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OZET

Akilli Ambalajlamada Kullamilmas: I¢in Rosa Pimpinellifoli L. Antosiyaninleri
Iceren Jelatin Bazh Kolorimetrik Gosterge Gelistirilmesi

Amag: Bu tez calismasinda, jelatin ve antosiyanin ekstraksiyonu yapilmis kara
kusburnu (Rosa pimpinellifolia L.) 6ziiti kullanilarak gida ambalaj uygulamalarina
yonelik pH’ya duyarli akilli yenilebilir filmler gelistirilmistir. Filmlerin fiziksel,
mekanik, yapisal ve antioksidan Ozellikleri farkli 6ziit konsantrasyonlarinda
degerlendirilmis; gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) bozulma siirecine
verdikleri tepkiler kalite parametreleri lizerinden incelenmistir. Ayrica, kara kusburnu
kaynakl1 antosiyaninlerin AAPH ile indiiklenen oksidatif stres kosullarinda zebra baligi
(Danio rerio) embriyolar1 tizerindeki biyolojik etkileri arastirilmustir.

Materyal ve Metot: Jelatin bazli yenilebilir filmler, farkli konsantrasyonlarda
kara kusburnu 0Oziitii kullanilarak hazirlanmistir. Filmlerin kalinlik, renk, mekanik
ozellikler, suya karsi davranislari, su buhari gecirgenligi ve antioksidan aktiviteleri
belirlenmis; yapisal 6zellikler FTIR, XRD ve SEM analizleri ile incelenmistir. Filmlerin
pH duyarliligt ve tazelik indikatorii potansiyeli, gokkusagi alabaligi orneklerinde
depolama siiresince pH, toplam canli bakteri sayis1 (TVC) ve renk degisimleri ile
degerlendirilmistir. Biyolojik etki, toplam 450 zebra balig larvast kullanilarak hayatta
kalma, yumurtadan ¢ikma, morfometrik parametreler ve ROS analizleri ile
degerlendirilmis; deneyler ii¢ biyolojik ve {i¢ teknik tekrar seklinde yiiriitiilmiistiir.

Bulgular: Kara kugburnu 6ziitii ilavesinin jelatin bazli filmlerin renk 6zelliklerini,
mekanik dayanimini ve antioksidan kapasitesini konsantrasyona bagli olarak etkiledigi
belirlenmistir. Oziit iceren filmlerin pH’ya duyarli renk degisimleri gosterdigi ve balik
orneklerinde depolama siiresi boyunca bozulma ile iliskili kalite parametrelerini yansittigt
gozlenmistir. Zebra baligi embriyolarinda AAPH uygulamasiyla indiiklenen oksidatif
stresin, kara kusburnu 6ziitii uygulamasiyla azaldig; hayatta kalma oranlari, morfometrik
Olctimler ve ROS diizeyleri acisindan iyilestirici etkiler ortaya koydugu saptanmistir.

Sonu¢: Bu c¢alisma, dogal antosiyanin kaynaklarinin hem gida ambalaj
teknolojileri hem de biyolojik uygulamalarda fonksiyonel kullanim potansiyelini ortaya
koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Akilli ambalaj, antosiyanin, oksidatif stres, pH’ya duyarl

ambalaj, zebra balig
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ABSTRACT

Development of a Gelatin-Based Colorimetric Indicator Containing Rosa

pimpinellifolia L. Anthocyanins for Intelligent Packaging Applications

Aim: In this thesis, pH-sensitive smart edible films were developed for food
packaging applications using gelatin and anthocyanin-rich black rosehip (Rosa
pimpinellifolia L.) extract. The physical, mechanical, structural, and antioxidant
properties of the films were evaluated at different extract concentrations, and their
responses to the spoilage process of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) were
investigated based on quality parameters. In addition, the biological effects of black
rosehip-derived anthocyanins under AAPH-induced oxidative stress conditions were
examined in zebrafish (Danio rerio) embryos.

Materials and Methods: Gelatin-based edible films were prepared with varying
concentrations of black rosehip extract. Film thickness, color parameters, mechanical
properties, water-related behaviors, water vapor permeability, and antioxidant activity
were determined, while structural characteristics were analyzed using FTIR, XRD, and
SEM techniques. The pH sensitivity and freshness indicator potential of the films were
evaluated during the storage of rainbow trout samples by monitoring pH, total viable
count (TVC), and color changes. Biological effects were assessed using a total of 450
zebrafish larvae through survival rate, hatching rate, morphometric measurements, and
reactive oxygen species (ROS) analyses. All experiments were conducted with three
biological and three technical replicates.

Results: The incorporation of black rosehip extract significantly affected the color
properties, mechanical strength, and antioxidant capacity of gelatin-based films in a
concentration-dependent manner. Extract-containing films exhibited distinct pH-
sensitive color changes and successfully reflected spoilage-related quality parameters in
fish samples during storage. In zebrafish embryos, oxidative stress induced by AAPH was
markedly reduced following black rosehip extract treatment, resulting in improved
survival rates, morphometric parameters, and decreased ROS levels.

Conclusion: This study demonstrates the functional potential of natural
anthocyanin sources for applications in both food packaging technologies and biological
systems.

