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Elektroegirme, yiiksek yiizey alani/hacim oranina sahip farkli boyutlarda liflerin Gretimi igin yenilik¢i bir
yontemdir. Bu calismanin amact, nane ucucu yagt yukli ve kitin lifleri/kitin mikro kristalleti ile giclendirilmis
zein  bazli nanobiyokompozit malzemelerin elektroegirme yontemi ile iiretilmesidir. Uretilen
nanobiyokomporzitlerin yizey morfolojisi, mekanik &zellikleri ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir.
Polimer ¢ozeltisine kitin liflerinin eklenmesi ile ortalama lif ¢apt artmustir. Kitin mikro kristalleri iceren
malzemelerin mekanik 6zelliklerinin, kitin lifi iceren malzemelere gore daha zayif mekanik 6zelliklere sahip
oldugu bulunmustur. Kitin lifleri ve nane ugucu yagt iceren malzemeler test mikroorganizmalari tzerinde
berrak zon olusturmamustir. Fakat kitin mikro kristalleri ile birlikte nane ugucu yagi iceren malzemeler,
Staphylococcns — anrens izetinde FEscherichia coliden daha etkili olmustur. Uretilen nanobiyokompozit
malzemelerin potansiyel aktif ambalajlama sistemlerinin gelistirilmesinde kullamlabilecegi diistintilmektedir.
Anahtar kelimeler: Elektroegirme, nanobiyokompozit, nane ugucu yagy, kitin lifleri, kitin mikro kristalleri.

INVESTIGATION OF ELECTROSPUN NANOFIBERS STRENGTHENED
WITH CHITIN AS ACTIVE PACKAGING MATERIAL

ABSTRACT

Electrospinning is an innovative method for the production of fibers with different sizes having a
high surface area/volume ratio. The aim of this study was to produce zein based nanobiocomposite
active packaging materials loaded with mint essential oil and strengthened by chitin fibers/chitin
microcrystals using electrospinning. Surface morphologies, mechanical properties and antimicrobial
activities of the produced nanobiocomposites were determined. The average fiber diameter increased
with the addition of chitin fibers into polymer solution. It was found that the mechanical properties
of materials containing chitin microcrystals were weaker than the materials containing chitin fibers.
The composite materials containing chitin fibers and mint essential oil did not form a clear zone on
the test microorganisms. However, materials containing chitin microcrystals with mint essential oil
were more effective on  Staphylococcns aureus than Escherichia coli. 1t 1s considered that
nanobiocomposites produced can be used in the development of potential active packaging systems.
Keywords: Electrospinning, nanobiocomposite, mint essential oil, chitin fibers, chitin microcrystals.
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GIRIS
Son yillarda malzeme bilimi ve teknolojisinin
gelismesi, stirekli degisen tiiketici taleplerine yanit
olarak gida ambalajlama  sistemlerini  de
etkilemistir. Gida maddelerinin  Uretiminden
tiiketimine kadar triin kosullarinin izlenmesi, gida
ambalajlama  sistemlerinde  nanoteknolojinin
kullaniminin  gelismesini saglamistir (Pereira de
Abreu vd., 2012). Nanoteknoloji, malzemenin
yapistnt molekiiler seviyede yeniden tasarlama ve
bircok fonksiyonu bir arada bulunduran ambalaj
malzemelerini Gretme firsatt sunmaktadir. Gida
ambalajlanmasinda nanoteknoloji, nanokompozit
ambalaj malzemelerinin Gretilmesi ile akilh ve aktif
ambalaj malzemelerinin gelistirilmesinde
kullanilmaktadir. Nanokompozit ambalaj
malzemeleri, biyolojik  olarak  parcalanabilir
olduklarindan geleneksel petro-kimyasal tiirevli
ambalajlara karst umut verici bir alternatiftir. Akallt
paketleme sistemleri, nakliye ve depolama
esnasinda ambalajhi gidanin durumunu izlemek ve
hakkinda bilgi saglamaya yoOnelik karakterize
edilmiglerdir. Aktif paketleme sistemleri ise
gidalarin raf Smriindi uzatmak icin kullanilan, aynt
zamanda tiketiciye taze ve giivenli sekilde yuksek
kaliteli trlGnler sunmayt hedefleyen, paketin
geleneksel islevinin Stesine gectigi bir uygulamadir
(Peteira de Abreu vd., 2012; Realini ve Marcos,
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2014). Aktif paketleme uygulamalari, oksijen
yakalayicilar, nem dizenleyiciler, karbondioksit

diizenleyiciler, etilen yakalayicilar ve
antimikrobiyal paketleme sistemlerinden
olugsmaktadir (Vermeiren vd., 1999). Son

zamanlarda, aktif ambalajlama icin nanoliflerin
kullanimina olan ilgi artmaktadir.

Gida endustrisi de dahil olmak tzere bircok
alanda kullanilan nanoliflerin  dretimi  i¢in
gelistirilen farkli yontemler bulunmaktadir. Fakat
bu yontemler genellikle mekanik kuvvetleri temel
alan, kurulumu zor ve pahali sistemlerden
olusmaktadir. Elektroegirme yonteminde ise diger
lif dretim yontemlerinden farklt olarak elektrik
alan kuvvetlerinin etkisiyle polimerlerden Lf
olusumu saglanmaktadir. Elektroegirme, bir
polimer ¢oOzeltisini yiksek elektrik alana maruz
birakarak ultra ince liflerin olusumunda kullanilan
fiziksel bir islemdir (Torres-Giner, 2011). Bir¢ok
alanda kullanim potansiyeli olan elektroegirme,
nanometre ¢apinda ve genis bir yiizey alanina
sahip lif Uretmek icin en etkili, avantajl,
uygulamast kolay, ucuz ve hizlt bir yéntemdir. Bu
sistem genel olarak; bir yiksek gerilim gig
kaynag, ayarlanabilir bir siringa pompast, siringa,
igne ve bir toplayict plakadan meydana gelir.
Elektroegirme sistemi Sekil 1°de gosterilmistir.

