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ARI URUNLERININ GIDA AMBALAJLAMADA POTANSIYEL
KULLANIMININ INCELENMESI

OZET

Tiketicilerin kaliteli ve gilivenli gida farkindahigindaki artis gidalarin kalitesinin
korunmasi i¢in akilli ve aktif gida ambalajlama sistemlerinin gelismesine neden olmustur.
Ambalaj, bir¢ok gida lriiniiniin kalitesini, giivenligini ve raf émriinii belirlemede kritik
rol oynamaktadir. Metal ve metal nanopartikiiller aktif ambalajlamada son yillarda
antimikrobiyal ve antioksidan Ozelliklerinden dolay1 kullanilmaktadir. Bu c¢alismanin
amaci, aktif gida ambalajlama sistemleri i¢in giimiis nanopartikiiller ve propolis i¢eren
cok katmali elektrospun nanofiber filmler ile yeni bir konsept gelistirmektir.

Bu calisma 2 bolimden olusmaktadir, ¢alismanin birinci bolimiinde sulu propolis
ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemi ile glimiis nanopartikiillerin (AgNP) {iretim
kosullar1 Box-Behnken Design (BBD) deney tasarimi ile optimize edilmistir. Sulu
propolis ekstrakti kullanilarak optimize edilen sartlarda hizlandirilmis solvent
ekstraksiyonu (ASE) ekstrakt1 ile giimiis nanopartikiiller iiretilmistir. Uretilen giimiis
nanopartikiiller taramali elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron mikroskobu
(TEM), X-1ginlan difraksiyon analizi (XRD), termogravimetrik analiz (TGA) ve Fourier
transform infrared (FTIR) spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir.
Karakterizasyon sonuglarina gore her iki ekstrakt ile glimiis nanopartikiiller (AgNP)
basarili bir sekilde diretilmistir. Antimikrobiyal ozellikte, kristal yapida ve termal
kararliligr yiiksek nanometre boyutlarinda AgNP’ler {iretilmistir. Bu ¢alismanin ikinci
boliimiinde ise, aktif gida ambalaj uygulamalari igin ASE-AgNP ve ASE propolis i¢eren
pullulan tabanli nanofiber yapida ¢ok katmanli elektrospun nanofiber film gelistirilmistir.

Nanofiber filmlerin karakterizasyon caligmalarina gore nanofiber yapidaki, ASE-AgNP
ve ASE propolis ekstrakti enkapsiile edilmis elektrospun nanofiberlerin termal
kararliiginin ASE-AgNP ve ASE propolis ekstraktlarindan daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Antimikrobiyal 6zellikte gelistirilen elektrospun pullulan AgNP nanofiber
film (PAgNPF) test edilen Gram (-) bakterileri, E. coli, S. Typhimurium, P.aurogenes ve
Gram (+) bakterileri, B. cereus, S. aureus, L. innocua kars1 antimikrobiyal etkinlik
gostermistir. Elektrospun pullulan propolis nanofiber film (PPF), elektrospun pullulan
AgNP /propolis nanofiber film (PAgNP-PF), elektrospun pullulan ¢ok katmanli nanofiber
filmler (PKF) ise sadece Gram (+) bakterileri, B. cereus, S. aureus, L. innocua karsi
antimikrobiyal etkinlik gostermistir. Bu ¢alismada, AgNP, AgNP/propolis ve propolis
esktrakti igeren pullulan bazli elektrospun nanofiber filmler gelistirilmistir. Gelistirilen
bu filmlerin, gida giiveligi uygulamalarina yonelik yenilik¢i bir gida ambalaji olacag
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, pullulan, giimiis nanopartikiil, yesil sentez, gida ambalaji



INVESTIGATION OF THE POTENTIAL USE OF BEE PRODUCTS
IN FOOD PACKAGING

ABSTRACT

Consumer demands for safe and high-quality food products result in the development of
intelligent and active packaging concepts to increase food quality and safety. Packaging
plays a critical role in maintaining and protecting food safety and quality. Metal and
metal nanoparticles have recently been used in active packaging due to their
antimicrobial and antioxidant properties. This study aims to develop a new concept for
active food packaging systems as multilayer electrospun nanofiber films containing silver
nanoparticles and propolis.

This study consists of two parts. In the first part of this study, the production conditions
of silver nanoparticles (AgNP) by green synthesis method using aqueous propolis extract
were optimized by Box-Behnken Design (BBD). Aqueous propolis extract experimental
design optimized conditions were used to produce ASE-AgNPs. The produced silver
nanoparticles were characterized by scanning electron microscope (SEM), transmission
electron microscope (TEM), X-ray diffraction analysis (XRD), Fourier-transform infrared
spectroscopy (FTIR), and thermogravimetric analysis (TGA).

According to the characterization results, silver nanoparticles (AgNPs) were successfully
developed with both propolis extracts. AgNPs were produced with antimicrobial
properties, crystal structure, and high thermal stability in nanometer sizes. In the second
part of this study, ASE-AgNP and ASE propolis containing pullulan-based multilayered
electrospun nanofiber films were developed for active food packaging applications.
Regarding the nanofiber characterization studies, the thermal stability of the ASE-AgNP
and ASE propolis containing pullulan films was higher than that of the pure ASE-AgNP
and ASE propolis extracts. The electrospun nanofiber films containing ASE-silver
nanoparticle (PAgNP) exhibited antibacterial activity against Gram (-) bacteria, E. coli, S.
Typhimurium P.aurogenes, and Gram (+) bacteria, B. cereus, S. aureus, L. innocua.
Electrospun pullulan propolis nanofiber film (PPF), electrospun pullulan ASE-
AgNP/propolis nanofiber film (PAgNP-PF), and electrospun pullulan multilayer
nanofiber films (PKF) showed antibacterial activity only against Gram (+) bacteria,
including B. cereus, S. aureus, and L. innocua. In this study, multilayer pullulan-based
electrospun nanofiber films containing AgNPs and propolis extract were developed via
electrospinning method. These developed films have the potential to be used for
innovative food packaging systems for food safety applications.

Keywords: Propolis, pullulan, silver nanoparticle, green synthesis, food packaging
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1. GIRIS

Glinlimiizde degisen yasam kosullar tiiketicilerin minimum diizeyde islenmis, kolayca
hazirlanabilen ve yenmeye hazir taze gida iiriinlerine olan talebi artirmistir (Kowsalya et
al. 2019). Artan diinya niifusu ve kentseme ile birlikte saglikli ve besleyici gidaya olan
talep ile birlikte gida giivenligi de ¢ok 6nem kazanmistir (Agarwal et al. 2023). Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezi’nin raporuna gére her yil gida kaynakli hastaliklar nedeni ile

bircok insanin hastalandigin1 veya hastaligin 6liimlere neden oldugu rapor edilmistir

(CDC, 2023).

Tiiketicilerin organik ve giivenli/kaliteli gidalara olan taleplerinin artmasi gida muhafaza
icin yeni teknolojilerin uygulanmasma yol agmistir. Gida ambalajlama, gida tedarik
zincirinin kritik bir parcast olup, gidanin hazirlanmasi, tasinmasi, depolanmasi gibi tiim
tedarik zinciri boyunca gidayr fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal bozunmalara karsi
iiretimden tliketime kadar, gida kalitesi ve giivenligi i¢in bircok avantaj saglamaktadir

(Bahrami et al. 2020; Yildirim at al. 2018).
1.1. Gida Ambalajlama

Geleneksel ambalajlarin koruyucu rolii pasif olup, gidayr ¢evreleyen atmosfer ve dig
cevre arasinda bir bariyer gorevi gorlip, gida lirlinii i¢indeki reaksiyonlar: aktif olarak
kontrol etme 6zelligine sahip degillerdir (Khaneghah et al. 2018; Yildirim et al. 2018).
Aktif ambalajlama, dogal veya sentetik antimikrobiyal/antioksidan ajanlar igeren gida
ambalajlart olup gida iriinlerinin raf Omriinii uzatmak ig¢in tasarlanmis yenilik¢i

ambalajlardir (Khaneghah et al. 2018; Roy Priyadarshi, and Rhim, 2021).

Gidalar isleme, dagitim ve tasima sirasinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik kirlenme,
oksidasyon, nem degisimi ve fizksel hasara karsi korunmalidir. Gida ambalajinin en
temel gorevi gidayr bir bariyer olarak dis etkenlerden korumaktir (Pal et al. 2019).
Gidalarin bozulmasi 6nlemek ve kalitesi korumak i¢in cam, kagit ve biyolojik olarak

parcalanabilen geleneksel ambalajlar kullanilmaktadir (Agarwal et al. 2023).



Ambalaj malzemeleri olarak literatiirde gida ambalaj sistemlerinin gelistirilmesinde
cogunlukla polisakkaritler ve protein kaynakli dogal malzemeler kullanilmistir.
Hayvsansal kaynakli polisakkarit olan kitosan gibi, bitkisel kaynakli; nisasta, sodyum
aljinat, karragenan, selilloz ve tiirevleri, pektin ve agar gibi ve ayrica mikrobiyal
polisakkaritler; ksantan sakizi, pullulan, guar sakizi ve akasya sakizi gibi polimer

kullanilmistir (Grzebieniarz et al. 2023).

Aktif paketleme ile, ambalaj malzemesine eklenen aktif maddelerin giday1r UV, oksijen,
etilen veya mikrobiyolojik kontaminasyondan korunmasi amaclanmistir. Aktif
ambalajlama sistemleri, istenmeyen nem, karbondioksit, oksijen, etilen ve diger maddeler
gibi siiplirme sistemleri (emici) ve karbondioksit, antimikrobiyal ve antioksidan gibi
bilesiklerin ambalaj sistemlerine salindigi aktif salinim sistemlerinden olusmaktadir

(Yildirim et al. 2018; Nikolic et al. 2021).

Birgok sektorde oldugu gibi, gida endiistrisindede nanoteknoloji, gida gilivenligi, gida
isleme, gida ambalajlama ve fonksiyonel gidalar gibi alanlarda yenilik¢i ¢oziimler vaat
eden bir teknolojidir (Arserim-Ucar, 2020; Mohammad et al. 2022). Nanoteknolojinin
gida ambalajlama, akilli ambalajlama yiizeyleri i¢in nanokaplama, antimikrobiyal
nanopartikiil ve nanokapsiil igeren aktif gida ambalajlama uygulamalari ile gida {iriiniiniin
kalitesini ve gilivenligini artirmas1 6zellikle gidalarin duyusal ve kimyasal 6zelliklerini
etkilemeden raf dmriinii uzatan yenilik¢i gida ambalajlarinin gelismesine neden olmustur

(Bajpai et al. 2018).

Gida ambalajlamadaki yenilik¢i uygulamalarin birgogu nanoteknolojik yapilarin
gelistirilmesine dayanmaktadir. Mikro yapilar en az bir boyut 0,1 pm ile 100 um arasinda
Ulusal Nanoteknoloji Girisimi’ne (National Nanotechnology Initiative) gére nanoyapilar
ise 1 nm - 100 nm arasindaki boyutlar olarak tanimlanmistir (Messner et al. 2010;
Tamjidi et al. 2013). Nanoyapilarin benzersiz O6zellikleri sayesinde gida ambalaj
malzemesinin performansini, yapisint ve islevselligini iyilestirdigi bildirilmektedir (Roy

et al. 2021).



Nanopartikiiller aktif ambalajlamada son yillarda antimikrobiyal ve antioksidan
ozelliklerinden dolayr  kullanilmaktadir, ancak gida ambalaj malzemesinin
tasarlanmasinda nanopartikiiliin boyutu, islevselligi, yapisi ve ylizey alami gibi 6zellikleri

ayrica kritik rol oynamaktadir (Arserim-Ucar and Cabuk, 2020).

Metal iyonlar; glimiis, bakir, altin, platin ve metal oksitleri; titanyum dioksit, ¢inko oksit,
magnezyum oksit antimikrobiyal ve antioksidan oOzelliklerinden dolayr gida
ambalajlamada polimerik nanokompozitler ile aktif dolgu ajani olarak kullanilan en

yaygin nanomateryallerdir (Moura et al. 2012; Yildirim et al. 2018).

Ozelikle giimiis nanopartikiiller (AgNP’ler) anti-bakteriyel, anti-mantar, anti-maya ve
anti-viral aktiviteye sahip ajanlar olarak teknolojik bircok alanda kullanim alani
bulduklar1 gibi aktif gida ambalajlamada da yer bulmuslardir (Moura et al. 2012;
Munteanu et al. 2014; Carbone et al. 2016; Vijayaram at al.2023).

1.2. Gida Ambalajlamada Potansiyel Nanofiber Uygulamalar:

Gida ambalaji, gida tiretim ve tiiketimi agisindan gida iriiniiniin énemli unsurlarindan
biridir (Alizadeh-Sani et al. 2020). Gida kaynakli hastaliklara karsi koruma,
antimikrobiyal gida ambalajlamanin gelismesine neden olmustur (Carbone et al. 2016).
Antimikrobiyal ozelliklere sahip gida ambalajlari, gida iiriinlerini kontamine edecek
patojenik ve bozulma yapan mikroorganizmalarin gelisimini 6nlemek ya da geciktirmek

i¢in gelistirilmislerdir (Priyadarshi, Zohreh and Jong, (2022).

Antimikrobiyal ajanlar olarak yaglar, bitki ekstraktlari, mikrobiyal yan iirlinler, organik
asitler ve tuzlari, enzimler, bakteriosinler, oksijen ve gaz absorbe edici ajanlar, inorganik
metaller olmak iizere birgok antimikrobiyal ajan kullanilmaktadir (Malhotra et al. 2015).
Antimikrobiyal bilesiklerin dogrudan gida ile karigtirllmast yerine, ambalaj
malzemelerine enkapsiile edilmesi veya ilave edilmesi, mikrobiyal kontaminasyonun ve
bozulmanin basladig1 gida yiizeylerinde antimikrobiyal/antioksidan etki gdstererek

fonsiyonel bir etki saglamaktadir (Amna et al. 2015).