Keywords: Anthocyanin, oxidative stress, pH-sensitive packaging, smart

packaging, zebrafish
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1. GIRIS

Sentetik plastiklerin kiiresel 6lgekte yogun sekilde tiretilmesi ve kullanilmasi, bu
materyallerin ¢evrede uzun siire par¢alanmadan kalmalar1 nedeniyle g¢evresel
siirdiiriilebilirlik agisindan dnemli tehdit olusturmaktadir. Ozellikle plastiklerin biiyiik bir
kisminin ambalaj sektoriinde kisa siireli kullanimlar i¢in tercih edilmesi, bu alanda olusan
atik miktarini1 6nemli 6l¢iide artirmaktadir. Bu durum, son yillarda bir¢ok arastirmaciyi,
ambalaj sistemlerinde kullanilabilecek biyolojik olarak parcalanabilir ve ¢cevreyle uyumlu
alternatif malzemelerin gelistirilmesine yonlendirmistir (Jafarzadeh ve ark., 2020). Bu
baglamda, yalnizca cevresel etkileri azaltmakla kalmayip, ayni zamanda raf Omriinii
uzatarak ve gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesine katki saglayarak gida giivenligini
destekleyen aktif ambalaj sistemlerinin gelistirilmesi de dnem kazanmaktadir (Musso ve
ark., 2019).

Polisakkaritler, proteinler ve lipitler gibi dogal polimerler, g¢evre dostu
ambalajmalzemelerinin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Suderman ve
ark., 2018). Proteinlerin film olusturma kapasiteleri, onlarin yapisal ve kimyasal olarak
sahip olduklar1 igsel (intrinsik) Ozelliklere baghdir. Bu 0Ozellikler; amino asit
dizilimindeki yiik dagilimi, polar ve apolar amino asitler arasindaki denge, molekiiler
boyut, izoelektrik nokta ve ii¢ boyutlu konformasyon gibi faktorleri igermektedir. Film
olusumu, protein zincirleri arasindaki etkilesimlerle baslar ve bu zincirler arasinda gelisen
yapisal baglanmalar, film matrisinin temelini olusturur. Elde edilen protein bazli filmler;
elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, van der Waals kuvvetleri, kovalent baglar ve
distilftir kopriileri gibi gesitli fiziksel ve kimyasal baglarla stabilize edilir. Bu baglar,
filmin mekanik dayaniklilig1 ve bariyer 6zellikleri agisindan kritik rol oynamaktadir.

Yenilebilir ve biyolojik olarak pargalanabilir film {iretiminde yaygin olarak

kullanilan materyallerden biri, bitkisel (soya, bugday gliiteni) veya hayvansal (siit, jelatin)



kokenli proteinlerdir. Bu proteinler, film olusturma kapasiteleri ve fonksiyonel bilesenleri
tagsiyabilme Ozellikleri sayesinde oOzellikle aktif ambalaj uygulamalarinda tercih
edilmektedir. Jelatin; seffafligi, film olusturma kapasitesi ve yiiksek bariyer ozellikleri
sayesinde farmasotik, tibbi ve endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Etxabide ve ark., 2017). Jelatin bazli filmler, aktif paketleme sistemlerinde kullanilmak
tizere gesitli biyoaktif bilesenlerin tasiyicist olarak islev gormektedir (Adilah ve ark.,
2018).

Dogal ve sentetik pigmentler gibi aktif hassas bilesenlerin film matrisine
eklenmesi, gidanin tazeligi ve kalitesi hakkinda gorsel bilgi saglayabilir. Bu 6zellik,
ozellikle gidalarin tasinmasi ve depolanmasi siirecinde 6nem tasimaktadir (Wang ve ark.,
2023a). Meyveler, sebzeler, tahillar ve kuruyemisler bu tiir aktif bilesenlerin baglica dogal
kaynaklaridir. Antosiyaninler ise polifenolik pigmentlerin en biiylik alt grubunu
olusturan, yaygin sekilde kullanilan dogal bilesiklerdir. Oksidatif hasara kars1 direngleri,
toksik olmamalar1 ve biyolojik olarak parcalanabilir yapilar1 sayesinde antosiyaninler,
sentetik boyalara dogal bir alternatif olarak degerlendirilmektedir (Wang ve ark., 2023a).

Kara kusburnu (Rosa pimpinellifolia L.), Rosaceae familyasina ait olup Avrupa,
Asya, Orta Dogu ve Kuzey Amerika’nin genis bolgelerinde dogal olarak yetisen bir bitki
tiriidiir. Kusburnu meyveleri; tokoferoller, fenolik bilesikler ve yag asitleri gibi ¢esitli
biyoaktif bilesenler icermekte olup, gida ve ila¢ endiistrisinde degerlendirilmektedir
(Kiralan ve Yildirim, 2019). Ozellikle kara kusburnu; kaempferol, kuersetin, siyanidin
tirevleri (3-glukozit, 3,5-diglukozit), delfinidin 3-glukozit, pelargonidin 3-O-rutinosid,
peonidin 3-O-glukozit gibi antosiyaninler ile fenolik ve organik asitler bakimindan
olduk¢a zengindir. Bu bilesenler, antioksidan, antikarsinojenik ve antimikrobiyal
biyolojik aktiviteleriyle dikkat ¢ekmektedir (Szottysik ve ark., 2020). Kara kusburnu,

yerel halk tarafindan grip, Oksiiriik, stres, bogaz agris1 ve zatiirre gibi rahatsizliklarin



tedavisinde geleneksel olarak kullanilmakta; ayrica cesitli yemek ve i¢eceklerde de yer
almaktadir (Pashazadeh ve ark., 2021). Biyoaktif igeriginin ¢esitliligi, siyah kugsburnunu
yalnizca yiiksek besin ve fonksiyonel degere sahip bir meyve degil, ayn1 zamanda
ekonomik katma degeri yiiksek gida triinleri i¢in potansiyel bir hammadde konumuna
getirmektedir (Szottysik ve ark., 2020).

