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OZET

Bitki 6zleri ve hayvansal iirlinler, kitosan temelli biyobozunur film iiretmek i¢in katki
maddesi olarak kullanilmistir fakat mantar ekstrakti katkili kitosan film iizerine
yapilmis hicbir ¢alisma yoktur. Bu ¢alismada, ilk kez kitosan bazl film iiretiminde,
yiiksek fenolik bilesikleri ile yenilebilir bir mantardan (Tricholoma terreum) elde
edilen su ekstrakti kullanilmistir. FT-IR analizi sonuglari, mantar ekstraktinin kitosan
filme basariyla eklendigini ortaya ¢ikarmistir. Mantar ekstraktinin eklenmesi, kitosan
filmin elastikligini, hidrofobikligini, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini
arttirmistir. Ayrica, elde edilen kitosan-mantar ekstrakti filmin anti-quorum sensing ve
antimikrobiyal aktiviteleri yaygin olarak kullanilan bir antibiyotik olan gentamisinden
¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, mantar ekstraktinin Kitosan filme dahil
edilmesi, filmin saydamligin1 ve termal stabilitesini azaltmistir. Tiim bu sonuglar,
kitosan-mantar ekstrakti filmin, biyobozunur olmayan, kanserojenik petrol bazli
polimerik  filmlerin  yerine ambalajlama teknolojisinde kullanilabilecegini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Mantar ekstrakti, Kitosan, Biyobozunur film, Karakterizasyon.
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CHITOSAN BASED EDIBLE FILM OBTAINED WITH WATER EXTRACT
OBTAINED FROM THE FUNGUS AND CHARACTERIZATION
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ABSTRACT

Plant extracts and animal products have been used as additive materials in chitosan-
based films to produce biodegradable films but there is no study on chitosan blended
fungal extract film. A fungal extract obtained from an edible species (Tricholoma
terreum) with its high phenolic compounds was used in chitosan-based film production
for the first time in this study. FT-IR analysis results revealed that fungal extract was
successfully added into the chitosan film. The addition of fungal extract enhanced
elasticity, hydrophobicity, antioxidant and antimicrobial activity of the chitosan film.
Additionally, anti-quorum sensing and antimicrobial activities of chitosan- fungal
extract film were found much higher than gentamicin (commonly used antibiotic).
Moreover, incorporation of fungal extract into chitosan film decreased transparency
and thermal stability of the film. All these results supported that chitosan- fungal
extract film could be used in packaging technology instead of non-biodegradable and
carcinogenic petroleum based polymeric films.

Keywords: Mushroom extract, Chitosan, Biodegradable film, Characterization.
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1. GIRIS

Yeni yapilan bir¢ok ¢alismada sentetik ambalaj malzemelerinin insan sagligi ve ¢evre
tizerindeki olumsuz etkileri ortaya koyulmustur. Bu petrol bazli iiriinlerin sebep
oldugu saglik ve cevre ile ilgili artan endiseler ve beraberinde halkin bu konuda
bilinglenmesi, yenilenebilir biyo-bazli filmler i¢in artan bir talep olusturmustur.
Biyopolimerler jelatin, aljinat ve kitosandan iiretilen biyo-uyumlu ve biyo-bozunabilir
filmler, halihazirda biyoteknoloji, biyomedikal ve gida endiistrisi de dahil olmak {izere
birgok alanda petrol bazli plastiklerin yerini almaktadir. Bu biyopolimerler arasinda
kitinin deasetillenmis tiirevi olan kitosan, bollugu nedeniyle yenilebilir film
teknolojisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Kumar, 2000). Deasetilasyon yoluyla,
kitin daha ¢oziinilir hale gelir ve boylece aktif bir sekli elde edilir. Kitinin aksine,
kitosan, giinliik diyetin bir pargas1 olarak tiiketilen asetik ve sitrik asitler gibi seyreltik
asit asit ¢cozeltisinde ¢oziinebilir. Ayrica, ¢cok sayida ¢alisma, kitosanin biyo-uyumlu,
toksik olmayan, antioksidatif ve antimikrobiyal 6zellikler sergiledigini gdstermistir.
Bu o6zelliklerden dolay1 yenebilir film tiretim teknolojisinde kitosan bazli filmlerin
alternatif olarak kullanilabilecegi ortaya koyulmustur (Tripathi vd., 2009; Chien vd.,
2016; Tamer vd., 2016). Simdiye kadar, sarimsak (Pranoto vd., 2005), tar¢in (Ojagh
vd., 2010), karanfil, kekik (Hosseini vd., 2009), biberiye (Abdollahi vd., 2012),
bergamot (Sanchez-Gonzalez vd., 2011), kekik, anason, feslegen, kisnis (Zivanovic
vd., 2005) gibi yenilebilir bitkisel yaglar kullanilarak veya iiztim ¢ekirdegi (Moradi
vd., 2012) ve Hint bektasi tizimii (Mayachiew ve Devahastin, 2010) gibi ekstreler
kullanilarak bir¢ok kitosan kompozit film iiretilmistir. Mantarlar insan diyetinin bir
parcasidir ve bir¢ok yenilebilir mantar tiirli vardir. Literatiirde mantar ekstraktlarinin
antioksidan aktiviteleri ve antimikrobiyal ozellikleri ile ilgili bircok ¢alisma vardir
(Cheung vd., 2003; Alves vd., 2012). Fakat mantar ekstrakt katkili kitosan film {iretimi
hakkinda literatiirde higbir bilgi yoktur. Mantarlarin su 6zii yiiksek miktarda
polifenolik bilesik, nisasta olmayan glukan ve glukan igerir. Bununla birlikte, yiiksek
Olglide dallanmis 1,3-1,6-glukanlar, esas olarak mantar hiicre duvari yapilarinda
bulunur. Bu glukanlar glikozidik B- (1-3) veya B- (1-6) baglari ile baglantili glikoz
monomerlerinden olusur. Onceki ¢alismalarda, mantarlardan elde edilen B-glukanin,
lenfosit sayilarinda artis ile organizmayi alerjik reaksiyonlara karsi korudugu
belirlenmistir. Bagisiklik sisteminin giiglii bir uyaricisi olarak da bilinirler (Akramiene
vd., 2007; Rop vd., 2009). Bu ¢alismada, Tricholoma terreum'un su ekstrakti, ilk kez
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kitosan-mantar ekstrakte hkompozit filminin tiretimi i¢in kullanilmistir. Bu yenilebilir
mantar, diinyada oldugu gibi Tiirkiye'de de yaygin olarak bulunmaktadir. Onceki bir
calismada T. terreum'un antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri ortaya konulmustur
(Bozok vd., 2017). Bu galismada, kitosan filme mantar su ekstraktinin katilmasinin
antimikrobiyal ve antioksidatif 6zelliklerini arttiracagi varsayilarak, yenilebilir T.
terreum su ekstraktinin kitosan filminin antioksidan ve antimikrobiyal &zellikleri
tizerine etkilerini bildirmekte ve tartismaktadir. Ayrica kitosan-kontrol ve kitosan-
mantar ekstrakt filmlerinin fiziko-kimyasal karakterizasyonu, SEM, FTIR, DSC ve
TGA analizi kullanilarak belirlenmistir. EkK olarak, mantar ekstraktinin dahil
edilmesinin, kitosan filmlerin mekanik ozelliklerini (Young modiiliisiinii, kopma
uzamasi ve gerilme mukavemeti) ve anti-quorum algilayic1 aktivitesini nasil

