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oz

Bu calismada kitosan film formiilasyonuna iki farkli (%1 ve %3) konsantrasyonda etil pirtivat ilave edilerek,
cevre dostu bir ambalaj materyali gelistirilmesi amaglanmustir. Bu kapsamda hazitlanan film 6rneklerinin
nem, suda ¢Ozinirlik, goériinir yogunluk, renk, biyobozunurluk, kimyasallara karsi direng 6zellikleri
belirlenerek, filmlerin yiizey morfolojisi SEM, fonksiyonel gruplari ise FTIR ile karakterize edilmistir. Ayrica
film 6rneklerinin antimikrobiyal ve anti-quorum sensing aktivitesi disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir.
Sonu¢ olarak formulasyona etil piriivat eklenmesiyle kitosan filmin nem icerigi, goriiniir yogunlugu,
biyobozunurlugu ve antioksidan aktivitesi artmstir. SEM g6rintileri incelendiginde ise etil pirtivatin, kitosan
filmlerde gbzenekli yap1 olusumuna neden oldugu gézlemlenmistir. Film 6rnekleri Escherichia coli O157:H7,
Bacillus cereus, Staphyloccocus anreus, Alternaria arborescens, Aspergillus flavus, Penicillinm digitatum, Penicilliunm citrinum
ve Penicillum expansum suslarina karst antimikrobiyal etki gbstermistir. Buna ek olarak tim film 6rneklerinin
anti-quorum sensing aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen verilere gére 6zellikle CS-EP1 filminin,
doga dostu alternatif gida ambalaji olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kitosan, etil pirtivat, SEM, FTIR, antimikrobiyal, anti-quorum sensing

DETERMINATION OF PHYSICOCHEMICAL, ANTIOXIDANT,
ANTIMICROBIAL AND ANTIQUORUM SENSING PROPERTIES OF
CHITOSAN FILMS INCORPORATED WITH ETHYL PYRUVATE FILMS

ABSTRACT

The aim of this study is to develop an environmentally friendly packaging material by adding ethyl
pyruvate (EP) to the chitosan film (CS) formulation in two different concentrations (1% and 3%).
Thus, the moisture, water solubility, apparent density, color, biodegradability, and chemical resistance
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of the films were determined, and the surface morphology was characterized by SEM and functional
groups were characterized by FTIR. Additionally, the antimicrobial and anti-qs activities of the films
were determined by the disk diffusion method. The moisture, apparent density, biodegradability, and
antioxidant activity of chitosan film were increased by adding EP. It was observed that EP caused
porous structure in CS. Films showed antimicrobial effect against Escherichia coli O157:H7, Bacillus
cerens, Staphylococcus aurens, Alternaria arborescens, Aspergillus flavus, Penicillium digitatum, Penicillium citrinum
and Penicillum expansum. 1t was determined that all films showed anti-gs activity. Results showed that
CS-EP1 film can be used as an alternative food packaging

Keywords: Chitosan, ethyl pyruvate, SEM, FTIR, antimicrobial, anti-quorum sensing

GIRIS

Giunimiizde strdarilebilirlik ve ¢evre glivenligini
saglamak amactyla artan talep, gida ambalajlamada
doga dostu ambalaj materyali gelistirmeye yonelik
calismalarin  hizla artmasina neden olmustur
(Avella vd., 2005; Othman, 2014). Kitosan
yenge¢, karides gibi deniz kabuklularindan
ckstrakte edilen bir polisakkarittir (Nataraj vd.,
2018). 2001 yihnda ABD Gida ve Ila¢ Idaresi
(FDA) tarafindan GRAS (Generally Recognized
As Safe-genel olarak giivenli kabul edilir) olarak
bildirilmistir (Perinelli vd., 2018). Kitosanin toksik
olmamast gida, biyomedikal, kozmetik ve tarim
gibi bircok farkli alanda kullanimimna olanak
saglamistir (Al-Naamani vd., 2017; Singh vd,,
2019). Gida endistrisinde et ve meyve
yuzeyindeki bozulmalarin énlenmesi, su kaybinin
azaltilmast ve meyve olgunlasmasinin
geciktirilmesi amactyla yaygin olarak
kullandmaktadir (Shankar ve Rhim, 2018). Ancak
son donemde vyapilan calismalar, kitosanin
polimer olarak gida ambalajlamada kullanimina
dikkat cekmektedir. Ozellikle tek basina
antimikrobiyal aktiviteye sahip olmast, onu diger
polimerlerden 6ne ctkarmaktadir (Perdones vd.,
2016; Zhang vd., 2017; Lee vd., 2018). Kitosanin
antimikrobiyal etki mekanizmasi, yuzeyinde
bulunan pozitif yikler ile mikroorganizmanin
htcre zarinda bulunan negatif yikler arasindaki
etkilesim ile agiklanmaktadir. (Zhang vd., 2021; da
Silva vd., 2017). Bu etkilesim, mikroorganizma
hiicre membraninda hasara yol agarak, hucre
sitoplazmasinda yer alan iyon ve proteinlerin
ekstraselliler ~ bosluga  ge¢mesine  neden
olmaktadir. Ardindan olusan ozmotik basing ile
hiicre 6lumi  gerceklesmektedir (Perinelli vd.,
2018). Buna ragmen, ylksek suda ¢6ziinirlik ve