Elektro-egirme, mikro-nano 6lgekli film ve fiberlerin tiretimi igin diisiikk maliyetli, ¢ok
yonlii bir teknik olup kisaca, polimer soliisyonu, siringa, metalik igne, metal toplayici ve

giic kaynagindan olusan basit bir diizenekten olusmaktadir (Arserim-Ugar and Cabuk,
2020).

Elektroegirme teknigi, nanofiber yapida filmler ve kompozit malzemeler iiretmek i¢in tek
asamali, basit ve etkili bir yontem oldugu i¢in hem akademik hem de endiistriyel alanda
bilim insanlar1 arasinda biiyiik ilgi uyandiran ve arastirma yapilan bir yontem olmustur
(Islam and Yeum, 2013). Kompozit nanoyapili fiber filmlerin yani sira tek katmanli, iki
katmanli ve ¢ok katmanli nanofiber kaplamalar ve biyo ara katmanlara dayali fonksiyonel
gida ambalajlama igin farkli konseptler gelistirilmistir (Fabra et al. 2013; Grzebieniarz et
al. 2023). Literatiirde yapilan bazi1 ¢alismalar ise; termoplastik musir nisastas1 ve poli(3-
hidroksibiititrat) (PHB) seliilloz nanokristalleri igeren elektrospun nanofiber ile ¢ok
katmanli gida ambalaj1 gelistirmistir (Fabra et al. 2016). PHBV (3%HV) dis katman ve ig
katman protein olarak zein ve peynir altisuyu ve polisakkarit olarak pullulan mikro nano

yapili elektrospun fiber katmanli filmler gelistirilmistir (Fabra et al. 2014).

Wen et al. (2016), calismasinda elektrospinning yontemi ile tar¢in ugucu yagi enpasiile
edilmis B-siklodekstrin/poli(vinil alkol) nanofiberlerin S. aureus ve E. coli bakterine kars1
antibakteriyel etki gosterdigini saptamustir. Antibakteriyel Ozellikteki fonksiyonel
nanofiberlerin 6 giin boyunca 4 °C ve 21+2 °C’de depolanmis gileklerin kalitesini,

kaplanmamus ¢ileklere gore daha iyi korundugu goriilmiistiir (Wen et al. 2016).

Kitosan nanopartikiilleri igeren poli(vinil alkol) nanofiberlerin balik toplarinda
mikrobiyal ve kimyasal bozulmayr geciktidigi goriilmiistiir. Bu calisma sonuglar
gelistirilen nanofiberlerin balik kalitesini korumak i¢in yenilik¢i bir uygulama

olabilecegini gostermistir (Ceylan et al. 2018).



Resveratrol enkapsiile edilmis jelatin/zein antimikrobiyal aktiviteye sahip nanofiberler
gelistirilmistir (Li et al. 2020). Gelistirilen anofiberler ile ambalajlanan domuz eti 4 °C’de
12 giin depolanarak mikrobiyal ve toplam ugucu bazik azot analizleri yapilmistir. Analiz
sonuglarna gore resveratrol igeren jelatin/zein nanofiberler kaplamalarinin domuz
etlerinin kalitesini korunmasi ve raf dmriiniiniin uzatilmasinda etkili olabilecegi sonucuna

vartlmistir (Li et al. 2020).

Eugenol enkapsiile edilmis jelatin nanofiberlerin taze sigir etinin kalitesinin
korunmasinda ve raf Omriiniin uzatilmasinda etkili olabilecegi, 4 °C’de 11 giinliik
depolama siiresindeki mikrobiyolojik analiz (toplam mezofilik aerobik bakteri sayisi ve

toplam psikrofilik bakteri sayisi) sonuglarina gére goriilmiistir (Yilmaz et al. 2022) .

Uziim ¢ekirdegi yag1 enkapsiile edilmis poli(vinil alkol) nanofiberlerin balik ve kasar
peynirinin depolama siiresince kalitesinin korunmasinda alternatif bir yaklagim

olabilecegi, calisgmanin mikrobiyolojik ve kimyasal analiz sonug¢larin goére goriilmiistiir

(Ceylan et al. 2021).

Karboksimetil kitosan/polioksietilen oksit nanofiberler oda sicakliginda 6 giin boyunca
depolanan ¢ileklerin kontrol {iriiniine gore kalitesinin korundugu gozlemlenmistir.
Gelistirilen karboksimetil kitosan/polioksietilen oksit nanofiberlerin taze meyve

muhafazasinda kullanilabilme potansiyelinin oldugu goriilmiistiir (Yue et al. 2018).

1.3. Gida Ambalajlamada Pullulan

Pullulan Aureobasidium pullulans in fermantasyonu ile tiretilen ticari olarak degerli, suda
cozlinebilen mikrobiyal bir polimer ve ticari olarak polimorfik bir yontemle iiretilen bir
a-glukandir (Singh and Kennedy, 2008; Singh et al. 2023). Pullulan US-FDA tarafindan
GRAS (Genel Olarak Giivenli Kabul Edilen) olarak siniflandirilmis bir biyopolimerdir.
GRAS statiisii, film olusturma ve tasiyict ajan gibi ayirt edici ozellikleri sayesinde
endiistriyel kullanim igin 6nemli bir polimerdir (Singh et al. 2023). Pullulan ve farkl
polimerler pullulan ile birlikte kompozit elektrospun fiber filmler gelistirilmistir.
Celebioglu and Uyar, (2021) tarafindan antioksidan ozellikte eugenol-yCD kompleksi

iceren pullulan nanofiber film gelistirilmistir.



Karanfil ektrati enkapsiile edilmis pullulan ve peyniralti suyu proteini ile iretilmis
antimkrobiyal ve antiosidan 6zellikteki nanofiberlerin gida muhafaza amagli ambalaj ve
kaplama materyali olarak kullanilma potansiyeli oldugu rapor edilmistir (Zambak and

Ozkal, 2022). Literatiirde pullulan polimeri ile iiretilmis ¢alismalar Tablo 1.1°de

Ozetlenmistir.

Tablo 1.1. Pulluan ile yapilan aktif ambalaj ¢aligmalart

Biyopolimer/ Aktif Ozellik Gida Uretim Referans
Karisim Ajan Uygulamasi Yontemi
WPI/Pullulan - Kalite, raf 6mrii Cin kestanesi Yenilebilir (Gounga et al. 2008)
kaplama
Pullulan/ Jelatin Karvakol | Antioksidan, Balik Yagi Elektrospinnig (Ertan et al. 2023)
antibakteriyel aktivite
Kitosan/Pullulan Ojenol Antioksidan, Et (domuz eti) | Yenilebilir film | (Zeng et al. 2023)
antibakteriyel aktivite, | muhafazasi (dokme
raf omri yontemi),
kaplama
Pullulan- Nisin Antibakteriyel aktivite, | Et (balik eti) | Elektrospinning
karboksimetil raf 6mril muhafazasi (Duan et al. 2023)
kitosan/PEO
Kitosan/Pullulan Fisetin- Antioksidan, Taze meyve | Yenilebilir film | (Qi et al. 2023)
AgNP antibakteriyel aktivite, | (Lichi meyves)i | (dokme
raf 6mrii raf omri yontemi),
kaplama

1.4. Nanopartikiil Sentezi

Biyolojik olarak pargalanabilen atik ve biyokiitleden yararlanabilmenin bir yolu da yesil
sentez yolu ile nanopartikiil olusumu i¢in ucuz ve siirdiiriilebilir hammdede olarak
kullanmaktir (Aswathi et al. 2023). Nanopartikiiller i¢in fiziksel, kimyasal ve yesil sentez
olmak tzere ii¢ farkli sentez yontemi gelistirilmistir. Fiziksel metotlar ile nanopartikiil
sentezinde pahali ekipmanlar, yiiksek sicaklik ve yiiksek basing gerekmektedir. Kimyasal
metotlar ile nanopartikiil sentezinde ise ¢evreye ve canlilara ciddi zararlar verebilecek
toksik kimyasallar kullanilmaktadir. Fiziksel ve kimyasal sentezin dezavantajlarindan
dolay1 bu metotlarin yerini ¢evre-canli dostu ve daha ucuz bir yontem olan yesil sentez
almistir. Nanopartikiillerin yesil sentezi igin bitkiler, bakteriler, mantarlar, algler gibi

cesitli dogal molekiiller igeren biyolojik kaynaklar kullanilmaktadir (Kumar et al. 2021).



Nanopartikiil sentezi i¢in biyolojik kaynak olarak Capsicum annuum ekstrakt (Li et al.
2007), Afrika meneksesinin (Saintpaulia) yaprak 6ziitii (Korkmaz, 2019), kirmizi 1spanak
(Amaranthus Tricolor) yaprak oziitii (Fatimah et al. Aftrid, 2019), karnabahar 6zii
(cauliflower ekstrakti), propolis (Priyadarshini, 2018; Barbosa et al. 2019), polen
(Khatami et al. 2017) ve polimer olarak pullulan (Ganduri et al. 2016) kullanilmistir.

Metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in ¢evreye zarar vermeyen yesil sentez yontemleri
gelistirilmistir. Nanopartikiillerin boyutu, morfolojisi, stabilitesi ve Ozellikleri deney
kosullariin optimizasyonu ile kontrol edilebilmektedir, bu ylizden nanopartikiil
sentezlenmesinde sentez deney tasariminin etkisi iiretilecek son iiriin 6zellikleri agisindan
¢ok onemli oldugu bildirilmistir (Sharma et al. 2009). Metal; Ag, Au, Fe3Os, ZnO ve
metal oksit nanopartikiiller; TiO2, MgO ve CuO insan hiicrelerine kars1 diisiik toksisite ve
antimikrobiyal ozellikleri nedeni ile gida ambalajlama g¢alismalarinda kullanilmistir

(Basavegowda, Mandal and Baek, 2020).

1.5. Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Glumiis nanaopartikiillerin (AgNP’ler) sentezinde hidrotermal yoOntem, solvent
ekstraksiyonu, sol-jel yontemi, mikrodalga destekli nanopartikiil sentezi, 1slak 6giitme
yontemleri ve yesil sentez yontemleri siklikla kullanilmaktadir (Aswathi et al. 2023).
Fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak iiretilebilen metal nanopartikiillerin toksisite
kaygisi, saglik zararlar1 ve c¢evre dostu olmamalarindan dolayr bu yoOntemlerin
kullanimimi smirlandirmaktadir (Istiqola, 2020). Metal nanopartikiillerin ve oksitlerinin
yesil sentez metodu ile iiretilmesi ¢evre dostu ve diisiik toksisite degerlerinden dolay1
geleneksel kimyasal yontemlere alternatif olmaktadir (Nie, Zhao, Xu, 2023). Cevre dostu,
giivenli, etkili ve diisiik maliyetli olan yesil sentez diye adlandirilan yontemde bitki
ekstraktlar1 ve mikroorganizmalar (bakteri, algler, mantarlar vb) nanopartikiil iiretimi i¢in
indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak kullanilmaktadir (Chandra et al. 2020; Nie,
Zhao, Xu, 2023).



AgNP’lerin yesil sentezi, ¢oziicli ortami, ¢evre ile dost indirgeyici ajan ve toksik olmayan
maddelerin se¢imi gibi li¢ 6nemli ana basamaktan olusmaktadir. (Sharma et al. 2009).
Yesil sentez liretiminde muz kabugu, hindistancevizi, yumurta, yer fistig1, mango, sogan,
nar, piring, demirhindibag gibi birgok dogal kaynak atiklari nanopartikiil iiretiminde
kullanilmistir (Aswathi et al. 2023). Uygun gidalar i¢in uygun nanopargaciklarin ilave
edilmesiyle mekaniksel, termal ve bariyer 6zellikleri daha giiclii olmaktadir. Kullanim
alanlar1 oldukca yaygin olan glmiis nanopartikiiller antioksidan ve antimikrobiyal
ozelliklerinden dolay1 gida ambalajlarinda nanokompozitler en yaygin dolgun materyali
olarak kullanilan nanometeryallerdir (Zeng et al. 2023). AgNP bazli antimikrobiyal
ambalajlama, gidalarin raf dmriinii uzatmada ve patojen riskini azaltmada 6nemli bir rol

oynayan, gelecek vaat eden bir aktif gida ambalajlama seklidir (Carbone et al. 2016).

Madhuca latifolia yagi kek estrakti kullanilarak iiretilen glimiis nanopartikiillerin
boyutlarinin 2-30 nm arasinda degistigi, zeta potansiyel degerinin -30 mV oldugu 5
mg/L, 10 mg/L ve 20 mg/L konsantrasyonlarda elde edilen nanopartikiillerin
antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve S.aureus, S.Faecalis, L.monocytogenes, E.coli ve
S.Thyphimurium bakterilerine karst ise antimikrobiyal aktivite gosterdigi bildirilmistir

(Biswal and Misra, 2020).

Yesil sentez yontemi ile Nymphae odorata bitki 6ziitiiniin indirgeyici olarak kullanilarak
tiretilen AgNP’lerin boyutlarinin 20 nm oldugu ve E.coli ve S.aureus bakaterilerine karsi
antibakteriyel 6zellik gosterdigi goriilmustiir (Gudimalla et al. 2021). Farkli bir ¢alismada
Sabapathi et al. (2023), Cassia auriculate bitki ekstrakti ile kullanilarak iiretilen
AgNP’lerin kiiresel morfolojide, boyutlarmin 54+2,8 nm oldugu saptanmustir. Uretilen
AgNP’ler S.epidermis, P.aeruginosa, V.cholerae ve E.coli bakterilerine Kkarst
antibakteriyel etki ve 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 pg/mL konsatrasyondaki AgNP’lerin
antioksidan etki gosterdigi gdzlemlenmistir (Sabapathi et al. 2023).

