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0z: Bu calismada, hemiseliiloz esash, bitkisel ugucu yag takviyeli (nane,
biberiye, kekik, karanfil, 1sirgan, lavanta, ¢cam terebenti, sarimsak ve ardig)
antimikrobiyal o6zellik gosteren jel film iretimi, serbest radikalik
polimerizasyon mekanizmasina gore gerceklestirilmistir. Jel filmlerin
antimikrobiyal aktivitesi ve biyobozunma davranislar1 arastirilmistir. Agar
(disk) difiizyon yontemi kullanilarak incelenen antimikrobiyal analiz i¢in E.
coli stok kiiltiiri kullanilmistir. Gériintii analizi MATLAB R2017 versiyonu ile
yapimistir. Jel filmlerin biyobozunma hizlari iizerine bitkisel ugucu yaglarin
etkisi, toprak florasi icerisine gomme testleri yapilarak tespit edilmistir. Jel
filmlerin biyolojik bozunma davranislar1 Coats Redfern Metodu kullanilarak
modellenmistir. Bozunmay1 en iyi temsil eden teorik model esitligi tespit
edilmis ve bozunma hizi, en uygun model esitligine (ikinci dereceden kinetik
F(2)) gore hesaplanmistir. Biberiye, kekik, karanfil ve 1sirgan otu ugucu yagi
iceren polimerik filmlerin, antimikrobiyal etki gosterdigi gozlenmistir.
Yapilan kinetik analiz sonucu antimikrobiyal o6zellik tasiyan ugucu yag
tlirlerinin, biyobozunma hizini yaklasik 5 kat diisiirdiigii ancak, nihai bozunma
ylzdesi Uzerinde etkili olmadig1 tespit edilmistir. Polimerik filmlerin 60
ginliik siire sonunda toprak flaorasinda, %95-98 oraninda bozundugu
belirlenmistir.

The Effect of Vegetable Essential Oils on the Antimicrobial and Biodegradation
Properties of Hemicellulose Based Polymeric Gel Films
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Abstract: In this study, hemicellulose-based, vegetable essential oil
supplemented (mint, rosemary, thyme, clove, nettle, lavender, pine turpentine,
garlic and juniper) gel film showing antimicrobial properties was produced
according to the free radical polymerization mechanism.The antimicrobial
activity and biodegradation behavior of gel films were investigated. E. coli
stock culture was used for the antimicrobial analysis examined using the agar
(disc) diffusion method. Image analysis was done with MATLAB R2017
version. The effect of vegetable essential oils on biodegradation rates was
determined by embedding tests in soil flora. The biodegradation behaviors of
gel films were modeled by using the Coats-Redfern Method. The theoretical
model equation that best represents the biodegradation was determined and
the rate of degradation was calculated according to the most suitable model
equation (second-order kinetic F(2)). It has been concluded that polymeric
films containing rosemary, thyme, clove, and nettle essential oil have an
antimicrobial effect. The kinetic analysis conducted that the antimicrobial
essential oil species reduced the rate of biodegradation approximately 5 times,
but did not affect the final degradation percentage. It was determined that
polymeric films were degraded 95-98% in the soil flora after 60 days.
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Bitkisel Ugucu Yaglarin Hemiseliiloz Esash Polimerik Jel Filmlerin Antimikrobiyal ve Biyobozunma Ozelliklerii Uzerine Etkisi

1. Giris

Temel hammaddesi petrol olan sentetik polimerik mamullerin son yiizyilda artan kullanimi, yakin
gelecekte iki temel biiyiik problemin olusacagi diisiincelerini glindeme getirmistir. Bunlar; (i) petrol
rezervlerinin ¢ok daha hizli tiikenme noktasina gelmesi ile enerji darbogazina girilecek olmasi (ii)
biyobozunur nitelikte olmayan sentetik polimerlerin, ¢evrede birikmesi ile asilamayan ekolojik
sorunlarin ortaya cikmasidir. Bu nedenle petrol esash sentetik polimerlerin yerine, biyobozunur
(dogada kendiliginden bozunma yetenegine sahip) 6zellik gosteren dogal polimerlerin kullaniminin
yayginlastirilmasi, 6n goriilen problemlerin ¢6ziimiine yonelik olarak, umut vaat edici ¢6ziim olarak
gorilmius ve aragtirmalar bu alana yonelmistir.

EN 14995 standartina gore, biyobozunur polimerler, belli kompostlama kosullarinda (sicaklik, nem ve
mikroorganizma tiirii) ve belli siirede, mikrobiyal aktivite sonucu tamamen karbondioksite kadar
parcalanabilen polimerik materyallerdir. Biyopolimerler, kullanom 6mrii sonunda dogaya
birakildiklarinda petrol kokenli polimerlere gore daha kisa siirede parcalanarak ekolojik dongiiye (C, N
vs dogal dongiisiine) hizlica katilabilmektedirler[1]. Biyopolimerler ortamda oksijen mevcutsa, aerobik
sartlarda Esitlik 1’de sunuldugu gibi bozunur ve karbondioksite kadar parg¢alanabilirler [2-4].

Biyopolimer + 02 — CO2 + Hz0 + biyokitle
(1)

Biyopolimerlerin gazlara, suya, tuzlara, minerallere ve artik biyokiitleye doniistiiriilmesi islemine
mineralizasyon denir. Tiim biyobozunur malzemeler tiiketildiginde ve tim karbon karbondioksite
doniistirildiginde mineralizasyon tamamlanir [5]. Biyopolimerlerin biyolojik bozunma siirecinde
cevreye herhangi bir zehirli veya zararli madde salinimi yoktur [6,7]. Bu iki temel kriterden haraketle,
polimerlerin biyobozunur nitelikte olup olmadigini tespit etmek icin, bozunma sonucu a¢iga c¢ikan
metabolit miktarinin ve bozunma stiresinin tespit edilmesi gerektigi ifade edilmektedir [8].