disik UV  engelleme Ozelligi gibi  cesitli
dezavantajlar, gida ambalajlamada kullanimint
sintrlandirmaktadir (Zhang vd., 2021). Bu nedenle
arastirmacilar,  kitosan ~ bazli  polimerlerin,
dezavantajlarint  gelistirmeye yonelik calismalar
yapmaktadir. Ornegin kitosan filmlere ilave edilen
2-fenil etanol, gallik asit, glimis nanopartikil, mor
musir ekstraktt gibi cesitli maddelerin, kitosan
filmlerin ~ termal, su buhart  gecirgenligi,
antioksidan ve antimikrobiyal 6zelligini gelistirdigi
bildirilmistir (Jakubowska vd., 2020; Zarandona
vd., 2020a; Zarandona vd., 2020b; Qin vd., 2019).

Etl piriivat, pirtivatin stabil bir lipofilik ester
tirevidir ve ginimiizde terapétik ajan olarak
bilinmektedir (Ulloa vd., 2002; Tornuk ve Durak,
2015). Gida endistrisinde buhar fazinda gida
kaynakli patojenlere karsi taze ve islenmis
yuzeylerdeki mikrobiyal yiiki azaltmak amaciyla
kullamlmaktadir (Bozkurt vd., 2016). ABD, Gida
ve Ila¢ Dairesi tarafindan belirli kosullar altinda
GRAS sinifinda kabul edilmektedir (Cetin vd.,
2019a). Etil  pirtivattn  mikroorganizmalar
Uzerindeki etki mekanizmasi tam  olarak
actklanmamistir. Ancak ucucu Ozellikte olmast
nedeniyle,  bitki  dokularinda  maskelenen
patojenlere kolaylikla ulagabilecegi
bildirilmektedir (Wang vd., 2019).

Literatiirdeki c¢alismalar ucucu yag veya fenolik
bilesikler gibi gesitli dogal bilesenlerin, elde edilen
kitosan bazli filmlerin antimikrobiyal, antioksidan
ve fizikokimyasal — &zelliklerini  gelistirdigini
bildirmistir (Yadav vd., 2020). Ancak etil pirtivat
iceren filmler Uzerine yapilan bir calismaya
rastlanmamistir. Bundan dolay1 yapilan ¢alismanin
amaci, etil pirtivat iceren kitosan bazli filmlerin
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fizikokimyasal, antioksidan, antimikrobiyal ve
anti-quorum sensing aktivitesi belirlenerek, petrol
tiirevi ambalaj materyallerine alternatif bir gida
ambalaj materyali gelistirmektir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Filmler %90 deasetilasyon derecesine ve 1.8x105
g/mol  molekil agithgina  sahip  kitosan
(Dungeness Enviromental, ABD), asetik asit
(Sigma-Aldrich, ABD), gliserol (Sigma-Aldrich,
ABD), Tween 80 (Merck, Almanya) ve etil pirtivat
(Alfa aesar, ABD) kullanilarak hazirlanmistir.

Filmlerin tiretimi

Aday ve Caner (2010), tarafindan uygulanan
yontem esas alinarak etil pirtvat filmleri %1.5
(w/v) kitosan c¢ozeltisinde hazitlanmistir. Edil
pirtivat, kitosan film formilasyonuna iki farklt
konsantrasyonda (%1 ve %3 w/w) eklenmistir.
Ayrica ucuculugu engellemek amactyla  etil
pirtivatin, film formiilasyonuna Tween 80 ile ilave
edilerek hazirlanmistir.

Filmlerin Fiziksel Ozellikleri
Film kalinlig:
0.001 mm hassasiyete sahip elektronik dijital

mikrometre (Dasqua, Italya) kullanilarak filmlerin
kalinliklar belirlenmistir.

Nem ve suda ¢oziiniirlitk

5 mm ¢apinda kesilen filmler tartilarak, 105 °C 'de
24 saat kurutulduktan sonra ikinci bir tartim
alinmistir. Denkleme gére film nem igerigi %
olarak hesaplanmistir (De Elguea-Culebras vd.,
2019).

% Nem icerigi = MOM—; )

*Mo ve M strastyla kurutma 6ncesi ve sonrasi agirliktir.