Collector
Toplayici

Yiiksekvoltaj poyer Supply
glic kaynagi

Polimer Polymar
cozeltisi Solution

_'__L—) Siringa  Needle

Sekil 1. Elektroegirme diizenegi
Figure 1. Electrospinning system
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Elektroegirme  teknigi, gida ambalajlarinda
kullanilan aktif ara katman Gretimi icin potansiyel
olusturan bir yontemdir. Geleneksel dokim
yontemine kiyasla nano ve mikro lifler ultra-ince
caplarina bagli olarak ¢ok buyiik bir ylzey/hacim
oranina sahiptirler (Schmatz vd., 2019; Torres-
Giner, 2011). Nanolifler, elektroegirme prosesi ile
bir fazin digeri icerisinde dagilmis halde
bulundugu  tG¢  boyutlu  yapilar  olan
nanokompozitlere donigtirilebilitler.
Nanobiyokomporzitler, biyolojik olarak
parcalanabilen ve yenilenebilir dogal kaynaklardan
elde  edilen  nanokompozitlerdir.  Dogal
biyopolimerlerden biri olan zein; misirdan elde
edilen a-,Y-, B- ve 8- zeinin karisimi olan bir musir
proteinidir. Zein, film olusturma Szelligi, yiiksek
termal direnci ve iyi oksijen ve aroma bariyer
Ozellikleri  nedeniyle  potansiyel — ambalaj
malzemelerinin  gelistirilmesinde  kullanilabilir.
Ancak biyopolimerlerden elde edilen filmlerin,
zayif mekanik ve bariyer &zelliklerinden dolay1
ambalaj materyali olarak kullanimlarinin sinirlt
oldugu bildirilmektedir (Junkasem vd., 2000).

Nanokomporzitlerin ~ gelistirilmesinde,  ugucu
yaglar ve bazt dolgu malzemelerinin kullanimi
olduke¢a yaygindir (Antunes vd., 2017; Wen vd,,
2016). Fakat kullanilan dolgu malzemelerinin
cogu inorganiktir. 1norganik dolgu
malzemelerinin yerine yenilenebilir kaynaklardan
elde edilen kil kristalleri ve mikro kristaller de
kullanilabilmektedit. Bu malzemeler, dusik
maliyetli, kolay bulunabilir, toksik olmayan ve
yenilenebilir olmalarinin yant sira iyi mekanik ve
bariyer Ozelliklere sahip olmalar1  sebebiyle
inorganik malzemelere iyi bir alternatif olabilirler.
Giglendirici dolgu malzemesi olarak bilinen kil
kristallerinin =~ uretiminde  kullanilan  kitin,
selilozdan sonra dogada en bol bulunan
biyopolimerdir. Bu yapisal malzemenin buyiik bir
kismi  hayvanlarda, eklem bacakldarin  dis
iskeletlerinde (yengecler, karidesler ve bécekler),
bazt canhlarin  omurgalarinda  bulunmaktadir
(Mincea vd., 2012). Dogal kaynaklardan elde
edilen kitin ve turevleri yapt birimleri tizerinde
reaktif bir amino grubu bulundurdugundan
kimyasal reaksiyonlar ile modifiye edilmesi seliloz
kaynakli malzemelerden daha kolaydir (Zeng vd.,
2012). Bol miktarda kitin iceren gida sanayi

atiklari, mikro kristallerinin tGretimi icin 6nemli bir
kaynaktir.  Gtlglendirici  dolgu  malzemesi
tretiminde oncelikle demineralizasyon,
deproteinizasyon ve renk giderim islemleri ile
kitin saflagtirildiktan sonra asit hidrolizi, santriftj
ve liyofilizasyon agamalari gerceklestirilerek mikro
kristaller elde edilebilir (Paillet vd., 2001). Jin ve
digerleri (2017) tarafindan yapilan bir calismada,
seliloz nano kristalleri (NCW) ile gliclendirilmis
lignin bazli kompozit membranlarin tretiminde
elektroegirme yontemi kullanilmustir. Elde edilen
nanolifli ylizeylerin mekanik 6zellikleri incelenmis
ve NCW'lerin lignine eklenmesinin, saf lignine
gore gerilme direncini arttirdigi belirlenmistir. Bir
diger calismada ise zayif mekanik 6zelliklere sahip
olan poli(e-kaprolakton) (PCL) biyopolimerinin
gliclendirilmesi amactyla aliiminyum oksit (ALO»3)
kil kristalleri kullanilmis  ve elektroegirilmis
membranlar uretilmistir. Elde edilen sonuglar,
AlO;s kristalleri iceren membranlarin saf PCL’ye
gore daha iyl mekanik 6zelliklere sahip oldugunu
gostermektedir (Dong vd., 2012).