degistirdigi arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Mantarlar

Diinyadaki her y1l mantar sayis1 1,2 milyon ton kadardir. Mantar iiretiminde ise Dogu
Asya tilkeleri 6zellikle Cin 6nde gelmektedir. Sahip oldugu yiiksek besin degeriyle de
cokga tercih edilen bir besin olan mantarlarin, ana yetistirilen ¢esitleri % 19 ila% 35
aras1 protein igermektedir. Dahasi, mantar proteinleri tiim temel amino asitleri igerir
ve Ozellikle baglica tahil gidalarinda eksik olan lizin ve 16sin bakimindan zengindir.
Yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitleri (% 72 ila 85), mantarlarin saglik acisindan
da 6nemli bir besin maddesi oldugunu ortaya koymaktadir. Taze mantarlar, baslica
yetistirilen tiirler igin yiiksek karbonhidrat ve lif miktar1 icermektedir. Mantarlar ayrica
tiamin, riboflavin, niasin, biyotin ve askorbik asit olmak iizere iyi bir vitamin kaynagi
olarak rapor edilmistir (Chang ve Buswell, 1996). Mantarlarin ikinci 6nemli 6zelligi
ise tibbi 6zellikleridir. Ozellikle Cin ve Japonya'da, Dogu kiiltiirleri tarafindan uzun
zamandir taninmakta ve kullanilmaktadir. Ornegin; Aurictrlariu sp., geleneksel olarak
hemoroid ve ¢esitli mide rahatsizliklarini tedavi etmek igin; Tremellu fisiformis,
akciger dokusunu korumak igin; Hericim erinucew, mide ilseri hastalar1 igin; V.
voluacea, kan basicini diisirmek ve yaralarin iyilesmesini hizlandirmak igin; L.
edodes, rasitizmin 6nlenmesi i¢in ve Cin'de iki milyondan fazla degerli olan 6nemli
diger tibbi mantarlarin i¢ organlar, zekay1 gelistirme ve yaglanma siirecini geciktirmek

gibi ¢ok yonlii etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Jong ve Birmingham, 1992).

Aktivitesi bilinen ve yetistirilen mantarlarin yam sira dogada kendiliginden biiyiik
miktarlarda yetisen ve atik durumda bulunan pek ¢ok mantar tiirii bulunmaktadir. Bu
tez calismasinda kullanilan T. terreum’da bu mantarlardan biridir. Diinyada oldugu
gibi Tiirkiye’de de bol bulunan yenilebilir bir mantar tiirii oldugu i¢in bu ¢aligmada
tercih edilmistir. Daha once yapilan g¢alismalarda antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitesinin gii¢lii oldugu belirtilen bu mantardan elde edilen ekstraktin kitosan filme

eklenmesi ile kitosan filmin 6zelliklerinin gelistirilmesi amaglanmastir.
2.2 Kitosan

Poli B- (1 — 4) -N-asetil-d-glukozamin yapisina sahip olan kitin, diinyada ikinci en
bol bulunan biyopolimerdir. En 6nemli kaynagi iki deniz kabuklusu olan karidesler ve

yengeclerdir (Alves vd., 2012). Bu biyopolimer, muazzam sayida canli organizma
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tarafindan sentezlenir. Kitin, dogada artropodlarin dis iskeletinde veya mantar ve maya
hiicre duvarlarinda yapisal bilesenleri olusturan sirali kristalli mikrofibriller halinde
ortaya ¢ikmaktadir. Kitosan, kitinin deasetillenmis formudur. Kitin deasetilasyon
derecesi yaklasik % 50'ye ulastiginda (polimerin kaynagina bagli olarak), sulu asidik
ortamda ¢Oziiniir hale gelir ve kitosan olarak adlandirilir. Kitosan, kati halde yari
kristal halde bulunmaktadir. Kitosan, kitinin ¢ok daha aktif bir formudur ve toksik
olmayan asetik asit, formik asit gibi zay1f asitlerin ¢ok diisiik derisimlerinde ¢ozlinerek

jel hale gelebilmektedir.

Kitosan, sahip oldugu biyouyumluluk, biyobozunabilirlik, yenilebilirlik, yiiksek
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ve nontoksik 0Ozelligi sayesinde pekgok
uygulama alanina sahiptir (Rinaudo, 2006). Bu alanlarin bazilar1 tarim; bitkilerde
savunma, mekanizmasi, bitki biiylimesinin uyarilmasi, tohum kaplama, donma
korumasi, giibre-besin maddelerinin topraga zamanli salinimi, su ve atik aritma; suyun
temizligi (igme suyu, havuzlar), metal iyonlarinin uzaklastirilmasi, ekolojik polimer
(sentetik polimerleri gidermek,) kokularin azaltilmasi, yiyecek ve icecekler; insan
tarafindan sindirilemez (diyet lifi), lipit baglayici (kolesterolii azaltici etki), soslar igin
koyulastirict ve stabilizator meyve i¢in koruyucu (fungistatik, antibakteriyel)
kozmetik; cilt nemi koruma, akne tedavisi, saclardaki elektriklenmenin azaltilmasi, cilt

tonu esitleme, biyofarmasotik; immiinolojik antitiimor, hemostatik, bakteriyostatikdir.

Kitosan, biyouyumlu, biyobozunur, yenilebilir olma ve antioksidan, antibakteriyel,
nontoksik ozellikleri sayesinde biyouyumluluk gerektiren biyo materyal iiretimi igin
en uygun materyallerden biridir. Literatlirde daha 6nce yapilmis hidrojeller ve filmler
gibi kitosan temelli pek cok biyomateryal bulunmaktadir. Kitosanin kitinden daha
kolay islenmesi biiylik bir avantajdir, fakat daha hidrofilik karakterde olusu ve pH
duyarlilig1 nedeniyle kitosan materyallerinin stabilitesi genellikle daha diisiiktiir. Bu

tirtinler igerisinde yenilebilir filmler son zamanlarin en dikkat ¢ekici konularindan

biridir.

2.3 Yenilebilir Filmler

Gida iirliniiniin kalitesi organoleptik, besleyici ve hijyenik 6zelliklere baglidir, bunlar
ozellikle depolama ve ticarilestirme sirasinda degismektedir. Bu tiir degisiklikler temel

olarak gidalar ve gevreleyen ortamlar arasindaki iliskiler veya kompozit bir gidadaki
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farkli bilesenler arasindaki gecislerden kaynaklanmaktadir. Sterilizasyon, yiiksek
basing, radyasyon veya aktif ajanlar gibi bir¢ok fiziksel ve kimyasal islemler ile gida
kalitesini koruyacak sekilde gelistirilmistir. Bununla birlikte, koruma isleminin nihai
adiminda saglanan gidaya uygun ortamin bir paket araciligi ile siirdiiriilmesi ihtiyaci
dogmustur. Bu nedenle, ambalaj, gida kalitesinin dayaniklilifi i¢in 6nemli bir

etmendir.