Zebra baligi (Danio rerio), dayanikli yapisi, laboratuvar ortaminda kolayca
tiretilebilmesi, dis doéllenme ile iiremesi ve kisa jenerasyon siiresi gibi avantajlari
nedeniyle toksikoloji arastirmalarinda sikga tercih edilen model organizmalardan biridir
(Sulukan ve ark., 2017a). Saydam yumurta ve embriyolari, gelisim evrelerinin
mikroskobik diizeyde izlenmesini miimkiin kilarken, bu canlilarin kimyasal ve biyolojik
ajanlara kars1 yiiksek hassasiyeti, cevresel toksisite ¢aligmalarinda 6nemli bir test sistemi
olusturmaktadir. Bu calismada, ambalaj materyaline indikator islevi kazandirmasi
hedeflenen kara kugburnunun, AAPH kaynakli toksisiteye karsi zebra balig1 embriyolar:
tizerindeki etkileri degerlendirilecektir.

Bu tez calismasinda, gida ambalaj uygulamalarinda kullanilmak iizere, jelatin ve
antosiyanin agisindan zengin konsantre kara kusburnu 6ziitii ile pH’ya duyarlt yenilebilir
filmler gelistirilmesi amaglanmaktadir. Uretilen filmlerin fiziksel, mekanik, yapisal ve
antioksidan ozellikleri, farkli 6ziit konsantrasyonlar1 ile degerlendirilerek; Gokkusagi
alabaligindaki (Oncorhynchus mykiss) bozulma siirecine karsi gosterecekleri tepkiler
belirli kalite parametreleri lizerinden analiz edilecektir. Ayrica, kara kusburnu kaynakl
antosiyaninlerin, AAPH ile indiiklenen oksidatif stres kosullar1 altindaki zebra baligi
embriyolar1 tizerindeki biyolojik etkileri de bu ¢alismanin kapsami dahilinde

incelenecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yenilebilir Film Teknolojilerinde Giincel Yaklasimlar

Yenilebilir filmler, genellikle 250 um’den daha ince olan ve gidanin ylizeyine ya
da bilesenleri arasina uygulanan biyopolimer esasli ince tabakalardir. Bu filmler; nem,
gaz ve yag gegcisini sinirlayarak mikroorganizmalarin gelisimini engeller, mekanik
etkilere kars1 koruma saglar. Bu sekilde iiriiniin goriinlimiinii, kalitesini ve raf dmriinii
iyilestirme konusunda fayda saglarlar (Dinika ve ark., 2020). Bu tiir filmlerin, uygun
ozelliklere sahip olmast hem gida giivenliginin saglanmasi hem de ambalajin
islevselliginin arttirilmas1  acisindan  oldukca &nemlidir. Ik olarak, kullanilan
malzemelerde alerjenik, toksik ya da sindirilemeyen bilesenlerin bulunmamasi
gerekmektedir. Yapisal kararlilik gostermeleri; tasima, depolama ve teshir siireclerinde
meydana gelebilecek fiziksel hasarlara kars1 dayanikli olmalar1 arzulanir. Ayn1 zamanda
gidanin ylizeyine homojen bir sekilde yapisarak etkin bir koruyucu bariyer
olusturmalidirlar. Nem ve gaz gecirgenligi bakimindan kontrollii bir yap1 sunmalari,
iiriiniin bozulma siirecini yavaslatmasi agisindan ¢ok Onemlidir. Bu kapsamda; su
buharmin gecisini dengelemeleri, aerobik ve anaerobik gazlara karsi yar1 gegirgenlik
ozellik saglamalar1 ve bu yolla oksidatif bozulmalar1 engellemeleri gerekir.

Duyusal kalite de goz Oniline alinarak; tat, koku, renk ve besin degerlerini
degistirmeyecek bi¢cimde tasarlanmali, tiiketici arzini azaltabilecek olumsuz etkilerden
kacinilmalidir. Ayrica, antioksidan ve antimikrobiyal bilesenler icerebilececegi bilinen
bu filmler, mikrobiyal biiylimeyi sinirlandirarak gidanin ylizeyinde saglikli bir ortam
olusturabilir. Uriiniin estetik goriiniimiinii olumlu etkilemeleri ve aroma, tat ya da
renklendirici gibi ¢esitli katki maddeleriyle zenginlestirilebilmeleri de tercih edilen

Ozelliklerdendir. Bu niteliklerin yaninda, iiretim siireclerinin ekonomik, uygulanabilir ve



endiistriyel Olcekte basit olmasi da dikkate alinmasi gereken onemli kriterlerdendir
(Akhtar ve ark., 2015).

2.2. Jelatin Tabanh Film Matrislerinin Ozellikleri ve Uygulama Alanlari

Kolajen; hayvanlarin deri, kemik, kikirdak, tendon ve damar gibi gesitli bag
dokularinda bulunan lifli bir proteindir. Bu proteinin, farkli doku ve organlarin yapisal
biitiinliigiiniin korunmasinda temel bir rol tstlendigi bilinmektedir (Li ve ark., 2009).
Jelatin ise hayvansal kaynakli kolajenin asidik veya alkali hidrolizi sonucunda, termal
denatiirasyon yoluyla elde edilmektedir (Cao, Wang, Hao ve ark., 2020). Kolajenin
coziinmeyen yapisi, Oncelikle asit veya alkali muamelesiyle ¢oziiniir hale getirilir; bu
islem sirasinda kolajenin dogal ve diizenli yapisi siserek bozulur. Jelatine donme siireci,
1s1 etkisiyle hidrojen ve kovalent baglarin kirilmasi sonucu heliks-bobin gecisiyle
ilerleyen bir ekstraksiyon asamasini igerir (Ahmad ve ark., 2018).