Nanobiyokompozitlerin ~ fonksiyonellestirilerek
aktif ambalajlarin elde edilmesinde ucucu yaglar
¢ok stk kullanilmaktadir. Ugucu yaglar damitma
veya preslemeyle, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk
ve kok kisimlarindan elde edilen oda sicakliginda
sivi, genellikle renksiz veya acgtk sart renkli
kompleks bilesiklerdir. Bu bilesiklerin
antimikrobiyal 6zellikleriyle gidalarda bozulma ve
zehitlenmelere neden olan Listeria monocytogenes,
Staphylococens spp., Bacillus spp., Campylobacter jejuni,
Shigella spp., Escherichia coli gibi bakteriler, maya ve
kifler tzerinde etkili oldugu bilinmektedir
(Nostro  vd., 2000; Sartoratto vd., 2004).
Gegtigimiz yillarda Tang ve digerleri (2019)
tarafindan yapilan bir calismada nane (PO) ve
papatya ugucu yagl (CO) olmak Uzere iki gesit
ucucu yag iceren jelatin nanolifleri elektroegirme
yontemi kullanidarak dretilmistir. Nanoliflerin
Escherichia coli ~ve Staphylococcus  anrens'a  kars
antibakteriyel aktivitesi incelendiginde, her iki
yagin kombinasyonu ile elde edilen nanolifli
yluzeylerin  optimum  aktivite sagladigi  ve
gelistirilen jelatin/PO/CO nanoliflerinin,
yenilenebilir ambalajlama icin yenilik¢i bir ¢6zim
olabilecegi belirtilmistir. Antunes ve digerleri
(2017) yaptiklart bir ¢alismada antimikrobiyal ajan
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olarak  okaliptis ucucu yagt (EEO) ve
siklodekstrin  (CD) kullanmis ve zein bazl
elektroegirilmis  lifler iiretmiglerdir. Uretilen
antimikrobiyal kompozit membranlarin, gida
koruyucusu olarak kullaniminin  umut verici
oldugu belirtilmistir. Antimikrobiyal 6zelliklerinin
yani stra ucucu yaglar sahip olduklari fonksiyonel
gruplar sebebiyle ambalaj materyalinin mekanik ve
termal Ozelliklerinin iyilestirilmesi amaciyla da
kullanilmaktadir. Ayrica icerdikleri fonksiyonel
gruplar sayesinde ucucu yaglarin, biyopolimer
bazli membranlara plastiklestirici etki kazandirdigt
ve bu sebeple daha esnek yapili materyallerin
gelistirilebilecegi belirlenmistir (Wen vd., 2016).

Bu ¢alisma kapsaminda elektroegirme yontemi
kullanilarak nane ugucu yagt yiikli nanolifler elde
edilmistir. Nane ugucu yagi, Menthaspecies cinsi
bitkilerden elde edilen ve gida sanayi, tip, eczacilik
ve kozmetikte kullanilan 6nemli bir bilesendir.

Ayrica  nane  ugucu  yagimn  benzersiz
antimikrobiyal, antifungal, antioksidan anti-
inflamatuar  &zelliklere de  sahip  oldugu

bilinmektedir (Barrosa vd., 2015). Tim bu
etkilerinden dolay1 ucucu yaglar gida paketleme
sistemlerinde  biyopolimerlerin  yapisina  dahil
edilerek aktif ambalaj materyali dretiminde
kullanilabilmekteditler.

Bu calismanin amaci, elektroegirme yontemi
kullanilarak nane ugucu yagt yukli ve giclendirici
dolgu malzemesi olarak kitin lifleri ve kitin mikro
kristallerine sahip nanoliflerin aktif ambalaj
sistemlerinde kullanim potansiyelinin
aragtirlmasidir. Bu kapsamda saf zein, zein-nane
ugucu yagi, zein-kitin lifleri/kitin mikro kristalleri
ve zein-nane ugucu yagi-kitin lifleri/kitin mikro

kristalleri iceren elekroegrilmis  materyaller
tretilmistir. ~ Uretilen — materyallerin  yiizey
morfolojileri, kimyasal yapilari, mekanik ve

antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Elektroegrilmis membran yapilarin tretiminde
kullanilan zein (£3625) Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA); glasiyal asetik asit ise Carlo Erba
(Rodano, Italy) firmasindan satin alinmugstir. Aktif
materyal olarak kullanilan nane ugucu yagi (NUY),

Cakiroglu firmasindan (Cakiroglu Ucucu Yag San.
Tic. Ltd. Sti., Mersin) temin edilmistir. Kitin lifleri
(KL) ve kitin mikro kristalleri (KMK) yerel bir
pazardan temin edilen mavi yengec¢ atiklarinin
demineralizasyon, deproteinizasyon, asit hidrolizi,
santrifiij ve liyofilizasyonu ile elde edilmistir.
Uretilen malzemelerin antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesinde kullanilan
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus
anrens  (ATCC  25923) test mikroorganizma
kiiltiirleri, Mersin Universitesi Gida Mithendisligi
Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.

Nane Ucgucu Yagimin
Aktivitesinin Belirlenmesi
Nane ugucu yaginn Escherichia coli (ATCC 25922)
ve Staphylococcus  anrens'a (ATCC 25923) karst
antimikrobiyal aktivitesi agar disk difiizyon
yontemi kullanidarak belirlenmigtir. Kiltarleri
aktiflestirmek icin Tripttk Soy Broth (TSB)
besiyeri, agar disk difizyon yonteminde ise
Mueller  Hinton  Agar (MHA)  besiyeri
kullandmistir.  Stok kultirden 6ze ile alinan
koloniler TSB besiyerine asilanip 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
sonunda kiltir yogunlugu spektrofotometre
(Cary60UV-Vis, Agilent Technologies, Malezya)
ile Olctilerek, McFarland 0.5 standardina gore
1x108 olacak sekilde ayarlanmistir. Yogunlugu
ayarlanan kiltirden 0.1 mL abip MHA
besiyerine ekim  yapilmustir.  Ucgucu  yagin
antimikrobiyal aktivite testi ic¢in kullaniacak
diskler steril Whatman kagitlarindan 6 mm capa
sahip olacak sekilde elde edilmistir. Nane ucucu
yagl 20 uL olacak sekilde steril disklere emdirilip
petrilere yerlestirilmistir. Petriler, 37°C’de 24 saat
inkiibasyona  birakilip  inkibasyon sonunda
inhibisyon zonlart bir kumpas yardimiyla
Olctilmistir (Tiryakioglu, 2004). Antimikrobiyal
aktivite testinde her Ornek 3 paralel olarak
calistlmustur.