Sentetik ambalaj malzemelerinin performansi, gida ve depolama ortami arasinda
gecirgenliklerinin belirlenmesiyle, kiitle kaybini azaltmak i¢in verdikleri verimlilik ile
degerlendirilmektedir. Secici olarak gaz ve c¢oziinen transferleri 6nemli oOlgiide
azaltabilen regineler, seliilozik ve plastik filmler gibi sentetik ambalajlardaki siirekli
ilerleme, kompozit (kopolimer) ve / veya c¢ok katmanli film ambalajlarinin
kullaniminin 6niinii agmistir. Bununla birlikte, plastik filmlerin uygunlugu evrensel
kabul gérmemistir. Bunun tlizerine sentetik ve yenilebilir ambalajlarin kombinasyonu,
gida kalitesi muhafazasinin ambalajlama ile verimliligini arttirmak i¢in 6nerilmis ve
lizerine yapilan ¢alismalara yogunlasilmistir (Krochta, 1992). Diger agilardan
yenilebilir ambalajlar, Kirletici olmayan iiriinlerdir, ¢linkii bunlar tarimdan gelen dogal
ve biyolojik olarak ¢oziinebilen maddeleri icermektedirler. Bdylece ¢evrenin

korunmasima da katkida bulunurlar.

1990'dan bu yana yenilebilir ambalaj liretimi ile ilgili doksanin {izerinde patent ve ¢ok
daha fazla sayida bilimsel makale yaymlanmistir. Bu ¢alismalarin ¢ogu su buhari
transferleri ile ilgilidir, ancak diger bazi potansiyel uygulamalarin oldugu ¢aligmalarda
mevcuttur. Yenilebilir ambalajlar, aroma bilesiklerini, antioksidanlari, antimikrobiyal
maddeleri, pigmentleri, koruyucu malzemeleri ya da vitaminler gibi besin maddelerini
kapsiillemek i¢in kullanilabilmektedir (Deasy, 1984; Mazza ve Qi, 1991; Rico-Pena
ve Torres, 1991; Avena-Bustillos ve Krochta, 1993; Debeaufort ve Voilley, 1994;
Krochta vd., 1994).

Yenilebilir filmler ve kaplamalar i¢in gerekli olan 6zellikler esas olarak, kaplanabilen
gida iiriiniiniin igerigine baglidir. Ornegin, ¢oklu doymamus yaglar gibi oksidasyona
duyarl: tiriinler igin disiik oksijen gegirgenligi gereklidir ya da yas sebze meyve icin
saklanma sirasinda ozmotik dehidrasyon gergeklesirken kalitesine zarar veren
reaksiyonlar1 onlerken, meyve ve sebze solunumunu (O2, COg, etilen degisimleri)

miimkiin kilmaktadir. Burada bariyer verimliliginin yan1 sira yenilebilir filmler ve
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kaplamalar, organoleptik ve fonksiyonel olarak gidalarla uyumlu olmalidir (El

Ghaouth vd., 1991).

Yenilebilir ambalajlar, gida maddelerinin kalitesini ve raf dmriinii arttirmak igin ¢ok
sayida potansiyel sunsa da endiistriyellesme konusunda bazi sikintilar meydana
gelmektedir. Bu ambalajlarin formiilasyonunun stabilizasyonu giigtiir, bu da bunlarin

kullanimin1 ve uygulamalarini nispeten daha zor hale getirmektedir.

Bu nedenle, ¢oziinebilir filmler ve kaplamalar gibi tarimsal kokenli polimerler
araciligiyla ¢6ziinen maddelerin ve ugucu maddelerin transfer mekanizmalarinin daha

1yl anlasilmasi i¢in daha fazla temel arastirma gereklidir.

Yenilebilir bir ambalajin se¢imi, esas olarak, koruma iiriinii ve saklama kosullar
gerektiren gida lrlintiniin spesifik 6zelliklerine baglidir. Karbonhidratlar, proteinler,
lipitler veya bunlarin karisimlar1 gibi film ve kaplama formiilasyonlar1 i¢in birgok
malzeme kullanilmistir. Yenilebilir filmler ve kaplamalar daha oOnce et, kiimes
hayvanlari, deniz iirlinleri, meyveler, sebzeler, tahillar, sekerler, heterojen ve karmasik

gidalar veya taze, kurutulmus, dondurulmus ve islenmis gidalar tizerine uygulanmastir.

Yenilebilir kaplamalar, gida kalitesi, siiregler ve depolama sirasindaki iyilestirmede
gelecek i¢in ¢ok umut verici bir sistemdir. Plastik ambalajlarin yerini alabilecegi gibi
plastik ambalajin uygulanamadig1 yerlerde de kullanilabilirler, yani bir gida i¢indeki
birka¢ bdlmeyi ayirabilirler. Yenilebilir ambalajlar akilli ambalajlardir ¢linkii hem

aktif hem de se¢icidir ve sonsuz potansiyel kullanimi vardir.

Yenilebilir filmler ve kaplamalar, hayvansal ve bitkisel proteinler, sakizlar ve lipidler
gibi tarimsal Uriinlerden elde edilen ve biyolojik olarak miikemmel bir sekilde
parcalanabilen ve dolayisiyla ¢evre i¢in tamamen giivenli olan dogal polimerlerdir.
Maliyetleri, polietilen veya polipropilen filmlerinkinden 10-50 kat daha yiiksektir,
fakat karmasik, ¢ok katmanli veya aktif plastik filmlerle neredeyse aynidir.

Bununla birlikte, maliyeti, kullanilan miktarlar ¢ok diisiik oldugundan ve maliyetleri
katma degerli gida triinlerinde spesifik hedefler i¢in uygulanabilirdir. Boylece,
yenilebilir polimerlerin ve plastik malzemelerin bilgisinin, yeni uygulamalarin
gelistirilmesi, yeni biyolojik olarak pargalanabilen malzemeler ve yeni cevresel

yaklasimlar ic¢in sinerjistik olarak kullanilmas1 gerekmektedir. Sonug¢ olarak,
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yenilebilir ambalajlama materyalleri yarinin gida ambalajlari i¢in basarili bir alternatif
gibi goriinmektedir (Debeaufort vd., 1998).



3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Mantarlarin Toplanmasi

T. terreum mantarlari, kayin ormanindan, 1110 m, 40 °33 'K -30°00'D, 11.11.2015,
Sakarya, Tiirkiye (Kayit numaras1: Akata 6705) Inénii Yaylasi'nda toplanmustir.

3.2 Kullanilan Materyaller

Orta molekiiler agirlikli kitosan (CAS Numarast: 9012-76-4, PCode: 101986515,%
75-85 deasetilatli) Sigma-Aldrich ’den alinmistir. Mantar ekstraksiyonu ve film

hazirlig1 i¢in kullanilan kimyasallar Sigma-Aldrich *den temin edilmistir.
3.3 Mantardan Su Ekstraksiyonu

Mantarlar, dogrudan giines 1s18indan uzakta oda sicakliginda kurutulmustur.
Mantarlar, WARING (Conair Corp., Stamford, ABD) ticari karistiric1 kullanilarak toz
haline getirilmistir. Daha sonra, 100 mL damitilmis su, toza ilave edilmis ve karisim
100 ° C'de kaynatilmistir. Numune, 110 pm goézenek boyutlu bir filtre kagidi
kullanilarak siiziilmiis ve sulu faz ayrilmistir. Son olarak, mantarmn su 6zii, bir
buharlastirici (Hei-VAP Avantaji, Heidolph) kullanilarak 100 © C'de 1sitilmis ve kuru
mantar ekstrakti elde edilmistir.