Suda ¢oézunurlik, filmlerin 1 saat damitik suda
tutulduktan  sonra, ¢6zinen filmin
maddesinin yiizdesi olarak belirlenmistir. Rastgele
secilen 5 mm c¢apindaki film 6rnegi, 24 saat
boyunca 105 °C'de etiivde kurutulduktan sonra ilk
agirligt belirlenmistir. Tlk agirligt belirlenen film
ornekleri, damitik su iceren beherde 25 °C’de 1

kuru

saat boyunca muhafaza edilmistir. Beherden
ctkarlan  film 6rnegi damuitik su ile hafifce
durulanmis ve ardindan ettivde tekrar kurutularak
(105 °C, 24 saat) suda ¢ézunmeyen kuru madde,
asagida verilen formile gbre hesaplanmustir (De
Elguea-Culebras vd., 2019).
So—-S§

S0 @
*So filmin baslangictaki agithig, S filmin ¢6ziinmeyen
kuru agithgidir.

% Cozintrlik =

Goriiniir yogunluk

Film gérinir yogunlugu, Lozano-Navarro vd.
(2018) tarafindan uygulanan yontem referans
alinarak belitlenmistir. Dairesel olarak kesilen
filmlerin agirliklar1 belirlendikten sonra cap ve
kalinlik Ol¢imu yapilarak verilen formule gore
gorinir yogunluk hesaplanmustir.

p=— ©)

*D = Ornek capt, H = Ornek kalinligt, W = Ornek
agirhign

Renk o6zellikleri

Filmlerin renk degerleri (L*, a*, b*), Minolta CR-
400 kalorimetresi (Minolta, Japonya) kullanilarak
belirlenmistit. Buna ek olarak belitlenen L*, a*, b*
degerlerine gore filmlere ait Hue®, TCD, W1 ve Y1
degerleri verilen formillere gére hesaplanmistir
(Ortiz-Duarte vd., 2019).

Hue® = tan‘lz—: “
AE = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)? (5)

WI = 100 — /(100 — L)% + (@*)2 + (b*)2  (6)
Yl = 142.86° ™

Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Filmlerin yiizey morfolojileri Canakkale Onsekiz
Mart Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezi (COBILTUM) ’nde bulunan
JEOL marka taramali elektron mikroskobu (JSM-
7100F, Japan) ile belitlenmistir. 8x10! mbar/Pa
vakum ve 10 mA voltaj alunda film Srneklerine
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altn-paladyum kaplama yapilmustir. Kaplama
yapilan o6rneklerin 5 kV voltajda gorintileri
kaydedilmistir.

Fourier doniigiimlii kizil 6tesi spektrometresi
(FTIR)

FTIR spektrumlart Nicolet IS50 (Thermo Fisher
Scientific, Madison, WI, ABD) ile belirlenmistir.
16 cm?! ¢ézunurlik ve 650-4000 cm-! arasindaki
spektra araliginda calisilmustir.

Filmlerin biyobozunurluk ve kimyasala kars1
direng 6zellikleri

5 mm c¢apinda kesilen film  Srnekleri
biyobozunurluk icin aktif ¢camur ve distile su,
kimyasal direng i¢in 2 N hidroklorik asit (HCI), 2
N sodyum hidroksit (NaOH) ve %1 sodyum
klortiir (NaCl) igerisinde 2 ay boyunca muhafaza
edilmistir. Film 6rneklerinin biyobozunurluk ve
kimyasal diren¢ Ozellikleri, muhafaza stiresi
boyunca her 10 giinde bir tartim yapilarak %
agirlik kaybi olarak hesaplanmistir (Swain vd.,
2013).

Antioksidan aktivite

Filmlerin antioksidan oOzellikleri 2, 2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) yéntemi ile belirlenmistir.
Karanlik bir ortamda 10 mg film 6rnegi, 1.0 mL
DPPH (6X105 M) cozeltisi igerisinde 3 saat
tutulmugtur.  Stre sonunda 517 nam’de
spektroskobik 6l¢tim yapilmistir. Denkleme gére
% inhibisyon hesaplanmistir (Akyuz vd., 2018).

% Inhibisyon = (M) x100 (8

Axkontrol

* Akontrol DPPH . ¢6zeltisinin absorbanst Asmek ise

film+DPPH  ¢Ozeltisinin - absorbansint  ifade
etmektedir.
Antimikrobiyal aktivite

Test mikroorganizimalar:

Filmlerin antimikrobiyal etkisini belirlemek icin
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Gida
Mihendisligi bolimi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda bulunan  Staphylococcus — aurens
ATCC-25923, Salmonella Typhimurium ATCC-
14028, Escherichia coli 0157:H7 EDL-937, Bacillus

cerens NCTC-7464 ve Candida albicans ATCC-
10231 suslart  kullandmustir.  _Aspergillus — flavus
NRRL-21882, Penicillinm expansum CECT-2280,
Penicillinm — citrinum — CECT-20822,  Penicillinm
digitatum ~ CECT-20795,  _Alternaria  arborescens
kiiltiirleri ise Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji boélimii 6gretim tiyesi Dog. Dr. Burhan
Sen’den temin edilmistir. Bakteri kiltiitleri
Tryptic Soy Broth (Oxoid, Ingiltere), kif
kiltiirleri Potato Dextrose Agar (Difco, Fransa)
ve maya kiltiirleri Sabouraud Dextrose Broth
(Biolife, Ttalya) besiyerinde gelistirildikten sonra 4
°C’de stoga alinmustir.