Jelatin; kokusuz, tatsiz, renksiz ya da agik sar1 renkte, yari saydam ve biyolojik
olarak pargalanabilir bir polipeptittir. Ozellikle film olusturma yetenegi ile &n plana gikan
dogal bir biyopolimerdir. Genellikle graniil ya da toz formunda bulunabilir ve suyla
etkilesime girdiginde ise jel yapisi olusturabilir. Diisiik alerjen potansiyelinin bilinmesi
sayesinde hem gida sektorii hem de biyomedikal uygulamalarda giivenle kullanilabilir.
Jelatinin molekiiler yapisi; glisin, prolin ve hidroksiprolin gibi amino asitlerden olusur ve
sahip oldugu bu yap1, onun gii¢lii jellesme ve ve film olusturma kabiliyetine olumlu etki
eder (Nur Hanani ve ark., 2014).

Jelatin bazli filmlerin yapisal ve islevsel Ozelliklerinin, sadece igindeki
hammaddelere degil, ayn1 zamanda iiretim siirecinde uygulanan fiziksel ve kimyasal
kosullara da bagli oldugu bilinmektedir. Jelatin ¢oziiniirken ve film haline gelirken ortaya
cikan yogunluk, kivam ve sicakliga bagl davranislar film ¢ozeltisinin kararlilig1 ve son

irlinlin performansi tizerinde asli bir etkiye sahiptir. Bu tiir reolojik parametreler; jelatinin



elde edildigi hayvanin tiiriine, molekiiler agirligina, sicaklik uygulamasina ve karistirma
hizina bagli olarak degiskenlik gosterebilir. Hazirlanan ¢6zeltinin viskozitesi, bu islem
parametrelerine bagli olarak artip azalabilir; bu husus, film tabakasinin homojenligini ve
mekanik 6zelliklerini dogrudan sekillendirir (Aguirre-Alvarez ve ark., 2011).

Film yapisim etkileyen faktorler arasinda sadece jelatinin yapist degil;
ekstraksiyon yontemi (asit, alkali, enzimatik), tiretim yontemi (dokiim, ekstriizyon),
kullanilan katki maddeleri (antioksidanlar, capraz baglayicilar vb.) ve plastiklestirici
bilesenler de bulunur. Ozellikle plastiklestiriciler, filmin esneklik ve mekanik dayanim
diizeyini belirlemede ©nemli rol oynar. Ornegin; formiilasyona gliserol gibi bir
plastiklestirici eklendiginde, filmin esnekliginin arttig1 goriiliirken cekme dayanimi belirli
bir miktarda azalabilmektedir (Nazmi ve ark., 2017).

Uretim teknigi olarak en yaygin olarak kulanilan yéntemlerden biri olan dékiim
islemi; jelatinin ¢oziicii iginde ¢oziilerek katkilarla birlestirilmesini ve bu karisimin diiz
yiizeylere dokiiliip kurutulmasini esas alir. Bu sekilde; diisiik tiretim maliyeti, diizglin
film kalinligy, iyi optik seffaflik ve mekanik/optik agidan dengeli izotropik yonelim gibi
cesitli avantajlar saglanmis olur. Film {iretimi esnasinda herhangi bir gerilme olusmamasi,
iirliniin ylizey homojenligini artirmakta ve kalint1 gerilimden kaynakli deformasyonlari
azaltmaktadir. Bununla birlikte, dokiim yonteminin cesitli siirlamalar da tasidigi
bilinmektedir. Ozellikle uzun siiren kuruma evresinin, iiretim kapasitesini diisiirdiigii;
bagil nem ve ortam sicaklig1 gibi cevresel kosullara olan yiiksek duyarlilik ise standart
bir tiretim ¢iktis1 elde etmeyi zorlastirdigi gbzlemlenmistir. Bunlara ilaveten, ¢oziicii
olarak su veya wucucu solventlerin tercih edilmesi hem kurutma siirecini
karmasiklastirabilmekte hem de bazi iiretim ortamlarinda toksik solventlerle ilgili

cevresel riskleri ortaya ¢ikarmaktadir (Jomlapeeratikul ve ark., 2014).



Dokiim metodu genellikle laboratuvar Olgeginde tercih edilirken, endiistriyel
uygulamalarda ise ekstriizyon yontemi one c¢ikmaktadir. Ekstriizyon, graniil veya toz
halindeki polimerlerin bir ekstriidere beslenerek eritilmesi ve kaliptan gegirilme yontemi
ile film haline getirilmesi esasina dayanir. Bu yontemde, ¢oziicii kullanimina ihtiyag
duyulmamasi, kisa iglem siiresi ve diisiik enerji tiikketimi gibi avantajlar1 sayesinde iiretim
verimliliginin arttigi goriliir. Ayrica, islem kosullarinin iyi kontrol edilebilmesi ¢ok
katmanli ve farkli kalinliklara sahip filmlerin iiretimini miimkiin kilar. Ancak yiiksek
sicaklik altinda gerceklestirilen bu islem, Ozellikle jelatin gibi sicakliga duyarl
biyopolimerlerde yapisal bozulmalara, filmde gézenekli yapilarin olusmasina veya optik-
mekanik ozelliklerin zayiflamasi gibi ¢esitli olumsuz durumlara yol agabilir. Bunun yan
stra, ekstriizyon ekipmanlarinin kurulumunun ve bakim siireclerinin belirli bir yatirim
maliyeti gerektirmesi, kiiciik 6l¢ekli liretim ortamlari i¢in sinirlayici bir faktor olmaktadir
(Suhag ve ark., 2020).

Sonug olarak, jelatin tabanli film sistemleri hem ¢evre dostu hem de ¢ok yonlii
olmalar1 sayesinde siirdiiriilebilir gida ambalaj teknolojileri i¢in biiylik potansiyel
olusturmaktadir. Mekanik, optik ve bariyer Ozelliklerinin katki maddeleri ve islem
parametreleri ile kolaylikla yeniden yapilandirilabilir olmasi, onun alternatif ambalaj
cozlimleri igin degerli bir biyopolimer olmasini saglamaktadir.