AgNP’lerin toksisiteleri hakkinda gidada kullanilma beyan1 AB ve ABD de kesin bir
diizenleme bulunmamakla birlikte toksisite degeri gidaya Ag+ iyonlarimin gecis limiti
tizerinden degerlendirilmektedir (Carbone et al. 2016; Mackevica and Emil, 2016).

AgNP’lerin toksik etkileri boyutlarina, sekillerine, yiizey yiiklerine ve kaplamalarina gore
farklilik gosterir (Waktole, 2023).



Tablo 1.2. Gidalar i¢in yaygin olarak kullanilan metalik nanopartikiiller

Yaygin Metalik Sembol
Nanopartikiiller
Altin Au
Nikel Ni
Cinko Zn
Giimiis Ag

Elektroegirme cihazi basit olarak ii¢ boliimden olusur: yiiksek voltajli bir gii¢ kaynagi, bir
siringa pompasi ve bir toplayicidan olugsmaktadir. Toplayici, hareket edebilen veya sabit

olabilen ¢esitli tiplerde olabilir (Ahmed et al. 2015; Hajikhani and Lin, 2022).

Sekil 1.1. Bu tez caligmasinda kullanilan elektrospin cihazi

1.6. Gida Ambalajlamada Nanopartikiil Uygulamalar:

Metal ve metal oksit nanopartikiillerin kolay tiiretim yontemleri, giivenli ve uygun
maliyetli olmas1 ve antimikrobiyal antioksidan 6zellik gostermeleri aktif ve akilli gida
ambalajlamada nanomalzemler olarak kullanilmasinda etkili olmustur (Nikolic et al.
2021). Nanopartikiiller gidanin korunmasi, muhafazasi ve raf dmriiniin artirilmasinda ¢ok
onemli rol oynamaktadirlar (Dos Santos, Ingle and Rai, 2020). Aktif ve akilli gida
ambalajlamada metal ve metal oksit nanopartikiiller antimikrobiyal ve antioksidan
ozellikleri ile birlikte ambalaj mazemesinin mekanik, termal ve bariyer 6zelliklerini de
iyilestirme &zelliklerinden dolayr kullanilmaktadir (Nikolic et al. 2021; Batista et al.
2023).
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Bakteriyostatik giimiis nanopartikiiller ve CuO, ZnO,TiO2, MgO ve Fe3O4 gibi inorganik
oksitlenmis nanopartikiillerin gida kaynakli patojenlere kars1 etkili olmalar1 nanomalzeme
tabanli gida ambalaj sistemlerine katilmasina neden olmustur (Huang et al. 2018). Gida
teknolojisinde nanopartikiiller, giimiis nanopartikiiller ile gelistirilmis filmler ve
hidrojeller, bakir nanopartikiiller ile iretilmis yenilikci gida ambalajlari, altin
nanopartikiillerin sensor olarak kullanildigi akilli gida paketleme sistemleri, hibrit metal
polimer sistemleri ve biyonanokompozitlerin iiretimi gibi ¢ok farkli uygulamalar ile gida
muhafaza alanindaki avantajlar1 son yillarda biiylik 6nem kazanmistir (Dos Santos, Ingle
and Rai, 2020).

Elektrospinning yontemi ile liretilen zeytinyagi ve ¢inko oksit igeren hibrit pristine
poliliretan nanofiberlerin S. aureus ve S. typhimurium karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigi, gelistirilen nanofiberlerin et ve et iiriinleri i¢in amabalaj malzemesi olarak
kullanilabilecegi Ongoriilmiistir (Amna et al. 2015). Altin, SnO; ve siyah miirver
ekstrakti ile gelistirilen jelatin nanofiberlerin Hake baliklarinin tazeliginin kontrolii i¢in
akilli ambalajlamada kullanilabilecegi goriilmistiir (Cetinkaya et al. 2024). Gida ambalaj
uygulamalart i¢in gelistirilen antibakteriyel ve antioksidan 6zellikteki seliilloz, sodyum
aljinat ve bakir oksit nanopartikiilleri igeren filmlerin taze hasat edilmis sar1 dolmalik

biberlerin raf 6mriinii uzattigi gorilmistiir (Saravanakumar et al. 2020).

Kowsalya et al. (2019) yaptig1 ¢alismada Vitis vinifera, Carica papaya, and Citrullus
lanatus kullanilarak yesil sentez yolu ile iiretilen giimiis nanopartikiil katkili elektropun
poly(vinil) alkol nanofiberler limon ve g¢ilegin raf dmriinii uzatmak igin kullanilmustir.
Yapilan calismada kaplanan {iriinlerin 10 giin sonra bozulmadig1 ve tazeligini kabul
edilebilir diizeyde korudugu gozlemlenmistir (Kowsalya et al. 2019). Marra et al.( 2016),
yaptig1 caligmada ise %35 ¢inko oksit (ZnO) igeren Polilaktik asit (PLA) filminini
mekanik, CO2 ve O gecirgenlik 6zelliklerini iyilestirdigi ve E.coli bakterisine karsi
antibakteriyel ozellik gosterdigi bildirilmistir. Yang et al. (2023) tarafindan yapilan
calismada ise aktif gida ambalajlama igin polivinil alkol (PVA) polimerine glimiis
nanopartikiiller katilmistir. AgNP’lerin iiretimi i¢in s1vi faz kimyasal indirgeme metodu
ve stabilizator olarak kitosan polimeri kullanilmistir. Bu ¢alisma sonuglart % 0,04 AgNP
iceren PVA filmlerin cileklerin kalitesini depolama siiresince kontrol Srneklere gore

korudugu gostermistir (Yang et al. 2023).
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Glimiis nanopartikiil tiretimi i¢in Lactobacillus pentosus, Lactobacillus crustorum, ve
Lactobacillus spicheri bakterilerinin iiretigi bakteriosin kullanilmistir. Bakteriyosin ile
iretilmis glmiis nanopartikiiller seliiloz kagit kaplamasinda kullanilmistir. Giimiis
nanopartikiil i¢eren seliiloz kagit ile depolanmis domateslerin kalitesinin kontrol 6rnekler

ile kiyaslandiginda daha iyi ve raf omriiniin daha uzun oldugu kanitlanmistir (Sharma,
Sharma and Kaushal, 2023).

1.7. Ar1 Uriinleri / Propolis

Propolis, bal arilar1 (Apis mellifera L.) tarafindan kavak, palmiye ve ¢am gibi gesitli bitki
sap ve koklerinden topladiklari reg¢inemsi bir maddedir (Anjum et al. 2019). Anlar
kovanlarin1 yabanci maddelerden korumak igin propolisi kullanmislardir. Propolis %50
bitki regineleri, %30 mumlar, %10 esansiyel yaglar, %5 polen ve %5 diger maddelerden
olusmaktadir (Hossain et al. 2022). Propolisin antimkrobiyal, antioksidan ve antikanser
gibi biyokatif 6zellikleri propolisin yapisindaki biokatif bilesenden kaynaklanmaktadir.
Ana bilesenler flavonlar, flavonoller, flavanon ve dihidroflavonoidler ile fenilpropanoid
tiirevlerini igerir (Pobiega et al. 2019). Propolisin igerigi, ar1 irkina, toplandigi bolgenin
cografi konumuna, bitki ¢esitliligine, mevsime ve gibi bir¢ok faktére bagli olarak

degismektedir (Arserim-Ucar et al. 2020; Hossain et al. 2022).

Gida endiistrisinde propolis, gii¢lii antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelere sahip
polifenol bakimindan zengin ekstrakt elde etmek icin ¢esitli klasik ve yenilik¢i yontemler
ve bu yontemler ile birlikte farkli solventler kullanilmaktadir. Propolis ektraksiyon
islemleride genellikle maserasyon teknigi ile klasik ekstraksiyon yontemi ile ¢oziicii
olarak su, etanol, methanol, gibi birgok ¢6ziicti kullanilmistir (Nagai et al. 2003; Ahn et
al. 2004; Basim and Musa, 2006). Maserasyon tekniginin yani sira dogal derin otektik
¢oziiciiler (NADES) (Funari et al. 2019), mikrodalga yardimi ile ekstraksiyon, ve
yenilik¢i igleme teknolojileri siiper kritik CO2 ekstraksiyonu (Fachria et al. 2017; De
Zordi et al. 2014) ultrason destekli ekstraksiyon (Yuan et al. 2019), hizlandirilmis solvent
ekstraksiyonu (Charland et al. 2021a), gibi teknolojiler de kullanilmaktadir.
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1.8. Hizli Solvent Ekstraksiyon Yontemi (ASE)

Propolis ekstrasksiyonu i¢in, hizli solvent ekstraksiyon yontemi (ASE) yenilik¢i, ¢evre
dostu, daha az solvent kullanilan ve sicaklik, basing kontrolii yapilabildigi i¢in 6zellikle
sicakliga duyarli biyoaktif bilesenleri elde etmek i¢in daha verimli, etkili ve daha hizli
uygun bir yontem oldugu yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (Monroy et al. 2017;
Charland et al. 2021b; Hutnik, Phillips and Mojica, 2022). ASE tekniginde oda
sicakliklarinda yiiksek basing uygulanarak gerceklestirilebilmesi, sicakligin ekstraksiyon
sirasinda yiikseldigi mikrodalga ve ultrason destekli uygulamalar ile kiyaslandiginda

biiyiik avantaji sagladig1 bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Charland et al. 2021b).

Charland et al. (2021b), yaptiklar1 ¢alismada maserasyon yontemi, mikrodalga destekli,
ultrason destekli ekstraksiyon ve hizli solvent ekstraksiyon yontemleri karsilagtirilmistir.
En yiiksek antioksidan aktivite sirasi ile, mikrodalga destekli, ultrason destekli
ekstraksiyon, maserasyon yontemi ve hizli solvent ekstraksiyon yontemi oldugu
goriilmiltiir. En yiiksek fenol igerigi mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminde en
diisiik ise maserasyon yontemi ile elde edilmistir (Charland et al. 2021b). Propolis
ektraksiyonu i¢in ASE yonteminin kullanildig1 ¢calismada ekstraksiyon i¢in 40 °C, 50 °C
ve 60°C sicakliklarin kullanildigr ¢aligmada sicaklik 40°C’den 60°C’ye artirildiginda
daha fazla fenolik bilesenin elde edidigi ve elde edilen ekstraktlarin daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi saptanmistir (Hutnik, Phillips and Mojica, 2022).

1.9. Deney Tasarimy/ Yanit Yiizey Yontemi

Yanit ylizey yontemi, deneysel tasarimlarin parametrelerinin optimizasyon caligmalari
icin kullanilan istatistiksel bir yontemdir (Ko¢ and Kaymak-Ertekin, 2003). Yanit yiizey
yontemi, AgNP’lerin optimizasyonu ic¢in birgok farkli arastirmaci tarafindan

kullanilmistir (Chowdhury et al. 2016; Krupa et al. 2016; Jahan, Erci and Isildak, 2021).
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Chowdhury et al. (2016) yaptigi calismada AgNP’lerin iiretim parametrelerinin
optimizasyonu i¢in yiiz merkezli merkezi kompozit tasarim (FCCCD)'a dayali yanit
yiizey yontemi (RSM) kullanilmistir. Glimiis nitrat ve trisodyum sitrat konsantrasyonu ve
karistirma siiresi degisken faktorler olarak kullanilmistir. RSM sonuglarina goére optimum
nokta %1 trisodyum sitrat, 1 mM gilimiis nitrat konsantrasyonu (AgNO3) ve 15 dakika
karistirma siiresi olarak bulunmustur ve bu optimum sartlarda en yiiksek AgNP verimi

%26,26 olarak elde edilmistir (Chowdhury et al. 2016).

Gumiis nanopartikiillerin optimizasyonu i¢in proses parametreleri olan glimiis nitrat
konsantrasyonu, inokulum miktari, sicaklik, zaman ve pH merkezi kompozit dizayn
(CCD) kullanilarak g¢alisma yapilmustir (Ibrahim et al. 2021). Bu ¢alismanin CCD
sonuglarma gore optimum nokta AgNOs konsantrasyonu 1mM, B.cereus inoculum
miktart 8,7 mL, sicaklik 48,5, siire 69 saat ve pH 9 olarak belirlenmistir. Optimum

noktada tiretilen AgNP’lerin antimikrobiyal ve antioksidan gosterdigi goriilmistiir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Propolis Giimiis Nanopartikiiller

Keskin et al. (2022) yaptiklar1 ¢alismada Bilecik ilinden topladiklar1 propolisi %70 glikol
ile ekstrakte etmislerdir. Propolis ekstrakti ve esit hacimli 5 mm AgNOs reaksiyonu
sonucu 425 nm’de maksimum absorbans vererek 67-75 nm boyutunda propolis giimiis

nanopartikiiller (AgNP’ler) tiretilmistir.

Beyaz propolis ekstrakti ile yapilan farkli bir ¢alismada glimiis nanopartikiil iiretimi i¢in
Box-Behnken deney dizayni kullanilarak iretilmistir (Tosun ve Kaplan, 2022). Deney
tasarimi sonucunda, AgNP’lerin iiretimi i¢cin 10 mM AgNOs konsantrasyonu, propolis
AgNO3 oran1 0:3, mikrodalga giicii 150 watt ve 35 saniye optimize kosullar olarak
belirlenmistir. Optimize sartlarda iiretilen bayaz propolis AgNP’lerin maksimum
absorbans 420 nm’de, boyutu 108,2 nm ve zeta poatansiyel degeri -22,3 mV olarak
belirlenmistir (Tosun and Kaplan, 2022).

Priyadarshini et al. (2018) Amerika’da ticari olarak satilan propolis tozunun sulu ekstrakti
ile yesil sentez yontemi ile tiretilen AgNP’ler maksimum absorbans degerini 420 nm’de
gostermistir. TEM analiz goriintiileri ile nanopartikiillerin kiiresel ve 1yi dagilmis oldugu
ve boyutlarin 100 nm den kii¢iik oldugu gozlemlenmistir. Giimiis varligit EDX analiz ile

de dogrulanmustir.

Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakti ile optimum sartlarda tiretilen AgNP’lerin
maksimum absorbans degeri tiretimden 30 dk sonra 412 nm ve 24 saat sonra 420, nm
olarak Ol¢iilmiistiir. Partikiil boyutu dlglimlerinin ise tiretimden 30 dak sonra 109+0,81
nm ve 24 saat sonra 81+1,07 nm olarak degisim gosterdigi gézlemlenmistir. Propolis
AgNP’lerin S. aureus, S. epidermidis, ve P. aeruginosa ve E. coli bakterilerine karsi
antibakteriyel etki, Candida albicans ve Cryptococcus neoformans kiiflerine karsi ise

antifungal etki gosterdigi goriilmiistiir (Barbosa et al. 2019).
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Suudi propolislerinin sulu ekstrakt: ile iiretilen AgNP’lerin maksimum absorbans degeri
437 nm de ol¢iilmiiltiir. AgNP’lerin olusumu kimyasal ve fiziksel karaterizasyon tesleri
ile dogrulanmistir. Uretilen AgNP’lerin antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. L.
monoctogenes, S. typhmurium, E.coli, bakterilerine kars1 iretilen AgNP’lerin
antibakteriyel etki gosterdigi fakat A.solani, Helminthosporium sp.oxysporum kiiflerine
karst AgNP’lerin anti-fungal etki gostermedigi goriilmiistiir (Al-Fakeh et al. 2021).

Hindistanin Tamilnadu bolgesinden toplanan propolisler su-etanol karisimi ile ekstrakte
edilmistir. Etanol-su propolis ekstrakti ile iiretilen AgNP’ler 413 nm de absorbans
gosterirken, etanolik propolis ekstraktinin 265 nm absorbans g0Ostermistir.
Ekstraktlardaki polifenoller ve flavoniedlerin AgNP’lerin olusumu iizerine etkili oldugu
rapor edilmistir. SEM sonuglarina gére AgNP’lerin boyutlart 66-84 nm arasinda
degisirken, dinamik 1s1k sacilim spektrumlarina goére (DLS) sentezlenen glimiis
nanopartikiiller ortalama 91 nm ve homojen yapida oldugu tespit edilmistir. Uretilen
AgNP’lerin 549 insan akcigerine kars1 6nemli antikanser aktivite gosterdigi goriilmiistiir
(Kothai and Jayanthi, 2015).

Hindistanin Khanpur, U.S. Nagar, Uttarakhand-263153 bolgesinden toplanan propolisler
ile farkli pH degerlerinde AgNP’ler iretilmistir. pH:10,62’deki propolis etanol
ekstraktlar ile tiretilen AgNP’lerin plasmon piki 421 nm, ve pH: 8,05’de ise plasmon piki
438 nm olarak ol¢iilmiistiir. Propolis sulu ekstratinin pH: 10,62’de plasmon piki ise 418
nm olarak rapor edilmistir. Uretilen PAgNP’lerin TEM analizi ile lgiilen boyutlarmin 50
nm altinda oldugu goriilmistiir (Roy et al. 2010).

Misirin Alwahat bolgesinden toplanan propolislerin sulu ekstrakti ile yesil sentez yolu ile
iretilen PAgNP’lerin iiretimi i¢in degisen ekstrakt konsantrasyonlarinda, degisen pH
degerlerinde (3-9), farkli sicakliklarda (25°C, 35°C, 45°C, 55°C, 65°C, 75°C, 85°C) ve
farkli reaksiyon siirelerinde (2 dk - 14 dk) UV-Visible spektra plazma rezonan (SPR)
degerleri 420 ile 458 nm arasinda degistigi goriilmistiir. TEM ve XRD analizlerine gore
elde dilen nanaopartikiillerin boyutlar1 9,43 nm ve 11,39 nm arasinda degisirken zeta
potansiyel degeri -8,8 mv olarak Ol¢iilmiistiir. PAgNP’lerin S.aureus ve E.coli
bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir (Mohamed, EI-Naggar

and Khalil, 2022).
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Irak propolislerinin sulu ekstrakti ile AgNP tiretimi i¢in yapilan ¢calismada, (1mM) giimiis
nitrat: propolis ekstraktin 9:1 oranindaki 24 saat sonraki reaksiyonu sonrasi iretilen
propolis glimiis nanopartikiillerin UV-VIS spektrofotometrede maksimum absorbansi 428
nm olarak Ol¢lilmiistiir. SEM analizleri sonucuna gore iiretilen AgNP’ler kiiresel yapida

PR

ve boyutlarinin 13 nm - 45 nm arasinda degistigi goriilmiistiir (Taqi et al. 2020).

2.2. Gida Ambalajlamada Pullulan

Pullulan, suda ¢oziinebilen, toksik olmayan, bir¢ok aktif bilesen i¢in tasiyict olma 6zelligi
olan ve film/lif olusturabilen dogal bir biyopolimerdir (Mulla et al. 2023). Gasti et al.
(2022), yaptig1 ¢alismada karanfil esansiyel yagi/ kitosan-¢inko oksit nanopartikiiller
iceren biyo-nanokompozit kitosan/pullulan filmler (CPCZC) gelistirmistir. Bu ¢alismada
karanfil esansiyel yagi kitosan-¢inko oksit nanopartikiillere enkapsiile edilmistir. Aktif
gida paketleme amaciyla gelistirilen fim antioksidan aktivite gosteririken ayni zamanda
P. aeruginosa, S. aureus, ve E. coli bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gostermistir.
Pullulan bazli biyo-nanokompozit filmler tavuk filetolarinin paketlenmesi ve sogutma
sicakliklarinda (8 + 2 °C) saklanmasi i¢in kullanilmistir. CPCZC film, kitosan/pullulan
film ile kaplanmig filetolar ve kaplanmamis filetolarin pH degisiklikleri depolama
sirasinda  izlenmis ve  gidanin  bozuldugunun  bir  gostergesi  olarak
kullanilmistir. Paketlenmemis tavugun pH', 2 giinliik depolamadan sonra hizli bir sekilde
yiikselmeye baslarken, paketlenmis numuneler i¢cin pH, 5 giinliik depolamaya kadar
standart taze tavuk pH araliginda (5,8-6) kalmistir. Gelistirilen antioksidan 6zellikteki
filmin lipitlerin/proteinlerin oksidasyonunu onleyerek gida bozulmasimi geciktirecegi

sonucuna varilmaistir.

Khalaf et al. (2013), ¢inko oksit nanopartikiiller, giimiis nanopartikiiller, kekik ve
biberiye yagi iceren pullulan bazli filmlerin hindi sarkiiteri etinin raf stabilitesi lizerindeki
etkisini aragtirmistir. L.monocytogenes ve S. aureus inokiile edilmis hindi sarkiiteri etinin
14 giinlik depolama siiresi boyunca yapilan mikrobiyal degerlendirmeler, glimiis
nanopartikiiller ve kekik esansiyel yagi ile birlestirilmis pullulan filmlerinin buzdolab1
kosullarinda hindi sarkiiteri etinin raf Omriinli uzatmada daha etkili oldugunu

gostermistir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2949824423001015#bib13
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Timol (THY) iceren porfirin metal-organik cergeve nanopartikiillerini (PCNNP'ler)
iceren  pullulan-polivinil  alkol ~ (PUL/PVA)  kompozit  nanofiber  film
(THY @PCN/PULL/PVA) gelistirilmistir. Gelistirilen kompozit THY @PCN/PULL/PVA
nanofiberler ¢ok cabuk bozulabilen iki gida olan iiziimlerin ve cileklerin yiizeyine
uygulanmistir. Kontrol tizim ve g¢ilek orneklerinde 7 giinlik depolamanin sonucunda
bozunma goriliirken, 151kl ve 1s1iksiz ortamda kompozit THY@PCN/PULL/PVA
nanofiberler uygulanan meyvelerin depolama siiresi boyunca herhangi bir kiif/bakteri

biiyiimesi olmadan kalitesinin korundugu bildirilmistir (Min et al. 2021).

Roy et al. (2021), et paketleme uygulamalarinda kullanilmak amaciyla ¢inko oksit (ZnO)
nanopartikiilleri ve propolis ekstrakti igeren pullulan/kitosan bazli aktif 6zellik gosteren
nanokompozit gida ambalaji gelistirmistir. ZnO nanopartikiiller Enoki mantarlarindan
yesil sentez yontemi ile tretilmistir. ZnO nanopartikiillerin ve propolis ekstraktinin
gelistirilen filmin seffafligi {lizerinde olumsuz etkilere neden olmadan mekanik
ozelliklerini ve UV bariyeri 6zelliklerini 6nemli dl¢lide gelistirmistir. Propolis ekstrakti
ile nanokompozit filmin antioksidan aktivitesini artirilirken, ZnO nanopartikiillerin ise
filmin antimikrobiyal etkinligini artirmasi saglamistir. Gelistirilen kompozit film domuz
etinin ambalajlanmasinda kullanilmistir. Kompozit pullulan/kitosan/ZnOPs/propolis film
ile sarilmig etlerin, paketlenmeyen etlerle kiyaslandiginda peroksit degerinin ve toplam
aerobik mikroorganizma sayisinin, istatistitiksel olarak onemli olgiide azaldig:

gorilmiistiir.

Rastali ve Chakkarakeli muzlarina kalsiyum kloriir ve limon suyu eklenen pullulan bazli
yenilebilir kaplamanin uygulanmasinin (Depolama kosulu: 25 £ 1 °C, 20 giin boyunca
%70 bagil nem) kalite parametrelerini koruyarak muzlarn kalitesinin korundugu ve
pullulan formiilasyonlariyla kaplanmis iki muz c¢esidinin, raf omriinii 20 giine kadar

uzattig1 goriilmiistiir (Ganduri, 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2949824423001015#bib34
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/meat-packaging
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/peroxide-value
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Kumar et al. (2020), yaptig1 ¢calismada, nar kabugu ekstrakt1 ile zenginlestirilmis kitosan-
pullulan kompozit yenilebilir kaplamanin hasat sonrasi Li¢i meyvesine uygulamasinda,
kontrol ornekleriyle karsilastirildiginda, 18 giinliik oda (23 +£3 °C, RH- %40-45) ve
soguk (4+£3 °C, RH %90-%95) saklama kosullar1 siiresi boyunca Li¢i meyvesinin
fizyokimyasal ve organoleptik kalitesinin korunmasinda etkili oldugunu ortaya

konmustur.

Bir diger calismada, galangal esansiyel yagi (GEO) iceren karboksimetil kitosan
(CMCS)/pullulan bazli aktif bir yenilebilir film gelistirilerek mango meyvesi iizerindeki
koruyucu etkisi test edilmistir. CMCS/Pul-8 %GEO (toplam kuru maddenin %8’i w/w)
filmi, 25 £ 1 °C'de 15 giinlik depolama siiresince mango meyvelerin agirlik kaybu,
sertligi, titre edilebilir asitligi, ¢Ozliniir kati madde oOzelliklerinin korundugu
bulgulanmistir. Ayrica, kontrol 6rneklerle karsilastirildiginda, film ile kaplanmig mango
meyvelerinin oda sicakliginda raf dmiirlerinin 9 giine kadar uzadig1 raporlanmustir. (Zhou

et al. 2021).

Raf omri kisa olan kestane iizerine yapilan bir calismada, peynir alti suyu proteini
izolati-pullulan (WPI-Pul) yenilebilir kaplamanin taze kavrulmus kestane (FRC) ve
kavrulmus dondurularak kurutulmus kestanin (RFDC) kalitesi ve raf omrii tizerindeki
etkisi 2 farkli depolama sicakligr (4°C ve 20°C) kosullarinda incelenmistir. WPI-Pull
kaplamasi diisiik sicakliklardaki saklama kosullarinda kavrulmus olan kestanalerde ve
kavrulmus ve dondurularak kurutulmus olan kestanelerde mikrobiyal {iremeyi
geciktirdigi ve kalite agisindan yiizey renk degisimini kontroliinde oldugu raporlanmistir

(Gounga et al. 2008).

Priyadarshi, et al. (2022), tarafindan Vitis vinifera tizim ¢ekirdegi ekstrakti (GSE) igeren
biyoaktif pektin/pullulan (PEC/PUL) film gelistirilmistir. Gelistirilen filmin E. coli ve L.
monocytogenes'e karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlemlemistir. Bu yenilebilir
film ile kaplanan ve 30 giin oda sicakliginda saklanan kavrulmus ve kavrulmamis yer
fistiklarinin peroksit degerinin kaplanmamis yer fistiklarina gore %75 daha az oldugu

saptanmigtir.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/pullulan
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2.3. Bu Tez Cahsmasimin Ozgiinliigii, Kapsam ve Hedefleri

1) Gida kayb1 ve atiklar kiiresel bir sorundur. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) raporlarina
gore Diinyada iiretilen gidalarin % 30-40’1 atik ve israf ediliyor. Gida tedarik zinciri
icerisinde siirdiiriilebilir uygun ambalajlama teknolojileri ile gida kaybi ve israfi
onlenebilir. Gelistirilecek olan aktif (antimikrobiyal/antioksidan) ambalaj sistemi gida
giivenligini saglayarak gida kayiplarinin azaltilmasina alternatif olabilecek, ayn1 zamanda
plastik ambalaj atiklarina alternatif gilivenilir, biyo-bozunur g¢evreye dost bir ambalaj
olacagindan atiklarin Onlenmesi konusunda da alternatif bir ¢oziim i¢in farkli bir

yaklagim gelistirilmis olacaktir.

2) Gida ambalajlama sistemlerinde kullanilan dogal bilesenlerin ¢ogu Gram (+)
bakterilerine karsi etkinlik gosteririken Gram (-) bakterilerine kars1 etkili ajanlarin sinirli
olmasi litetatiirde bir bosluktur. Bu amagla gelistirilecek olan gida ambalajinin hem
gidalarda mikrobiyal olarak bozunmalara yol acan bozulma yapan bakterilere ve patojen
bakterilere kars1 etkili bir gida ambalaj sistemi tasarlanarak gida giivenliginin saglanmasi

amaciyla 6zgiin olacag diistiniilmektedir.

