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M membrane synthesis and characterization is given in Figure A.
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Figure A. Shematic illustration of the PHBHHx-M membrane synthesis and caharacterization

Purpose:

Preparation of biodegradable Poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexaonate (PHBHHx) membrane and
Poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexaonate membrane (PHBHHx-M) containing delphinidin-3-
glucoside (anthocyanin), hyaluronic acid, orange oil using the electrospinning method.

Theory and Methods:

Biodegradable PHBHHx and PHBHHx-M membranes were prepared using the electrospinning method. FT-
IR and XRD techniques were used in characterization studies. Thermal behavior with TG/DTG/DTA
combined system; surface morphologies were examined by SEM. Their antibacterial activities on various
bacteria have been investigated.

Results:

It was determined that the degradation of PHBHHx and PHBHHx-M membranes occurred in two steps and
these membranes showed thermal stability up to 120°C and 130 °C, respectively. It was observed that
PHBHHx-M membrane had a significant increase in the number and diameter of pores compared to PHBHHx
membrane. While PHBHHx-M membrane covers showed antibacterial effects against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica at lower concentrations than PHBHHx membrane, their
antibacterial effect on Listeria monocytogenes bacteria did not change.

Conclusion:
New PHBHHx membranes loaded with different active ingredients can be prepared using PHBHHx
copolymer and can find application in various sectors.
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Delphinidin-3-glikozid, hyaluronik asit ve portakal yagi iceren poli-3-hidroksibutirat-ko-
3-hidroksiheksaonat membranlarinin elektroegirme yontemi ile hazirlanmasi ve
antibakteriyel uygulamalari
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ONECIKANLAR
e  Biyolojik olarak pargalanabilen PHBHHx ve PHBHHx-M membraninin elektroegirme yontemi ile hazirlanmasi
e  Membranlarin yapisal karakterizasyonun ve termal davranislar
e  Membranlarin antibakteriyel etkinliklerinin farkli bakteri kiiltiirleri iizerinde incelenmesi

Makale Bilgileri Oz

Aragtirma Makalesi Bu ¢aligmada, biyolojik olarak parcalanabilen Poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksaonat (PHBHH,) membrani ve
Gelis: 21.11.2023 delphinidin-3-glikozit (antosiyanin, pembe-mor), yiiksek nem tutma kapasitesine sahip hyaluronik asit ile portakal yag:
Kabul: 07.07.2024 iceren Poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksaonat (PHBHH,-M) membranlar1 elektroegirme yontemi kullanilarak

hazirlandi. Membranlarin yapisal karakterizasyonlar1 FT-IR ve XRD teknikleri kullanilarak gerceklestirildi.
Ol Membranlarin termal davraniglart TG/DTG/DTA kombine sistemiyle, yiizey morfolojileri ise SEM teknigi ile incelendi.
DOL: Bu membranlarin antibakteriyel aktivitesi farkli bakteri kiiltiirlerine (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella
10.17341/gazimmfd.1393199  enterica, Listeria monocytogenes) kars1 incelendi. Antibakteriyel ¢alismalarin sonuglarina gére PHBHH, membraninin

Escherichia coli lizerinde 12,5 mg/ml.’de, Staphylococcus aureus ve Salmonella enterica lizerinde 6,25 mg/mL’de,

Anahtar Kelimeler: Listeria monocytogenes bakterileri iizerinde ise 3,12 mg/mL’de etkin olduklari goriilmektedir. PHBHH,-M membrani ise
Elektroegirme, membranlar, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica, bakterileri iizerinde 1,56 mg/mL gibi disiik
poli(3-hidroksibutirat-ko-3- konsantrasyonda etki ederken, Listeria monocytogenes bakterileri lizerinde ise 3,12 mg/mL’de etkinlik gdstermistir.
hidroksiheksanoat, delphinidin- Polimere yapilan antosiyanin, hyaluronik asit ve portakal yagi katkilarinin Listeria monocytogenes bakterileri harig
3-glikozit delphinidin-3- antibal?teri_yel etkinligi arttirdig1 gozlenmistir. Hazirlanan membranlarin yara oOrtiisii olarak saglik alaninda kullanilma
glucoside, hyaluronik asit, potansiyeli vardir.
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Preparation and antibacterial applications of poly-3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexaonate membranes containing delphinidin-3-glucoside, hyaluronic acid and
orange oil by electrospinning method

HIGHLIGHTS
e  Preparation of biodegradable PHBHHx and PHBHHx-M membranes by electrospinning method
e  Structural characterization and thermal behavior of membranes
e  Examining the antibacterial activities of membranes on different bacterial cultures