2.3. Dogal Gostergeler ve Antosiyanin Bazhi Akilli Filmler

Gidalarin tazeliginin ger¢ek zamanli, hasarsiz bir bigimde izlenebilmesine yonelik
caligmalarda, dogal renklendirici bazli gida tazeligi gostergeleri umut veren sistemler
olarak gbze c¢arpmaktadir. Bu sistemlerin, cogu zaman pH’ya duyarli dogal
renklendiriciler ile biyolojik olarak uyumlu tasiyict matrislerden olustugu bilinmektedir.
Antosiyaninler, kurkumin, betalainler, sikonin, alizarin ve klorofil gibi dogal oldugu

bilinen renklendiriciler, farkli pH kosullarinda yapisal degisikliklere ugrayip, belirgin



renk degisimleri sergileyebildikleri i¢in pH indikatorii olarak c¢esitli durumlarda
kullanilabilmektedirler (Alizadeh-Sani ve ark., 2020; Ezati ve ark., 2021; He ve ark.,
2022; Pourreza & Golmohammadi, 2015; Qin ve ark., 2020). Dogal renklendiricilerin
sabitlenebilmesi amaciyla tasiyict matris olarak genellikle polisakkaritler, proteinler ve
biyo-uyumlu sentetik polimerler tercih edilmektedir (Yu ve ark., 2024). Bu sekilde
gelistirilen akilli kolorimetrik gostergeler, gidalarin bozulma siirecindeki ortam pH’sinda
meydana gelen degisimlere bagli olarak renk degistirmesi esasiyla tazelik hakkinda gorsel
bilgi saglamaktadir.

Antosiyaninler; kirmizi, pembe, mor ve mavi renklerden sorumlu olan dogal
bitkisel pigmentlerdir. Kimyasal olarak flavilyum katyon yapisina sahip polifenolik
bilesikler olan ve bitkilerin ikincil metabolitleri arasinda yer alan antosiyanin i¢in, dogada
600’den fazla tlir tanimlanmistir. En yaygin antosiyanidinler; siyanidin, pelargonidin,
delfinidin, petunidin, peonidin ve malvidindir. Antosiyaninler, ¢dzeltinin pH degerinden
etkilenerek flavilyum katyonu, kinonoidal baz ve halkasal yap1 formlar1 arasinda
doniistim gosterebilmekte ve buna bagl olarak da farkli renkler sergileyebilmektedir
(Cavalcanti ve ark., 2011; Li ve ark., 2017). Asidik kosullarda kirmizi, nétr kosullarda
pembe ve bazik kosullarda ise mavi renkte goriiniirler.

pH’ya duyarli antosiyanin bazli akilli ambalaj sistemleri, renk degisimiyle gida
tazeliginin goOrsel olarak izlenmesine olanak saglamalar1 nedeniyle ambalaj
uygulamalarinda énemli bir potansiyele sahiptir. Ancak antosiyaninlerin diisiik termal
stabilitesi, yiiksek suda ¢oOziiniirliikkleri ve film matrislerinde bariyer ve mekanik
ozellikleri siirlayabilmeleri, bu sistemlerin endiistriyel 6l¢ekte kullanimini kisitlayan
baslica sebeplerdir. Tiim bunlara bagli olarak, antosiyanin bazli akilli filmlerin
Olceklenebilirligi ve performansinin artirilmasit igin iyilestirme caligmalarina ihtiyag

vardir (Janseerat ve ark., 2024).



Bu c¢alismada pH’ya duyarli akilli film sistemlerinde dogal renk ve biyoaktif
bilesen kaynagi olarak kara kusburnu 6ziitii kullanilmistir. Kara kusburnu, antosiyaninler
ve diger fenolik bilesikler agisindan zengin bir bitkidir ve bu 6zellikleri sayesinde akilli
ambalaj uygulamalarinda potansiyel dogal renklendirici olarak degerlendirilebilmektedir
(OZ ve ark., 2018). Bu kapsamda, kara kusburnu 6ziitiiniin jelatin bazli pH duyarl akill
film sistemlerinde kullanimi ele alinmustir.

2.4. Balik Etinde Bozulma Mekanizmalar1 ve Kalite Gostergeleri

Balik eti, hasat sonrasinda ¢ok hizli bozulabilen bir gida matrisi olup, bu durum
raf Omriiniin kisa olmasi1 ve gida gilivenliginin korunmasinin zorlagmasi gibi énemli
sorunlara yol agmaktadir. Hasat sonrasi balik etinde otolitik enzimatik faaliyetler,
oksidatif reaksiyonlar ve mikrobiyal gelisim es zamanli olarak ilerlemektedir. Balik etinin
yaklasik olarak %75—80 oranindaki yiiksek nem igerigi, diisiik bag doku seviyesi, serbest
amino asitler ve protein dis1 azotlu bilesikler tarafindan zengin yapisi ile nétre yakin pH
degeri (6,0-7,0), bu bozulma siire¢lerini hizlandiran en temel faktorlerdir. Bu kosullar,
mikrobiyal cogalmayr ve enzimatik aktiviteleri artirarak istenmeyen tat ve koku
bilesiklerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu siireglerin ilerleyisi, balik etinin duyusal
kalitesinde ve besin degerinde bozulmalara neden olarak tazelik diizeyinin hizla diismesi
ile sonuglanmaktadir (Duarte ve ark., 2020; Ghaly ve ark., 2010; Odeyemi ve ark., 2020;
Rathod ve ark., 2022; Y. Wang ve ark., 2025). Bu etkiler sonucunda balik ve balik
iirlinlerinde hizla tazelik kayb1 yasanmakta ve raf émrii 6nemli derecede kisalmaktadir
(Arashisar ve ark., 2004).