Antibakteriyel etkinin disk difiizyon testi ile
belirlenmesi

Bakteri kiltiirleri Tryptic Soy Broth besiyerinde
37 °C’de 24 saat inkibe edilerek 0.5 McFarland
(1x108 kob/ml) bulanikligina ayarlanmistir. 0.5
McFarland  bulanikligina ayarlanan  kilttrler,
Muller Hinton Agar (MHA) besiyerine 100 pL
inokiile edilmigtir. 5 mm c¢apinda kesilen disk
seklindeki film Ornekleri, besiyeri Uzerine
yetlestirilerek 37 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon zonlari
Olciilerek degerlendirilmistir (Seydim ve Sartkus,
2006; Rhim vd., 2000).

Antifungal etkinin disk difiizyon testi ile
belirlenmesi

Kuf kdltirleri Potato Dextrose Agar (PDA)
besiyerinde 25 °C’de 14 giin inkiibe edilerek %0.1
Tween 80 iceren %0.1 pepton icinde siispanse
edilmistir. Maya kiltiitleri ise Sabouraud Dextrose
agar besiyerinde 30 °C’de 5 glin inkiibe edilmistir.
Ardindan kifler spektrofotometre kullanilarak
530 nm'de 9%068-82 T’ye karsilik gelen 100
spot/mL konsantrasyona ayarlanmustir (Pfaller ve
Messel, 2000). Mayalar ise 2 MacFarland (106
kob/mL) konsantrasyona ayatlanarak hazirlanan
stspansiyonlardan, PDA besiyerine 100 pL
inokile edilmistir. Ardindan 5 mm capindaki disk
seklindeki filmler, besiyeri tizerine yerlestirilerek
ve 25 °C’de 7 giin inkiibe edilmistir (Ignatova vd.,
2006). Inkiibasyon sonunda olusan inhibisyon
zonlari degerlendirilmistir.
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Anti-quorum sensing aktivite

Test Mikroorganizmasi

Chromobacterium violacennn CV026 ve Pseudomonas
aernginosa (PAO-1) kanamisin i¢eren Luria-Bertani
(LB) besiyerinde 30 °Cde 24 saat inklbe
edilmistit.

Disk difiizyon testi

Filmlerin anti-quorum sensing aktivitesi disk
difiizyon testi ile belitlenmistir. 0.5 McFarland
konsantrasyona ayarlanan test kiiltiirleri %0.8 agar
ve 20 uL. C6-HSL iceren LB besiyerine inokdle
edilmistit. 5 mm disk seklinde kesilen film
Ornekleri besiyeri tzerine yerlestirilmis ve 30
°C’de 24 saat inkubasyon sonunda olusan
inhibisyon zonlart Slcilmustir (Akyuz et al,
2018).

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 23.0 (SPSS Inc.,
Chiago, IL, USA) programi ile gerceklestirilmistir.
Filmler arasindaki istatistiksel farkliliklar ANOVA
varyans analizi ile belirlenerek karsilastirmalar
Duncan testi kullanilarak yapilmistir. P <0.05
istatistiksel actdan anlamli kabul edilmistir.

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
Filmlerin fiziksel 6zellikleri

Hazirlanan  filmlerin  goriintileri  Sekil 1’de
verilmigtir. %1 etil pirtivat/kitosan (CS-EP1) ve
%3 etil pirtvat/kitosan (CS-EP2) iceren filmlerin
kalinhik degerinin, kontrol (CS) filmin kalinlik
degeri ile farklilik gésterdigi saptanmistir (Cizelge
1). Ancak bu farkliliklarin istatistiksel acidan
anlamlt bulunmamugtir (P >0.05). Film kalinliginin
farklt olmasi, polisakkarit matriks ile etil piriivat

arasindaki interaksiyondan kaynaklanmis
olabilecegi distniilmustir (Lian vd., 2020).

Sekil 1. Film goriintiileri
Figure 1. Images of films
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Cizelge 1. Filmlere ait kalinlik, nem, suda ¢6ziiniirlik ve gbrintr yogunluk degerleri,
Table 1. Film thickness, huminity, water solubility and visible density of filwms.