Antimikrobiyal

Kitin Lifleri ve Kitin Mikro Kristallerinin
Hazirlanmasi

Saf kitinden kitin lifleri (KI.) ve kitin mikro
kristalleri (IKMK), iki farkli yontem kullanilarak
elde edilmistir. Kitin pulcuklarinin 3 N HCI
cOzeltisi icerisindeki orami 1 g/30 mL olarak
belirlenmistir. Hazirlanan ¢ozelti kaynamakta iken
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90 dakika boyunca glgli  bir  sekilde
karistirtlmistir.  Asit  hidrolizi tamamlandiktan
sonra siispansiyon santrifiij (1390 x g 15 dk)
edilmistir. Santriflj islemi t¢ kez tekrarlanmustir.
Ardindan siispansiyon tim kalintilarin giderilmesi
icin pH=4 olana kadar saf su ile diyaliz edilip
liyofilizatérde (Cryodos 50, TELSTAR, Spain)
kurutularak kitin lifleri elde edilmistir (Zhang vd.,
2004). Kitin mikro  kristalleri ise  kitin
pulcuklarinin 3 N HCI ¢o6zeltisi  igerisinde
104°C’de 6 saat boyunca gugli bir sekilde
karistirlarak hidroliz edilmesiyle hazirlanmustir.
Kitinin HCI ¢6zeltisi icerisindeki orant kitin lifleri
tretimde oldugu gibi 1 g/30 mL olarak
belitlenmistir. Asit hidrolizinden sonra elde edilen
stspansiyon hemen saf su ile seyreltilip santrifijj
(10397 x g, 15 dk) edilerek kitinin katt kisminin
ayrilmast saglanmistir. Santrifiyj islemi t¢ kez

tekrarlanmistir.  Daha  sonra  siispansiyon
icerisindeki ~ hidroklorik  asit  kalintisinin
giderilmesi i¢in siispansiyon oda sicakhiginda saf
su icerisinde pH=06 olana kadar diyaliz edilmistir.
Stispansiyon 5 dakika ultrasonik cihazt (Kudos,
SK1200H, China) ile homojen hale getirildikten
sonra  dondurarak  kurutma  yontemiyle
liyofilizatérde kurutulmustur (Paillet vd., 2001).

Deney Tasarimi

Elektroegirme prosesinde kullanilan zein ¢ozeltisi,
NUY, KL ve KMK konsantrasyonlart sirastyla
%36 (a/h), %13.4 (a/a) ve %5 (a/a) olarak
belitlenmistir. Saf zein, zein-NUY, zein-KL/ zein-
KMK ve zein-KL-NUY/zein-KMK-NUY iceren
¢ozeltiler  elektroegirme  cihazinda  proses
edilmistir. Deney tasarimi detaylt olarak Cizelge
1’de vetilmistir.

Cizelge 1. Deney tasarimi
Table 1. Experimental design

Deney Zein ¢ozeltisi NUY KL KMK
Run Zein solution MEO CF CM
1 +

2 + +

3 + +

4 + + +

5 + +

6 + + +

NUY:Nane ucucu yagt; KL:Kitin lifleri; KMK:Kitin mikro kristalleri; MEO:Mint essential oil; CF:Chitin fibers;

CM:Chitin microcrystals.

Cozeltilerin Hazirlanmasi

Oncelikle saf zein ¢ozeltisi (%36, a/h) asetik asit
icerisinde hazirlanmistir. Elektroegirme
prosesinde kullanilan zein ¢6zeltisine, zein agirligs
tzerinden %134  (a/a) oraninda NUY
eklenmistir. Deney tasarimina gore (Cizelge 1)
nane ugucu yagl iceren zein ¢Ozeltisine, zein
agithg tzerinden %5 (a/a) oraninda KL ya da
KMK ilave edilmistir. Saf zein, zein-NUY, zein-
KL, zein-KL-NUY; paralelinde saf zein, zein-
NUY, zein-KMK ve zein-KMK-NUY iceren
cozeltiler hazirlanmigtir.

Yontem

Elektroegirme Yoéntemi

Elektroegirme islemi, Cizelge 1’de verilen deney
tasarimina goére hazirlanan ¢ozeltiler kullanilarak

dikey calisma prensibine gore tasarlanmis olan
elektroegirme cihazt (NE 100, Inovenso, Ttrkiye)
ile gergeklestirilmistir.  Elektroegirme cihaz
siringa  pompast  (NE-300, New EraPump
Systems Inc., USA), toplayici ve glic kaynagindan
olugmaktadir. Uygulanan voltaj 25 kV, akis hiz1 1
mlL./sa ve besleme tnitesi ile toplayict arasindaki
mesafe ise 13.5 cm olarak sabit tutulmustur.

Uretilen  elektroegrilmis ~ membran  yapilar
aliminyum  folyo  lzerine  toplanmustir.
Elektroegirme islemi oda kosullarinda
gerceklestirilmistir.

Alan  Emisyonlu  Taramali  Elektron
Mikroskobu (FE-SEM)

Elektroegirme teknigi ile dtretilen nanolifli

ylzeylerin morfolojisinin incelenmesi ve nanolif
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caplarinin tespit edilmesi i¢in taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM) (Supra 55, Zeiss,
Germany) kullanilmistir. Alinan her bir gériintiide

100 farkli 6lgim  yapilarak ortalama c¢ap
bulunmustur.
Fourier Dontigtimlii Kizil6tesi

Spektrofotometre Analizi (FTIR)

Nane ucucu yaginin kitin mikro kristalleri ile
gliclendirilmis zein biyopolimerlerine
cklenmesiyle elde edilen  elektroegirilmis
malzemelerde zein-ucucu yag ve kitin mikro
kristalleri arasinda meydana gelen etkilesimler
FTIR  spektrofotometresi  (FTIR/FIR/NIR
SpectrometerFrontier, ATR, Perkin Elmer, UK)
kullanilarak  belitlenmistir. Orneklerin  FTIR
spektrumlart 4000-400 cm arahiginda 4 cm-!
spektral ¢6zuniirligi ile elde edilmistir.