3.4 Filmlerin Uretilmesi

Kitosan ve mantar ekstrakti kullanilarak iki farkli film hazirlanmistir. Her film i¢in
200 mg kitosan 20 mL% 1 asetik asit ¢ozeltisi i¢inde ¢6ziilmiis ve her film matrisine
plastiklestirici olarak 100 pL gliserol (0.63 g gliserol / kitosan) eklenmistir. Mantar
ekstrakt1 (100 mg) film matrisinden birine eklenmistir. Mantar ekstrakti olmayan diger
film matrisi kontrol olarak kullanilmigtir. Film matrisi, bir homojenizator (Heidolph,
Silent Crusher M) kullanilarak 10 dakika boyunca 26000 rpm'de karistirilmigtir. Film
olusturucu jel matris (20 mL), petri kaplarina dokiilmiis ve bir firinda 48 saat 30 ° C'de
kurutulmustur. Numuneler kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakt filmleri olarak
etiketlenmistir. Hazirlanan filmlerin kalinligin belirlemek igin bir dijital mikrometre

(Mitutoyo, Cin) kullanilmistir.



3.5 Karakterizasyon

3.5.1 Ekstraktin fenolik i¢ceriginin belirlenmesi

Fenolik bilesiklerin analizi HPLC (Agilent 1200) tarafindan gerceklestirilmistir.
Kisaca, 0.1 g numune metanol (HPLC derecesi) iginde homojenize edilmis, daha sonra
karisim vorteksle karistirilmis ve 0.45 um'lik bir membran filtreden siiziilmiistiir.
Stiziintii 278 nm'de HPLC ile analiz edilmistir. Ayirma i¢in ters fazli kolon (Supelco
LC18 250x4.6 mm2, 5 um) kullanilmistir. Hareketli faz, Caponio ve ark. tarafindan
tarif edildigi gibi% 2 asetik asit (A) ve metanoldiir (B) (1999). Fenolik bilesiklerin
miktar, tutulma siirelerinin ve fenolik bilesik standartlar1 (benzoik asit, kafeik asit,
katesin, klorojenik asit, t-sinnamik asit, p-kumarik asit, epikatesin, gallik asitler,
hesperidin, hidroksibenzoik asit, kuersetin, rosmarinik asit, sinapik asit, siringik asit,

t-ferulik asit) ile karsilastirilarak yapilmaistir.
3.5.2 Taramah elektron mikroskobu (SEM)

Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakti filmlerinin yiizey morfolojileri, SEM
(Zeiss, Eco 40, Almanya) analiziyle belirlenmistir. Filmler, SEM goriintiileri
cekilmeden once Sputter Coater (Cressingto Auto 108) tarafindan altin / paladyum ile
kaplanmustir.

3.5.3 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskobu (FT-IR)

Kitosan-kontrol filminin ve kitosan-mantar ekstrakti filminin yapisal degisimlerini
belirlemek i¢in FT-IR analizi, 600-4000 cm™! dalga boyunda Perkin Elmer Spektrum
FT-IR Spektrometre (Universal Attenuated Total Reflectance) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica, kitosanin ve filme olan etkisini belirlemek i¢in mantar

ekstraktinin FTIR spektrumlar1 da kaydedilmistir.
3.5.4 Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC)

Uretilen filmlerin DSC analizleri N2 atmosferi altinda ve Mettler Toledo DSC822e
(Schwerzenbach, Isvicre) kullanilarak —50 ila 420 ° C sicaklik araliginda
gerceklestirilmistir. Hermetik aliiminyum tavaya bes mg numune konuldu ve 5 ° C dk”

! 1s1tma hizinda 1sitilarak analiz edilmistir.



3.5.5 Termogravimetrik analiz (TGA)

Filmlerin termal 6zellikleri, bir TGA / SDTA 851 Mettler Toledo cihazi1 kullanilarak
termogravimetrik analiz ile belirlenmistir. TGA egrileri N2 atmosferi altinda, 30 °C -
600 °C sicaklik araliginda ve 10 °C dk! 1sitma hizinda elde edilmistir.

3.5.6 Su temas agisi1

Filmlerin hidrofobisitelerini belirlemek i¢in Data Physics video-based contact angle
analyzer system (OCA20) kullanilarak su temas agis1 analizi gergeklestirilmistir. Film
ylizeyine 5 pL su damlatilmis ve her numune i¢in temas agist degerlendirilmistir.
Yiizey serbest enerjiyi degerlendirmek icin film yiizeyinin farkli konumlarinda alinan

ortalama 10 6l¢tim kullanilmistir.
3.5.7 Optik gecirgenlik

Filmlerin optik gecirgenlik analizi, UV spektrofotometresi (Shimadzu UV-3600 UV-
VIS-NIR) kullanilarak 400-700 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir.

3.5.8 Mekanik ozellikler

flk olarak, filmler 5 x 40 mm? boyutlarinda kesilmistir. Filmlerin gerilme mukavemeti
testleri, 250 N'lik bir yiik hiicresi ve 5 mm'lik min™'lik deformasyon oran1 ile Malzeme
Test Sistemleri (MTS Insight 10) kullanilarak yapilmistir. Ayrica elde edilen filmlerin
Young’s modiilii, Kopma uzamasi (%) ve Cekme mukavemeti (TS) MTS Test Works

4 yazilimi kullanilarak belirlenmistir.
3.5.9 Suda ¢oziiniirliik

Su ¢oziiniirliik deneyi igin filmler yaklasik 2 x 3 cm? oraninda kesilmistir. Numuneler,
sabit bir agirliga gelene kadar bir firinda 60 ° C'de kurutulmustur. Daha sonra her bir
film Petri kaplarina alinmig ve filmlerin {izerine 20 mL damitilmis su eklenmistir.
Daldirma isleminden 2 giin sonra, filmler bir dereceye kadar erimis ve filmlerin kalan
kism1 alinarak sabit bir agirliga gelene kadar etiivde 24 saat 60 ° C'de kurutulmustur.
Deneyler ii¢c kez tekrarlanmis ve agirlik kaybi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmustir.
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% WL = (Wi-Wf)) / Wi x 100 1)
WL = agirlik kayb1, Wi = baslangi¢ agirligi ve Wf = son agirlik
3.5.10 Antioksidan aktivite

Filmlerin antioksidan aktivitesi, daha once bildirilen 2,2-difenil-1-pikirilhidrazil
(DPPH) yonteminin modifikasyonu kullanilarak kaydedilmistir (Hajji vd., 2016).
Kisaca, her filmden 15 mg'lik ornekler, 1 mL 6x10~° M DPPH soliisyonunda
¢oziindiiriilmiistiir. Ornekler karanlik ortamda 3 saat inkiibe edilmis ve absorbans
BECKMAN COULTER, DU 730 UV spektrofotometre ile 517 nm'de 6l¢iilmiistiir.
Deneyler 3 kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

DPPH radikal siipiiriicii aktivite (% I) asagidaki denklemle hesaplanmaistir.
DPPH radikal siipiiriicii aktivite (% I) = ((Akontrol - Asmek) / Axontror) * 100 (2)

Axontrol V& Asmek, sirastyla DPPH ¢ozeltisi ve film ornekleri + DPPH ¢o6zeltisinin

absorbansidir.