Bl Iiilr‘;l;k 1\(5;1 Suda Goziiniirliik (%) Gériniir Yogunluk (g/cm?)
Thickness Humiditiy Water solubility Apparent density

CS 0.233£0.069  22.79%0.61b 23.2140.00a 0.5088%0.0330

CS-EP1 0.191£0.059 24.9810.80a 21.25+0.35a 0.5885%0.0220

CS-EP2 0.31240.063 14.85+0.71c 18.38+0.74b 0.6448%0.0894

*CS: Kitosan, CS-EP1: %1 Etil pirtivat, CS-EP2: %3 Etil piriivat
*Aynt siitun tzerinde belirtilen farkls harfler istatistiksel agidan ortalamalar arasindaki farklihigs ifade etmektedir (P

<0.05).

%1 etil pirtivat, kitosan filmin nem igerigini
o6nemli dizeyde arttirmistur (P <0.05). Ancak
kitosan ve CS-EP1 filmlerinin suda ¢6ziinurlik
degerleri incelendiginde, anlaml bir farklilik tespit
edilmemistir (P >0.05). Buna ek olarak %3 etil
pirtivat, kitosan filmin nem icerigi ve suda
¢Oziinirliginde 6nemli dizeyde azalmaya neden
olmustur (P <0.05) (Cizelge 1). Filmlerin suda
¢Ozunirligld, su varhginda filmin suya karsi
gosterdigi direncin gostergesidir ve gida ambalajt
icin  O6nemli bir parametre olarak kabul
edilmektedir (Ghaderi vd., 2019). Buna gére film
formilasyonuna eklenen %3 etil piriivatin,
kitosan filmin suda ¢Ozinurliging gelistirdigi
belirlenmistir.

Gorintr  yogunluk filmlerin  gbzeneklilik  ve
filtrasyon kapasitesi hakkinda bilgi vermektedir
(Lozano-Novarro vd., 2018). Istatistiksel agidan
anlamlt bir fark olmamasina ragmen etil pirtivat

filmlerin, her iki konsantrasyonu gdriinir
yogunlugu arttirmustir (P >0.05) (Cizelge 1).
Renk, gidanin gérunimiind ve tiketici tercihini
dogrudan etkileyen Onemli bir parametredir
(Ghaderi vd., 2019). Kitosan film 6rneklerine etil
pirtivat eklenmesi, filmlerin L* (parlaklik)
degerinde 6nemli diizeyde artisa yol agmustir (P
<0.05) (Cizelge 2). Benzer sekilde parlaklik ve
sari-mavilik degerlerinin matematiksel olarak bir
arada veren WI ve ton acisini ifade eden Hue®
degerlerinde 6nemli diizeyde artis saptanmistir (P
<0.05). Renk farkhiliklarini veren TCD degeri ve
Urtin bozulmasint ifade eden sarilik indeksi (Y1)
degeri ise %1 etil piriivat eklenmesiyle 6nemli
diizeyde azalmistir (P <0.05). Kitosanin sart rengi,
tekrarlayan ~ 2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose
birimlerinden kaynaklanmaktadir (Salari  vd.,
2021). YI degerindeki azalma, etil pirtivat ve
kitosan arasindaki interaksiyonun glukopronaz
halkalarint etkilendigini géstermektedir.

Cizelge 2. Filmlere ait renk degerleri
Table 2. Color value of films

Film L a* b*

Hue®

TCD (AE) WI Y1

CS 79.22+1.64b  0.56%0.06a

26.1910.90a 88.48+0.27b 37.81£0.26b 58.36+0.45b 64.83£0.96a

CS-EP1 81.42%0.43a -0.03+0.01ab 23.08+0.53b 89.77+0.20a 36.24£0.36a 70.74+0.82a 40.2720.90c

CS-EP2 81.324+0.00a

-0.36+0.01b  28.32+0.71a 89.09£0.29a 37.49%0.45b 64.19£3.98a 50.93%0.29b

*Ayni siitun tGzerinde belirtilen farklt harfler istatistiksel acidan ortalamalar arasindaki farkliligi ifade etmektedir (P

<0.05).

*CS: Kitosan, CS-EP1: %1 Etl pirtivat, CS-EP2: %3 Etil piriivat
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SEM

CS, CS-EP1 ve CS-EP2 filmlerinin yiizey
morfolojileri SEM ile incelenmistir (Sekil 2). CS
film 6rneginde, homojen ve piirtizsiiz bir yap1
olusmustur. Ancak etil piriivat konsantrasyonu
artttk¢a bazi noktalarda kitosan agregasyonunun
meydana geldigi ve CS-EP1 ve CS-EP2 film
orneklerinde  0.15-0.53 pum  boyutlarinda

gozeneklerin varligr gézlemlenmistir. Buna ek
olarak CS-EP1 yiizeyinde catlamalarin oldugu,
CS-EP2 yuzeyinde ise catlamalarin olmadigt
saptanmustir. Saricaoglu vd. (2018), gézenekli yap1
olusumunun filmlerin su buhart gecirgenligi ile
iliskili oldugunu ve gézenekli yapinin gecirgenligi
artturdigini bildirmistir.

