktivite gosterdigini bunun
yani sira berberinden sentezlenen diger berberin tiirevlerinin de antioksidan

aktivitivesinin yiiksek miktarda oldugu sonucuna ulasilmistir [65].

Film oOrneklerinin DPPH indirgeme kapasiteleri literatlir degerleri ile uyum

saglamaktadir.

Rambabu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada kitosan filme ¢esitli fenolik
bilesikler ve flavaoidler iceren mango yapragi ekstrakti eklenmistir. Mango yapragi
ekstraktinin yapisinda bulunan aktif bilesenler DPPH radikalinin indirgenmesini
sagladig1 belirtilmistir. Fenolik bilesikler ve flavanoidlerin kuvvetli birer antioksidan

oldugu sonucuna ulagilmistir [10].

Zhang ve grubu tarafindan yapilan calismada kitosan filme ¢am fistig1, yer fistig
kabuklarmin ve hiinnap yapraginin ekstraklar1 eklenmistir. Bu iriinlerin gida
endiistrisinde atilan yan iriinlerden oldugu belirtilmistir ancak zengin fenolik ve
flavanoid igerikleri sayesinde antioksidan 6zellik gosterdikleri ifade edilmistir. Bu
besin atiklarindan olusan ekstraktlarin kitosan filme eklenmesinin DPPH radikalini

indirgemede basarili oldugu sonucuna varilmistir [66].
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Qin ve arkadaglar1 tarafindan yapilan calismada kitosan filmine ¢ay polifenolleri
eklenmistir. Polifenollerin ilavesi ile kitosan filmlerinin serbest radikal indirgeme
aktivitesinin arttig1 belirtilmistir. Polifenollerin, kitosan filmlerin antioksidan
aktivitesini gelistirmek i¢in kullanilabilecek iyi bir antioksidan oldugu sonucuna
varitlmigtir. Cay ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteden

sorumlu oldugu vurgulanmistir [67].

5.6 Kitosan Bazh Filmlerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Kitosanin sahip oldugu birka¢ antimikrobiyal aktivite mekanizmasi mevcuttur. Bu

mekanizmalar su sekildedir:

a) Pozitif yiikli kitosan molekiilleri, bakteri yiizeyindeki negatif yiiklere baglanir.

Bakteri zar ile kitosan hiicre ge¢irgenligini degistirmek icin etkilesir.

b) Kitosanin besinler ve baslica metallerle olan selasyonu mikrobiyal biiylimeyi

engeller.

c¢) Hiicre ylizeyindeki kitosan, besinlerin hiicreye girmesini 6nleyen bir polimer zar
olusturabilir ya da aerobik bakteri bilylimesini Onleyebilecek bir oksijen bariyeri

olarak davranabilir [68].

Inhibisyon aktivite mekanizmasi, molekiil agirlig1, deasetilasyon derecesi ve bakteri
tirtine gore farklilik gosterir [69]. Deasetilasyon derecesi, polisakkaritteki serbest
amino gruplarin igerigini belirler. Kitosan1 birgok uygulamasindaki performansini
etkileyen deasetilasyon derecesi, ¢ok iyi bilinen ve en 6nemli kimyasal 6zelliklerinden
biridir. Genel olarak da destilasyon derecesi ne kadar biiyiikse antimikrobiyal
aktivitenin de o kadar biiyiik olmas1 beklenir [68].

Kitosan bazli filmlere uygulanan antimikrobiyal aktivite deneyi sonucunda elde edilen
sonuglar log indirgenme ve l1ogKOB / g ornek cinsinden Sekil 5.6 ve Sekil 5.7°de

gosterilmistir.
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Sekil 5.6 : Filmlerin (A) B. Cereus ve (B) S. Typhimurium bakterilerine karsi
gosterdigi antibakteriyel aktiviteler.

Kitosan bazli filmlerin antimikrobiyal aktivitelerine dair sonuglar, 4 saat boyunca B.
cereus ve S. typhimurium bakterileri ile film yiizeylerinin temas halinde olmasi
sonucunda ulagilmistir. Dort saat sonunda yiizeyinde en az sayida bakteri bulunan

filmin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu sonucuna elde edilir.
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Sekil 5.7 : Kitosan bazli filmlerin log KOB/ g film tiiriinden (A) B. Cereus ve (B) S.
Typhimurium bakterilerine kars1 antibakteriyel aktiviteleri.