Bu nedenle, balik ve balik {riinlerinin raf Omriinii uzatmak igin yapilan
calismalarda dogal koruyucu kaplamalara antibakteriyel, antifungal ve antioksidan gibi
cesitli ozelliklerin kazandirilmasi arzu edilmektedir. Bu tiir fonksiyonel kaplamalarin,

mikrobiyal gelisimi ve oksidatif bozulmay sinirlandirarak tiriin kalitesinin korunmasina



katk1 saglamalar1 amaglanmaktadir (Aref ve ark., 2022). Balik etindeki bozulma siirecinin
izlenmesinde kullanilan kalite gostergeleri arasinda yer alan pH degisimleri, tazelik
kaybmin degerlendirilmesinde onemli bir parametre olarak kabul edilmektedir. Bu
baglamda pH’ya duyarli renk degisimi gosterebilen dogal indikatorler sayesinde, balik
etindeki bozulma siirecine eslik eden pH degisimlerinin gorsel olarak izlenebilmesi
miimkiin olmakta ve bu durum akilli ambalaj sistemlerine Onemli bir avantaj
kazandirmaktadir.

2.5. Antosiyaninlerin Oksidatif Stres Uzerine Etkileri ve Zebra Bahg (Danio

rerio) Modeli

Zebra baligi, laboratuvar kosullarinda kolay temin edilebilmesi, hizli {ireme
kapasitesi, embriyo ve larvalarinin saydam olmasi ve gelisim siireclerinin kolay
izlenebilmesi nedeniyle cesitli toksisite ve oksidatif stres calismalarinda yaygin olarak
tercih edilen bir model organizmadir (S6kmen ve ark., 2020; Sulukan ve ark., 2017a,
2017b). Ozellikle embriyolarinin toksik ajanlara karsi duyarli olmasi, biyolojik etkilerin
kisa stirede degerlendirilmesi gibi bir avantaj saglamaktadir. Bu nedenle zebra baligi,
dogal biyoaktif bilesiklerin antioksidan etkilerinin canli bir model {izerinden
incelenmesinde uygun bir sistem olarak one ¢ikmaktadir.

AAPH, oksidatif stres ve lipid peroksidasyonu ile iliskili ¢alismalarda siklikla
kullanilan ve suda ¢oziinebilen serbest radikal olusturucudur (Kim ve ark., 2014). AAPH
ile indiiklenen oksidatif stres modelleri, dogal antioksidan bilesiklerin koruyucu
potansiyelinin degerlendirilmesine olanak tanimaktadir.

Antioksidan 0Ozellik kazandirilmis yenilebilir film sistemlerinde kullanilan
biyoaktif bilesenlerin, balik etinde oksidatif bozulma hizin1 yavaslatma potansiyeli 6nem
tagimaktadir. Antosiyanin bakimindan zengin dogal kaynaklar, serbest radikalleri

baskilayici 6zellikleriyle bu siirece katki saglayabilmektedir. Oksidatif stres—antioksidan
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etkilesimlerinin biyolojik diizeyde agiklanabilmesinde zebra baligi modeli yaygin olarak
kullanilmaktadir ve bu yaklasim antioksidan icerikli film sistemlerinin balik etinde
bozulma siirecini yavaslatma beklentisi i¢in biyolojik kanit olusturmaktadir (Rathod ve

ark., 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Jelatin

Yenilebilir filmin hazirlanmasinda, film olusturucu polimer madde olarak sigir
jelatini kullanilmis olup, bu madde Piramit Is1 Miihendislik insaat Turizm Sanayi ve
Ticaret Ltd. Sti. (Tiirkiye) firmasindan satin alinmastir.

3.1.2. Gliserol ve Sorbitol

Film formiilasyonunda plastifiyan olarak kullanilan gliserol, Honeywell (ABD);
sorbitol ise Tito (Tiirkiye) firmalarindan temin edilmistir.

3.1.2. Etil Alkol

Kara kusburnu ekstraksiyonunda ve sentetik antioksidanlarin hazirlanmasinda
¢oziicli olarak kullanilan etil alkol, Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmstir.

3.1.3. (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) (DPPH) ve  2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiyazol-6-siilfonik asit) (ABTS)

Filmlerin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde, DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) ve ABTS (2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiyazol-6-siilfonik asit)) radikal
stiplirme yontemlerinden yararlanilmistir. Bu yontemler, film matrisine farkli dozlarda
eklenen kara kusburnu ekstraktinin serbest radikal giderme etkinligini kantitatif olarak
degerlendirmek amaciyla yapilmigtir.

3.1.4. Folin-Ciocalteu Reaktifi

Toplam fenolik madde tayininde kullaniimak {izere Folin—Ciocalteu reaktifi
(Merck, Almanya) satin alinmustir.

3.1.5. Plate Count Agar (PCA)

Farkli film formiilasyonlariyla paketlenen balik Orneklerindeki mikrobiyal

bozulmay1 degerlendirmek amaciyla Plate Count Agar (PCA) besiyeri kullanilmistir.
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3.1.6. Mueller Hinton Agar (MHA)

Calismada, hazirlanan filmlerin mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal ve
antifungal etkilerini belirlemek amaciyla Mueller-Hinton Agar (MHA) besiyeri
kullanilmustir.

3.1.7. 2,2'-Azobis(2-amidinopropan) Dihidrokloriir (AAPH)

Zebra baliginda oksidatif stres olusturmak amaciyla kullanilan 2,2'-Azobis(2-
amidinopropan) dihidrokloriir (AAPH), Thermo Scientific (ABD) firmasindan temin
edilmistir.