Mekanik Ozelliklerin Belitlenmesi

Kitin  lifleri/kitin ~ mikro kristaller1  ile
guclendirilmis zein/nane ugucu yagi
nanobiyokompozitlerinin - mekanik  6zellikleri

TA.XT2i Tekstir Analiz cihazt (Stable Micro
Systems, Surrey, England) ile belirlenmistir.
Elektroegirme yontemi ile dretilen yapilarin
uzunlugu 5 cm, genislikleri ise 1.5 cm olacak
sekilde kalip kullanilarak kesilmistir. Orneklerin
kalinliklart rastgele ti¢ noktada dijital mikrometre
(Mitutoyo, Japan) ile Olcilmustir. Kesilen
ornekler mandal seklindeki A/TG  probunun
arasina  yetlegtirilerek 0.5 mm/s test hiz
uygulanarak kopma aninda 6rnege uygulanan
maksimum kuvvet ve kopma anindaki uzama
miktart Olctlmustir (Sekil 2). Gerilme direnci
nanoliflerin yiizey alanlari esas alinarak hesaplanip
MPa cinsinden ifade edilmistir. Uzama miktart
(%) ise Ornegin kopma anindaki ylizde uzama
miktart olarak tanimlanmistir (Zivanovic vd.,
2007). Her bir 6rnek icin en az U¢ paralel Slgim
yapilmistir.

Kitin Lifleri/Kitin Mikro Kristalleri ile
Giiglendirilmis Zein/Nane Ugucu Yagi
Nanobiyokompozit Yapilarin Antimikrobiyal
Aktivitenin Belirlenmesi

Disk seklinde ve 6 mm ¢apinda kesilmis olan
numuneler ekim yapilmis MHA besiyeri plagt
Uzerine  yetlestirilerek  37°C’de 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra
inhibisyonun  oldugu berrak zonun  ¢ap1
Olctlmustir (Kara vd., 2016). Her bir 6rnek icin
g paralel 6l¢im yapilmustir.

Sekil 2. Mekanik 6zelliklerin belitlenmesinde
kullanilan tekstir analiz probu
Figure 2. Texcture analysis probe used for the
determination of mechanical properties

SONUC VE TARTISMA

Morfolojik Analiz

Nanobiyokompozit yapilt nanoliflerin dizgiin bir
cap dagilimi gbstermesi ve boncuklu yapilarin
olusmamast, elde edilen lifli ylizeylerin mekanik ve
bariyer Ozellikleri ile aktif bilesenin salimi
acisindan  Onemlidir. Zein proteininden elde
edilen yapilara kitin lifleri ile kitin mikro kristalleri
flave edilmis ve bunlarin nanobiyokompozit
yapilarinin  morfolojik 6zellikleri iizerine etkisi
incelenmistir.  Kitin lifleri ve kitin mikro
kristallerinin morfolojisi Sekil 3’te verilmistir.

Uretilen nanobiyokompozit yapilt liflerin FE-
SEM goruntileri ve lif ¢caplarinin dagilimi Sekil 4
ve Sekil 5’te gosterilmistir. Hem kitin lifleri hem
de kitin mikro kristallerinden elde edilen
nanobiyokompozit yapilarin morfolojileri diizgiin
ve homojen dagdmistur. Histogram grafiklerine
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bakildiginda lif ¢aplarinin ¢ogunlugunun ortalama
200 nm civarinda yogunlastigt ve diizenli bir
dagilim gosterdigi goriilmektedir. Uretilen liflerin
ortalama c¢aplart 79 ile 440 nm araliginda
degismektedir. Saf zein ¢ozeltisi ve bu ¢dzeltiye
nane ucucu yaginin cklenmesiyle elde edilen
nanoliflerin ortalama ¢aplari arasinda belirgin bir
farklilik g6rilmemistir (p>0.05). Bununla beraber
kitin ~ mikro  kristallerinden  elde  edilen
nanobiyokompozit yapilarin lif caplarinin, kitin
liflerinden  elde edilen nanobiyokompozit
yapilarin lif caplarina gbre azalma gOsterdigi
belitlenmistir. Ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli (»p>0.05) bulunmamistir. Bununla birlikte
lif  caplarindaki  azalmanmin  kitin = mikro
kristallerinin iyonik iletkenliklerine bagl oldugu
diustnilmektedir. Kitin mikro kristalleri ¢6ziici
icerisinde dagitildiginda yiiksek iyonik iletkenlige
yol acan amino gruplart ortaya c¢ikar ve
elektroegirme islemi sirasinda polimer jetinin yik

yogunlugunu artirir. Bu nedenle, kitin mikro
kristallerinin kitin liflerine kiyasla daha kii¢iik capl
liflerin Uretimine sebep oldugu ancak mikro
kristallerin miktar1 artirildiginda  ortalama  lif
capinin artirtlabilecegi diistinilmektedir (Wen vd.,
2017). Benzer bir calismada poli(L-laktik asit)
(PLLA) ve belitli oranlarda ecklenen kitin kil
kristallerinden elektroegirme yontemi ile elde
edilen nanolifli yizeylerin lif c¢ap1 daglim
incelenmistir. Elde edilen sonug¢lara gére PLLA ve
kitin kil kristalleri iceren nanoliflerin, diizgiin ve
homojen lif c¢apt dagilimina sahip oldugu
gozlenmistir. Bu  yapilar saf PLLA nanolifli
yizeyler ile karsilastinldiginda, %2.5 ve %05
oraninda kitin kil kristalleri iceren

nanobiyokompozitlerin lif morfolojisinde anlamlt
bir farkliligin olmadigi, ancak kil kristalleri icerigi
%10 iken lif caplarinin arttigr gorilmistir (Liu
vd., 2016).