Biyobozunur 6zellik gosteren, yenilenebilir nitelikteki polimerlerik mamdillerin {iretiminde genellikle
bitkisel atiklardan kazanilan makromolekiiller monomer olarak kullanilmakta ve bu sayede polimerik
mamiil iretim maliyetleri diistriilebilmektedir [5]. Ancak polimerik mamul iiretiminde monomer olarak
kullanilan (seliiloz, hemiseliiloz, nisasta vb) makromolekiiller, mikroorganizmalarin temel besin
maddesi igerisinde oldugundan, biyo-esasl polimerik mamiiller, kullanim alanina da bagl olarak,
mikrobiyal kontaminasyona oldukea agik hale gelmektedir. Bu durum, biyo-esasl polimerik mamullerin
kullanim 6mrii igerisindeki en dnemli dezavantajlarindan biridir. Ciinkii, mikrobiyal kontaminasyon
tibbi cihazlar, ilaglar, hijyen uygulamalari basta olmak iizere, su saflastirma sistemleri, tekstil {iriinleri
ve gida ambalaj materyalleri gibi sektorlerde de ciddi sorunlar olusturmaktadir. S6z edilen sektorlerde
yaygin olarak kullanilan polimerik malzemelerin antimikrobiyal 6zellik gdstermesi istenmektedir. Bu
amagla, polimerik mamul iiretim siirecinde kimyasal antimikrobiyal ajanlar yapiya ilave edilmektedir.
Ancak gida sektoriinde, gida ile temasta bulunan polimerik film ve kaplamalarin iiretiminde canli sagligi
iizerinde olumsuz etkiler olusturabilecek kimyasal antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasina birtakim
sinirlamalar getirilmistir. Bunun sonucunda, antimikrobiyal 6zellik kazandirilmak istenen ambalaj
malzemelerinin iiretiminde dogal antimikrobiyal o6zellik gosteren ajanlarin kullanimina yoénelik
arastirmalar baglamistir [9-11]. Bu kapsamda, anason, feslegen, kisnis ve kekik gibi esansiyel yaglarin
kitosan filmleri {izerinde [12], liziim c¢ekirdegi oziitiiniin polietilen (PE) filmler {izerinde [13],
mercankoski ve kekik esansiyel yaglarinin soya proteini esasli yenilebilir filmler iizerinde [14],
antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Ayrica Pastor vd., (2011)[15] ve Erol, (2012)[16] tarafindan
gerceklestirilen baska calismalarda ise propolisin antimikrobiyal etkinligi incelenmistir. Yiiriitiilen
calismalarda, polimerik ambalajlarin yapisina katilan ajanlarin iirtintin tiretiminden tiiketimine kadarki
slirecte olusabilecek mikrobiyal aktiviteleri engellemesi hedeflenmistir [17]. Yapilan c¢alismalarda
denenen dogal antimikrobiyal ajanlarin ancak belirli bir konsantrasyonun iizerinde kullanilmalar:
durumunda antimikrobiyal aktivite gdsterdikleri, yliksek miktarlarda kullanilmalari durumunda ise
gidalarin kendine 6zgii tadini ve rengini etkiledikleri ortaya konulmustur [18]. Bu ikilemin dniine
gecilebilmesi, dogal kdkenli en etkin antimikrobiyal ajanlarin tespit edilebilmesi ve optimum kullanim
dozlarinin belirlenmesi icin ¢alismalarin daha detayli olarak stirdiiriilmesi gerektigi vurgulanmistir.

Bu amagla, bu ¢alismada daha 6nce hemiseliiloz bazli polimerik film ya da mamuller iizerindeki
antimikrobiyal etkisi ortaya konulmamis bazi ugucu bitkisel yaglarin antimikrobiyal etkinligi
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karsilastirmali olarak incelenmistir. Ayrica, polimerik yapiya ilave edilen bu bitkisel ugucu yaglarin
polimerin biyobozunma hizi iizerine etkileri de arastirilmis ve yorumlanmaya ¢alisiimistir.

Yapilan ¢alismada; nane, biberiye, kekik, karanfil, 1sirgan, lavanta, ¢cam terebenti, sarimsak ve ardig
olmak iizere dokuz farkli bitkisel ucucu yagin polimerik mamiil tizerindeki antimikrobiyal etkisi
arastirilmistir. Boylece elde edilen hemiseliiloz esasli, ugucu yag katkili polimerik jel filmlerin E. coli’ye
kars1 antimikrobiyal etkinlikleri agar (disk) diftizyon metodu ile arastirilmistir. Bitkisel ucucu yaglarin,
biyobozunma hizlari iizerine etkisi ise toprak florasi icerisine gomme testleri yapilarak tespit edilmistir.
Jel filmlerin zamana bagli olarak meydana gelen agirlik kayiplar1 belirlenmis, biyolojik bozunma
davranislar1 Coats Redfern Metodu kullanilarak irdelenmistir. Bozunmayi en iyi temsil eden teorik
model esitligi regresyon analizi ve ANOVA tablosu ile saptanmis ve bozunma hizi en uygun model esitligi
dikkate alinarak hesaplanmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Polimerik jel filmlerin sentezlenmesi

Hemiseliiloz esasl polimerik jel filmler, atik ¢cay posasindan kimyasal 6n islem stirecleri ile izole edilerek
kazanilan hemiseliiloz kullanilarak, serbest radikalik polimerizasyon mekanizmasina gore c¢ozelti
ortaminda sentezlendi. Filmlerin liretimi ise ¢ozelti dokme metoduna gore gergeklestirildi.

Polimerik filme ¢evresel uyaricilara cevap verebilme 6zelligi katabilmek amaci ile AAm (akrilamid)
komonomeri, fiziksel dayanimini arttirmak amaci ile kitosan katki maddesi ilave edildi. Jel filmlere
antimikrobiyal 6zellik katmak i¢in ise nane, biberiye, kekik, karanfil, 1sirgan, lavanta, ¢cam terebenti,
sarimsak ve ardi¢ bitkisel ugucu yaglar1 eklendi. Polimerik filmin ¢éziinmesini 6nlemek, ag yapil
polimerik matris olusturmak icin metilen bis akrilamid (BIS) ¢apraz baglayicisi kullanildi. Hizlandiric
kullanilmayan film iretim siirecinde, baslatici olarak amonyum persilfat kullanildi. Tablo 1’de
calismada kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri sunulmustur.