3.1.8. CM-H2DCFDA

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) analizi i¢in Invitrogen firmasina ait CM-H2DCFDA
(5-klorometil-2',7'diklorodihidrofloresandiasetat ~ asetil  ester) floresan  boyasi
kullanilmistir. Bu boya, ROS tayini i¢in C6827 referans kodu ile Thermo Fisher Scientific
firmasindan temin edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1.Rosa pimpinellifolia L. (Kara Kkusburnu)> den Antosiyanin

Ekstraksiyonu

Kara kugburnu Ornekleri, 2025 yili Temmuz ayinda arastirmaci tarafindan
Erzurum ili, Kopriikdy ilgesi sinirlart icerisindeki dogal popiilasyondan (39.9631° N
enlem, 41.6803° E boylam; rakim ~1750 m) toplanmistir. Toplandiktan sonra ayiklanip -
20 °C’de depolanmustir. Ekstraksiyon 6ncesinde ornekler ev tipi ogiitiicii ile 6giitiilerek
toz haline getirilmis ve %350 (v/v) etanol igerisinde, oda sicakliginda ve karanlik
kosullarda 24 saat manyetik karistiricida ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyonun ardindan
karigim, filtre kagidi kullanilarak siiziilmiis; filtrat diisiik basing altinda rotary evaporator

ile yogunlastirilarak etanol uzaklastirilmistir. Elde edilen yogun ekstrakt, -20 °C’de bir
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gece dondurulduktan sonra liyofilizatére alinip freeze-drying islemine tabi tutulmustur.
Liyofilize edilen ekstrakt, hava ve 1s1k ge¢irmez kaplarda +4 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Toplam Monomerik Antosiyanin I¢eriginin Belirlenmesi

Toplam monomerik antosiyanin igeriginin belirlenmesinde kullanilan bu yontem,
monomerik antosiyaninlerin pH 1.0’da ¢ogunlukla renkli oksinyum formunda, pH 4.5’te
ise agirlikli olarak renksiz hemiketal formunda bulunmasina dayanmaktadir. Ortam pH
degeri 1,0 ve 4,5’te Olciilen absorbanslar arasindaki fark antosiyanin konsantrasyonuyla
ilgilidir. pH degisimini saglamak amaciyla kullanilan potasyum kloriir (KCIl) tampon
¢ozeltisi (0.025M, pH 1.0) ve sodyum asetat (CH3COONa-3H20) tampon ¢ozeltisi
(0.4 M, pH 4.5), asagida anlatildig1 sekliyle hazirlanmustir.

Sodyum asetat tamponu (0.4M, pH4.5), 54.43 g sodyum asetat trihidrat
(CH3COONa-3H>0) tartilarak yaklasik 960 mL distile su igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve
pH degeri konsantre HCI kullanilarak 4.5’e ayarlanmistir. Ardindan, ¢ozelti 1 litrelik
balon jojeye aktarilmis ve distile su ile hacim 1 litreye tamamlanmustir.

Diger tampon ¢dzelti olan potasyum kloriir tamponu (0.025 M, pH 1.0) ise, 1.86 g
KCl tartilarak yaklagik 980 mL distile su ile karistirilmis; pH degeri yine konsantre HCI
kullanilarak 1.0’a ayarlandiktan sonra 1 litrelik balon jojeye aktarilarak distile su ile
toplam hacim 1 litreye tamamlanmustir.

Liyofilize edilmeden once alinan s1vi ekstrakttan 100 pL alinip tizerine 400 pL pH
1 (potasyum Klorit 0,025 M) buffer konulmustur. Ayn1 ekstrakttan 100 pL alinip 400 pL
pH 4,5 (sodyum asetat 0,4 M) buffer konulmustur. Daha sonra saf suya kars1 512-700

nm'de absorbans degerleri okunmustur.

A= (As12— A70) pr1.0 — (Asiz— A700) pH4as

A x MW % DF * 1000
€]

TMA (mg/L) =
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Bu formiilde A, (Asi2— A700) pH1.0 — (As12— A700) pH45 seklinde hesaplanan

absorbans farkini ifade eder. MW, baz alinan antosiyanin bilesiginin molekiiler agirlig
olup, siyanidin-3-glukozid igin 449.2 g/mol’diir. DF, uygulanan seyreltme faktoriinii;
siyanidin-3-glukozid i¢in 26,900 L-mol™*-cm™ olan molar absorptivite katsayisini; 1 ise
spektrofotometre kiivetinin 1 cm olan optik yol uzunlugunu ifade eder, t.y.; Moghadam
ve ark., 2021)(Ulusoy & Tamer, 2019)

3.2.3. Rosa pimpinellifolia L. (Kara kusburnu)’nin Fenolik Bilesenlerinin

UHPLC-ESI-MS/MS Analizi

Kara kusburnu’nin fenolik bilesenlerinin analizi i¢in Kara kusburnu
meyvelerinden %50 (v/v) etanol ¢ozeltisi kullanilarak ekstraksiyon gerceklestirilmistir.
Elde edilen ekstrakt, rotary evaporator ile diisilk basin¢ altinda islenerek etanol
uzaklastirllmig, ardindan liyofilizatérde (freeze dryer) kurutularak toz formuna
getirilmistir. +4 °C’de saklanan liyofilize ekstrakttan analiz i¢in 1 gram alinmis ve 1 mL
%99 metanol igerisinde ¢Oziindirilmustir. UHPLC-ESI-MS/MS analizinde ekstrakt
icerigindeki fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif tanimlanmas1 hazirlanan ¢ézelti ile
yapilmugtir.