Article Info ABSTRACT

Research Article In this study, biodegradable Poly-3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexaonate (PHBHH,) membrane and Poly-3-
Received: 21.11.2023 hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexaonate ~(PHBHHy-M) membranes which contains delphinidin-3-glucoside
Accepted: 07.07.2024 (anthocyanin, pink-purple), hyaluronic acid and orange oil were prepared using the electrospinning method. The

characterization studies were carried out via FT-IR and XRD techniques. Thermal behaviors of membranes were
. investigated via TG/DTG/DTA combined system, and their surface morphologies were examined with the SEM technique.
DOL: The antibacterial activity of these membranes was studied against different bacterial cultures (Staphylococcus aureus,
10.17341/gazimmfd.1393199  Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes). According to the antibacterial results, it is seen that

PHBHH, membrane is effective on Escherichia coli at 12.5 mg/mL, on Staphylococcus aureus and Salmonella enterica at

Keywords: 6.25 mg/mL, and on Listeria monocytogenes bacteria at 3.12 mg/mL. PHBHH-M membrane is effective on
Electrospininig, membranes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica bacteria at a low concentration of 1.56 mg/mL, while it is
poly(3-hydroxybutyrate-co-3- effective on Listeria monocytogenes bacteria at 3.12 mg/mL. It has been observed that anthocyanin, hyaluronic acid and
hydroxyhexanoate, delphinidin- orange oil additives to the polymer increase the antibacterial activity, except for Listeria monocytogenes bacteria. The
3-glucoside, hyaluronic acid, prepared membranes have potential to be used in the healthcare field.
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1. Giris (Introduction)

Polihidroksialkanoatlar (PHA’lar) petrol bazli plastiklere alternatif
olarak diinya genelinde biiyiik ilgi gormektedir. Bu polimerler
bakteriler tarafindan sentezlenebilir ve sentezinde karbon agisindan
zengin substratlardan (yag, seker vs. gibi) faydalanilir [1]. Poli(3-
hidroksibutirat-co-3-hidroksiheksanoat)’lar (PHBHHx’ler) PHA
ailesinin bir {iyesi olup biyolojik olarak pargalanabilirligi, toksik
olmamasi [2], poli(3-hidroksibutirat)’a kiyasla sahip oldugu gelismis
termal kararlilik [3] ve mekanik dayanikliliklart [4] nedeniyle
arastirmacilarin dikkatini gekmektedir. Tki monomerin birlesiminden
olusan PHBHHx kopolimerleri biyobozunur ve biyouyumlu olmasi
nedeniyle sanayi iriinleri (pipet, ¢atal bicak takimi, kaplar, gida
ambalaj1, kahve kapsiilleri vs. gibi), denizcilik (balik¢ilik {irtinleri),
atik su aritimi gibi alanlarda kullanim alani bulmaktadir [2]. Bu
6zelliklerinin yan1 sira biyolojik olarak emilebilen bu kopolimer diiz
kas hiicreleri, fibroblastlar, osteoblastlar ve kemik iligi hiicreleri ile
olan uyumlart nedeniyle iskele malzemesi olarak kemik ve doku
mihendisliginde arastirmacilarin ilgi odag1 haline gelmistir [5-7].
PHBHHx kopolimerlerinin fonksiyonellestirilmesiyle elde edilen
biyomalzemelerin hiicre biiylimesini desteklemesi [8], insan gobek
kordonundan tiiretilen mezenkimal kok hiicrelerinin ¢ogalmasini ve
osteojenik farklilagmay1 gelistirmesi [9], esnek ve sistemik basinca
dayanikliligi gibi Ozellikleri literatiirde mevcuttur. Ayrica kanser
tedavisinde ilag tagiyici sistem olarak kullanilabilecegi rapor edilen bu
kopolimerin ozellikle elektroegirme teknigi ile elde edilen PHBHHx
mikro ve nanolifleri seffaf ya da yar1 saydam optik 6zelliklere sahip
olabilir ve yara oOrtiisii ve cilt maskesi olarak saglik ve kozmetik
sektorlerinde [10] uygulanabilir.

Bitkilerin sekonder metabolitleri arasinda yer alan antosiyaninler
kimyasal agidan flavan’ a benzer flavonoidler olup yapisinda 15 C
icermektedir. Baslica bilinen antosiyaninler Pelargonidin, Siyanidin,
Delfinidin, Peonidin, Petunidin ve Malvidin olup yapisinda bulunan
R1 ve R2 fonksiyonel u¢ gruplarma goére farkli adlandirtlir [11, 12].
Antosiyaninler liziim, elma, yaban mersini, ¢ilek, bogiirtlen, ahududu,
havug, patlican, lahana, pancar ve sogan gibi renkli meyve ve
sebzelerde bulunur. Genis renk ¢esitliligine (turuncu, pembe, kirmizi,
magenta, mor, mavi ve mavi-siyah gibi) sahip antosiyaninlerde bu
renk ¢esitliligi molekiil yapisi, pH, sicaklik ve 151k gibi parametrelere
bagli olarak degisir. Avrupa Birligi mevzuatina gore E163 ile
kodlanan, FDA tarafindan dogal renklendirici olarak onaylanan
antosiyaninler, renk cesitliligi ve sahip olduklar1 diisiik toksisite
nedeni ile kozmetik, gida ve ilag endiistrisinde kullanim alam
bulmaktadir [12]. Antienflamatuar ajan ve serbest radikal temizleyici,
fitokimyasallarin ~ flavonoid  grubunun  bir  pargast  olan
antosiyaninlerin giinese maruz kalmanin neden oldugu cilt hasarini
azalttig1 bilinmektedir [13, 14].