3) Ayrica literatiire ¢coklu tabakali ¢ift etklili Gram (+) ve Gram (-) bakterilerine karsi
etkili) ¢evre dostu, biyobozunur bir aktif ambalaj tasarlanarak, antimikrobiyal etkinlik

saglanarak literatiirdeki eksiklige katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

4) Yenilik¢i ektraksiyon yontemi olan, hizli solvent ekstraksiyon yontemi (ASE) ile
ekstrakte edilen propolisin gida ambalaj sistemlerinde etkinligi ve uygulanabilirligi test
edilmis olacaktir. Boylece farkli ekstraksiyon tekniklerinin uygulama alanlar1 spesifiklik

kazanabilecektir.

5) Yesil sentez yontemi ile propolis kullanilarak iiretilecek glimiis nanopartikiiller i¢in
optimum iretim kosullart belirleneceginden, {iretilen AgNP’ler, ve gelistirilen
ekstraksiyon yontemlerinin farkli kullanim alanlarinda uygulanabilirligi, ayn1 zamanda
An ve An fiiriinleri i¢cin PILOT Universite segilen Bingdl Universitesinin Bolgesel
Kalkinma Odakli Misyon Farklilasmasi ve Ihtisaslasmasi Programi alanma katki

saglayacagi diisiiniilmektedir.



1)

2)
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Bu tez ¢alismasi o6ncelikle 2 boliimden olusmaktadir;

Bu tez caligmasinin birinci boliimiinde sulu propolis ekstrakti kullanilarak farkli sulu
propolis ekstratlarinin farkli pH, ve giimilis nitrat konsantrasyonlarinda ve farkli
ultrasonik siire uygulamalarinda glimiis nanopartikiil {iretimi i¢in optimum kosullarin

sulu propolis ekstrakti kullanilarak belirlenip karakterize edilmesi hedeflenmistir.

Sulu propolis ekstrakti kullanilarak optimize edilen sartlarda yenilik¢i bir ekstraksiyon
yontemi olan ASE propolis ekstrakti ve ASE propolis ekstrakti kullanilarak iretilen
glimiis nanopartikiiller (ASE-AgNP) ile gida ambalajli gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
amagla dogal mikrobiyal bir ekzopolisakkarit olan pullulan polimeri kullanilarak 3
katmanli; 1. katman1 ASE-AgNP, 2. Katman1 ASE-AgNP/ASE-Propolis ve 3. katmani ise
ASE-Propolis iceren nanofiber yapida c¢ok katmanli pullulan bazli, gida gilivenligini
iyilestirmek i¢in antimkrobiyal 6zellikte aktif nanofiber yapili gida ambalaji gelistirmek

hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez kapsaminda kullanilan pullulan Hayashibara Co. Ltd. (Tokyo, Japan) firmasindan
temin edilmistir. Etanol (>99.9 %HPLC) Isolab (istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin
edilmistir. Tryptone soy agar (TSA) ve Mueller Hinton Broth (MHB), Merck'ten
(Darmstadt, Almanya) satin alinmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan propolis Bing61’iin
Karliova ilgesinden, Bingdl 1li Arn Yetistiricileri Birliginden 2022 yilinin ilkbahar

aylarinda temin edilmistir.

3.2. Propolis Sulu Ekstraktinin Hazirlanmasi

Propolis 6rnekleri Bingdl Ilinin Karliova ilgesinden 2022 yilinda temin edilmistir. Temin
edilen propolisler -20 °C’de depolanmistir. Propolisler 6giitiicii (Emir Makine, Tiirkiye)
yardimi ile 6giitlilerek homojen hale getirilmistir. Homojen propolisler 1:10 (Propolis:Su)
oraninda su ile karigtirilarak su banyosunda 60 °C’de 1 dk bekletildikten sonra ultasonik
homojenizatérde (Bandelin, isveg) %60 pulsede 5 dk homojen hale getirildikten sonra
once 2 defa kaba filtreden sonrada 2 defa ince filtreden siiziildiikten sonra sulu propolis
(SP) ekstrakti rotary evaporatérde (Buchi, Isveg) yogunlastirildiktan sonra liyofilize
edilerek elde edilmistir (Priyadarshini et al. 2018). Elde edilen ekstraktlar analizlerde

kullanilmak tizere -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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Sulu Propolis Ekstrakti ] [ Sulu Propolis ve Giimiiy nitrat ] Propolis-Giimiis Nanopartikiil ]

Sekil 3.1. Giimiis partikiil sentezi

3.3. Giimiis Nanopartikiillerin Uretimi ve Optimizasyonu

Sulu propolis ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemi ile glimiis nanopartikiiller (SP-
AgNP’ler) iretilmistir. SP-AgNP’lerin optimizasyonu i¢in yanit yiizey yontemi (RSM)
ile Box-Behnken design (BBD) deeny tasarimi kullanilarak optimizasyon caligmalari
gerceklestirilmistir. Yesil sentez prosesinin etkileyen, bagimsiz degiskenler olan glimiis
nitrat konsantrasyonu (1, 3 ve 5 mM), farkli siirelerde ultrasonik ses dalgalari
uygulamalar (2 dk, 3 dk, ve 4 dk) ve farkli pH’lardaki (9, 10,5 ve 12) sulu propolis
ekstratlarinin giimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel degeri ilizerine etkisi incelenmistir.
Box-Behnken design tasarimi ile AgNP iiretimi i¢in optimize sartlar tespit edilmistir.

Box-Behnken tasarimi i¢in kullanilan sartlar yogun 6n ¢alismalar1 sonucu belirlenmistir

(Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Box-Behnken deney tasarimi sartlari

Faktor Faktor ismi Birimi Minimum | Maximum
A Propolis pH 9 12
B Giimiis Nitrat Konsantrasyonu mM 1 5
c Ultrasonikasyon Uygulama Siiresi dak 2 4
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Giimiis nanopartikiil iiretimi igin, 2 gram liyofilize sulu propolis ekstraktt 100 ml
deiyonize suda ¢oziindiiriiliip 6nce kaba filtre sonra ince filtre kdgidindan gegirildikten
sonra propolis ¢ozeltisinin pH’s1 siras1 ile 9, 10,5 ve 12’ye ayarlanmigtir. Daha sonra
propolis ¢ozeltisi ve AgNO3 orani1 1:3 olacak sekilde karistirilip, 60°C’de 30 dk 500 rpm
de karistirilarak elde edilmistir. 30 dk karistirma siiresi sonunda Box-Behnken deney
tasarimi sartlarina gore farkli sonikasyon (2 dk, 3 dk, ve 4 dk) stirelerinde %50 pulse da
ultrasonik homojenizatér (Bandelin, Almanya) yardimi ile homojenize edilerek
tiretilmistir. Uretilen nanopartikiiler, santrifiij yardimu ile ¢oktiiriiliip steril su ile 2 defa

yikandiktan sonra 60 °C’de 24 saat etlivde kurutularak elde edilmistir.

[ Sulu Propolis Nanopartikiillerin Optimizasyonu ]

Sekil 3.2. Sulu glimiis nanopartikiil optimizasyonu

3.4. Sulu Propolis Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sulu propolis ekstrakti ile {iretilen giimiis nanopartikiillerin yapisinin karakterizasyonu
icin, UV/VIS spektrofotometrede (Jasco V-650, Japan) 200 ile 900 nm arasinda (1 nm
hassasiyete) tarama yapilarak giimiis nanopartikiiller i¢in maksimum absorbans degeri
Olctilmiistiir. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile ayrica grid iizerinde dokiilen
orneklerin partikiil boyutu detayli olarak belirlenmistir. Taramali elektron mikroskobu

(SEM, JEOL, JSM 6515, Japonya) ile ornekler altin-paladyum karisimi ile kaplanarak
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analiz edilmistir, ayrica SEM-EDX analizi ile de elemental haritalama yapilarak glimiis

(Ag) degeri (%) olarak belirlenmistir.

Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR, PerkinElmer LS-55, ABD) propolis ve
AgNP fonksiyonel gruplarinin etkilesimi 500-4000 cm™ de 4 cm™ de 32 tarama yapilarak
incelenmistir. X-1sinlar1 kirnim (XRD, Philips X’Pert Pro) i¢in 20 degeri 5 ile 80
arasinda metalik AgNP’lerin kristal izdistimleri belirlenmistir.  AgNP’lerin  Zeta
potansiyel degeri ve pargacik boyutu analizleri NanoPlus-3, (Zeta/nano particulate
analyzer, Micromeritics Instruments Corporation, ABD) cihazi yardimi ile 3 tekrarh
olacak sekilde gergeklestirilmistir (Roy et al. 2010; Kothai and Jayanthi, 2015; Barbosa et
al. 2019; Taqi et al. 2020; Al-Fakeh et al. 2021; Tosun and Kaplan 2022).

35. Sulu Propolis Giimiis Nanopartikiillerin Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonlarimin (MIK) Belirlenmesi

SP-AgNP’ler ve ASE-AgNP’lerin minimum inhibisyon konsantrasyonlarinin
belirlenmesi i¢in Gram (+); Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus NRRL-
B-3711, ve Gram (-); Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 bakterileri kullanilmigtir. AgNP’lerin
antimikrobiyal etkinligi, triptik soy broth (TSB) (Merck, Almanya) ile aktiflestirilen
bakteriler, MacFarland ile 0,5 ayarlanarak, Mueller Hinton Broth (MHB), (Merck,
Almanya) ile Buyyon diliisyon testi CLSI (2018) standartlarinin 6nerdigi dogrultuda seri
diliisyonlar hazirlanmis (2 pg/mL den 1024 pg/mL) ve 96 oyuklu plaka kullanilarak
gerceklestirilmistir. Plakalar kapagi kapatilarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmis ve
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri 2,3,5-Triphenyl-2H-tetrazolium
chloride (TTC) kullanilarak belirlenmistir (Barbosa et al. 2019; Kothai and Jayanthi,
2015).
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3.6. ASE Propolis Ekstraktinin Hazirlanmasi

ASE propolis ekstraktt hizli solvent ekstraksiyon yontemi (ASE) ile Charland et al.
(2021) tarafindan kullanilan metod modifiye edilerek gergeklestirilmistir. Kisaca ASE
cihazi (Sekil 3.3) (Thermo Dionex Ase-350, ABD) solvent olarak %70 etanol, statik mod,
1500 psi barda 60°C, 1 dongii (cycle) kullanilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlar anailzlerde kullanilmak tizere -20°C’de

muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.3. Calismada kullanilan ASE ekstrasiyon ¢ihazi

3.7. ASE Propolis Ekstrakti ile Giimiis Nanopartikiillerin Uretilmesi ve
Karakterizasyonu

ASE propolis ekstrakti ile giimiis nanopartikiillerin hazirlanmasi, optimizasyonu ve

karakterizasyonu Boliim 3.4 ve 3.5 ’te aciklandig1 gibi gergeklestirilmistir.

3.8. Giimiis Nanopartikiil/Propolis/ AgNP Elektrospun Nanofiber Filmlerin Uretimi

Elektrospun nanofiber film (ENF) iiretimi i¢in Celebioglu and Uyar (2021) tarafindan
gelistirilen yontem modifiye edilerek nanofiber filmler tiretilmistir. Pullulan sulu ¢ozeltisi
agirlikca %20’lik pullulan (%20 w/v, agirlik/hacim) ile hazirlanmistir. ASE propolis %4
(w/v) ve ASE-AgNP’ler %2 (w/v) olacak sekilde pullulan polimer ¢ozeltisine ilave

edilerek elektrospun nanofiber filmler hazirlanmistir. Cok katmanli pullulan bazl
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elektrospun nanofiber filmlerin 1. Katmani; pullulan ASE-AgNP iceren (PAgNPF)
elektrospun nanofiber film, 2. Katmani; pullulan/ASE-AgNP ve ASE propolis eksrakti
(PAgNP-PF) elektrospun nanofiber film ve 3.Katmani ise sadece ASE propolis iceren
(PPF) elektrospun nanofiber film soliisyonlar1 hazirlanmistir (Sekil 3.4.). Nanofiber
iretimi icin siringa pompasi, silindir toplayict ve giic kaynagindan olusan dikey
elektrospin cihaz1 Optosense (Teknotip, Ankara, Tirkiye) kullanilmigtir. Nanofiber
tiretim kosullari; 22 kV voltaj, 12 cm toplayict ile igne ucu arasi uzaklik ve 0,5 mL/s
besleme hizinda nanofiberler toplanmistir. Bu ¢alismada iiretilen nanofiberler ve kodlari
Tablo 3.2’de verilmistir. Kontrol elektrospun nanofiber film olarak sadece pullulan
kullanilmistir (PCF) ve ¢ok katmanli elektrospun nanofiber film ise ii¢ katmanida igeren

elektrospun nanofiber (PKF) filmden olusmaktadir.

Pullulan / AgNP
=)

e/

Pullulan/Propolis

Sekil 3.4. Giimiis nanopartikiil/propolis/AgNP elektrospun nanofiber filmlerin tiretimi

Tablo 3.2. Elektrospun nanofiber filmler ve kodlar1

Elektrospun  Nanofiber | Elektrospun Nanofiber Filmler

Film Kodlar

PAgNPF Elektrospun pullulan AgNP nanofiber film
PAgNP-PF Elektrospun pullulan AgNP /Propolis nanofiber film
PPF Elektrospun pullulan propolis nanofiber film

PKF Elektrospun pullulan katmanli nanofiber film

PCF Elektrospun pullulan kontrol nanofiber film
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3.9. Pullulan Elektrospun Nanofiber Filmlerin Karakterizasyonu

Elektrospun nanofiber filmlerin karakterizasyonu Bolim 3.4’te verilen ydntemler
elektrospun nanofiber filmler icin modifiye edilerek uygulanmistir (Arserim-Ugar et al.
2021; Celebioglu and Uyar (2021).