Hemiseltiloz esasl jel filmleri hazirlamak i¢in ¢ay posasindan izole edilerek kazanilan hemiseliilozun,
%10’luk NaOH c¢ozeltisi icerisinde kat1 sivi oran1 1/10 (w/v) olacak sekilde, 55-60 °C’de 120 dk. siire ile
800 rpm karistirma hizinda karistirillarak ¢o6ziindiiriildii. Tam ¢oziinme saglandiktan sonra oda
sicakligina kadar sogutulan ¢ozeltiye, 800 rpm karistirma esliginde Tablo 1'de ifade edilen oranda sirasi
ile komonomer (AAm) ve ¢apraz baglayici (BIS) ilave edildi. Tam karigsma saglandiktan sonra yapiya
karisim orani dikkate alinarak hesaplanan miktarda %?2’lik asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilek
hazirlanmis katki maddesi (kitosan) ilave edildi. Son olarak, hesaplanan miktarda redoks baslaticisi
(APS) eklendi ve bitkisel ugucu yag esanslar1 (nane, biberiye, kekik vb) ilave edilip karisim jellesme
siireci baslamadan hizlica petri kaplarina dokiildii. Uretilen polimerik filmlerin kalinhigini belirli bir
aralikta tutmak, yani standart kalinlikta film tiretimi gergeklestirmek igin 90x15’lik petri kaplari
kullanilmistir.

Tablo 1. incelenen polimerizasyon parametreleri ve araliklari

Kullanim amaci Kimyasal Aralik Oranlar
Monomer Hemiseliiloz KM/HC(w/w):0.25/1
Komonomer AAm (akrilmid)

Capraz baglayici Metilen bisakrilamid (BIS) CB/HC (w%): 0.5
Baslatici tiirii Amonyum persiilfat (PPS) BS/HC (w%): 0.5

Katki maddesi Kitosan Kitosan/HC(w/w):0.05/1

Nane, Biberiye
Kekik, Karanfil
Isirgan, Lavanta
Cam terebenti
Sarimsak, Ardig¢
KM: Komonomer, HC: Hemiseliiloz, CB: Capraz baglayici, BS: Baslatici, AM: Antimikrobiyal bitkisel
ucucu yag

Dogal antimikrobiyal madde
(bitkisel ugucu yag)

AM/HC(v/wml/g): 0.1/1
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Dokiimii gerceklestirilen jel soliisyonun, 60 °C’de 24 saat etiivde tam olarak jellesmesi saglandi. Jellesme
stireci tamamlanan filmler, saf su ile yikanarak yapisindaki reaksiyona katilmayan bilesenler/safsizliklar
tamamen uzaklastirildi. Yikama islemi sonrasi polimerik filmler ayni sartlarda tekrar kurutuldu.
Antimikrobiyal analiz ve biyonozunma testinde kullanilmak iizere, jel filmlerden esit ¢apta diskler
kesildi. Tiim filmler ayni sartlarda tiretildi ve analiz siirecine kadar desikator icerisinde muhafaza edildi.
Uretim siirecine iligkin goérseller Sekil 1, 2 ve 3’de sunulmustur.

Sekil 3. Sentezlenen jel filmlerin analiz siiregleri icin esit ¢caplarda hazirlanmasi siireci

2.2. Antimikrobiyal analiz

Dogal antimikrobiyal etkisi oldugu cesitli calismalarda ifade edilen dokuz farkl bitkisel ugucu yag (nane,
biberiye, kekik, karanfil, 1sirgan, lavanta, ¢am terebenti, sarimsak, ardi¢) kullanilarak hazirlanan
hemiseliiloz bazli jel filmlerin antimikrobiyal etkisi agar (disk) diflizyon yontemi ile gerceklestirildi.
Antimikrobiyal analiz i¢in E coli stok kiiltiirii kullanildi. Analiz iki paralel olacak sekilde ytirtitildii.

Yayma teknigi [14, 19, 20] ile gerceklestirilen analizde, mevcut stok kiiltiirlerden, alinan E coli
mikroorganizmasinin Nutrient Broth besiyerine inokiile edildi. Duyarlilik testi i¢in inokiiliim miktarlari,
McFarland 0.5 standart degerine ulasincaya kadar, 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Yogunlugu
ayarlanmis kiilttirlerden (106 kob/ml), 0.5 mL alinarak, kiiltiiriin steril swab yardimiyla, Nutrient Agar
besiyerine ekimleri gergeklestirildi. Yiizey ekimi yapilmis agar plag: iizerine, nane, biberiye, kekik,
lavanta vb. ugucu yag: iceren hemiseliilloz bazli filmlerden kesilen esit capa sahip disk seklindeki
(dairesel) filmler yerlestirildi. Petriler 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonucunda, filmlerin etrafinda olusan berrak zon ¢api yani iiremenin inhibe edildigi
bolgeleri saptamak i¢in petri kaplarinin fotograflar: ¢ekildi. MATLAB programinin R2017 sliriimiiniin
gorlntii analiz teknikleri kullanilarak antimikrobiyal ucucu yag iceren jel filmlerin antimikrobiyal
etkinlikleri karsilastirmali olarak ortaya konuldu. Antimikrobiyal analiz sonucunda, elde edilen
fotograflarin goriintii analizinde kullanilan MATLAB program kodu asagida sunulmustur.
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Matlab Program kodu;

clc

clear all

ilkresim = imread('rnumune_no_2.jpg");
imshow(ilkresim);