Portakal yagi, sahip oldugu dengeli doymus/doymamis yag asitleri
orani (0,47) ve yiiksek doymamis yag asidi (linoleik ve linolenik)
seviyeleri nedeniyle saglikli bir yag kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Portakal yaginda bulunan ve énemli bir ugucu bilesik
olan D-limonen ile yapilan ¢aligmalar, portakal yaginin antitimor,
hepatoprotektif ve kemopreventif aktiviteye sahip oldugunu
gostermektedir [15]. Portakal yaginda yiiksek miktarda bulunan D-
limonen, ciltte bulunan goézenekler iizerinde biiziicli etki gostererek
gozeneklerin goriiniimiinii iyilestirirken, kirlilik, duman ve giines
1sinlart gibi gevresel stres faktorlerinin neden oldugu hasarlardan da
cildi korumaya yardimci olur. Portakal yagi, yiiksek antioksidan
icerigi sayesinde yara iyilesmesini ve saglikli kolajen iiretimini
destekleyen ve serbest radikal hasarim1 en aza indirerek cilt
yaglanmasin1 yavaglatmaya yardimci olan besleyici aromaterapotik
lirlindiir. Ayrica portakal yag: ciltte kan akisim arttirma 6zelliine
sahiptir. Bu 0ozelligi sayesinde cildin ihtiyact olan temel besin
maddelerinin cilde iletilmesini kolaylastirir. Bu sayede cildin
parlakligini arttirir, cilt berrakligini iyilestirir ve lekeleri azaltarak cilt
tonunu esitler [16]. Portakal esansiyel yaglarinin anksiyete ve mide

bulantis1 tedavilerinde etkili oldugu, dis kliniklerinde portakal ve
lavanta esansiyel yaglarinin solunmasmin hastalarin duygusal ruh
halleri tizerindeki olumlu gosterdigi literatiirde belirtilmektedir [15,
17]. Bu calismada, delphinidin-3-glikozit (antosiyanin, pembe-mor),
yiiksek nem tutma kapasitesine sahip hyaluronik asit ile portakal yagi
igeren ve biyolojik olarak pargalanabilen Poli-3-hidroksibutirat-co-3-
hidroksiheksaonat membranlar1 elektroegirme yontemi kullanilarak
hazirlandi ve yapisal karakterizasyon c¢aligmalarinda FT-IR ve XRD
teknikleri kullanildi. Membranlarin termal davraniglart TG/DTG/DTA
kombine sistemiyle, yiizey morfolojisi ise SEM teknigi ile incelendi.
Ayrica membranlarin  Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella  enterica subp. Enterica, Listeria monocytogenes
bakterileri iizerine antibakteriyel etkinlikleri arastirildi.

2. Materyal ve Yontem (Material and Method)
2.1. Materyaller (Materials)

Poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiheksaonat (PHBHHXx) kopolimeri
Prof. Dr. Sudesh KUMAR (Sains Universitesi-Malezya)’dan temin
edilmigtir. Diklorometan (CH:Cl2), kloroform ve delphinidin 3-
glukozit kloriir (antosiyanin, Pembe-mor), hyaluronik asit Sigma
Aldrich firmasindan, portakal ugucu yagi ise Talya firmasindan ticari
olarak satin alinmustir. Antibakteriyel ¢alismalarda Mueller Hinton
Broth IT (OXOID) besiyeri, 96 Kuyucuklu steril mikroplaka (Corning
costar 3599) ve Tpiptic soy Broth (OXOID, Merck) kullanilmustir.

Yap1 aydinlatma c¢aligmalarinda Shimadzu marka IR Affinity-1S
model FT-IR cihazi kullanild. Olgiimler KBr pellet kullanilarak 4000-
400 cm? araliginda gergeklestirildi. X-15m1 toz kirinmmi (XRD)
analizlerinde Bruker AXS marka ve D8 Advance model cihaz
kullanildi. X-1sm1 kirinimi (XRD) ¢alismalari, 40 kV’da Nikel filtre
(0.2 mm’lik) ve bakir tiip (Cu-Ka) radyasyonu kullanilarak
gerceklestirildi. XRD verileri 0.02° tarama adim1 ve 10°< 6 < 90°
acilarinda kaydedildi. TG/DTA analizleri ise Seiko SII TG/DTA 7200
kullanilarak  gerceklestirildi. PHBHHx ve PHBHHx-M
membranlarinin ylizey morfolojisi, 10kV’de JEOL JSM-7100-F
mikroskobu kullanilarak alan emisyon taramali elektron mikroskobu
(FE-SEM) ile incelendi. Antibakteriyel caligmalarda Epoch marka
Biotek model 96 kuyucuklu plaka okuyucu kullanildi.