3.5.11 Kitosan-mantar ekstrakti filmin biyo-deneyleri
3.5.11.1 Bakteri kiiltiirii

Antimikrobiyal aktivite 6l¢iimleri i¢in patojen mikroorganizmalar (Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Proteus vulgaris ATCC13315, P.
mikrobilis ATCC 14153, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
thuringiensis, Enterobacter aerogenler ATCC13048, Streptococcus mutans ATCC
25175 ve Salmonella typhmurium SL 1344) kullanilmistir. Ayrica, anti-quorum
algilama testi i¢in, haberci sus (Chromobacterium violaceum CV026), mikrobiyal
biyoaktivitenin kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakti filmlerinin 6zelliklerini

degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

3.5.11.2 Kitosan-mantar ekstrakti filmin antimikrobiyal aktivitesi

Test edilen patojenlere kars1 filmlerin antimikrobiyal analizi, hafif modifiye edilmis
disk-difiizyon yontemi (Klinik Laboratuvar Standardi Ulusal Komitesi (NCCLS)
(Wayne, 2002) kullanilarak degerlendirildi. Mikroorganizmalarin duyarlilig1 referans

olarak 0,5 McFarland standardi kullanilarak belirlendi. Mikroorganizmanin hazirlanan
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stispansiyonu (100 uL), agar plakalari tizerinde ekildi ve daha sonra filtre diskler agar
plakalara gomiildii ve 6rnekler (20 pL) yiiklendi. Son olarak, petri plakalar1 24 saat 37
° C'de inkiibe edildi.

3.5.11.3 Anti-quorum algilama aktivitesi

Anti-quorum algilama aktivitesini belirlemek i¢in, Chromobacterium violaceum
CV026 bakteriyel siispansiyonlar1 LB broth i¢inde gece boyunca aerobik biiyiimeyle
(30 ° C) alt kiiltiirlendi. Filmlerin anti-QS aktivitesini degerlendirmek ic¢in disk
difiizyon yontemi kullanildi. C6-HSL sinyal molekiilii i¢cindeki LB agar (0.25 ug / mL)
Petri plakalaria dokiildii ve daha sonra bakteri kiiltiiri agilandi. Diskler (¢cap: 6 mm)
hazirlanan agar tizerine konuldu, test edilen numuneler (20uL) yiliklendi ve plakalar 30
° C'de 24-30 saat inkiibe edildi. Solventin kendisi (20 uL) ve gentamisin (10 pg disk )
sirastyla negatif ve pozitif kontroller olarak kullanildi. Biitiin deneyler ii¢ kez

tekrarlandi.

Violacein inhibisyonunun kantitatif degeri, flask deneyi ile belirlendi. C6-HSL (5
mcM) sinyal molekiilleri ve drnekler, bakteri asilanmis LB broth icinde eklendi ve 30
° C'de 24 saat inkiibe edildi. Violacein ekstraksiyonu, Smiderle tarafindan tarif edildigi
gibi gerceklestirildi (Smiderle vd., 2011). Tim siselerin (1 mL) siispansiyonu 10
dakika boyunca 9.000 g'de santrifiijlendi. Daha sonra ¢ozeltiler dimetilsiilfoksit (1 mL)
icerisinde ¢oziindiriildii, vortekslendi ve santrifiijlendi. Geri kazanim, UV-vis
spektrofotometresi (PG Instruments, T-60) ile 585 nm'de Ol¢iildii. Test ii¢ kez

tekrarland1 ve pigmentin inhibisyon yiizdesi asagida verilen formiile gore belirlendi:
% pigment inhibisyonu = ((kontrol A585-test A585)) / (kontrol A585) x 100  (3)

Degerler ortalama zon ¢api inhibisyonu mm =+ standart sapmada olarak verildi
(ortalama + SD).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Ekstraktin Fenolik iceriginin Belirlenmesi

Mantar ekstraktin HPLC sonuglari, Sekil 4.1'de verilmistir. Belirlenen fenolik icerik
arasinda, p-kumarik asit ve gallik asit dikkat ¢ekicidir. 0.1 g mantar ekstraktinda
2659.82 ng g p-kumarik asit ve 2126,69 pg g gallik asit bulundugu tespit edilmistir.
T. terreum'un yiiksek fenolik igerigi, onceki bir ¢alismanin sonuglar ile tutarh
bulunmustur (Tel vd., 2012).
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Sekil 4.1. Mantar ekstraktinin kromatograma.

4.2 Filmlerin Kalinhg1 Ve Goriiniimii

Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar 6zii filmlerin goriiniimleri  Sekil 4.2'de
gosterilmistir. Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar 6z filmlerinin kalinligi sirasiyla 60
+2.24 uymve 190 + 10.3 um olarak kaydedildi. Kitosan filmine B-glukan iceren mantar
0zii eklendiginde, kalinligin artti§1 belirlenmistir. Kitosan kontrol film seffaf olan
goriiniimii, mantar ekstraktin eklenmesi ile Sekil 4.2'de goriildiigii agik kahverengi bir

goriinlime doniismiistiir.
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Sekil 4.2. Hazirlanan filmlerin goriiniisti; a. kitosan-kontrol film ve b. kitosan-mantar
ekstrakt1 film.

4.3 SEM

Yiizey yapist gesitli biiylitmelerde incelendi (Sekil 4.3). Kitosan-kontrol filminin
pliriizsiiz yiizeyinin, filme mantar ekstrakti eklendikten sonra sertlestigi belirlenmistir.
Mantar ekstrakti ve kitosan polimer ag1 arasindaki giiglii etkilesim nedeniyle, film
yiizeyi homojen ve siirekli gozlenmistir. Mantar ekstrakt % 1 asetik asit ¢ozeltisinde
¢oziiliirken, korunmus film biitiinligii ile sonuglanan etkilesim olasiligini arttirmistir.