3.10. Pullulan Elektrospun Nanofiber Filmlerin Antimikrobiyal Ozellikleri

Gelistirilen PAgNPF, PAgNP-PF, PPF, PKF ve PCF elektrospun nanofiber filmlerin
antimikrobiyal etkinligi Gram (+) bakteriler; Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus NRRL-B-3711, Listeria Innocua ATCC 33090, ve Gram (-) bakteriler;
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enterica subsp enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 karsi test edimistir.
Fiber filmlerin antimikrobiyal etkinligi (Qin et al. 2022) yontemi modifiye edilerek
uygulanmistir. Kisaca, test bakterileri Muller Hilton agar yiizeyine inokiile edilerek
gelistirilen filmlerin antimikrobiyal etkinligi, agar well diflizyon yontemi ile
belirlenmistir. Antibakteriyel etkinlik, inhibisyon zon ¢aplarinin (mm) dijital kumpas ile
Olciilmesi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak sadece pullulan fiber filmler
kullanilmigtir.  Pozitif kontrol olarak ampicilin (10pg) ve gentamisin  (10pg)

kullanilmastir.

3.11. istatistiksel Degerlendirme ve Optimizasyon

Bu ¢aligmada istatistiksel analizler i¢in Minitab 17 (Minitap, Inc.) ve Design-Expert 12

(Stat-Ease Inc.) istatistik programilar kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bitki 6ziitii yada biyolojik materyalin miktar1 ve bilesimi, metal iyonu konsantrasyonu,
reaksiyon sicakligi ve siiresi ve reaksiyon karistminin pH’s1 gibi faktorler iiretilmek
istenilen giimiis nanopartikiiliiniin sekli, boyutu, morfolojisi ve kristal yapis1 iizerine etki
eden faktorlerdir (Kumar et al. 2021). Bu tez ¢alismasinin bu boliimiinde giimiis nitrat
(AgNO3) ve propolis sulu gozeltilerinin orani (3:1) ve reaksiyon sicakligir (60°C) sabit
tutularak, bagimsiz degiskenler olan giimiis nitrat konsantrasyonu, farkli siirelerdeki
ultrasonik ses dalgalar1 uygulamalar1 ve farkli pH’lardaki sulu propolis ekstratlarinin

giimiis nanopartikiillerinin zeta potansiyel degeri lizerine etkisi incelenmistir.

Fiber film iretimlerinde nanopartikiillerin  ¢ozeltilerdeki stabilitesi  6zellikle
elektrospining siiresince siringada ¢okme ve kolloidal c¢ozeltilerde homojen dagilmasi
onemli oldugundan zeta potansiyel degeri optimize edilmistir. Bu tez ¢aligmasinin bu
boliimiinde, sulu propolis ekstrakti ile, bagimsiz degiskenler olan farkli pH’lardaki sulu
propolis ekstratlari, glimiis nitrat konsantrasyonlar1 ve farkli siirelerde ultrasonik ses
dalgalar1 uygulamalarinin glimiis nanopartikiil (AgNP) iiretimi i¢in optimum iiretim
kosullari, sulu propolis ekstrakti kullanilarak belirlenip karakterize edilmesi

amaclanmustir.

4.1. Sulu Propolis Ekstrakti ile Giimiis Nanopartikiillerin Optimizasyonu

Sulu propolis ekstraktt kullanilarak bagimsiz degiskenler olan; giimils nitrat
konsantrasyonu ve farkli siirelerde ultrasonik ses dalgalart uygulamalar1 ve farkl
pH’lardaki sulu propolis ekstratlari ve bagimli degisken olan zeta potansiyel (ZP)

degerleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. BBD Dizayn optimizasyon tablosu

Bagimsiz Degiskenler Bagimli Degisken
Deney Sayisi A B C Y1

| oo | Sembasron |z
1 9 5 3 -33,66+1,78
2 9 3 4 -5,83+1,40
3 12 1 3 -21,01+0,46
4 10,5 5 4 -9,76+2,69
5 10,5 3 3 -9,3+0,53
6 12 3 2 -8,37+1,18
7 10,5 3 3 -9,96+1,71
8 10,5 3 3 -9,17+0,90
9 10,5 1 4 -9,66+2,33
10 10,5 1 2 -10,98+0,55
11 9 3 2 -13,44+2,57
12 10,5 3 3 -12,64+2,80
13 12 5 3 -25,3+2,85
14 9 1 3 -13,38+1,40
15 10,5 5 2 -16,81+3,69
16 10,5 3 3 -12,7+0,82
17 12 3 4 -14,25+2,41

Gilimiis nanopartikiillerin iiretiminde proses parametlerinin 6nemli oldugu bircok
arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Barbosa et al. 2019; Priyadarshini et al. 2018). Bu
caligmada giimiis nitrat ve propolis sulu ¢6zeltilerinin orani (3:1) ve reaksiyon sicakligi
60°C sabit tutularak ¢alisma gergeklestirilmistir. Bagimsiz degiskenler olan giimiis nitrat
konsantrasyonu, farkli siirelerde ultrasonik ses dalgalar1 uygulamalart ve farkli
pH’lardaki sulu propolis ekstratlar1 ve bagimli degisken olan zeta potansiyel degerlerinin
analiz edildigi Box-Behnken modelinin ANOVA tablosu sonuglarina gore; 20,63 Model
F degeri (p-degeri 0,0003) ve 0,9637 R?, 0,9169 RZadj., ve 14,50 C.V degerlerine gore

secilen modelin 6nemli oldugu goriilmiistiir.

ANOVA tablosundaki model terimlerinin p degerinin 0.050’den kiigiik oldugu terimler
anlamli olarak kabul edilmektedir. ANOVA tablosu AB, AC, A?, B?, C?, ve A’B (p<0,05)

terimlerinin anlamli oldugunu gostermistir.
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Modelin denklemi;

Zeta (mV)=-10,75-0,3275 *A-1,48*B+1,26*C+4,00*AB-3,37*AC-5,63*A?-
6,96*B+5,91*C?-4,66*A’B (4.1)

Box-Behnken deneysel modelinin analiz sonuglarina gore zeta potansiyel degerinin
optimizasyonu i¢in optimum kosullarin verildigi rampa fonksiyon grafiklerine gére (arzu
edilebilirlik 0,985), optimum zeta potansiyel degerine sahip giimiis nanopartikiiller
tretmek i¢in optimum iiretim parametreleri; sulu propolis pH=11,82, giimiis nitrat
konsantrasyonunun 4,99 mM ve ultrasonik ses dalgalari uygulama siiresi 4 dk olarak
bulunmustur. Box-Behnken deneysel tasarimin verdigi optimum noktalar deneysel olarak
dogrulanip, optimum noktada giimiis nanopartikiiller {iiretilmistir. Optimum noktada
deneysel olarak tiretilen SP-AgNP’lerin zeta potansiyel degeri -16,99+ 0,63 mV ile

P

-18,71+ 0,35 mV arasinda degistigi goriilmistiir. Partikiil boyut degeri ise 64,2+0,55 nm

ile 65,03+0,45 nm araliginda degistigi gortilmistiir (Sekil 4.11).

Farkl1 glimiis nitrat konsantrasyonu ve farkli pH’lardaki sulu propolis ekstratlarinin sulu
propolis AgNP’lerin zeta potansiyel degeri iizerine etkisinin yanit yiizey grafigi
Sekil.4,1°de, farkl: siire ultrasonik ses dalgalari uygulamalarinin ve farkli pH’lardaki sulu
propolis ekstratlarinin sulu propolis AgNP’ler iizerine etkisinin yanit yiizey grafigi ise

Sekil.4.2°de gosterilmistir.
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Factor Coding: Actual
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Sekil.4.1. Giimiis nitrat konsantrasyonlarinin (mM) ve farkli pH’lardaki sulu propolis ekstratlarinin sulu
propolis AgNP’lerin zeta potansiyel degeri lizerine etkisinin yanit yiizey grafigi
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3D Surface

Zeta
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Sekil.4.2. Farkli siire ultrasonik ses dalgalari uygulamalarinin ve farkli pH’lardaki sulu propolis
ekstratlarinin sulu propolis AgNP’lerin zeta potansiyel degeri lizerine etkisinin yanit yiizey grafigi
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4.1.1. Optimize Sartlarda Uretilen AgNP ve Propolis Ekstraktlarmmm UV-VIS
Spektrum Analizleri

Sulu propolis ekstrakti kullanilarak optimize sartlarda tiretilen SP-AgNP’lerin 200-900
nanometre aralifinda maksimum absorbsiyon taramasi UV/VIS spektrofotometre (Jasco
V-650. Japan) kullanilarak belirlemistir. SP-AgNP’lerin 330 ile 500 nm arasinda
maksimum absorbans piki 408 nm’de (Sekil 4.3), ASE-PAgNP’lerin 376 ile 463 nm

arasinda maksimum absorbans piki ise 420 nm’de (Sekil 4.4) gozlemlenmistir.

4.99 mM AgNO3 Propolis Propolis pH11.82 SPAgNP
35

3 —ASE AgNP

25

Absorbans (Abs)

Absorbans (Abs)
-
&

300 400 500 600 700 800 900
15

Dalgaboyu (nm)

0,5

300 400 500 600 700 800 900

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3. Optimum sartlarda sulu propolis ekstrakti ile Uretilmis AgNP’lerin UV-vis absorbsiyon

spektrumlari
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Sekil 4.4. Optimum sartlarda ASE propolis ekstrakti ile iiretilmis AgNP’lerin UV-vis. absorbsiyon

spektrumlari

Yesil sentez yontemini ile tiretilen giimiis nanopartikiil calismalarinda AgNP’lerin 400-
500 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki verdigi goriilmiistiir (Kothai and
Jayanthi 2015; Priyadarshini et al. 2018; Barbosa et al. 2019; Tosun and Kaplan 2022).
Tosun and Kaplan (2022), beyaz propolis ile optimize sartlarda iiretilen AgNP’lerin
maksimum absorbans degerini 420 nm olarak saptamislardir. Amerikada ticari olarak
satilan propolis tozunun sulu ekstrakti ile yesil sentez yontemi kullanilarak yapilan bir
caligmada ise, iiretilen AgNP’lerin maksimum absorbans degeri 420 nm olarak tespit

edilmistir (Priyadarshini et al. 2018).

Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakti ile optimum sartlarda iiretilen AgNP’lerin
maksimum absorbans degeri AgNP iiretim reaksiyonundan 30 dak sonra 412 nm ve 24
saat sonra ise 420 nm olarak rapor edilmistir (Barbosa et al. 2019). Hindistanin Khanpur.
U.S. Nagar. Uttarakhand-263153 bolgesinden toplanan propolislerin etanol ekstraktlar
ile AgNP’ler {iretilmistir (Roy et al. 2010). Bu calismada propolis esktraktt pH
degerlerinin (10.62, 8.05 ve 10.62) iiretilen AgNP’lerin plasmon piki degerleri {izerine

etkili oldugu goézlemlenmistir.
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Misir’in Alwahat bolgesinden toplanan propolislerin sulu ekstrakt: ile yesil sentez yolu
ile iiretilen PAgNP’lerin iiretimi igin degisen ekstrakt konsantrasyonlarinda pH (3-9) ve
sicaklik (25°C 35°C 45°C 55°C 65°C 75°C 85°C) degerlerinde ayrica degisen reaksiyon
stirelerinde (2-14 dak) UV-VIS spektra plazma rezonan (SPR) degerlerinin 420 ile 458

v

nm arasinda degistigi rapor edilmistir (Mohamed at al. 2022).

4.1.2. Optimize Sartlarda Uretilen AgNP’lerin ve Propolis Ekstraktlarinin SEM,
TEM ve EDX Analizleri

Sulu propolis ekstraksiyonu ile iiretilen AgNP’lerin yiizey morfolojileri, sekilleri ve
boyutlar1 SEM analizi ile belirlenmistir. Sulu propolis ektraksiyonu ile iiretilen SP-
AgNP’lerin SEM analizi ile ol¢iilen ortalama boyutlarinin 25,25 £6,06 nm oldugu
goriilmiistiir. SP-AgNP’lerin SEM ve EDX grafigi Sekil 4.5°de verilmistir. Ayrica
yapilan TEM analizi ile de yiizey morfolojisi ve ortalama boyutlar dogrulanmistir (Sekil
4.6). ASE-AgNP’lerin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri Sekil 4.7°de verilmistir.
ASE-AgNP’lerin boyutlarinin 50 nm’den kii¢iik oldugu goriilmiistiir. Amerikada ticari
olarak satilan propolis tozunun sulu ekstrakti ile yapilan ¢alismada (Priyadarshini et al.,
2018) vyesil sentez yontemi kullanilarak iiretilen AgNP’lerin TEM analizi sonuglarina
gore lretilen giimiis nanopartikiillerin kiiresel yapida ve boyutlarinin 100 nm den kiigiik
oldugu bulunmustur. Ayrica giimiis varligt EDX analiz ile de dogrulanmistir
(Priyadarshini et al. 2018).

Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakt: ile iiretilen AgNP’lerin kiiresel geometriye
sahip oldugu TEM analizi ile dogrulanmistir (Barbosa et al. 2019). Irak propolislerinin
sulu ekstrakti ile iiretilen AgNP’lerin SEM analizleri sonucuna gore kiiresel yapida ve 13-

45 nm arasinda degisen boyutlarda oldugu goriilmiistiir (Taqi et al., 2020).
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Sekil 4.5. Optimum sartlarda sulu propolis ekstrakti ile tiretilmis AgNP’lerin a) 100 000x b) 400 000X
biiyiitmede SEM goriintiileri ve ¢) SEM-EXD grafigi

Sekil 4.6. SP-AgNP’lerin a) 200 nm ve b) 100 nm’ de TEM goriintiileri
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Sekil 4.7. Optimum sartlarda ASE-AgNP’lerin a) 100 000x b)200 000b biiyiitmede SEM goriintiileri

4.1.3. Optimize Sartlarda Uretilen AgNP’lerin ve Propolis Ekstraktlarimn FTIR
Spektrumu Analizleri

Optimize sartlarda iiretilen SP-AgNP’lerin ve sulu propolis (SP) ekstraktinin FTIR
spektrumu Sekil 4.8°de verilmistir. Propolis sulu ekstrakti, ve SP-AgNP’lerin 1719 ve
1100 cm™deki spektrumlari karboksilik grubun varligmi gostermektedir. Sulu propolis
ekstraktinin FTIR bantlarinin ¢ogu triterpenoidlerin, flavonoidlerin, furanoidlerin,
sekerlerin, kumarinlerin, tanenlerin, asitleri ve fenollerin varligin1 gostermektedir
(Priyadarshini et al. 2018). Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakti ile iiretilen
AgNP’lerin  FTIR spektrumundaki 3419 cm™’deki merkez bantlarn propolisin
yapisindaki hidroksillere, 1637 cm™’deki bantlarin karboksilleri ve karbonilleri, 1380 cm-
11100 cm™deki bantlarin heterosiklik bilesiklerle ilgili (C-O-C) alkoloidlerde ve
flavonlarin varligm ve 831 cm™’deki bantlarin glikozitlerin varligmi gosterdigi rapor
edilmistir. Propolis AgNP’lerinin FTIR spektrumunda ise 3454 cm™’deki hidroksil
bolgesinde bir bant yer degistirmesi gézlemlenmistir (Barbosa et al. 2019). Propolisin
yapisindaki poliollerin giimiisiin indirgenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.
1684 cm™deki genis pikin doymamis karbonil grubundan kaynaklandigin1 ve bunun
glimiis iyonlarini indirgedigi diisiiniilmektedir (Roy et al. 2010).
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Sekil 4.8. Optimize sartlarda iiretilen SP-AgNP’lerin ve sulu propolis (SP) ekstraktinin FTIR spektrumu

4.1.4. Optimize Sartlarda Uretilen AgNP’lerin ve Propolis Ekstraktlarinin TGA
Analizleri

SP-AgNP’lerin ve sulu propolis (SP) ekstraktinin termal kararliliklar1 termogravimetrik
analiz (TGA) ile test edilmistir (Sekil 4.9.). Sekil 4.9’daki verilere gore {iiretilen SP-
AgNP’lerin termal kararliligi sulu propolis (SP) ekstraktlarindan daha 1yi oldugu
gorilmiistiir. Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakti ile iiretilen AgNP’lerin TGA
grafiginde 80,10°C ve 107,80 °C’deki %15 agirlik kaybt ve 274,89 ve 355,20 °C’deki
yaklagik %66 agirlik kaybi olarak 2 tane termal degradasyona ugradigi gézlemlenmistir
(Barbosa et al. 2019).
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Sekil 4.9. Optimize sartlarda tiretilen SPAgNP’lerin ve sulu propolis (SP) ekstraktinin termogravimetrik
analiz agirlik kaybi grafikleri

4.1.5 Optimize Sartlarda Uretilen AgNP’lerin XRD Analzileri

Sulu propolis ekstrakti ile iiretilen SP-AgNP’lerin kristal yapis1 X-1s11 kirinimi yontemi
(XRD) kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.10). Sekil 4.10’de SP-AgNP’lerin
21,53°/38,26°/44,57°/45,63°/64,52° ve 77,53°°de 20 degerindeki kristal piklerinin
literatiirde yapilan ¢aligmalar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Priyadarshini et al. (2018)
caligmasinda Amerikada ticari olarak satilan propolis tozunun sulu ekstrakt: ile yesil
sentez yontemi ile iiretilen AgNP’lerin XRD spektrumlar1 olan 38°/44,5°/64,7° ve 77,7°
deki Bragg pikleri (111), (200), (220) ve (311) yansimalari AgNP’lerin kiibik yapida
oldugunu gostermektedir. Baska bir ¢aligmada kirmizi Brezilya propolisinin etanol
ekstrakti ile iiretilen AgNP’lerin kristal diizlemlerinin analizi XRD analizi ile yapilmistir.
38,04°/ 44,80°/64,54°/77,26° ve 81,32 °’de 20 acilarmin (111), (200), (220), (311),
(222), metalik giimiisiin kiibiik kristal yiiz yapisinin ana diizlemlerine %50,32 kristal yap1
degeri ile karsilik geldigi goriilmiistiir (Barbosa et al. 2019).
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Sekil 4.10. Optimum sartlarda iiretilen SP-AgNP’lerin X-1s11 kirinimi (XRD) analizi

4.1.6.0ptimize Sartlarda Uretilen AgNP’lerin DLS Analizleri

Box-Behnken tasarimi ile verilen deneyler ve optimize sartlarda iiretilen SP-AgNP’lerin

parcacik boyutu Olglim grafigi Sekil 4.11°de, ASE-AgNP’lerin ise Sekil 4.12°de
verilmistir. Optimize sartlarda {iretilen SP-AgNP’lerin parcacik boyutunun 64,2+0,55 nm
ile 65,03+0,45 nm araliginda degistigi gorilmiistiir. Zeta potansiyel degeri ise -16,99+
0.63 mV ile -18,71+ 0,35 mV arasinda degistigi goriilmiistiir. Optimize sartlarda tiretilen
ASE-AgNP’lerin pargacik boyutunun 137,9+7,45 nm ile 150,96+11,10 nm arasinda
degistigi zeta potansiyel degerinin ise -48,81+ 1,16 mV ile -55,77+ 1,09 mV arasinda
degistigi goriilmistiir. Sulu propolis glimiis nanopartikiillerininin {iretildigi optimum
kosullarda ASE propolis ekstrakti ile tiretilen ASE-AgNP’lerinin pargacik boyununun
SP-AgNP’lerinin parcacik boyutundan daha biiyiik oldugu ve ASE-AgNP’lerin zeta
potansiyel degerinin ise daha yiiksek oldugu ve goriilmiistiir. Bu sonuglara gore ASE

propolis ekstrakti ile optimum tiretim sartlarinda daha stabil AgNP’ler {iretilmistir.
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Sekil 4.11. Optimum sartlarda sulu propolis ekstrakt ile iiretilmis SP-AgNP’lerin parcacik boyutu
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Tosun and Kaplan (2022), yaptiklar1 ¢alismada optimize sartlarda iiretikleri beyaz
propolis AgNP’lerin boyutlarin1 108,2 nm ve zeta poatansiyel degerini ise -22,3 mV
olarak tespit etmislerdir. Priyadarshini et al. (2018), yesil sentez yontemi kullanarak
Amerikada ticari olarak satilan propolis tozunun sulu ekstrakti ile iiretilen AgNP’lerin
0,165 polidispersite indeksinde pargacik boyutunu 113,6 nm oldugu rapor edilmistir.
Bagka bir ¢alismada Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstrakti ile tiretilen AgNP’lerin
boyutlarinin zamanla degisimini incelenmistir. Dinamik 1s1k sa¢ilim spektrumlarina gére
(DLS) AgNP’lerin parcacik boyut degerleri iiretimden 30 dk sonra 109+0,81 nm, 1 saat
sonra 116,2+1,78 nm, 2 saat sonra 101,9+1,29 nm, 3 saat sonra 98+1,07 nm ve 24 saat
sonra 81+1,07 nm olarak Olciilmiistiir. AgNP {iretiminden sonraki siirenin pargacik
boyutu iizerine etkili oldugu gézlemlenmistir. 24 saat sonra UV-Vis spektrofotometre ile
yapilan Ol¢limlerde nanopartikiillerin daha yiiksek absorblanma o6zelligi gosterdigi
gozlemlenmistir. Bu c¢alisma sonuglarina goére saflastirma isleminin ve glimiis
nanopartikiillerin toz halde iiretiminin 24 saat sonra yapilmasi gerektigi sonucuna

varilmistir (Barbosa et al. 2019).

4.1.7. AgNP’ler ve Propolis Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lar:

Sulu ve ASE propolis ekstratlarinin, SP-AgNP ve ASE-gNP’lerinin antimikrobiyal
aktiviteleri, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) Buyyon diliisyon testi ile Gram
(-) bakterileri, E. coli, S. Typhimurium ve Gram (+) bakterileri, B. cereus, S. aureus karsi
belirlenmistir. Sulu propolis ekstratlarinin ve SP-AgNP’lerinin Gram (-) bakterilerinin
Gram (+) bakterilerine gore daha diregli oldugu gézlemlenmistir. E. coli susu en direngli
Gram (-) bakteri olurken. S. aureus susu en hassas Gram (+) Dbakteri oldugu
gozlemlenmistir. SP-AgNP’lerinin ve sulu propolis ekstratlarinin minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MiK) Tablo 4.2 ve ASE-PAgNP’lerin ve ASE propolis ekstraktinin
MIK degerleri ise Tablo 4.3’de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. SP-AgNP’lerinin ve sulu propolis ekstraktinin MIK degerleri

Mikroorganizmalar MIK(ng/mL)
Optimize
Sulu
SP-AgNP Pripolis
S.aureus 64 256
B.cereus 128 256
E coli 512 1024
S. Typhimurium 256 1024

Tablo 4.3. ASE-PAgNP’lerinin ve ASE propolis ekstraktinin MiK degerleri

Mikroorganizmalar MiK(p_gme)
Optimize
ASE-
ASE-AgNP propolis

S.aureus 64 64
B.cereus 32 32
E.coli 256 256
S. Typhimurium 256 512

Beyaz propolis kullanilarak iiretilen AgNP’lerin MIK degerleri S.aureus; 25,1 pg/mL,
P.aeruginosa; 26,2 ng/mL, K.pneumaniae; 18,2 ng/mL, E.faecasli ise 17,9 pg/mL olarak
belirlenirken. S.aureus, P.aeruginosa ve K.pneumaniae i¢in beyaz propolis ekstrakti i¢in
MIK degeri 250 pg/mL ve E.faecalis igin ise 500 pg/mL olarak belirlenmistir (Tosun and
Kaplan, 2022).

Kirmiz1 Brezilya propolisinin etanol ekstraktinin ve AgNP’lerin MIK degerleri S. aureus.
S. epidermidis. P. aeruginosa ve E. coli i¢in belirlenmistir (Barbosa et al. 2019). Suudi
propolislerinin  sulu ekstrakti ve metanolik esktarkti ile diretilen AgNP’ler L.
monoctogenes. S. typhmurium. E.coli. bakterilerine karsi antibakteriyel etki gosterdigi
fakat A.solani. Helminthosporium sp.F.oxysporum kiiflerine karsi etkili olmadig:
gorilmiistiir (Al-Fakeh et al. 2021).
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4.2. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giumils Nanopartikiil/Propolis Katkih
Elektrospun Nanofiber Filmlerin Uretimi ve Karakterizasyonu

Bu tez ¢alismasinin ikinci boliimiinde sulu propolis ekstrakti kullanilarak optimize edilen
optimum sartlarda tiretilen ASE propolis ekstrakti glimiis nanopartikiilleri ve yenilik¢i bir
ekstraksiyon yontemi olan ASE propolis ekstrakti ile aktif Ozellikte gida ambalaji
gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla dogal bir mikrobiyal ekzopolisakkarit olan
pullulan polimeri kullanilarak 3 katmanli; 1. katmani ASE-AgNP, 2. Katman1 ASE-
AgNP/ASE-Propolis ve 3. katmani1 ASE-Propolis i¢eren nanofiber yapida ¢ok katmanli
pullulan bazli gida gilivenligini iyilestirmek icin antimkrobiyal 6zellikte aktif nanofiber

yapili gida ambalaji gelistirmek hedeflenmistir.

4.2.1. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giimiis Nanopartikiil/Propolis Katkili
Elektrospun Nanofiber Filmlerin SEM Analizleri

Hazirlanan spinning ¢ozeltileri homojen fiber iiretilmesi i¢in spinning parametreleri olan
polimer sollisyonu konsantrasyonu, voltaj, besleme hizi ve igne ucu ile toplayict
arasindaki mesafe gibi spinning parametreleri optimize edilmistir. Optimize sartlar olan
22 kV voltaj, 12 cm toplayict ile igne ucu aras1 uzaklik ve 0,5 ml/s besleme hizinda
nanofiberler iiretilmistir. Uretilen fiber filmlerin SEM goriintiileri Sekil 4.13’te

verilmistir.
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Sekil 4.13. A) Pullulan ASE-AgNP Film (PAgNPF), B) Pullulan ASE-AgNP-Popolis Film (PAgNP-PF),
C) Pullulan Propolis Film (PPF) D) Pullulan Kontrol Film (PCF)

Sekil 4.13°de  SEM sonuglarinda goriildiigii gibi homojen yapida fiber filmler
gelistirilmistir. Gelistirlen fiber filmlerin caplari; elektrospun pullulan ASE-AgNP
nanofiber film (255,88+68,01 nm), elektrospun pullulan ASE-AgNP-popolis nanofiber
film (244,12+57,48 nm), elektrospun pullulan propolis nanofiber film (144,96+22,61
nm) ve elektrospun pullulan kontrol nanofiber film (177,12429,45 nm) olarak
oOl¢tilmiistiir. En diisiik fiber ¢capli filmin pullulan propolis fiber filmin oldugu, en yiiksek
fiber ¢apina sahip fiber filmin ise pullulan ASE-AgNP fiber film oldugu goriilmiistiir.
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4.2.2. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giimiis Nanopartikiil/Propolis Katkil
Elektrospun Nanofiber Filmlerin FTIR Analizleri

Propolis ve gilimiis nanopartikiillerinin ¢esitli fonksiyonel gruplarinin varhigimi ve
pullulan fiber filmdeki yapisal degisiklikleri analiz FTIR kullanilarak incelenmistir.
Uretilen fiber filmlerin ve kullanilan propolis, ASE-AgNP’ler ve pullulan toz haldeki
FTIR spektrumlart sirast ile Sekil 4.14 ve Sekil 4.15.”de gdsterilmistir.