2.2. Yontem (Method)

2.2.1. PHBHHve PHBHH:-M jellerinin hazirlanmasi
(Preparation of PHBHH, and PHBHH -M gels)

PHBHHx ve PHBHHx-M Jelleri literatiire uygun olarak hazirlanmistir
[18]. 1,2 gr PHBHHx kopolimeri iizerine 4 mL kloroform ve 1 mL
diklorometan eklenerek 298 K’de 2 saat karistirilarak PHBHHx jeli
elde edildi. PHBHHx-M jeli elde etmek amaciyla 1,2 gr PHBHHx
kopolimeri 5 mL ¢oziicii igerisinde (4:1 oraninda kloroform +
diklorometan) 1 saat oda sicakliginda karistirildi. Bu karigimin
tizerine 500 pL delfinidin-3-glikozid ¢6zeltisi (0,2 gr delphinidin 3-
glukozit kloriir + 500 pL H20), 100 pL hyaluronik asit ¢ozeltisi (0,01
gr + 500 pL H20), 100 pL portakal yag: eklenerek 1 saat daha
karistirildi. PHBHHx kopolimerinin genel yapisi (a) ve Delfinidin-3-
glikozit’in (b) yapis1 Sekil 1°de verilmektedir. PHBHHx ve PHBHHx-
M jellerinin goriintiisii ise Sekil 2°de verilmektedir.

2.2.2. PHBHH. ve PHBHH:-M membranlarimin elektroegirme
yontemiyle hazirlanmasi

(Preparation of PHBHH, and PHBHH,-M membranes via electrospinning
method)

PHBHHx ve PHBHHx-M membranlar oda sicakliginda elektroegirme
sistemi kullanilarak hazirlandi [19]. PHBHHx ve PHBHHx-M jelleri
elektroegirme diizenegine ayri ayri alinarak 1mL/dk akis hizinda, 15
cm mesafede, 19 kV potansiyel uygulanarak toplayicida membranlar
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Sekil 1. Poli-3-hidroksibutirat-co-3-hidroksiheksaonat (PHBHHx) kopolimerinin (a) ve Delfinidin-3-glikozit’in (b) yapis1
(Structure of polv-3-hvdroxvbutvrate-co-3-hvdroxvhexaonate (PHBHH.) copolvmer (a) and (b) Delphinidin-3-glvcoside)

olusturuldu [18, 20]. Elektroegirme diizenegi, PHBHHx ve PHBHHx-
M membranlarinin goriintiisii Sekil 3’de verilmektedir.

Sekil 2. (a) PHBHHx ve (b) PHBHHx-M jellerinin goriintiisii
(Image of (a) PHBHH and (b) PHBHH,-M gels)

2.2.3. Antibakteriyel ¢aliymalar (Antibacterial studies)

Antimikrobiyal ¢alismalar Minimum inhibisyon Konsantrasyonu
(MIK) yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Mueller Hinton Broth
II(MHBII) besiyeri kullamilarak PHBHHx ve PHBHHx-M
membranlar1 en az 8 farkli konsantrasyonda (0-50 mg/mL) besiyeri
ile muamele edildi. Besiyeriler 96 kuyucuklu diiz tabanl
mikroplakaya aktarildi. Besiyeri {izerine taze bakteri kiiltiirleri
fizyolojik tampon igerisinde 0,5 McFarland degerinde siispanse
edilerek %10 oraninda inokiile edildi. Mikroorganizmalar tiire uygun
optimum sicaklik ve zamanda inkiibe edildikten sonra mikroplaka
okuyucusunda 600 nm dalga boyunda okunarak absorbans degerleri
belirlendi. Elde edilen bu absorbans degerlerine gére MIK degerleri
hesaplandi.

3. Sonuglar ve Tartismalar (Results and Discussions)

3.1. Yapisal Karakterizasyon Calismalar
(Structural Characterization Studies)

3.1.1. FT-IR sonucglart (FT-IR results)

PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarina ait FT-IR spektrumlar1 Sekil
4’de verilmektedir. PHBHHx kopolimerinin FT-IR spektrumunda
3450 cm''de yayvan absorpsiyon bandi O-H gerilme titresimlerine
840