Sekil 3. Kitin lifleri (KL), mikro kristalleri (KM

P;m

K) ve FE-SEM gorintileri a) KL, b) KMK
Figure 3. Chitin fibers (CF), microcrystals (CMC) and FE-SEM images a) CF, b)) CMC
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Sekil 4. Farkli zein ¢Ozeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin lifi iceren kompozit yapilarinin FE-
SEM gorintileri a) saf zein, b) zein-NUY, ¢) zein-KL, d) zein-KL-NUY
Figure 4. FE-SEM images of nanofibers obtained from different gein solutions and their composite structures containing
chitin fiber a) pure gein, b) zein-MEO, ¢) zein-CF, d) zein-CE-MEO
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Sekil 5. Farkli zein ¢ozeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin mikro kristalleri iceren kompozit
yapilarinin FE-SEM goruntileri a) saf zein, b) zein-NUY, ¢) zein-KMK, d) zein-KMK-NUY
Figure 5. FE-SEM images of nanofibers obtained from different Zein solutions and their composite structures containing
chitin microcrystals a) pure gein, b) zein-MEOQ, ¢) gein-CM, d) zein-CM-MEO
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Fourier Dontigiimli Kizil6tesi
Spektrofotometre (FTIR)

Zein, zein-NUY, zein-KMK ve zein-NUY-KMK
liflerinin FTIR spektrumlart Sekil 6’da verilmistir.
Saf zein c¢ozeltisinden elde edilen lifin FTIR
spektrumunda protein bantlart icin spesifik olan
Amit A, Amit I ve Amit IT pikleri, 3300, 1651 ve
1537 cm™de belitlenmistir. Amit A piki N-H
gerilme titresim, Amit I piki C=O gerilme, Amit
II ise N-H biiktlme ve C-N gerilme gruplarindan
meydana gelmektedir (Bancila vd., 2016). 2929
cmde alifatik grup C-H gerilme titresimi, 1447
cm™de ise CH» gerilme titresimi bulunmustur.
Zein igeren diger nanobiyokompozit yapilarda da
zeinin sahip oldugu spesifik piklere rastlanmistir
(Sekil 6b, 6¢ ve 6d). Nane ugucu yagi iceren
nanobiyokompozit yapilarin FTIR spektrumlart
Sekil 6b ve 6d’de verilmistir. Nane ugucu yaginin
3349 cm'deki absorpsiyon piki, icerisinde
bulunan hidroksil (-OH) gruplarinin  gerilmesi
nedeniyle olusmaktadir. Bu pik
nanobiyokompozit yapilarinda zeinden kaynaklt
3300 cm'de olusan pik ile birlesmektedir. C-H
gerilme gruplarindan dolayt meydana gelen 2927
cm''deki pik yapisi, zeinin 2929 cm'de
olusturdugu pik yapist ile birlikte
gorintilenmektedir. Nane ugucu yagindaki alken
(C=C) vyapisindan kaynaklanan 1633 cm''de
pikin, 1651 cm!'deki zeinin Amit I pikiyle
cakisarak keskinlestigi belirlenmistir. 1537 cm-!'de
nane ugucu yagindan dolayt meydana gelen C=C
gerilmesi, zeinin aymi noktada olusturdugu Amit
II pikiyle birlesmektedir. Nane ugucu yaginin
sahip oldugu aromatik halkalardan kaynaklanan
piklerin nanobiyokompozit yapilarda 599 cm-
I'den 700 cm™'e kaydig belitlenmistir (Jain vd.,
2016).

Kitin mikro kristallerinin FTIR spektrumu Sekil
6e’de gosterilmistir. Kitinin Amit I (C=0) yapisi
1614 ve 1593 cmVde bolinmis cift pikler
seklinde gortlmistir. N-H ve O-H gerilmeleri ise
3051 ve 2889 cm~"de meydana gelmistir. Amit 1T
piki 1519 cm’de C-N-H germe titresimi ve N-H
bikme  titresimi ~ kombinasyonu  olarak
gorilmustir. Bu sonuclar literatiirdeki kitin ile
yapilan caligmalar ile uyumludur. Liu ve digerleri
(2016) yaptiklar1 caligmada kitindeki Amit I
(C=0) pikini 1659 ve 1621 cm?de

belirlemiglerdir. Amit II yapisini ise keskin bir pik
seklinde 1560 cm™’de gézlemlemislerdir. Kitin
mikrokristallerinin ~ pikleri, nanobiyokompozit
yapistnin sahip oldugu zein polimerinin piklerinin
siddetini artirmustir.

Mekanik Ozellikler

Elde edilen nanobiyokompozit yapili liflerin
kalinlik, gerilme direnci ve uzama miktart Cizelge
2’de gosterilmistir.  Nanobiyokompozit  yapilt
liflerin kalinliklar: 0.03410.01 ile 0.101£0.03 mm
arasinda degisim gostermistir. Saf zeinden elde

edilen liflerin gerilme direnci 1.1620.24 MPa ve

uzama miktari %5.0111.12 olarak belirlenmistir.
Zein ¢ozeltisine nane ucucu yagt eklenmesiyle
elde edilen liflerin gerilme direnci 1.444+0.36 MPa
ve uzama  miktart  %06.65£1.64  olarak
belirlenmistir. Zein ¢ozeltisine nane ucucu yagi
ilave edilmesinin, nanobiyokompozit yapil liflerin
mekanik  Ozelliklerini  iyilestirdigi  ve  bu
iyilestirmenin istatistiksel olarak anlamlt (p<0.05)
bulunan bir artisa neden oldugu bulunmustur.
Yapilan bir calismada ¢ay agact ve manuka ugucu
yaglarinin  polilaktik asit bazl elektroegrilmis
liflerin  mekanik ve antibakteriyel O6zellikleri
tzerindeki etkisi arastirtlmigtir. Kullanilan ugucu
yaglarin uzama miktar1 ve gerilme direncini 12
kata kadar arttifl sonucuna varilmustir. Bu artisin
nedeni ucucu yag bilesiminde bulunan disik
molekil agirlikls bilesiklerin polimer zincirlerinin
hareketliligini ve polimer serbest hacmini artirarak
plastiklestirici etki g6stermesidir (Zhang vd.,
2017).