Pullulan kontrol filmin 3353,62/2922,61/1652,99/1419,70/1349,99/1152,39/1079,70/
1020,56 ve 529,64 cm™ dalga boylarinda spektrumlar gosterdigi belirlenmistir. Sekil 4.15
ASE-AgNP ‘lerin 3227,27/2989,64/2869,83/1701,09/1654,19/1560,77/1513,13/ 1363,73/
1250,42/1143,69/1030,89/834,87 ve 766,32 cm™ dalga boylarinda spektrumlar gosterdigi
belirlenmistir. Pullulan nanofiber 3313 cm™, 2925 cm™ ve 1641 cm™ de ki absorpsiyon
pikleri sirast ile esneme v(0-H). v(C-H) esneme ve bikilme H-O-H degisimleri
goriilmektedir. 1200 cm™ ve 1000 cm™ esneme v(C-O) titresimleri goriilmektedir
(Celebioglu and Uyar, 2021; Hsiung et al., 2023). Pullulan elektrospun nanofiber filmin
yapisindaki 1150 cm™ ile 1060 cm? (glikosidik kdpriilerin C-O-C gerilmesini ve 754 cm
! (a-glikosidik bagin gerilmesi) pullulan polimerinin yapisal spektrumlarina ait oldugunu
gostermektedir (Silva et al.,2018). Hidokarbon igeriginde varyasyonlara ait absorplanan
pikler 2916, 2848, 1461,730 ve 720 cm™ ve propoliste bulunan bal mumundaki ester
pikleri 1736 cm™, 1800 ile 600 cm™ ‘deki spektral varyasyonlar ise propolis yapusndaki
fenoller, flavanodler ve esterlerin cesitlilignden kaynaklanmaktadir (Svecnjak et al.
2020).
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Sekil 4.14. Pullulan elektrospun nanofiber filmlerin FTIR spektrumu
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Sekil 4.15. ASEAgNP, ASEP, TW ve toz haldeki pullulan polimerinin FTIR spektrumu
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4.2.3. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giimiis Nanopartikiil/Propolis Katkil

Elektrospun Nanofiber Filmlerin TGA Analizleri

Gelistirilen fiber filmlerin termal Ozellikleri termogravimetrik analiz (TGA) ile

belirlenmistir. Uretilen fiber filmlerin TGA termogramlar Sekil 4.16 ‘da gosterilmistir.

Toz pullulanin agirlik kaybi yaklasik olarak 100 °C ve 330°C ‘de goriiliirken kontrol

pullulan film, katmanl film, propolis ve glimiis nanopartikiil katkili fiber filmlerde ise

yaklagik 74°C, 318°C ve 407 °C ‘de agirlik kayb1 goriilmiistiir (Sekil 4.17.).
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Celebioglu and Uyar (2021) pullulan tabanli nanofiberler eugenol gamma silkodekstrin
(yCD) inkliizyon kompleksleri ile tiretilen nanofiber filmlerde 2 agirlik kaybi goriilmiis
olup, yaklasik 130°C de suyun dehidrasyonundan ve 330°C de ise pullulan polimerinin
bozulma sicakligindan kaynaklandigi goriilmiistiir. Pullulan gamma silkodekstrin (yCD)
inkliizyon komplekslerinin eugenol’lin termal kararliligini artirdig: rapor edilmistir. Silva
et al. (2018) yaptigi calismada lisozim enkapsiile edilmis pullulan nanofiberlerin

baslangic 250 °C de ve maksimum ayrisma sicakliklar1 sirasi ile 300 ve 800 °C de

gbozlemlenmistir.
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Sekil 4.16. Optimize sartlarda tiretilen ASEAgNP’lerin ve Nanofiberlerin TGA analizi

4.2.4. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giimiis Nanopartikiil/Propolis Katkil
Elektrospun Nanofiber Filmlerin XRD Analizleri

Gelistirilen elektrospun nanofiber filmlerin kristal yapisinin analizi X-isin1 kirinim
Olciimii ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.17°de optimize sartlarda tiretilen ASE-AgNP’lerin
elektrospun naofiber filmlerin XRD analizi sonuglar1 verilmistir. ASE-AgNP’lere ait
spesifik kristal diizlemler yaklasik 27,76°, 29,52°, 32,40°, 38,2°, 44,55°, 46,39°, 64,65°
ve 77,55° bulunmustur (Sekil 4.18). ASE-AgNP’lerin kristal piklerinin literatiirde yapilan
caligmalar ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Barbosa et al. 2019; Priyadarshini et al. 2018).
Pullun kontrol filmin amorf yapida oldugu bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir (Cebelioglu
and Uyar, 2021).
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PAgNP, PAgNP-PF ve PKF elektrospun fiber filmler giimiis nanopartikiillerin spesifik
olan kristal piki olan 38,5 ° igerirken, bu kristal pikin siddetinin PAgNP fiber filmde daha
yiiksek oldugu ve 3 katli PKF filmde ise en diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.18). Islam
et al. (2011) galismasinda pullulan giimiis nanopartikiiller ile gelistirdigi elektrospray
nanopartikiillerin giimiis nanopartikiil kristalleri ait 38,2° ve 44,6 °pikleri icerdigi rapor
edilmistir. Cebelioglu and Uyar (2021), pullulan fiber fimlere enkapsiile olan eugenol-
siklodekstrin  kompleksinin kristal yapisim1 ve ekapsiilasyonu XRD analizi ile
belirlemistir. Bailore et al. (2021), gelistirilen pullulan/piscean kolojen ve ZnO
nanopartikiil iceren kompozit filmde, amorf yapisindan dolay1 kristal pik icermeyen
pullulan kompozit filmdeki 26=16,1° pikinin varliginin pullulan kolajen baglanmasindan

ortaya ¢iktigini saptanmistir.
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Sekil 4.17. Optimize sartlarda tiretilen ASEAgNP’lerin ve Nanofiberlerin XRD analizi
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Sekil 4.18. Optimize sartlarda iiretilen ASE-AgNP’lerin X-1s1n1 kirtnimi (XRD) analizi

4.25. ASE ile Ekstrakte Edilmis Propolis Giimiis Nanopartikiil/Propolis Katkil
Elektrospun Nanofiber Filmlerin Antibakteriyel Analizleri

Pullulan nanofiber filmlerin antimikrobiyal etkinligi Tablo 4.4’ te gosterilmistir. Giimiis
nanopartikiil iceren PAgNPF nanofiber filmi test edilen Gram (-) bakterileri; E. coli. S.
Typhimurium. P.aurogenes ve Gram (+) bakterileri; B. cereus. S. aureus. L. innocua kars1
antimikrobiyal etkinlik gostermistir. PPF, PAgNP-PF, PKF nanofiber filmler ise sadece
ve Gram (+) bakterilerine; B. cereus. S. aureus. L. innocua karsi antimikrobiyal etkinlik
gostermistir. S. aureus karsi en iyi PKF, B. cereus karsi PPF, PAgNP-PF ve PKF
nanofiber filmler yaklasik olarak ayni antimikrobiyal etkinligi gostermislerdir. L. innocua
karst PPF ve PAgNP-PF nanofiber filmler yaklasik olarak ayni antimikrobiyal etkinligi
gostermislerdir. ASE propolis ve ASE-PAgNP i¢ermeyen pullulan kontrol nanofiber film
(PCF) herhangi bir antibakteriyel etkinlik gostermemistir.

Metalik nanopartikiiller antimikrobiyal aktivite gosterdiklerinden gida iirlinlerinin raf
omriinii uzatma potansiyeline sahip olduklar1 icin son yillarda aktif ve akilli gida
ambalajlamada uygulama alanlar1 artmistir (Dos Santos and Rai, 2020; Roy et al. 2021).

Min et al. (2021), taze gidalarin kaplanmasi i¢in gelistirdigi timol ve porfirin metal-
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organik ¢erceve nanopartikiillerini (PCNNP'ler) igeren pullulan-polivinil alkol
(PUL/PVA) kompozit nanofiber (THY@PCN/PULL/PVA) filmin 1sikli ve 1siksiz
ortamda 7 giin depolanan iiziimlerin ve ¢ileklerin depolama siirecince kaplanmamis
kontrol 6rnekler ile kiyaslandiginda meyvelerin kalitesinin korundugu goriilmiistiir. Roy
et al. (2021), et paketleme uygulamalarinda kullanilmak amaciyla antimikrobiyal ve
antioksidan ozeliket aktif ambalaj gelistirmek icin ¢inko oksit (ZnO) nanopartikiilleri ve
propolis ekstrakti igeren  pullulan/kitosan bazli aktif 6zellik gosteren nanokompozit gida
ambalaji gelistirmistir.  Gelistirilen kompozit film domuz etinin ambalajlanmasinda
kullanilmistir. Kompozit pullulan/kitosan/ZnOPs/propolis film ile kaplanmis etlerin, 8
giinlik depolamanin sonucunda, paketlenmeyen etlerle kiyaslandiginda peroksit
degerinin ve toplam aerobik mikroorganizma sayisinin, Onemli Ol¢lide azaldigi rapor

edilmisir.

Tablo 4.4. Elektrospun nanofiber filmlerin antibakteriyel analizleri

Film Mikroorganizmalar
Elektrospun
Nanofiber S, aureus B, cereus L, Innocua E, coli 8, Typhimurinm P, aeruginosa
Filmler

Inhibisyon zon capi (mm)

PAgNPF 11,73+0,16°  10,89+0,15* 9,43+0,30° 10,26+0,217 9,74+0,27* 9,23+0,08*

PPF 12,90+0,15°  14,99+0,08* 13,4+0,21° - - -

PAgNP-PF 11,68+0,34c  15,04+0,132 13,69+0,242 - - -

PKF 13,12+0,25* 15,03=0,41* 10,46+0,30° - - -

PCF - - - - - -

AMP 35,02+0,26 7,71£0,13  36,59+0,36  14,39+0,26 22,58+0,21 -

GEN 23,24+0,67  23,36=0,66  28,45+0,29 20,72+0,12 19,02+0,07 17,5+0,36
a.b.c.d:

Ayn satirdaki farkl kiigiik harflerle gésterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir (p<0.05)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2949824423001015#bib34
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o1

5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda yesil sentez yontemi ile sulu propolis ekstrakti ile AgNP iiretimi
iizerine etkili faktorler deney tasarimi Box-Bhenken deney tasarimi kullanilarak optimize
iretim kosullart arastirilmigtir. Optimize edilen sartlarda ASE propolis ekstrakt
kullanilarak AgNP’ler tiretilmistir. ASE propolis ekstrakti ile tiretilen AgNP’ler ve ASE
propolis i¢eren pullulan bazli ¢ok katmanli nanofiber yapida film {iretimi ve optimizasyon
kosullart incelenmistir. Bu tez calismasinda elde edilen calisma sonuglari asagida

Ozetlenmistir.

Oncelikle bu tez calismasi 2 boliimden olusmaktadir. Tezin birinci boliimiinde Box-
Bhenken deney tasarimi kullanilarak sulu propolis ekstrakti ile AgNP’lerin iiretimi
iizerine etkili olan bagimsiz degiskenlerin zeta potansiyel degeri {lizerine -etkisi

incelenmistir.

AgNP’lerin iretimi i¢in optimize sartlar; pH: 11,82, AgNOs konsantrasyonu: 4,99 mM

ve ultrasonik ses dalgalar1 uygulama siiresi: 4 olarak bulunmustur.

Sulu propolis giimiis nanopartikiiller i¢cin optimize edilen noktada ASE propolis ekstrakti

ile glimiis nanopartikiiller tiretilmistir.

Karakterizasyon calismalarinda nm boyutunda, termal kararliligi yiiksek, kristal yapida
ve antimikrobiyal aktiviteye sahip sulu ve ASE propolis ekstraktindan AgNP’ler

iretilmistir.
Uretilen giimiis nanopartikiillerdeki giimiis varligt SEM-EDX analizi ile dogrulanmustir.
Optimize sartlarda iiretilen ASE-AgNP ve ASE propolis ekstrakti kullanilarak pullulan

bazli cok katmanli ve nanofiber yapida, gida giivenliligi alaninda kullanilmak iizere gida

ambalaj1 gelistirilmistir.



7)

8)

9)
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Dogal mikrobiyal bir ekzopolisakkarit olan pullulan polimeri kullanilarak 3 katmanlz; 1.
katman1 ASE-AgNP, 2. Katmani ASE-AgNP/ASE-Propolis ve 3. katman1 ASE-Propolis
iceren nanofiber yapida, ¢cok katmanli pullulan bazli gida giivenligini iyilestirmek icin

antimkrobiyal 6zellikte nanofiber yapili aktif gida ambalaji gelistirilmistir.

Gelistirilen gida ambalajinin karakterizasyon caligmalar1 sonucunda nanofiber yapida
oldugu SEM, analizleri ile, yapisal degisimler FTIR, X-Ray ve TGA analizleri ile

dogrulanmistir.

Antimikrobiyal 6zellikte gelistilen PAgNPF fiber filmi test edilen Gram (-) bakterileri; E.
coli, S. Typhimurium, P.aurogenes ve Gram (+) bakterileri; B. cereus, S. aureus, L.
innocua karsi etkinlik gostermistir. PPF, PAgNP-PF, PKF elektrospun nanofiber filmler
ise sadece ve Gram (+) bakterileri; B. cereus, S. aureus ve L. innocua karsi etkinlik

gostermistir.

10) Uretimi  optimize edilen giimiis nanopartikiiller yiiksek antimikrobiyal o6zellike

oldugundan, gidalarin kalitesinin ve raf Omriiniin uzatilmasi amaci ile farkh

uygulamalarda kullanilma potansiyeline sahiptir oldugu goriilmiistiir.
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