aittir. 2981-2883 cm!'de gdzlenen bantlar ise kopolimerin yapisinda
bulunan alifatik C-H gruplarinin (metil ve metilen) simetrik ve
asimetrik gerilme titresimlerine aittir. 1734 cm''de gozlenen keskin
bant karbonil grubunun (C=0) simetrik gerilme titresimine, 1290 cm™
'de gdzlenen zayif bant ise C-O gerilme titresimine atfedilir [21].
PHBHHx kopolimerinin fonksiyonel gruplari ile PHBHHx-M’in
igerisinde bulunan delfinidin-3-glikozit, hyaluronik asit ve portakal
yag1 (Askorbik asit, C vitamini)’in yapisindaki fonkiyonel gruplar
benzer oldugundan PHBHHx-M ve PHBHHx membranlarinin FT-IR
spektrumlart ~ birbirine  benzemektedir PHBHHx-M’in  FTIR
spektrumunda 3130-3670 cm™ araliginda ve 3437 cm'de gdzlenen
yayvan band O-H gerilme titresimlerine aittir. Bu aralikta delfinidin-
3-glikozit, hyaluronik asit ve portakal yagmim (Askorbik asit, C
vitamini) yapisindaki O-H gerilme titresimlerine ait yayvan bandlar
aromatik C-H ve N-H (hyaluronik asit yapisindaki) titresim bandlari
ile drtiismektedir. 2982-2870 cm-'"de gdzlenen bantlar alifatik C-H
gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerine aittir ve pik
siddeti artmigtir. Pik siddetinde gozlenen bu artis PHBHHx-M’in
igerisindeki artan Alifatik C-H gruplarindan kaynaklanmaktadir. 1740
cm'de gozlenen keskin band karbonil grubunun (C=0) simetrik
gerilme titresimine, 1280 cm™'de gdzlenen band ise C-O gerilme
titresimlerine aittir. 1458 cm™"'deki gdzlenen titresim bandi aromatik
C=C gerilme titresimlerine atfedilir. 1380 cm™'de g6zlenen band C-N
gerilme titresimine, 1224-1186 cm!'de gdzlenen band ise diizlem igi
C-H biikiilme titresimine aittir. Ayrica 1099-981 cm'"de diizlem digt
C-H egilme titresimleri gbzlenmektedir. C-H titresimlerinin diizlem
dis1 biikiilme titresimleri ise 827 cm’! ‘de goriilmektedir [22, 23].

3.1.2. XRD sonuglari (XRD results)

PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin XRD toz desenleri Sekil
5’de verilmektedir. PHBHHx membranlarinin XRD toz deseninde 20
degerleri sirasiyla 13,5 (020); 17,1 (110); ve 25,6 (031) olan kirmnim
pikleri goriilmektedir [21,24-27]. PHBHHx membranina yapilan
delphinidin-3-glikozit, hyaluronik asit ve portakal yag: katkilart XRD
pik siddetlerinde azalmaya neden olmus, kristalinligi azaltmistir.
PHBHHx membraninda 20.17°de gozlenen pik PHBHHx-M
membraninda gozlenmemektedir. Ayrica PHBHHx membraninda
30.44’te gozlenen XRD pikinin de siddetinde azalma gozlenmisgtir. Bu
sonuglar delphinidin-3-glikozit, hyaluronik asit, portakal yag1
katkilarmin  PHBHHx-M membranina basariyla yiiklendigini
gostermektedir.

3.1.3. PHBHHx ve PHBHH.-M membranlarimin termal analiz
calismalar
(Study of thermal analysis of PHBHH, and PHBHH,-M membranes)

Polimerlerin karakterizasyon c¢aligmalarinda TGA ve DSC teknikleri
yaygin olarak kullanilmaktadir [28]. PHBHHx ve PHBHHx-M
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Sekil 3. (a) Elektroegirme diizenegi ile (b) PHBHHx ve (c) PHBHHx-M membranlarinin gériintiisii
(Image of a) electrospinning setup (b) PHBHH, and (c) PHBHH,-M membranes)
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Sekil 4. PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin FTIR spektrumlari (FT-IR spectra of PHBHH, and PHBHH,-M membranes)

membranlarinin termal analiz ¢alismalari TG/DTG/DTA kombine
sistemi ile 25-600°C sicaklik araliginda gergeklestirildi. PHBHHx
membranina ait TG/DTG/DTA egrileri Sekil 6’da, PHBHHx-M
membranina TG/DTG/DTA egrileri ise Sekil 7°de verilmektedir.
PHBHHx membranmin TG egrisinde 25-120°C sicaklik araliginda
kiitle kayb1 gozlenmemistir. TG ve DTG egrilerinde bozunmanin iki
basamakta gergeklestigi goriilmektedir. Birinci bozunma basamagi
120-260°C araliginda %3,4 kiitle kayb ile, ikinci bozunma basamagi
ise 260-310°C araliginda %91,79 kiitle kaybi ile ger¢eklesmistir. DTA
egrisinde 120-150°C araliginda birinci bozunma basamagina karsilik
gelen zayif endotermik ve 250-315°C araliginda ikinci bozunma
basamagmna karsilik gelen ve minimum noktasi 290°C olan
endotermik siddetli bir pik gozlenmektedir.