Bu durumun suda ¢6ziiniirlik deneyiyle de uyumlu oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3. Kitosan-kontrol film a., b., c. ve kitosan-mantar ekstrakt: film d., e., ve f.
elektron mikroskobu goriintiileri.
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44FT-IR

Kitosanin, mantar ekstraktinin, Kitosan-kontrol filmin ve kitosan-mantar ekstrakt
filminin FTIR spektrumlar1  Sekil 4.4'te verilmistir. Bu  spektrumlarin
karsilastirilmasiyla molekiiler yapilardaki bag degisimleri arastirildi. Birinci
spektrumda alifatik C—H gerilme titresimine (2873.89 cm™!) ve -OH baglarina
(3289.00 cm™) karsilik gelen kitosan karakteristik zirveleri goriildii. 1648.89,
1561.90, 1374.99 ve 1025.75 cm™'deki zirveler sirasiyla amid | (C=0O gerilmesi), amit
Il (N-H egilme), amid III (C=N gerilmesi) ve kitosanin C=0 gerilme titresimine
karsilik gelmektedir. Kitosanin spektrumunda, 3263.31 cm Y'de goriilen -OH bag piki,
gliserol, su ve kitosan arasinda molekiiller arast H baglarinin olusmasiyla
genislemistir. Amid I ve amid III piklerinin yogunlugu azalirken, kitosan ve kitosan
film matrisi arasindaki molekiiler etkilesimlere bagli olarak amid II tepe yogunlugu

artmistir. Gliserol CH grubu titresimleri 1405.75 cm™'de gdzlendi.

Mantar ekstrakt spektrumunda karakteristik polisakkarit bantlar1 gozlendi.
Polisakkarit piklerinin 889.34 ve 850.50 cm™ seviyelerinde bulunmasi yapida B-
glukan oldugunu isaret etmektedir (Gonzaga vd., 2013). 1576.09 cm™'de konjuge C=C
gerilmesi, polifenolik bilesiklerin varligin1 gosterdi. HPLC sonuglari, mantar ekstrakti
icinde polifenolik bilesiklerin varligin1 gosterdi. Ayrica, CH2 gruplarinin titresimleri
B-glukan ve polifenolik bilesiklerin pikleri 1452.36 ve 1401.90 cm™'de kaydedildi.
Polifenolik bilesiklerin C-O-C glikosidik baglarinin B-glukan ve primer alkol
gruplarinm (C-O-H) pikleri sirasiyla 1079.70 ve 1022.18 cm™'de gdzlenmistir. Giiglii
CH alifatik germe titresim piki (2926.81 ve 2854.91 cm™t), C—O germe titresimleri
(967.76 -1118.83 cm* araliginda) ve B-glukanin C—H deformasyon bantlar1 (929.86-
772.02 cm™! arahiginda) kaydedildi. Mantar ekstraktimin FT-IR spektrumu, OH
gruplarinm (3196.21 cm™) giiclii absorpsiyon pikinden olusmustur. Spektrumdan
goriildigii gibi, OH grubu piki, bu molekiiller igindeki polifenolik bilesikler ile B-
glukan veya molekiiller arast olusan hidrojen baglarindan dolayr genis olarak

gbzlemlendi.

Kitosan film matrisine mantar ekstrakt1 dahil edildiginde, spektrumda pik genislemesi,
kayma ve yogunlugun artmasi gibi ¢esitli degisiklikler gozlemlendi. OH gruplarinin
giiclii absorpsiyon pikinin, kitosan film matrisi ile B-glukan ve polifenolik bilesikler

arasinda hidrojen baglarmin olusumu nedeniyle genisledigi ve hafifce daha diigiik
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frekanslara kaydigi gozlendi. CH alifatik germe titresim pikinin yogunlugu f-
glukandan gelen alifatik CH, gruplariyla artarak 2926.35 cm !'de gozlemlendi.
Kitosan amid II band1 (1573.69 cm™), polifenolik bilesiklerin C = C gerilme pikinin
iist iste binmesiyle yogun olarak gézlendi. Ayrica, B-glukanin CH> egilme titresimleri,
amit I1I band1 (1403.95 cm™) ile cakistig1 gozlendi. C-O-C glikozidik baglarm ve C-
O-H gruplarmin piklerinin, B-glukan ve polifenolik bilesiklerin etkisi ile genisledigi

belirlendi.

! | ! | ! | ! I ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Dalga Boyu (cm-1)

Sekil 4.4. a kitosan, b mantar ekstrakti, ¢ kitosan-kontrol ve d kitosan- mantar ekstrakti
filmlerinin FT-IR spektrumlart.

4.5 DSC

Filmlerin cam ge¢is sicakliginin (Tg) belirlenmesi i¢cin DSC analizi yapildi. DSC
egrileri Sekil 4.5'te gosterilmistir. Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakt filmler
icin 73.73 °C ve 107.74 °C'de gozlenen endotermik pikler, serbest-durum suyunun
kaybina atfedilmektedir. Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakt filmlerde suyun
buharlasmas i¢in gerekli olan enerjiler sirasiyla 139.43 J g™ ve 105.88 J g olarak
kaydedilmistir. 160.89 °C'de gozlemlenen ikinci termal olay, kitosanin Tg'si ile
ilgilidir. Birkag c¢alisma, kitosan Tg'nin belirlenmesinin zor oldugunu belirtmistir
(Dong vd., 2004). Kitosanin Tg'si, DMTA kullanilarak yaklasik 150 °C'de olarak rapor
edilmistir (Ogura vd., 1980). Ahn, kitosan Tg pikinin 161 °C'de gozlemlendigini
ortaya koymustur (Ahn vd., 2001). Bu ¢alismada, DSC sonuglar1 literatiir ¢alismalari
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ile uyumlu bulunmustur. Kitosan-mantar ekstrakti film igin, Tg zirvesi 195.07 °C'de
gozlendi bu artis mantar ekstrakti eklenmesine atfedildi. Filmlerin yiiksek Tg'sinin
molekiiller aras1 hidrojen sinirlarini olusturan hidroksil gruplarinin sayisindaki artigla
iliskili olabilecegi sdylenebilir. Bu gézlem yapilan ¢alisma ile uyumlu bulunmustur

(van Der Sman, 2013).

Ekzotermik tepeler, sirasiyla kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakti filmleri i¢in
273 ° C ve 301 ° C'de gozlenmistir. Bu zirveler, polimerlerin kristallesmesine
atfedilmistir. Mantar ekstraktinin ilave edilmesinin, kristallesmeyi geciktirerek kitosan
filminin kristallesmesini arttirdigt ve bu nedenle daha genis bir tepe gozlendigi
goriilmektedir. Bu, kitosan ve mantar ekstrakti arasindaki molekiiller arasi

etkilesimlere ve ayrica polimer yapisinin dallanmasina da atfedilebilir.

Normalize 1s1 139.43 J/g Normalize isi 38.83 J/g
Sicaklik piki 73.74 °C Sicaklik piki 160.89 °C
» Normalize 1s1 -217.43 J/g
T = Sicaklik piki 273.24 °C
o) a ra
©
c
L
a Normalize 1s1 105.88 J/g
§ Sicaklik piki 107.74 °C Normalize 1s1 22.67 J/g
= ~a Sicaklik piki 125/.07 (i
Z)" Normalize 1s1 -103.64 J/g
P4 Sicaklik piki 301.71 °C
< v
@

T T T
200 300 400

Sicaklik (°C)

Sekil 4.5. a kitosan-kontrol film ve b kitosan-mantar ekstrakt: filmlerinin DSC
termogrami.