Zein ¢ozeltisine kitin liflerinin eklenmesi ile elde
edilen nanoliflerin gerilme direnci 1.35+0.33 MPa
miktar1  %9.52+1.14  olarak
belitlenmistir. Kitin mikro kristallerinin eklenmesi
ile elde edilen liflerin gerilme direnci 0.92+0.09
MPa ve uzama miktart %06.3310.56 olarak
belirlenmistir. Saf zeine kitin lifi ilavesinin, yapinin
gerilme direncini ve uzama miktarini artirdift
belitlenmistit. Saf zeine kitin mikro kristali
eklenmesi ise saf zeine gore gerilme direncini
azaltirken, uzama miktarint artirmustir. Bu degisim
istatistiksel olarak anlamh (»>0.05)
bulunmamustir. Bu azalmanin nanolifli ylzeyler
icerisinde strekli bir faz olusturan kitin liflerine

ve uzama
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karsin mikro kristallerin homojen olmayan asirt
birikimi ve topaklanma egilimi ile iliskili oldugu
dustintilmektedir. Nanolifli yiizeylerin tretiminde
kullanilan %5’lik mikro kristal
konsantrasyonunun optimize edilmesi ile mekanik
ozelliklerin gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir.
Benzer bir sekilde Yang ve arkadaglari (2019)
tarafindan yapian bir calismada elektroegirme
yontemi kullanilarak polilaktik asit (PLA) ve
polimer agirhigr tGzerinden farkli oranlarda (%0,
%3, %5, %7, %10) seliloz nanolifleri (CNF)

iceren nanokompozitler uretilmistir. Elde edilen
nanolifli membranlarin  mekanik  6zellikleri
incelenmis ve seliloz liflerinin  biyopolimer
cozeltisine %3 oraninda eklenmesi ile elde edilen
nanoliflerin  gerilme direncinin saf PLA’dan
olusan nanoliflere gére daha yiksek oldugu
belirtilmigtir.  Ote  yandan  daha  yiiksek
konsantrasyonlarda gerilme direncinin azalmast
seliloz liflerinin asir1 birikimine baglt olarak
topaklanma egilimi géstermesine baglanmistir.
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Sekil 6. Farklt zein ¢ozeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin mikro kristalleri iceren kompozit
yapilarin FTIR spektrumlart a) saf zein, b) zein-NUY, ¢) zein-KMK, d) zein-KMK-NUY, ¢) KMK
Figure 6. FTIR spectrums of nanofibers obtained from different zein solutions and their composite structures containing
chitin microcrystals a) pure Zein, b) zein-MEO, ¢) zein-CM, d) zein-CM-MEO, ¢) CM
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Zein ¢ozeltisine NUY ile birlikte kitin liflerinin
eklenmesi ile elde edilen nanolifli yuzeylerin
gerilme direnci 1.14£020 MPa ve uzama miktart
%7.1120.21 olarak belirlenmistir. Zein ¢Ozeltisine
NUY ile bitlikte kitin mikro kristallerinin
eklenmesi ile elde edilen nanoliflerin gerilme
direnci ise 0.63+0.12 MPa ve uzama miktart
%>5.771£2.36 olarak belitlenmistir. Nane ucucu
yagt ile birlikte kitin lifi ve kitin mikro kristali
eklenmesi, elektroegrilmis membran yapilarin
gerilme direncini saf zeine gore azaltmistr.
Gerilme direncindeki azalmanin nane ucgucu
yagina kitin mikro kristali eklendiginde daha fazla
oldugu belirlenmistir. Elektroegrilmis membran

yapilara NUY ile birlikte KL veya KMK
eklenmesi, liflerin uzama miktarint saf zeine gére
artrmis  fakat bu degisim istatistiksel olarak
anlamlt bulunmamustir (p>0.05). Saf zeine NUY
ile birlikte kitin liflerinin eklenmesi kitin mikto
kristallerinin ilavesine gdre uzama miktarini daha
fazla artirmistir. Mekanik 6zellik  acisindan,
nanobiyokompozit yapilara kitinin lif formunun
ilave edilmesinin mikro kristal formunun ilave
edilmesine gore daha etkili oldugu belirlenmistir.
Bu sonuclarin, kitin mikro kristallerinin ~ kitin
liflerine gore daha ylksek sertlik ve kristallige
sahip olmast ve nanolifli yiizeylerde siireksiz bir
faz olusturmasina bagl oldugu distnilmektedir
(Yang vd., 2019).

Cizelge 2. Farkli zein ¢6zeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin lifi/kitin mikro kristalleri iceren
kompozit yapilarinin mekanik 6zellikleri
Table 2. Mechanical properties of nanofibers obtained from different Zein solutions and their composite structures
containing chitin fiber/ chitin microcrystals

Deney Kalinlik (mm) Gerilme direnci (MPa) Uzama Miktart (%0)
Run Thickness (mm) Tensile strength (MPa) Strain (%)

1 0.03410.01~ 1.16£0.24b 5.01%£1.12»

2 0.0362:0.007 1.44£0.36¢ 0.65%1.64

3 0.043%0.00 1.3540.33b< 9.52+1.14b

4 0.067£0.01# 1.14£0.20° 7.1140.21%

5 0.09810.00b< 0.92%0.092b 6.33%0.56

6 0.101+0.03¢ 0.63%0.122 5.77%£2.36*

Farkli harfler istatistiksel olarak 6nemli farkliliklart géstermektedir (p<<0.05).