PHBHHx-M membraninin TG egrisinde 25-130 °C sicaklik araliginda
kiitle kayb1 gozlenmemistir. PHBHHx-M membranmm TG ve DTG
egrilerinde bozunmanin iki basamakta gergeklestigi goriilmektedir.
Birinci bozunma basamagi 130-250°C araliginda %2,86’lik kiitle
kayb1 ile, ikinci bozunma basamagi ise 250-302°C araliginda
%95,97’1ik kiitle kaybi ile gerceklesmektedir. DTA egrisinde ise 123-
152°C araliginda birinci bozunma basamagina karsilik gelen zayif

endotermik ve 245-310°C araliginda ikinci bozunma basamagina
karsilik gelen ve minimum noktast 288°C olan siddetli endotermik bir
pik gozlenmektedir. Polimerin (PHBHH) ve elektroegirme teknigi ile
elde edilen PHBHHx-M membranlarinin yapisindaki degisimler
(kristalin-amorf gegisleri vb.) TG’de kiitle kayiplarinda farkliliga ve
DTA’da farkli termal etkilerin gozlenmesine veya termal etkinin
gozlendigi sicakliklarin kaymasina neden olabilir. Polimer ve
membranin termal analiz sonuglari membran olustuktan sonra kiitle
kaybinda farkliligi gostermekle kalmamis ayni zamanda termal
etkilerin gozlendigi sicaklik degerlerinde de kaymalar: gostermistir.
Kiitle kaybi farkliliklar1 katki bilesenlerinin membran igerisine
basariyla yiiklenmesini gostererek FT-IR sonuglarint
desteklemektedir.

3.1.4. PHBHH: ve PHBHH-M membranlarinin SEM analizi
(SEM analysis of PHBHH, and PHBHH,-M membranes)

PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin ylizey morfolojisi SEM
analizi ile incelendi. PHBHHx membranlarinin SEM goriintiileri
yiizeyin piiriizlii oldugunu ve az sayida gézenek igeren film yapisinda
oldugunu gostermektedir. PHBHHx-M membranlarinin  SEM
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Sekil 5. PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin XRD toz desenleri (XRD powder patterns of PHBHH, and PHBHH,-M membranes)
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Sekil 6. PHBHHx membranina ait TG/DTA/DTG egrileri (TG/DTA/DTG curves of PHBHH, membrane)

goriintillerinde ise yapida lif ve goOzenek oranmin arttig
goriilmektedir. PHBHHx membranlarina ait SEM goriintiileri Sekil
8’de ve PHBHHx-M membranlarina ait SEM goriintiileri ise Sekil
9’da verilmektedir.

3.2. Antibakteriyel Sonuglart (Antibacterial Results)

PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes
bakterileri {izerinde olusturduklar1 antibakteriyel etkinlikleri MIK
yontemi kullamlarak belirlenmistir. 8 farkli konsantrasyonda (0-50
mg/mL  araliginda) hazirlanan PHBHHx ve PHBHHx-M
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membranlarinin 600 nm dalga boyunda absorbans degerlerine karsi
olusturulan grafikler Sekil 10 ve Sekil 11°de gésterilmektedir. Elde
edilen sonuglara gére PHBHHx membranlarinin Escherichia coli
izerinde 12,5 mg/mL’de, Staphylococcus aureus ve Salmonella
enterica Uzerinde 6,25 mg/mL’de, Listeria monocytogenes bakterileri
iizerinde ise 3,12 mg/mL’de etkin olduklar1 goriilmektedir. PHBHHx-
M membranlart ise Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella enterica, bakterileri iizerinde 1,56 mg/mL gibi diisiik
konsantrasyonda, Listeria monocytogenes bakterileri iizerinde ise
3,12 mg/mL’de etkinlik gdstermistir. PHBHHx ve PHBHHx-M
membranlar1  icin elde edilen MIK degerleri Tablo 1’de
ozetlenmektedir.
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Sekil 7. PHBHHx-M membranina ait TG/DTA/DTG egrileri (TG/DTA/DTG curves of PHBHH,-M membrane)

Sekil 8. PHBHHx membranlarina ait SEM gériintiileri (SEM images of PHBHH, membranes)

843



Kutlu ve ark. / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 40:2 (2025) 837-846

Sekil 9. PHBHHx-M membranlarina ait SEM gériintiileri (SEM images of PHBHH,-M membranes)
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Sekil 10. PHBHHx membranlariin antibakteriyel sonuglar (Antibacterial results of PHBHH, membranes)
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Sekil 11. PHBHHx-M membranlarinin antibakteriyel sonuglari (Antibacterial results of PHBHH,-M membranes)

Tablo 1. PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin MiK degerleri (MIC values of PHBHH, and PHBHH,-M membranes)

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Salmonella enterica  Listeria monocytogenes