4.6 TGA

Filmlerin TGA sonuglar1 Sekil 4.6'da gosterilmistir. Kitosan kontrol filmi igin ii¢ ana
bozulma piki gézlenmis, ancak kitosan-mantar ekstrakti filmi i¢in dort bozulma piki
kaydedilmistir. Her iki film i¢in de, 30 © C ila 100 ° C arasindaki ilk bozunma agamasi,
su buharlasmasina baglanmistir. Ikinci bozunma piki kitosan-kontrol filmi icin 110-
220 ° C (max: 157.32 ° C) ve kitosan-mantar ekstrakt1 filmi i¢in 140-210 ° C (max:
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199.36 ° C) olarak kaydedilmistir. Bu adim, Dou ve arkadaslari tarafindan bildirildigi
gibi gliseroliin bozulmasina bagliydi. Ugiincii bozunma, kitosan-mantar film igin 220-
340 ° C (max: 265.85 ° C) ve kitosan-mantar ekstrakt1 film igin 210-270 ° C (max:
256.5 ° C) olarak kaydedilmistir ve bu bozunma kitosan yapisinin ayrigmasina
baglanmistir ( Hong ve arkadaslari, 2007). Dordiincli yikim asamasi (270-440 ° C),
sadece kitosan-mantar ekstrakti filmi i¢in goézlemlenmistir ve bu bozunma mantar
ekstraktinin bozulmasina baglanmistir. Ayrica mantar ekstraktinin Kitosan filmine
birlestirilmesi, ikinci asamada gliseroliin bozunma sicakligini 157.32 © C'den 199.36 °

C'ye yiikseltmistir.

Kutle kaybi (%)
5 g
!

T T T 5 T T T T ! T
100 200 300 400 500 600 100 200 300 400 500 600
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)

Sekil 4.6. a. Kitosan-kontrol film ve kitosan-mantar ekstrakti filmin kiitle kaybi (%)
ve b. TGA egrisi.

4.7 Su Temas Agisi

Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakt filmlerin su temas agilar1 sirasiyla 70.38 °©
+ 1.89 ° ve 76.06 ° + 3.71 ° olarak kaydedilmistir. Sonugclar, kitosan filme mantar
ekstraktin ilave edilmesinin, su temas agisini1 dnemli 6lgiide arttirdigini géstermistir (p
< 0.05). Kitosan-mantar ekstrakt filmin hidrofobikligindeki artigin, B-glukan, fenolik
bilesikler ve kitosan film matrisi arasindaki molekiiller arasi etkilesimlere bagh
olabilecegi ongoriilmiistiir. Mantar ekstraktinin, kitosan filme hidrofobik 6zellikler
verdigi gozlenmistir. Onceki ¢aligmalarda targin yagi, {iziim cekirdegi yagi ve
zeytinyag1 eklenen kitosan filmlerin suyla temas agilari sirasiyla 37.3-70.3 °, 4656 °
ve 60-65 ° olarak kaydedilmistir (Ojagh vd., 2010; Moradi vd., 2012; Pereda vd.,
2012). Bu c¢alismalarla karsilastirildiginda, kitosan-mantar ekstrakt filmin daha

hidrofobik bir karaktere sahip oldugu goriilmiistir.
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4.8 Optik Gegirgenlik

Filmlerin 151k gecgirgenligi Sekil 4.7'de gosterilmistir. Isik gegirgenliginin, mantar
ekstrakti eklenmesiyle biiyiik 6l¢iide degistigi gézlendi. 400-700 nm dalga boylarinda
tarandiginda, Kitosan-kontrol filminin 151k gegirgenliginin, Kitosan-mantar ekstrakt
filme gore ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Onceki ¢aligmalarda, biberiye
esansiyel yagi, guar sakizi maddeleri gibi ¢esitli maddelerin eklenmesi gegirgenligi
arttirirken, polivinil alkol ve balik jelatini eklenmesi gecirgenligi azalttigi rapor
edilmistir (Rao vd., 2010; Abdollahi vd., 2012; Kanatt vd., 2012; Hosseini vd., 2013).
Elde edilen sonuglara gore, filmlerin gegirgenlik yilizdeleri kitosan-kontrol filmi i¢in%

73-88, kitosan-mantar oziitleme filmi i¢in% 17-53 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. a kitosan-kontrol film ve b kitosan-fumantar ekstrakte filmlin optik
gecirgenligi.

4.9 Mekanik Ozellikler

Filmlerin Young’s modiilii, kopma ve gerilme mukavemeti sonuglart Sekil 4.8'de

gosterilmistir. Kitosan-kontrol filminin Young’s modiilii (388.48 + 13.54 MPa) ve

gerilme mukavemeti (10.85 + 0.69 MPa) degerleri kitosan-mantar ekstrakti filminden

anlamli derecede daha yliksek olmasina ragmen (sirasiyla 2.13 + 0.17 MPa, 2.14 +
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0.02 MPa), kitosan-mantar ekstrakti filmin kopma degerindeki uzama (111.15 +
1.03%) kitosan kontrol filmden (35.25 £+ 2.28%) ¢ok daha yiiksek bulunmustur.
Dolayisiyla, kitosan filmin uzamasinin ve elastikiyetinin mantar ekstrakti ilavesiyle
arttig1 sdylenebilir. Film elastikiyetve uzama 6zelliklerindeki artis, bu filmin gelecekte
gida paketleme ve yara bandi yapiminda kullanilabilecegini gostermektedir (Caner
vd., 2004; Jayakumar vd., 2009). Kitosanin polimerik zinciri ile mantar ekstraktin
molekiilleri arasindaki etkilesime bagli olarak gerilme mukavemeti azalmistir ve buna

paralel olarak da Young’s modiilii azalmistir.
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Sekil 4.8. Kitosan-kontrol film ve kitosan-mantar ekstrakt filmin mekanik 6zellikleri
(kopma mukavemeti, kopmada-uzama ve Young’s modiilii).
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4.10 Suda Coziiniirliik

Yapilan suda ¢oziiniirlilk deneyinde, kitosan kontrol filmin, 48 saat 25 °© C sudaki
inkiibasyonu sonunda tamamen c¢oziindiigli belirlenmistir. Kitosan kontrol filmin
hidrofilik 6zellikte oldugu belirlenmistir. Ancak, kitosan kontrol filmine mantar
ekstraktin eklenmesinin ardindan, suda c¢ozlinilirliigliniin azaldigi belirlenmistir.
Kitosan-mantar ekstrakt filmin agirlik kaybi kaybi % 34.69 olarak bulunmustur.
Kitosan film matrisi, polifenolik bilesikler ve B-glukan arasindaki giiclii molekiiller
arasi etkilesimler, kitosan-mantar ekstrakt filmin sudaki ¢oziiniirliigiiniin azalmasina
neden olmustur. Mantar ekstraktinda suda ¢oziinen bilesiklerin varligina ragmen,
kitosan filmine katilmasi, genel olarak suda ¢oziiniirligli azaltmistir. Mantar ekstrakt
ve kitosanin NH2 gruplarinin etkilestigini ve suyun NH> gruplarina ulasamadigini
ongoriilmiistiir. Bu, ekstraktta bulunan p-kumarik asitin -COOH grubu ve kitosanin
NH, gruplar1 arasindaki etkilesime dayandirilabilir. Onceki bir calismada, kitosan
filminin suya olan ilgisinin, tar¢in yagi ilavesiyle azaldigi kaydedilmistir (Ojagh vd.,
2010).