Sonuglar, berberin katkili kitosan filmin yiizeyinde hem B. Cereus hem de S.
Typhimurium bakterilerinin yiiksek oranda giderildigini gostermistir. Kontrol film
(Kit-CD) ve saf kitosan filmin de bakterilerin giderilmesinde etkili oldugu elde edilen
sonuglarda goriilmektedir. Ancak berberin katkis1 kitosan bazli filmin antimikrobiyal

aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirmistir.,
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Gida ambalaji olarak tercih edilecek bir iirlinlin ylizeyinde bakterilerin varligi ve
yasayabilme ihtimalleri gida gilivenligi acisindan istenmeyecek bir durumdur. Bu
durumun Oniine gegebilmek i¢in gida ambalaji olarak kullanilacak filme
antimikrobiyal aktivite kazandirilmasi, gidalarin bakteriyel bozulmalara karsi
korunmas1 gerekmektedir. Bu ¢alismada hazirlanan kitosan bazli filmin antimikrobiyal

aktivitesinin berberin kloriir standardi ile artirildig1 sonucuna ulasilmistir.
Berberinin antibakteriyel aktivitesine dair literatiirde ¢esitli calismalar mevcuttur.

Peng ve arkadaslar1 berberinin Streptococcus agalactiae bakterisine karsi
antibakteriyel aktivitesini ve antibakteriyel aktivite mekanizmasini incelemistir.
Yapilan deneyler berberinin S. agalactiae bakterisine karsi antibakteriyel etkiye sahip
oldugunu gostermistir. S. agalactiae bakterisinin hiicre zariin berberin tarafindan

hasara ugratildigi, protein ve DNA sentezinin engellendigi vurgulanmstir [70].

Kang ve grubu tarafindan yapilan c¢alisma berberinin  Actinobacillus
pleuropneumoniae bakterisine kars1 gosterdigi antibakteriyel etki tizerinedir.
Domuzlarda yaygin olan ve saglik sorunlari olusturdugu ifade edilen A.
pleuropneumoniae bakterisine kars1 berberinin antibakteriyel aktivitesinden
faydalanilmistir.  Berberinin A.  Pleuropneumoniae bakterisinin  tedavisinde

kulanilabilecek potansiyel bir bilesen oldugu ifade edilmistir [71].
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5.7 Tartisma

Artan ekolojik kaygilarla birlikte birgok sektor ¢evre dostu iirlinlere yonelmektedir.
Bu sektorler arasinda, ambalaj iiriinlerin fazlasiyla kullanildig1 gida sektorii genis yer
tutmaktadir. Giiniimiizde kullanilan gida ambalajlar1 bir bariyer gorevi gorerek gidayi
dis etkenlerden koruyabilmekte ve gidanin bozulmasini geciktirmekte hatta

Onleyebilmektedir.

Kitosan filmlerin gida ambalaj malzemesi olarak uygulanabilirligine dair literatiirde
fazla sayida c¢aligmaya rastlamak miimkiindiir. Bu calismalarda kitosan filmin
aktivitesini artirmak, o6zelliklerini iyilestirmek i¢in kullanilan ¢ok cesitli biyoaktif
maddeler karsimiza ¢ikmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, literatiirde ilk defa berberin
kloriir standardi ile katkilandirilmis kitosan filmden aktif bir gida ambalaj malzemesi
olusturulmustur. Uygulanan ¢esitli fiziksel testler ve mekanik testler ile berberin
katkili filmin kontrol ve saf kitosan filmlere kiyasla daha basarili sonuglar verdigi
goriilmiistiir. Ayrica berberin katkisi, filmin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini
de iyilestirmistir. Bu da geleneksel ambalajlarin aksine kitosan-berberin kompozit

filminin dogrudan giday1 korumada rol alabilmesini saglar.

Bir gida ambalajinin sadece gidayr koruma asamasina odaklanmak, sonrasinda
olusabilecek atiklar1 diisinmemek yanlis bir yaklasimdir. Gelistirilen berberin katkili
kitosan filmin en 6nemli avantajlarindan biri dogal ve biyobozunur kaynaklardan elde
edilmesidir. Sonug olarak, bu yiiksek lisans tez ¢alismasi dogal ve biyobozunur
kaynaklardan elde edilen kitosan-berberin kompozit filmini alternatif bir aktif

paketleme 6rnegi olarak sunmaktadir.
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