Sekil 2. Filmlere ait SEM gorintiileri a, d) CS (2000X, 10000X); b,e) CS-EP1 (2000X, 20000X); c, f)
CS-EP2 (2000X, 20000X)
Figure 2. SEM images of films

FTIR

FTIR ile CS, CS-EP1 ve CS-EP2 filmlerin
fonksiyonel gruplari belirlenmistir (Sekil 3). Tum
film 6rneklerinde benzer pik deseni belirlenmistir.
Calismada kitosana ait amid pikleri 1642.68 cm!
(C=0 gerilme, amid I), 1549.29 cm' (N-H
biukme, amid II) ve 1251.61 cm'! (C-N gerilme,
amid 1II) tespit edilmistir (Menazea ve Ahmed,
2020; Yadav vd., 2020; Chang vd., 2019). Buna ek
olarak 1027.63 cm™ (C-O gerilmesi) ve 2933.33
cm ! (C-H simetrik gerilme) pikleri belirlenmigtir
(Wang vd., 2016; Fernandes Queiroz vd., 2015).
Chang vd. (2019), 3421.28-3418.60 cm! piklerinin
hidroksil grubuna ait oldugunu bildirmistir.
Bundan dolay1 3007.75-3597.99 cm! arasindaki
genis pikin  hidroksil grubuna ait oldugu

belirlenmistir. ~ Ayrica  kitosan  matriksinin
glukopiranoz halkasina 6zgti absorbsiyon pikleri
1054.88 ve 890.96 cm'! (C-O-C, anti-simetrik
gerilme) tespit edilmistir (Oh vd., 2019; Shankar
ve Rhim, 2018; Fernandes Queiroz, 2015).
1054.88 cm! (C-O-C, anti-simetrik gerilme)
absotbsiyon piki CS-EP1 ve CS-EP2 filmlerinde
saptanamamustir. Bu durum, kitosan ve etil
pirtvat arasindaki interaksiyonun gostergesidir.
Ayrica CS-EP1 ve CS-EP2 filmlerinde, kontrol
gruptan farkli olarak 917.96 ve 919.89 cm-! dalga
boyunda, etil piriivatin yapisinda yer alan oxo-
propiyonik asit etil ester koprisiinin dizlem ici
deformasyonundan kaynaklanan pikler olabilecegi
belirlenmistir (Beaula and James, 2014).
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Sekil 3. Filmlere ait FTIR spektrumlari
Figure 3. FTIR spectra of the films

Filmlerin biyobozunurluk ve kimyasallara
kars1 direng 6zellikleri

Filmlerin biyolojik pargalanabilme 6zelligi, termal
direng ve gaz gecirgenligi ile iliskili oldugu ifade
edilmigtir ~ (Swain  vd., 2013).  Biyolojik
parcalanabilirligin zayif olmasi, filmlerin belirtilen
Ozelliklerinin zayif oldugunun gostergesi kabul
edilebilir. CS-EP1 filmi ilk 10 gin icinde aktif
camur ve distile suda tamamen kaybolmustur. CS-

EP2 ise, CS filme gore aktif ¢camurda daha az,
distile suda daha yiksek parcalanma OSzelligi
gostermistir (Sekil 4). Buna gore kitosan film
icerisine ilave edilen etil pirtivatin, kitosan filmin
termal diren¢ ve gaz gecirgenligini arttirdigt
sOylenebilir. CS-EP1 ve CS-EP2 filmlerinin SEM
goruntilerinde tespit edilen gézenekler bunu
desteklemektedir.

a b
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Sekil 4. (a) damutilmus su ve (b) aktif camurdaki filmlerin zamana bagl agirlik kaybr (%)
Figure 4. The weight loss (%6) of films due to treatment of (a) distilled water and (b) activated sludge at different
interval of time.
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Filmlerin etil pirtivat icerigi arttikca hidroklorik
asit ¢Ozeltisindeki ¢ozintrligh artmistir (Sekil 5).
Buna karsin filmlerin, etil pirtivat konsantrasyonu
artttkca NaOH  cozeltisi  icerisindeki  film
¢cozinlrligl azalmstir. %1 NaCl ¢ozeltisinde ise
CS-EP1 filmi ik 10 gin, CS filmi 40 ginde
tamamen yok olmustur. Ancak CS-EP2 filmi, 60
ginde %51.6 agithk kaybina ugramistir. Tuzlar

polimer yapt icerindeki hidrofobik olarak ikame
edilmis  bolgelerin = kiimelenmesine  neden
olmaktadir (Zhang vd., 2013). Bu neden ile
tuzlarin, polimer hidrasyon kilifindaki su
molekilleri ile rekabet ederek, polimer-su
etkilesimlerini moddle ettigi ve CS-EP2 filminin
¢Ozunirligini azaltmig olabilecegi
dusuntlmustit.