4.11 Antioksidan Aktivite

Filmlerin radikal siipiiriicii aktivitesi, DPPH analizi kullanilarak analiz edilmistir.
Kitosan kontrol film i¢in antioksidan aktivite% 37.62 + 3.58 olarak belirlenmistir.
Kitosan-mantar ekstrak filmin antioksidan aktivitesi% 84.40 + 0.31 olarak
kaydedilmistir. DPPH analiz ¢alismalarmin sonuglari, kitosan-kontrol filmin
antioksidan aktivitesinin, mantar ekstrakti eklenmesiyle Onemli oOl¢iide arttigini
gostermistir (p < 0.05). Onceki bir calismada, B-glukanmn yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Thondre vd., 2011). Ayrica ekstraktin
antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasinin nedeni 7. terreum un polifenolik
bilesiklerine atfedilebilecegi belirtilmistir (FU vd., 2002; Sadi vd., 2016). Bu
calismada, HPLC analizi, mantar ekstraktinda p-kumarik asit bulundugunu
gostermistir (Torres y Torres ve Rosazza, 2001). Kitosan-mantar ekstrak filminin
antioksidan aktivitesindeki artisin temel nedeni, mantar ekstraktta bulunan p-glukan
ve polifenolik bilesiklere dayandirilabilir. Mantar ekstraktinin antioksidatif film

tiretimi i¢in katki maddesi olarak 1yi bir alternatif olabilecegi belirlenmistir.
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4.12 Kitosan-mantar Ekstrakti Filmin Biyo-deneyleri
4.12.1 Antimikrobiyal Aktivite

T. terreum'dan elde edilen B-glukan igerigi yiiksek ekstraktin, kitosan-kontrol filmin
ve kitosan-mantar ekstrakti filmin antimikrobiyal aktivitesi, test mikroorganizmalari
kullanilarak arastirilmistir.  Filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri igin ortalama
inhibisyon degerleri, Sekil 4.9'da sunulmustur. Sonuglara bakildiginda, kitosan-mantar
ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin kitosan-kontrol filminden 6nemli 6lgiide daha
yiikksek oldugu goézlemlenmistir. Kitosan-mantar ekstraktt filminin, test edilen
mikroorganizmalara karsi, 18.52 £ 0.81 mm (E. aerogenes) ve 28.75-0.92 mm (S.
aureus) inhibisyon zonu c¢apiyla yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsterdigi
belirlenmistir. Kitosan-mantar ekstrakt filminin zon degerleri, kitosan kontrol filminin
inhibisyon ¢ap1 degerlerinden yaklasik% 22.0-1.2 kadar artmistir. Tiim testlerde,
kontrol (sadece ¢dziicii) inhibisyon bolgesi gostermemistir. Ayrica, kitosan-mantar
ekstrakti film, test edilen mikroorganizmalara karsi ticari gentamisin'den biraz daha
yiiksek inhibisyon degerleri (14.09 - 0.37 - 26.63 - 0.89 mm arasinda) gdstermistir.
Bizim ¢alismamizda sentezlenmis olan Kkitosan-mantar ekstrakti filmin, toksik
olmayan o6zelligi, saglam ve biyolojik olarak parcalanabilir yapisi sayesinde gidalarin
korunmasi ve ¢evre sorunlari ile ilgili aktif gida ambalaji olabilecek potansiyelde bir

materyal oldugu 6ngoriilmiistiir.
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Sekil 4.9. Kitosan-kontrol ve kitosan-mantar ekstrakti filmlerin disk difiizyon testinin
inhibisyon bélgeleri (mm).

4.12.2 Anti-quorum Algilama Aktivitesi

Anti-QS aktivitesi, kitosan-kontrol film ve kitosan-mantar ekstrakti film ig¢in C.
violaceum CV026'ya kars1 n degerlendirilmistir. Her iki test edilmis kitosan filmde,
mor pigmentasyon kaybiyla degerlendirilen kayda deger anti-QS aktivitesi degerleri
sergilemistir. Kitosan-kontrol film ve kitosan-fungal ekstrakt film, 26.38+1.12 ve
9.06+0.72 mm arasinda degisen bolgelerdeki violacein iiretiminin inhibisyonunu
sergilemistir (Sekil 4.10.a.). Inhibisyon zonu yaricapinda, kitosan-mantar ekstrakt
film, bos kitosan kontrol filminden daha yiiksek pigment klirensi sergilemistir ayrica
pigment inhibisyonu antibiyotik gentamisinden daha yiiksek aktivite (12.14+0.84 mm)
sergilemistir. Violaceinin kantitatif inhibisyon degeri, kitosan-mantar ekstrakti filmi
icin % 84,12 + 3,2 araliginda violacein iiretimini azaltma kabiliyetine sahip oldugunu
gostermistir (Sekil 4.10.b.). Kitosan-fungal 6ziit filmin QS inhibisyon zonu, kitosan-
kontrol film ile karsilastirildiginda ayni sonuglart sergiledigi belirlenmistir (28.26 %
1.1), violacein iiretimionemli bir inhibisyonu sergilemistir. Bu ¢alismada, ilk kez,
kitosan-mantar ekstrakt filminin anti-QS ajan olarak potansiyel kullanimini bakteri

biiyiimesi ile violacein inhibisyonu ile degerlendirmistir. Calismamizdaki kitosan
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kontrol filmin, antibiyotikler, viriilans ve sinyalleme molekiillerinin {iretimi gibi

biyolojik fonksiyonlar1 diizenlemek i¢in kullanilabilecegi Ongoriilmiistir (Gibot,
2004; Boyen vd., 2009).
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Sekil 4.10. a. Anti-quorum algilama inhibisyonu igin plaka difiizyon analizi b. Disk
difiizyon testinin inhibisyon bolgesi (mm) (mor-gri ¢ubuklar) ve kitosan-
kontrol ve kitosan-mantar ekstrakti filmin violacein inhibisyonunun (%)
(mor daireler) kantitatif tayini.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada yenilebilir mantar T. terreum kullanilarak kitosan-mantar ekstrakti
kompozit film tiretilmistir. FTIR spektrum analizi, mantar ekstraktinin, Kitosan filme
basariyla dahil edildigini gostermistir. Kompozit filmin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri, ekstraktta bulunan yiiksek fenolik bilesikler sayesinde artmigtir. Kitosan-
mantar ekstrakti filmin, bakterisitlere kars1 evrensel bir antibiyotik olan gentamisinden
iki kat daha fazla anti-QS aktivitesi sergiledigi saptanmustir. Ek olarak, kitosan filmin
elastikiyetinin ve hidrofobikliginin, mantar ekstraktinin dahil edilmesiyle gelistigi
belirlenmistir. Sonug olarak, kitosan filmin suda ¢oziiniirliigli mantar ekstrakti ile
azaltilmistir. Fizikokimyasal 6zellikleri, antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri goz
Ontine alindiginda, kitosan-mantar ekstrakti kompozit filmler, mikrobiyal ataklara
kars1 gliclii bir bariyer olarak hareket edebilen alternatif bir ambalaj malzemesi olarak

onerilebilmektedir.
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