[ = rgb2gray(ilkresim);
figure, imshow(I);
K=ilkresim;
fori=1:2988
for j=1:5312
if (K(i,j,1) < 170 && K(i,j,2) < 170 && K(i,j,3)< 170)
K(i,j,1)=0;
K(i,j,2)=0;
K(i,j,3)=0;
else
K(i,j,1)=255;
K(i,j,2)=255;
K(i,j,3)=255;
end
end
end
figure, imshow(K)
T=im2bw(K);
figure, imshow(T)

2.3. Biyobozunurluk testi

Hazirlanan polimerik jel filmlerin yapisina ilave edilen antimikrobiyal 6zellik gésterdigi bilinen ugucu
yaglarin biyobozunma hizi tizerine etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla, biyobozunma testleri
yapildi. Geleneksel bir yontem olan ve pek ¢ok ¢alismada da kullanilan topraga gomme testi, atiklarin
gercek bertaraf kosullarina benzer olmasi nedeniyle, ¢esitli mikroorganizma popiilasyonlarinin dahil
oldugu enzimatik testle karsilastirildiginda daha etkili bir yontemdir [21, 23].

Bu amagla farkli bolgelerden (Elazig il sinirlari igerisinde) temin edilen toprak érnekleri homojen hale
getirildi ve nem icerigi tayin edildi. Polimerik film érneklerinin topraga orani agirlik¢a %1.0-0.5 olacak
sekilde gobmme testleri gerceklestirildi. Tim polimerik jel film 6rnekleri ayr1 ayr1 plastik kaplar
icerisinde aym derinlige gomildi. Gomme islemi sonrasinda plastik kaplar inkiibator igerisine
yerlestirildi ve ortam sicakligi 302C+52C olacak sekilde sabit tutuldu. Biyobozunurluk testleri boyunca
topragin nem igerigi su ilavesi ile 6l¢iilen ilk nem (dogal nem) degerinde sabit tutulmaya calisildi. Belirli
periyotlarda jel film 6rnekleri topraklar icerisinden ¢ikartilip su ile yikandiktan sonra 1slak havlu ile
kurutulup tartildi. Agirlik azalmalar1 zamana baglh olarak kaydedildi. Analiz iki paralel olacak sekilde
yuriitiildii ve sonuglarin ortalamasi alinarak kinetik hesaplama yapild.

Polimerik filmlerin bozunma hizlari, zamana bagh agirlik azalmasi verilerinin kinetik analizi yapilarak
ortaya konulmaya c¢alisildi. Coats Redfern metodu kullanilarak gergeklestirilen kinetik analizde, 20 farkl
teorik bozunma model esitligi dikkate alinarak, biyolojik bozunma siirecini en iyi temsil eden bozunma
model esitlikler belirlendi. Hesaplamalar i¢in Excel programinin veri ¢oziimleme eklentisi igerisindeki
Regresyon analizi kullanildi. En uygun model esitligin hangisi oldugu karari, regresyon analizi ile elde
edilen R? katsayis1 ve ANOVA tablosu anlamlilik katsayisinin es zamanli degerlendirilmesi ile belirlendi.
Tespit edilen en uygun teorik model esitlikleri dikkate alinarak bozunma hizlar1 hesaplandi.

2.4. Coats Redfern Metodu
Farkli sartlarda elde edilen polimerik jel filmlerin bozunma hizlari, deneysel olarak elde edilen zamana

bagli bozunma verilerinin, inetgral ¢6ziinmeyi esas alan Coats Redfern metodu [24] ile belirlendi.

Bu metoda gore kati1 bir maddenin bozunmasi, asagida verilen (2) nolu genel reaksiyon ile ifade edilir.

aA(katz) — bB(katz) + cC(gaz)
(2)
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Kati maddenin bozunma hizi ise, Esitlik 3 kullanilarak hesaplanabilir.

da
E=k(T)f(a)

(3)

Burada o déniistim kesri (o = m; —m,

m.

i —Mmy

), t zaman, k(T) hiz sabiti ve f(a) kat1 faz teorik bozunma model

esitligidir. « dontisiim kesrinde yer alan, mi: filmin baslangi¢taki kiitlesini; me: herhangi bir t anindaki
filmin kiitlesini ve ms ise 6n goriilen bozunma stiresi sonunda filmin kiitlesini ifade etmektedir. Esitlik 3
dizenlenirse;

g(a) = [-9% _km+c

f(x)
(4)

elde edilir. t'ye karsi g(a) degerleri grafige gecirdiginde elde edilen dogru denklemlerinden integral
sabiti, C ve hiz sabiti, k(T) belirlenir. Her bir “kati1 faz déniisiim teorik modeli” i¢in t'ye karsi g(a)
degerlerinin grafige gecirilmesi ile elde edilen dogrularin regresyon katsayilar1 dikkate alinarak,
biyolojik bozunma siirecini en iyi temsil eden teorik bozunma modelinin hangi modeller olduguna karar
verilir. Calisma kapsaminda kullanilan kat1 hal bozunma teorik model esitlikleri ve integre edilmis
formlar1 Tablo 2’de goriilmektedir. ilgili tabloda toplam 20 adet “Kati faz déniisiim modeli” yer
almaktadir.