40 40
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Sekil 5. Filmlerin (a) 2 N HCI, (b) 2 N NaOH ve (c) 1% NaCl igerisinde zaman baglt agirlik kayb1 (%0)
Figure 5. The weight loss (%) of films dne to treatment of (@) 2 N HCY, () 2 N NaOH and (c) 1% NaCl at
different interval of time.

Antioksidan aktivite

Antioksidan  aktivite, lipit  oksidasyonunu
geciktirerek  gidanin  muhafaza  siiresinin
uzamasina yardimct olan 6nemli bir parametredir
(Coban ve Patir, 2010). Calismada CS, CS-EP1 ve
CS-EP2 filmlerinin inhibisyon degerleri sirastyla
9%20.81£0.82, %35.69%0.39, %22.151+0.55 olarak
tespit edilmistir. Kitosan film formilasyonuna
eklenen etil pirtivat, antioksidan aktiviteyi
artmustir. Bu artisin CS-EP1 filmi icin istatistiksel
acidan 6nemli (P <0.05) oldugu, CS-EP2 filmi i¢in
ise 6nemli olmadigt belitlenmistit (P >0.05).
Benzer sekilde Akyuz vd. (2018) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, kitosan filmin antioksidan
Ozellige sahip oldugu bildirilmistir. Fink (2007)
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise,
pirtivatin serbest radikal stipiiriicii aktivitesine
sahip oldugunu bildirilmistir. Bu durum CS-EP1
ve CS-EP2 filmlerin antioksidan 6zelligini neden
artturdigini - aciklamaktadir.  Ayrica  CS-EP1
filminin antioksidan aktivitesinin, CS-EP2’den
daha ytksek olmasinin nedeni, CS-EP1 filminin

analiz  ¢Ozeltisi icerisindeki  ¢6zinirliginin
yiksek olmasindan kaynakli oldugu
distintlmistur.

Antimikrobiyal aktivite

CS, CS-EP1 ve CS-EP2 filmleri, test edilen tim
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki
gostermistir (Cizelge 3). Film formilasyonuna
eklenen %! etil pirtivat, filmlerin E. co/i O157:H7,
B. cereus ve S. awrens suglarina karsi gosterdigi
antibakteriyel etkiyi 6nemli diizeyde arttirmustir (P
<0.05). En yiiksek antibakteriyel etkiyi CS-EP1
filmi g6stermistir. Etil pirtivat konsantrasyonu
arttikca antibakteriyel etki azalmistir. Benzer
sekilde %1 etil pirtivatin, CS filmin .A. arborescens,
A. flavus, P. digitatum, P. citrinum ve P. expansum
suslarina karst gosterdigi antifungal etkiyi 6nemli
diizeyde arttirdigt belirlenmistir (P <0.05). Ayrica
film formiilasyonunda, etil pirtivat
konsantrasyonu arttikca antimikrobiyal etkinin
onemli dizeyde azaldigr belirlenmistir (P <0.05).
Bu durum Goy ve Assis (2014) tarafindan yapilan
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calismada da belitlenmis, arastirmacilar bunu film
¢ozeltisinin  konsantrasyonunun  artmasinin,
¢Oziicintin ortamdan uzaklastirilmast sirasinda
polimer zincirindeki fonksiyonel gruplar arasinda
¢apraz baglanmaya, hidrojen ve kovalent baglarin
olusmasina neden olmasina ve aktif yapidaki

kisitlanmasina  baglamuslardir.  Sonu¢  olarak,
kitosanin yiizeyinde bulunan pozitif yiikli alanlar
azalmakta yani bakteri hiicre duvarina baglanmasi
icin ortamda daha az yukli alanlar kalmakta ve bu
da antibakteriyel etkinin azalmasina neden
olmaktadir (da Silva vd., 2017, Perinelli vd., 2018,

islevsel  gruplarin gevre  ile  etkilesimi Zhang vd., 2021).
Cizelge 3. Filmlerin antimikrobiyal aktivitesi
Table 3. Antimicrobial activity of films
. ) Inhibisyon ¢apt (mm)
Ml_k foorganizma Inhibition diameter
Microorganism
CS CS-EP1 CS-EP2

E. /i O157:H7 EDL 937 6.5510.17b 8.531+0.20a 6.8610.14b
S. Typhimurium ATCC 14028 7.5110.06 7.3110.56 7.7510.15
B. cerens NCTC 7464 6.5610.47b 9.2310.02a 6.6510.25b
S. anreus ATCC 25923 7.1810.08b 7.8810.21a 7.2010.02ab
A. arborescens 10.37+0.10b 12.1740.06a 5.361+0.36¢
A. flavus NRRL 21882 7.3610.25b 13.8110.35a 6.97+0.41b
P. digitatum CECT 20795 10.56£0.48a 13.76£0.58a 8.2610.23b
P. citrinum CECT 20822 11.70£0.50b 14.0940.38a 10.71£0.16b
P. expansum CECT 2280 9.4610.37b 14.9911.08a 10.0910.31b
C. albicans ATCC 10231 6.91£0.00b 11.6240.62a 9.5610.64a

*Aynit satir Uzerinde belirtilen farkli harfler istatistiksel acidan ortalamalar arasindaki farkliligs ifade etmektedir (P

<0.05).