Antimikrobiyal Aktivite

Nane ucucu yaginin ve kitin lifleri/kitin mikro
kristalleri ile glclendirilmis zein/NUY iceren
nanobiyokompozit liflerin antimikrobiyal
aktivitesi iki test mikroorganizmast E. co/f (Gram-
negatif) ve S. aurens (Gram-pozitif) kullanilarak
Agar Disk Diflizyon yoéntemi ile belitlenmistir.
Bunlar  hayati  tehdit olusturan  firsatct
mikroorganizmalar olduklart igin, patojenite,
direng, bulasici siirec incelemesi icin model olarak
kullanilan mikroorganizmalardir (Bachir Raho ve
Benali, 2012). Nane ugucu yaginin antimikrobiyal
etkisinin sonuclar1 Sekil 7°de gosterilmistir. NUY
S. aurens Uzerinde 22.0£0.35 mm, E. co/i Uzerinde
ise 11.320.05 mm zon capt olusturmustur. E. co/i
mikroorganizmasimnimn  nane  ugucu  yagina
toleransinin daha yiiksek oldugu, nane ugucu

yaginin  S.aurens uzerinde daha etkii oldugu
belitlenmistir.

Kitin lifleri/kitin mikro kristalleri ve NUY iceren
ve icermeyen liflerin antimikrobiyal etkileri
karsilastirilmistir. Zein-NUY-KL iceren
nanobiyokompozit yapiarin ¢evresinde berrak
zon olusumu gézlenmemistir (Sekil 8). Kitin
mikro kristallerinden tretilen nanobiyokompozit
yapilarda ise; kitin lifleri ile elde edilen
nanobiyokompozit yapilara gre berrak zon capt
olusumu gorulmistir (Sekil 9). Bu durum; kitinin
morfolojisinin  kristallesmesiyle antimikrobiyal
etkinin olugmasini saglayan nane ugucu yaginin
daha iyi enkapsiile edilmesinin saglandigini ve
antimikrobiyal 6zellige sahip nanobiyokompozit
yapinin elde edildigini géstermistir. Ortalama zon
capinin degisimi Cizelge 3°’de gosterilmistir. Zein-
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NUY-KMK igeren nanobiyokompozitlerin . antimikrobiyal 6zelliginin, nane ugucu yaginda
anrens Gzerinde olusturdugu zon ¢apt 14.5 mm oldugu gibi, S.aurens tzerinde daha etkili oldugu

iken, E. coli izerinde olusturdugu zon ¢apt 13.03 tespit edilmistir (E. w/i<S.aureus).
mm’dir. Nanobiyokompozit yapilarin

Sekil 7. Nane ugucu yaginin (NUY) test mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
a) E .coli, b) S. anrens
Figure 7. Antimicrobial activity of mint essential oil (MIEO) on test microorganisms a) E. coli, b) S. anrens

——

Sekil 8. Farkli zein ¢6zeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin lifi iceren kompozit yapilarinin disk
difiizyon testleri a) saf zein, b) zein-NUY, ¢) zein-KL, d) zein-KIL-NUY
Figure 8. Disk diffusion tests of nanofibers obtained from different zein solutions and their composite structures
containing chitin fiber a) pure Zein, b) gein-MEQ, ¢) zein-CF, d) zein-CF-MEO
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Sekil 9. Farkh zein ¢ézeltilerinden elde edilen nanolifler ve kitin mikro kristalleri iceren kompozit
yapilarinin disk diftizyon testleri a) saf zein, b) zein-NUY, ¢) zein-KMK, d) zein-KMK-NUY
Figure 9. Disk diffusion tests of nanofibers obtained from different gein solutions and their composite structures
containing chitin microcrystals a) pure gein, b ) zein-MEQ, ¢) zein-CM, d) zein-CM-MEO

Liakos ve digerleri (2017) ¢alisgmalarinda esansiyel
yag iceren malzemelerin mikrobiyal baglanma ve
canlt olusumu engelledigini belirtmislerdir. Aynt
grubun bir bagka ¢alismasinda limon yaginin
selilloz asetat icerinde enkapstle edilmesiyle elde
edilen nanopartikillerin §. aurens mikroorganiz-
mast tzerinde antimikrobiyal etkisi oldugu
belitlenmistir (Liakos vd., 20106). Literatiirdeki bir
diger calismada sodyum aljinat ile enkapsiile
edilen esansiyal yagin Candida albicans mantar
tzerinde etkisinin I. ¢o/’ye gére daha fazla oldugu
ve film icerisindeki yag miktarinin artmasiyla
olusan zon c¢apmin dogru orantih oldugu
belitlenmistir (Liakos vd., 2014).

Yapilan bu c¢alisma sonucunda elektroegirme
yontemi kullanilarak nane ucucu yagr yukld, kitin
lifleri ve kitin mikro kristalleri ile giiclendirilmis

nanoliflerin ~ morfolojileri, =~ mekanik  ve
antimikrobiyal Ozelliklert belirlenmistir.
Nanoliflerin  nane ugucu yag1 sayesinde

antimikrobiyal 6zellik kazandigi gorillmustiir.
Kitin lifleri ve kitin mikro kristallerinin ilave

edilmesinin nanoliflerin mekanik = 6zelliklerini
iyilestirdigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, elde
edilen nanobiyokompozit yapilarin potansiyel
aktif ambalaj sistemlerinde yenilik¢i bir ¢6zim
olabilecegini géstermektedir.

Gizelge 3. Farkli zein ¢6zeltilerinden elde edilen
nanolifler ve kitin lifi/kitin mikro kristalleri
iceren kompozit yapilarinin antimikrobiyal

aktiviteleri

Table 3. Antimicrobial activities of nanofibers obtained

[from different zein solutions and their composite structures
containing chitin fiber/ chitin microcrystals
Zon ¢apt (mm)
ZLone diameter (mm)

Deney S. aurens E.coli
Run S. aurens E.coli

1 0 0

2 0 0

3 0 0

4 0 0

5 0 0

6 14.50£0.01  13.03%0.01
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