Tablo 2. Kat1 faz déniisiim teorik modelleri [25, 26]

Model f(a) g(a)
:K?myasal kineti.k F_(O), *Power. L.aw (P1), ] «

Bir boyutlu etkilesim Geometrisi (R1)
:gigﬁ’;slii Iélenoerfqlle(tl;‘i(sli/szil)i’ndirik sistemde (R2) a-e) = 1-A-a) : 1
:gélzlizasslii Iélenoerfllle(tlr:i(szi/l(Sgl'resel sistemde (R3) a- a)% [1-Q0—«) S 1
:ELT;?lslaéfol?eeet\lzl;l;(t}Rgl (AL, n=1) A—a) —In(-a)
Kimyasal Kinetik F(2) 1—a)? (1 — 0!) 1 1
Kimyasal Kinetik F(3) 1-a)d [A—e)” — %
Power law (P2) 20[% OC%
Power law (P3) 3a % 05%
Power law (P4) da % 06%
Avrami-Erofeev esitligi (A2, n=2) 2x(A—a)x(—In(1— a))% [-In(Q- a)]%
Avrami-Erofeev esitligi (A3, n=3) 3xA—a)x(—In(A- a))% [-In(L— 0()]}/3
Avrami-Erofeev esitligi (A4, n=4) 4x(A—a)x(—InA— a))% [-In(A— 0!)]%1
Parabolic law (D1) 1/2¢ o’
Holt-Cutler-Wadsworth/Valensi esitligi (D2) ]/— In(1— a) [A- ) In1l— )]+«
Jander esitligi (D3) 3><(1—a)%/2><[1—(1—a)%] l-QaQ- 05)%]2
Ginstling- Brounshtein esitligi (D4) % x[Ql- ) % /l— (1-a) %] 1-— (2%) —-@1- a)%
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3. Bulgular ve Tartisma

Agar (disk) difiizyon prosediiriine uygun olarak gerceklestirilen analizlere ait bazi gorseller Sekil 4’de
sunulmustur. Farkli bitkisel ugucu yaglari iceren hemiseliiloz bazli filmlerin E. coli’e kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri, inkiibasyon sonrasinda Nutrient Agar plaklarinda olusan inhibisyon zon ¢aplarinin
6lciilmesiyle belirlenmistir. Antimikrobiyal analiz sonucunda olusan inhibisyon zon ¢aplari (mm
olarak), zon sonrasi mikroorganizma iireme yogunluklarin1 gosteren renk pikselleri, gortintii analizi
sonucu elde edilen RGB (Red Green Blue) degeri olarak Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Tablo 3 irdelendiginde, agar (disk) difiizyon testi sonucunda ugucu bitkisel yag icermeyen yani kontrol
ornegi olarak kullanilan hemiseliiloz filminde normal tiremenin gerceklestigi, bundan dolay: inhibisyon
zonunun olusmadigl, yani hi¢ antimikrobiyal etki gdstermedigi teyit edilmistir. Diger taraftan kontrol
filminin tizerinde liremenin oldugu da gézlemlenmistir. Calismada kullanilan biberiye, kekik, karanfil ve
1sirgan ucucu yagl iceren polimerik filmlerin ise antimikrobiyal etki gostererek, tiremenin hic
gerceklesmedigi bir inhibisyon zon bolgesi olusturdugu belirlenmis ve olusan zon 6l¢iim degerleri Tablo
3’de sunulmustur. En etkin antimikrobiyal etkiyi biberiye ugucu yag: kullanilarak hazirlanan jel filmin
gosterdigi ortaya konulmustur. Diger bitkisel ucucu yaglarin ise iiremenin gerceklesmedigi bir zon
olusturmadiklari, ancak iireme aktivitesini diisiirdiikleri goriintii analizi ile belirlenmistir. Diger bitkisel
ucucu yaglarin lireme aktivitesinde diisiise yol actig1 yorumu, liremenin tam gergeklestigi yere oranla
daha acik renkte olan (Renk aciklik bélgesi) bir bélgenin mevcudiyetine dayandirilmistir. Uremenin tam
gerceklestigi bolge ile lireme aktivitesinin diisiik oldugu bolgeler goriintii analizi ile elde edilen RGB
degerleri ile saptanmistir ve Tablo 3’de tireme hizinin diistiigii bolge ¢aplari sunulmustur.

Elde edilen bulgular ve deneysel gézlemler, antimikrobiyal ugucu yag iceren jel filmlerin antimikrobiyal
etkisinin ucucu yagin E. colinmin ekimi gerceklestirilen agar iizerine difiizyonuna dayandigini
gostermistir. Inhibisyon zon ¢apinin; diskteki antimikrobiyal maddenin miktari, disk ¢ap, difiizyon
yetenegi ve petri kutularindaki agarin kalinlig1 gibi etmenlere bagli olarak degistigi, bu nedenle esansiyel
yaglarin antimikrobiyal etkinliginin kiyaslanmasi icin agar (disk) difiizyon metodununun ¢ok uygun bir
metod olmadig [27, 28] bilinse de, serbest ugucu yaglar ile calismamizda kullandigimiz polimerik film
yapisina tutuklanmis ugucu yaglarin antimikrobiyal etkisini kiyaslamak amaci ile literatiir sunulan
veriler ile kiyaslama yapmanin yararlh oldugunu diistinilmiistiir.

Kekik ugucu yaginin, E.coli tizerine antimikrobiyal etkisinin agar (disk) difiizyon metodu ile incelendigi
Teixeria ve dig., (2013)’in [29] calismasinda inhibisyon zon cap1 47 mm, Fadli ve dig., (2012) ‘in [30]
calismasinda ise zon capinin ugucu yag konsantrasyonuna bagl olarak 25-30 mm araliginda degistigi
sunulmustur. Calismamizda ise, kekik ugucu yag1 tutuklanmis polimerik jel filmlerin olusturdugu
inhibisyon zon ¢ap1 4mm ile siirli kalmistir. Bu kiyaslama, polimerik matriks icerisine tutuklanmis
ucucu yaglarin literatiirde sunulan serbest ugucu yaglar gibi davranamadigini ve ugucu yaglarin
polimerik film igerisinden agar iizerine difiizyonunu sinirlandirdigini ortaya koymaktadir.