Antimikrobiyal test sonuglarina gore, filmlerin
maya ve kiiflere karst bakterilere oranla daha etkili
oldugu saptanmustir. Literatiirde etil piriivat ve
kitosanin birlikte kullanimi ile ortaya ¢ikan
antimikrobiyal aktivite hakkinda bir calisma
yoktur. Ancak yapian c¢aligmalarda kitosan
filminin E. cofz, S. anreus, S. Typhimurium, B. cereus,
Aspergillus - flavus, A. alternata  Alternaria  solani
suslarina  karst antimikrobiyal etki g&sterdigi
bildirilmistir (Zhang vd., 2009; Kaur vd., 2012;
Younes vd., 2014; Peng ve Li, 2014; Youssef vd.
2015; Hu vd., 2016; Akyuz vd., 2018). Ayrica etil
pitivatin 8. awrens, E. coli, Listeria monocytogenes
suslarina karst antimikrobiyal etki gosterdigi ve
cesitli gida gruplarinda fungal yiikl azalttigina dair
bir¢ok calisma bulunmaktadir (Cetin vd., 2019a;
Cetin vd., 2019b; Wang vd., 2019; Bozkurt vd.,
2016; Tornuk ve Durak, 2015). Literattirde verilen

sonuclar bu calismadaki sonuglart

desteklemektedir.

Anti-quorum sensing aktivite

Quorum sensing, bir¢ok bakteri tiiriinde biyofilm
olusumunun ana kaynagi olarak bilinmektedir.
Anti-quorum sensing bilesikleri ise, quorum
sensing sistemine midahale ederek bakteriyel
patojeniteyi  zayiflatan  bilesikler  olarak
tanimlanmaktadir (Ilk vd., 2017). Filmlerin anti-
quorum  sensing aktivitesi,  Chromobacterinm
violacenm CN 026 ve Psendomonas aeruginosa (PAO-1)
suslarina  karst pigment inhibisyon bolgesi
olusumuna gére degerlendirilmistir. Buna gore
Chromobacterinm violacenns CV026 susuna karst CS
(8.66£0.03 mm) ve CS-EP1 (8.65£0.79 mm)
benzer inhibisyonu gosteritken, CS-EP2 daha
distik inhibisyon  gostermistir.  Pseudomonas
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aeruginosa  PAO-1  susuna karst en yiksek
inhibisyon ise CS-EP1 (6.70£0.01 mm) filminde
tespit edilmistir. Chromobacterium  violaceum ve
Psendomonas  aernginosa suglarinin - Gram  negatif
olmast, lipofilik ester  olan  yuksek
konsantrasyondaki etil pirtivatn hiicre zarina
girisini  zorlagtirdigt  (Wang vd., 2021) ve
konsantrasyon artisina bagli olarak anti-quorum
sensing  etkinin  azalmasina  yol  acugl
dastntlmistir. Koc vd. (2020) tarafindan kitosan
filmin, Chromobacterinm violacennn CV026 susunun
violasein iretimine karst inhibisyonu 9.10£1.00
mm olarak saptanmistir. Badawy vd. (2020),
Namasivayam  vd.  (2020) ise, kitosanin,
Psendomonas aeruginosa PAO-1 susunun pyocyanin
Uretimini azalttu@ini  bildirmistir. Etil pirtivat
lavesinin anti-qs aktiviteye katkist olmadigi,
kitosan filminin anti-qs etkisinin literatiir ile
benzerlik gbsterdigi saptanmustir.

SONUC
Bu caligmada iki farkli konsantrasyonda etil
pirtivat iceren kitosan bazli film hazirlanmistir.

Hazitlanan  film  6rneklerinin @ nem, suda
¢cozuntrlik, gbrintr yogunluk, renk,
biyobozunurluk, kimyasallara karst  direng
Ozellikleri  gibi  fizikokimyasal — 6zellikleri
belirlenmistir. SEM, FTIR ile film yapist
incelenmistir. ~ Ayrica  film  Grneklerinin
antioksidan, antimikrobiyal ve anti-quorum

sensing aktivitesi tespit edilmistir. Biyolojik olarak
en etkili filmin CS-EP1 oldugu saptanmistir.
Sonug olarak, Ozellikle antimikrobiyal
aktivitesinden dolayt CS-EP1 filminin &zellikle
antifungal etkisinden dolayt kif ve maya
bozulmalarina hassas gidalarda aktif ambalaj
olarak kullanimi1 yani sira petrol tiirevi materyaller
yerine alternatif ambalaj malzemesi tUretmek icin
kullanilabilecegi belirlenmistir.
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