Mikrofiber Ortiller  ATCC ATCC ATCC RSKK
25923 35150 700408 472

PHBHH, 6,25 12,5 6,25 3,12

PHBHH,-M 1,56 1,56 1,56 3,12

4. Sonuclar (Conclusions)

Bu ¢aligmada, Elektroegirme yontemi kullanilarak biyobozunur ve
biyouyumlu PHBHHx kopolimeri temelli membranlart hazirlandi.
PHBHHx membranlan ile delphinidin-3-glikozit, hyaluronik asit,
portakal yag1 katkilar1 ile elde edilen PHBHHx-M membranlari
iretildi ve yapisal karakterizasyon c¢aligmalarinda FT-IR ve XRD
teknikleri kullanildi. FT-IR ve XRD sonuglari PHBHHx ve PHBHHx-
M membranlart i¢in beklenen yapilari dogrularken ayni zamanda
delphinidin-3-glikozit, hyaluronik asit, portakal yagi katkilarimin
bagar1 ile membran yapisina yiiklendigini gostermektedir. PHBHHx
ve PHBHHx-M membranlarinin  termal analiz  ¢alismalari
TG/DTG/DTA kombine sistemi ile 25-600°C sicaklik araliginda
gerceklestirildi. PHBHHx ve PHBHHx-M  membranlarinda
bozunmanin iki basamakta gerceklestigi ve bu membranlarin sirasiyla
120°C ve 130°C’ye kadar termal kararlilik gosterdigi belirlendi.
PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarinin yiizey morfolojisi SEM
analizi ile incelendi. PHBHHx-M membraninin PHBHHx membranina
kiyasla gozenek sayis1 ve ¢apinda belirgin artis oldugu goriildii.
PHBHHx-M membraninin bu gozenekli yapisi, bu membranin ilag
tagtyict olarak kullanilmasma da olanak saglayabilecektir. MIK
yontemi kullanilarak PHBHHx ve PHBHHx-M membranlarmin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica,
Listeria  monocytogenes  bakterileri lizerinde olusturduklar
antibakteriyel etkileri incelendi. Delphinidin-3-glikozit, hyaluronik
asit, portakal yagi katkilari ile elde edilen PHBHHx-M membraninimn
PHBHHx membranina gore Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Salmonella  enterica, bakterilerine  kars1  daha  diistk
konsantrasyonlarda  antibakteriyel etki  gosterirken  Listeria
monocytogenes ~ bakterileri  {lizerinde  antibakteriyel  etkisi

degismemistir. PHBHHx kopolimeri kullanilarak farkli aktif bilegen
yiiklii yeni PHBHHx membranlar1 hazirlanabilir ve cesitli sektorlerde
(saglik, ziraat, kozmetik vs.) uygulama alani bulabilir.

Kaynaklar (References)

1.

10.

Vanheusden C., Vanminsel J., Reddy N., Fabrication of poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) Fibers Using Centrifugal
Fiber Spinning: Structure, Properties and Application Potential, Polym.,
15(5), 1181, 2023.

Qiu Y., FuJ., Sun B., Ma X., Sustainable nanocomposite films based on
Si02and biodegradable poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) (PHBH) for food packaging, E-Polymers., 21 (1),
72-81, 2021.

Eraslan K., Aversa C., Nofar M., Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) (PHBH): Synthesis, properties, and applications - A
review, Eur Polym J., 167, 111044, 2022.

Bugnicourt E., Cinelli P., Lazzeri A., Alvarez V.,
Polyhydroxyalkanoate (PHA): Review of synthesis, characteristics,
processing and potential applications in packaging, Express Polym
Lett., 8 (11), 791-808, 2014.

Qu XH., Wu Q., Liang J., Zou B., Chen GQ., Effect of 3-
hydroxyhexanoate content in poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) on in vitro growth and differentiation of smooth
muscle cells, Biomaterials., 27 (15), 2944-2950, 2006.

YuBY., Chen PY., Sun YM,, Lee YT., Young TH., Response of
Human Mesenchymal Stem Cells (hMSCs) to the Topographic
Variation of Poly(3-Hydroxybutyrate-co-3-Hydroxyhexanoate)
(PHBHHX) Films, J Biomater Sci Polym Ed., 23 (1-4), 1-26, 2012.
Tang HJ., Neoh SZ., Sudesh K., A review on poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyhexanoate) [P(3HB-co-3HHXx)] and genetic modifications
that affect its production, Front Bioeng Biotechnol., 10, 1057067, 2022.
Qu XH., Wu Q., Zhang KY., Chen GQ., In vivo studies of poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) based polymers:
Biodegradation and tissue reactions, Biomaterials., 27 (19), 3540-3548,
2006.

Ang SL., Sivashankari R., Shaharuddin B., Potential Applications of
Polyhydroxyalkanoates as a Biomaterial for the Aging Population,
Polym Degrad Stab., 181, 109371, 2020.