o0

perets

¢ @l

Sekil 4. Antimikrobiyal analiz siirecine iliskin gorseller
(Kullanilan ugucu yaglar; sterilizasyon; tiretilen jel filmler; ekim ve inkiibasyon siirecleri)
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Tablo 3. Antimikrobiyal analiz sonuglar1

s s Renk . .
Anti. Mik. o Siyah Inhibisyon | Inhibisyon Aciklik AgikBolge | TemelPiksel | )b ooy
Renkli Resim . Zon Zon pikseli x . Pikseli RGB
Madde Beyaz Resim Bolgesi RGB
Cap1 mm RGB (mm) RGB
Ucgucu yag
icermeyen - - - - 177x159x107 209x178x111
érnek
Sol: 2.46 Sol: 2.917
. Alt:5.258 Alt:1.804
Biberiye Sag1.21 136x110X75 | g oqngg | 185X161x137 | 176x156x116 | 183x142x100
Ust:1.33 Ust:4.82
Sol: 0.311 Sol: 3.273
. Alt:1.153 Alt:3.491 189x175x146 173x157x134
Kekik Sag:0.498 156x148x137 Sag: 3.491 193x184x175
Ust:0.535 Ust:4.021
. Sol:1.465 Sol: 4.029
Karanfil Alt:- Alt: 3.1750
Sag:1.221 136x125x107 Sag:2.1981 177x160x132 172x156x132 186x168x111
Ust:- Ust:2.1981
Sol:0.626 Sol: 1.5669
Isirgan AIE:_ 170x150x117 Altfl'2863 179x157x116 167x150x107 171x155x130
Sag:- Sag: 0.638
Ust:1.755 Ust:1.7256
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Tablo 3. Antimikrobiyal analiz sonuglar1 (Devam)

Bitkisel Ugucu Yaglarin Hemiseliiloz Esasli Polimerik Jel Filmlerin Antimikrobiyal ve Biyobozunma Ozelliklerii Uzerine Etkisi

Anti. Mik.
Madde

Lavanta

Cam

Nane

Ardig

Sarimsak

Renkli Resim

Siyah Beyaz Resim

inhibisyon
Zon
Cap1 mm

inhibisyon
Zon pikseli
RGB

Renk
Acikhik
Bolgesi

mm

Acik Bolge
Pikseli
RGB

Temel Piksel
RGB

Jel Pikseli
RGB

Sol: 2.7898
Alt:3.6388
Sag:4.305
Ust:2.9717

204x193x171

174x170x141

230x203x195

Sol: 2.2283
Alt:2.8215
Sag:3.3425
Ust:3.7139

212x194x156

187x172x139

186x175x156

Sol: 0.874
Alt:1.79
Sag:1.274
Ust:4.837

186x164x127

181x164x134

209x200x191

Sol: 2.7809
Alt:2.407
Sag: 3.2865
Ust:2.4017

186x169x127

173x155x117

213x201x189

Sol: 3.2276
Alt: 1.7379
Sag:2.9793
Ust:2.1103

212x193x151

195x177x139

222x206x180
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Polimerik jel filmlerden ugucu bitkisel yaglarin agar tizerine etkin bir sekilde difiize olamamasinin, jel
filmlerin ¢capraz bag yogunlugunun yiiksek olmasindan ve ugucu bitkisel yaglarin hidrofobik 6zellik
tasimasindan kaynaklandigi diisiiniilmistiir. Capraz bag yogunlugunun yiiksek olmasinin, agarin
bilinyesindeki suyun ag yapili polimerik film i¢cerisine niifuzunu belirli 6l¢iide sinirlayarak ugucu bitkisel
yaglarin jel filmden agara difiize olmasini biiylik 6lciide azalttigi seklinde yorumlanmistir. Propolis
tutuklanmis PHB(polihidroksibiitirat) filmleri ile yapilan antimikrobiyal ¢alismada da ¢alismamizda
elde edilen sonuglara benzer olarak bir difiizyon direnci olustugu ifade edilmistir [31]. Yapilan
calismalarda mikroorganizmanin gelismesinin ve antimikrobiyal maddenin besi yerine diifiizyonunun;
agar kompozisyonu, filmin kimyasal yapisi ve film icerisindeki ¢apraz baglarin oranindan etkilendigi
ortaya konulmustur. Dogal antimikrobiyal ajanlarla, antimikrobiyal 6zellik kazandirilan filmlerin,
antimikrobiyal etkisinin mikroorganizmanin gelisimi ve antimikrobiyal maddenin besi yerine
diizfiizyon oranina bagh olarak degisiklik gosterdigi ifade edilmistir [19, 32].

Elde edilen sonuglar 1s1g8inda, antimikrobiyal etkisi belirlenen ugucu yaglarin, antimikrobiyal etkinliginin
daha net olarak gozlemlenebilmesi ve yorumlanabilmesi igin, jel filmlerin yapisina ilave edilen bitkisel
ugucu yag konsantrasyonlarinin arttirilmasi yada ¢apraz bag yogunlugu diisiik filmler ile ¢alismanin
tekrarlanmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Biyobozunurluk testleri ve biyobozunma Kkinetigi

Polimerik malzemelerin bozulmasi, sadece polimer bilimi a¢isindan degil, 6zellikle biyomedikal alan
uygulamalarinda ¢ok 6nemlidir. Geleneksel ambalaj materyalleri ve biyomedikal malzemeler genellikle
sentetik yapiya sahiptir. Sentetik polimerik mamuller ekonomik ve kullanish olmalarina karsin
biyobozunur yapiya sahip olmadiklari i¢cin dogada uzun yillar karbon dongiisiine katilamadan gevresel
kirlilik unsuru olarak kalirlar. Bu sebeple son zamanlarda 6zellikle polimerik mamullerin yaygin olarak
kullanildig1 sektorlerde, biyobozunur nitelikte polimerik {riinlerin {retimine yonelik calismalar
yapilmaktadir [11, 18].

Bu c¢alismada bitkisel u¢ucu yaglarin biyobozunma iizerine etkisinin anlasilabilmesi ve bitkisel ugucu
yag katkili polimerik jel filmlerin biyobozunma hizlarinin kiyaslanabilmesi amaciyla, farkl bitkisel
ucucu yag iceren jel film 6rneklerinin toprak florasi icerisine gomme testleri yapilmistir. Zamana bagh
olarak jel filmlerin agirlik kayiplari belirlenerek biyolojik bozunma ytizdeleri 7-15-30-60. ve 120. giin
sonunda hesaplanmistir. Farkli zamanlarda biyobozunma yiizdesinin antimikrobiyal ugucu yag tiirt ile
degisimi Sekil 5(a)’da, doniisiim kesrinin zamanla degisimi ise Sekil 5(b)’de sunulmustur.

Biyolojik olarak bozunabilen polimerlerin, bir yil icinde dogal biyolojik dongiisiinii tamamladig), toksik
olmayan suya veya karbondioksite ayristig1 kabul edilmektedir [33]. Sekil 5(a) incelendiginde farkli
sartlarda liretilen polimerik filmlerin 60 giinliik bozunma siire sonunda toprak flaorasinda, % 95-98
oraninda bozundugu yani, hemiseliiloz esasli jel filmlerin biyobozunur nitelikte oldugu kanmitlanmistur.
Sekil 5 (b)’den zaman ve doniisiim arasindaki iliskinin lineer olmadigi, bozunma hizinin zamanla
azaldigy, ilk 30 giinliik stire igerisinde biyolojik bozunmanin biiyiik 6l¢ciide tamamlandig goriilmektedir.
Sekil 5(a-b) birlikte irdelendiginde, antimikrobiyal ucucu yag katkisinin nihai bozunma yiizdesini kayda
deger Olciide degistirmedigi ancak, ilk 60 giinliik biyolojik bozunma siireci i¢in, doniisiim kesrindeki
artis trendini etkiledigi goriilmiistiir. Dontisiim kesrindeki artis trendi izerinde en yiiksek etkiye sahip
olan antimikrobiyal ucucu yagin ¢am terebentini oldugu belirlenmistir. Sekil 5’de sunulan grafikler
dikkate alinarak yapilan yorumlar, Tablo 4’de sunulan kinetik bozunma hiz verileri ile uygunluk
gostermektedir.

Biyolojik parcalanma siiresinin yada baska bir yaklasimla belirli bir siire zarfinda ulasilabilen bozunma
kesrinin; polimerik mamuliin kimyasal yapisina (fonksiyonel grup stabilitesi, reaktivite, hidrofilite ve
denge sisme degeri vb), fizikokimyasal 6zelliklerine (molekiiler agirlik, gozeneklilik, kalinlik, esneklik ve
morfoloji vb.) ve cevresel faktorlere (¢cevresel kosullar, mikrobiyal popiilasyonun aktivitesi) bagli oldugu
bilinmekle [34, 35] birlikte, bu ¢alisma elde edilen sonug¢larin anlamh ve 6zgiin oldugunu daha nicel
olarak ortaya koyabilmek agisindan, literatiirde sunulmus biyopolimerlerik filmlerin bozunma verileri
ile kiyaslama yapilmasinin faydali olacag: diisiiniilmiistiir.
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Sekil 5. (a) Antimikrobiyal ugcucu yag tiiriiniin biyolojik bozunma tizerine etkisi (b) Dénlisiim kesrinin
zamanla degisimi (U.Y.L.F: ugucu yag icermeyen film)

Poli(laktik asit) (PLA) ve polihidroksialkanoatlar (PHA) filmlerinin biyobozunma davranisinin gomme
testleri ile karsilastirmali olarak incelendigi bir calismada [36], PLA filmlerinin toprak gémme testleri
sonucu bozunmasinin beklenenden yavas oldugu, 7 aylik siire sonunda bile PLA filmlerinin
parcalanmasinin tamamlanmadigi, biyobozunma siirecinin film kalinlig1 ile dogrudan iliskili oldugu
sunulmustur. PHA filmlerinin ise nisbeten daha yiiksek biyolojik bozunmanin hizina sahip oldugu,
toprak biinyesindeki mikroorganizmalarin ¢evre sicakligindan etkilenmeksizin PHA filminin yiizeyine
kolayca saldirdigi ifade edilmistir.

Modelli ve dig. (1999) calismalarinda [37], toz haline getirdikleri (=100um) poli (3-hidroksibutirat)
(PHB) 6rneginin, 65 giinliik bozunma stiresi sonunda % 90 oraninda bozundugunu ve biyolojik bozunma
stirecinin birinci dereceden kinetige uydugunu ortaya koymuslardir.

Partikiil biiyiikligiiniin biyobozunurluk iizerindeki roliinii daha fazla arastirmak icin yiiriitiilen baska
bir ¢calismada, polibiitilen sebakat peletleri 6giitiilmiis ve boylece farkl yiizey alanlarina sahip (33, 89,
193 ve 824 cm?/g) dort numune elde edilmistir [2]. Farkli yiizey alanina sahip numuneler 138 giin
boyunca toprakta biyodegradasyon acisindan test edilmistir. 138. giin sonunda 33 cm?/g yiizey alanina
sahip ornekler harig, tiim orneklerin % 80 ila % 90 arasinda bozundugu, zamana bagh bozunma

216



Bitkisel Ugucu Yaglarin Hemiseliiloz Esash Polimerik Jel Filmlerin Antimikrobiyal ve Biyobozunma Ozelliklerii Uzerine Etkisi

egrisinin lineer oldugu, teorik maksimum biyodegradasyon hizinin Lineweaver-Burk yaklasimi (lineer
regrasyon) ile kmax = 97mg polimer/giin olarak hesaplandigi sunulmustur.

Laktik-Glukolik asit polimerlerinin (PLGA) biyodegradasyonunun incelendigi diger bir ¢alismada [38],
biyobozunma hizinin polimer bilesimi, polimer molekiiler agirligi ve biyodegradasyon ortaminin
pH'indan etkilendigi bildirilmistir. Yiiksek molekiiler agirliga sahip PLGA’larin, daha diisiik molekiiler
agirliga sahip olanlardan daha hizli bozundugu ayrica bazik ortam sartlarinda, asidik ortama kiyasla
PLGA'nin biyobozunmasinin yavasladigl ortaya koyulmustur. Farkli kompozisyonlarda iiretilen PLGA
orneklerinin bozunma verilerinin birinci derece kinetige uydugu ve hiz sabiti degerlerinin, 0.02-0.1 giin-
1 araliginda oldugu sunulmustur.