Chang HM., Wang ZH., Luo HN., Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate)-based scaffolds for tissueengineering, Brazilian J
Med Biol Res., 47 (7), 533, 2014.

845



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

846

Kutlu ve ark. / Journal of the Faculty of Engineering and Architecture of Gazi University 40:2 (2025) 837-846

Delgado-Vargas F., Jiménez AR., Paredes-Lopez O., Natural Pigments:
Carotenoids, Anthocyanins, and Betalains -Characteristics,
Biosynthesis, Processing, and Stability, Crit Rev Food Sci Nutr., 40 (3),
173-289, 2010.

Salihler K., Ulkemizde Yetisen Vaccinium Myrtillus L. (Yaban
Mersini) Bitkisinin Yaprak Ve Meyvelerinin Gida Ve Kozmetik
Endiistrisi Tarafindan Degerlendirilme Calismalari, Bezmialem Vakif
Universitesi Saglik Bilim Enstitiisii., 2019.

Wang LS., Stoner GD., Anthocyanins and their role in cancer
prevention, Cancer Lett., 269 (2), 281, 2008.

Khoo HE., Azlan A., Tang ST., Lim SM., Anthocyanidins and
anthocyanins: colored pigments as food, pharmaceutical ingredients,
and the potential health benefits, Food Nutr Res., 61 (1), 2017.
Aydeniz-Guneser B., Cold pressed orange (Citrus sinensis) oil, Cold
Press Oils Green Technol Bioact Compd Funct Appl., 129-146, 2020.
All The Benefits And Uses of Orange Oil For Skin-Juicy Chemistry.
Erisim Ekim 27, 2023. https://juicychemistry.com/blogs/skincare-
blog/all-the-benefits-and-uses-of-orange-oil-for-skin

Lehrner J., Marwinski G., Lehr S., Johren P., Deecke L., Ambient odors
of orange and lavender reduce anxiety and improve mood in a dental
office, Physiol Behav., 86 (1-2), 92-95, 2005.

Demirdogen RE., Yesilkaynak T., Tishakova T., Emen FM.,
Antibacterial Cellulose Acetate Microfibers Containing Pyridine
Derivative Complexes, Chem. Chem. Technol., 15 (2), 217-225, 2021.
Giil A., Tiyek 1., Zor G., Yazici N., Production and characterization of
Polyamide 6.6 based nanofiber membranes for filter applications by
electrospinning method, Journal of the Faculty of Engineering and
Architecture of Gazi University, 38 (3), 1321-1330, 2023.

Wagner A., Poursorkhabi V., Mohanty AK., Misra M,. Analysis of
porous electrospun fibers from poly(l-lactic acid)/poly(3-
hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) blends, ACS Sustain Chem
Eng., 2 (8), 1976-1982 2014.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Pulingam T., Appaturi JN., Gayathiri M., Sudesh K., TiO, loaded on
glycidol functionalized poly(3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) nanobiocomposite film for photocatalytic and
antibacterial activities, Int J Biol Macromol., 253 (P6), 127216, 2023.
Kutlu E., Emen FM., Yildirim K., Novel thiourea derivatives against
Mycobacterium tuberculosis : synthesis, characterization and molecular
docking studies Novel thiourea derivatives against Mycobacterium
tuberculosis : synthesis, Phosphorus Sulfur Silicon Relat Elem., 1-10,
2023.

Yesilkaynak T., Ozkomeg FN., Cesme M., Synthesis of new thiourea
derivatives and metal complexes: Thermal behavior, biological
evaluation, in silico ADMET profiling and molecular docking studies, J
Mol Struct., 1269, 133758, 2022.

Cai H., Qiu Z., Effect of comonomer content on the crystallization
kinetics and morphology of biodegradable poly(3-hydroxybutyrate-co-
3-hydroxyhexanoate), Phys Chem Chem Phys., 11 (41), 9569-9577,
2009.

Hu Y., Zhang J., Sato H., Noda I., Ozaki Y., Multiple melting behavior
of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) investigated by
differential scanning calorimetry and infrared spectroscopy, Polymer
(Guildf)., 48 (16), 4777-4785, 2007.

Xu X., LiY., Ma X, LiJ., Synergistic reinforcing effect of nano-
montmorillonite and cellulose nanocrystals on poly(3-hydroxybutyrate-
co-3-hydroxyhexanoate), Cellulose., 27 (11), 6249-6261, 2020.

Yan X., Zhou W., Ma X., Sun B., Fabrication and characterization of
poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) modified with nano-
montmorillonite biocomposite, E-Polymers., 21 (1), 3846, 2021.
Cetin E.A., Tiyek I., Production of Zinc Borate koped P(AN-VAc)
nanofiber textile surfaces by electrospinning method and their thermal
characterization, Journal of the Faculty of Engineering and Architecture
of Gazi University, 36 (4), 1893-1908, 2021.