Zamana bagl biyolojik bozunma verilerinin regresyon analizi ve elde edilen ANOVA tablosu sonucunda,
diger kinetik model esitliklerine kiyasla, Kimyasal Kinetik F(2) Modeli icin elde edilen regresyon
katsayilarinin daha ytiksek olmasi sebebi ile, jel filmlerin bozunmasini temsil eden en iyi modelin
Kimyasal Kinetik F(2) olduguna karar verilmistir. Bu nedenle Tablo 4’de yalmizca kimyasal kinetik F(2)
model esitligi dikkate alinarak hesaplanan regresyon katsayilari, dogru denklemleri, bozunma hiz sabiti,
ANOVA katsayilari ve standart hata degerleri sunulmustur.

Tablo 4 incelendiginde regresyon analizi sonucu, tespit edilen en uygun model esitliklerin regresyon
katsayilarinin 0.97 ile 0.99 arasinda oldugu gorilmektedir. Basit regresyon ¢iktisindaki ANOVA tablosu
bize regresyon modelimizin genel olarak anlamli bulunup bulunmadigini gésterir. Burada F-degerine
(F>>0) ve p-degerine (p<0.001) bakarak regresyon modelimizin anlaml bulundugunu soyleyebiliriz.
Yani kimyasal kinetik F(2) model denklemi kullanilarak, bozunma siiresi ile zamana bagh agirlik
azalmasi arasinda anlamli bir iliski kurulabildigi anlasilmistir.

Tablo 4’de verilen bozunma hiz sabitlerinin k(T) degerleri dikkate alindiginda, polimerik film yapisina
katilan bitkisel ucucu yaglarin biyolojik bozunma hizini 6nemli 6l¢lide azalttigi belirlenmistir.
Antimikrobiyal ugucu yag tiirlerinin tiimiiniin, antimikrobiyal ugucu yag icermeyen ayni bilesime sahip
filmin bozunma hizina kiyasla, bozunma hizin1 yaklasik 5 kat diistirdiigii saptanmistir. Biyolojik
bozunma hiz1 lizerinde en yiiksek etkiye sahip olan antimikrobiyal ugucu yaglar ¢am, biberiye ve
1sirgandir.

Tablo 4. Regresyon analizi sonucu elde edilen biyolojik bozunma siirecini en iyi temsil eden model
esitlikleri, regresyon katsayilari, dogru denklemleri, ANOVA katsayilari.

Antimikrobiyal | v 4e1 | Denklem R? kry |Stndarti g p(sig)
ucucu yag tirii Hata

Ugucu yag

icermeyen film F(2) 2.1573t-10.316 | 0.9802 | 2.1573 8.434 148.19 | 0.00100
(UYIF)

Nane F(2) 0.4428t-0.0447 | 0.9802 0.4428 1.728 148.55 | 0.00100
Biberiye F(2) | 0.4037t-0.1390 | 0.9830 | 0.4037 1,461 172.97 | 0.00095
Kekik F(2) | 0.5681t-0.9428 | 0.9899 | 0.5681 1.580 | 292.79 | 0.00043
Karanfil F(2) | 0.4873t-0.5226 | 0.9884 | 0.4873 1.445 256.51 | 0.00052
Isirgan F(2) 0.4051t-0.3085 | 0.9882 0.4051 1.217 250.74 | 0.00054
Lavanta F(2) 0.4392t-0.2059 | 0.9835 0.4392 1.564 178.51 | 0.00090
Cam F(2) 0.3173t-0.0911 | 0.9824 | 0.3173 1.165 167.91 | 0.00099
Sarimsak F(2) 0.5257t-1.1348 | 0.9829 | 0.5257 1.908 171.97 | 0.00095
Ardig F(2) 0.5914t-0.0527 | 0.9744 | 0.5914 2.632 114.35 | 0.00074
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4. Sonug

Hemiseliiloz esasli polimerik jel filmlerin yapisina katilan bitkisel ugucu yaglarin, antimikrobiyal
etkinligini ve polimerik filmlerin biyobozunma hizi iizerine etkisini arastirmak amac ile yiiriitiilen
calismada;

1. Polimerik jel film yapisina ilave edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkinliginin, ugucu yagin film
blinyesinden agar iizerine difiizyonuna baglhh oldugu goézlemlenmistir. Fazlar arasi kiitle
transferinin, jel filmlerin ¢apraz bag yogunlugu ve ugucu yaglarin hidrofobik yapiya sahip olmasi
nedeniyle sinirladig tespit edilmistir.

2. Biberiye, kekik, karanfil ve 1sirgan ugucu yaglarini iceren jel filmlerin antimikrobiyal etkiye sahip
olduklar1 yani E-coli'nin liremesi lizerinde belirgin bir inhibisyon etkisi olusturduklar1 tespit
edilmistir. Polimerik filmlerin antimikrobiyal etkinligini daha etkin yorumlamak i¢in polimerik
yaplya ilave edilen ugucu yag konsantrasyonunun etkisinin de incelenmesinde yarar olacagi
sonucuna varilmistir.

3. Farklisartlarda tiretilen hemiseliiloz esasli jel filmlerin biyobozunur nitelik tagidig, 60 giinliik siire
sonunda toprak flaorasinda, % 95-98 oraninda bozundugu tespit edilmistir. Regrasyon analizi
sonucu Kimyasal kinetik (F2) model esitliginin biyolojik bozunma siirecini temsil eden ey iyi
model oldugu ortaya konulmustur. Yapilan kinetik hesaplamalar sonucunda, antimikrobiyal ugucu
yag tiirlerinin, biyobozunma hizini yaklasik 5 kat disiirdiigii, ancak 120. giin sonundaki nihai
bozunma ylizdesini degistirmedikleri sonucuna varilmistir.
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