Fenolik bilesikler, bir Agilent 6460 tiglii dort kutuplu kiitle spektrometresine (Palo
Alto, ABD) bagli bir Agilent 1290 UHPLC sistemi kullanilarak, Can ve arkadaslari
tarafindan agiklanan yontemi izleyerek analiz edilmistir (Can ve ark., 2024) .romatografik
ayirma islemi Zorbax SB-C18 ters faz analitik kolon (4.6 x 100 mm, 3.5 um partikiil
boyutu) tizerinde gergeklestirilmistir. Mobil fazlar %0,1 formik asit iceren su (solvent A)
ve %0,1 formik asit iceren asetonitrilden (solvent B) olusuyordu. Gradyan eliisyonu su
sekilde uygulanmistir (dk/%B): 0-4 dk, %5; 4-7 dk, %20; 7-14 dk, %90; 14-15 dk, %90;
15-15.1 dk, %5; ve 15.1-20 dk, %5. Kolon sicakligr 30 ° C'de tutulmus ve akis hizi 0.4

mL / dak olarak ayarlanmistir.
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Kiitle spektrometrik tespiti, ¢coklu reaksiyon izleme (MRM) modunda negatif
elektrosprey iyonizasyonu (ESI-) kullanilarak yapilmistir. Bilesige 6zgili 6ncii ve liriin
iyon gecisleri (Q1 / Q3) her analit i¢in optimize edilmistir. Kaynak parametreleri
asagidaki gibiydi: kurutma gazi sicakligi, 350 ° C; kurutma gazi akisi, 12 L / dak;
nebiilizor basinci, 55 psi; kilif gazi sicakligi, 250 ° C; kilif gaz1 akisi, 5 L/ dak ; ve kilcal
voltaj, 3,5 kV. Veri toplama ve analizi Agilent MassHunter Workstation yazilimi (stirim
B07) kullanilarak yapilmistir. Metot validasyonu Can ve ark. (2024) tarafindan yapilan
calisma ile saglanmistir.

3.2.4. Rosa pimpinellifolia L. (Kara kusburnu)’nin Zebra Bahgi (Danio

rerio) Larvalarinda In Vivo Toksisite ve Oksidatif Stres Calismalar:
3.2.4.1. Zebra Bahg Yetistiriciligi ve Oksidatif Stresin Olusturulmasi

Bu ¢alismada, Atatiirk Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Su Uriinleri Deneysel
Arastirma Birimi’nden temin edilen zebra baliklarmin yumurtalar1 kullanilmistir.
Yumurtlama iglemi, 10 saat karanlik/14 saat aydinlik fotoperiyodunda
gerceklestirilmistir. Toplanan yumurtalar, petri kaplarma alinarak 28,5 °C sicakliga
ayarlanmug bir inkiibatore yerlestirilmistir. Yumurtalarin bulundugu ortam suyu her giin
ayni saatte degistirilerek embriyonik gelisim, kulugka basarisi, sagkalim orami ve
morfolojik anomali verileri diizenli olarak kayit altina alinmistir.

Oksidatif stresi indiikklemek amaciyla, 10 mM AAPH (2,2'-Azobis(2-
amidinopropan) dihidrokloriir) dozu kullanilmistir. Kusburnu ekstraktinin antioksidan
Ozelligini belirlemek igin liyofilize edilmis kara kusburnu ekstrakti %10, %20 ve %30
konsantrasyonlarina seyreltilmistir. Zebra baligi embriyolarina, AAPH'ye maruz
birakilmadan 1 saat once li¢ farkli doz ekstrakla muamele edilmistir. Oksidatif stres,
dollenme sonrasi 8-9. saatte (Saat post-fertilizasyon) AAPH'in uygulanmasiyla

olusturulmustur.
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Kontrol grubu embriyolari, tiim siire¢ boyunca E3 soliisyonunda (5 mM NacCl,
0.17 mM KClI, 0.33 mM CaCly, 0.33 mM MgSOa4, %0.01 metilen mavisi) tutulmustur.

AAPH grubu ve kara kugsburnu uygulanan gruplar i¢in ise E3 sollisyonu yerine saf
su kullanilmustir.

3.2.4.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Belirlenmesi

Yetiskin zebra baliklarindan elde edilen yumurtalarin 72. saatinde, reaktif oksijen
tiirevlerinin (ROS) seviyeleri CM-H2DCFDA (5-klorometil-2’, 7
diklorodihidrofloresandiasetat asetil ester) indikatorii kullanilarak belirlenmistir.

Bu amacla, her deney grubundan 5 adet larva segilerek 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plaklaria yerlestirilmistir. Larvalar 6ncelikle ii¢ kez saf su ile yitkanmistir. Son yikama
sonrasinda tiim su wuzaklastirilmis ve her grup i¢in kuyucuklara 2 pg/mL
konsantrasyonunda indikator eklenmistir. Plaklar, 28,5 °C'de ve karanlik ortamda 2 saat
boyunca inkiibe edilmistir (S6kmen ve ark., 2020).

Inkiibasyon siiresinin sonunda larvalar tekrar {i¢ kez saf su ile yikanmis ve tiim su
uzaklastirilmistir. Larvalar, %3’liik metil seliiloz ile lam iizerine dizilerek fliioresan
mikroskobu (Zeiss, Discovery V12, Germany) araciligiyla goriintiileri alinmustir.

Tiim islemler ii¢ tekrarl olarak yiiriitiilmiis ve her grup icin toplam 15 larvadan
elde edilen veriler analiz edilmistir.

3.2.4.3. Apoptik Hiicrelerin Belirlenmesi

Bu calismada, her deney grubundan 96. saatteki 15 larva kullanilarak apoptotik
hiicreler belirlenmistir. Larvalar, 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina yerlestirilmistir.

Larvalar, PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi) ile 3-5 kez yikanmistir. Son
yikama sonrasinda tiim PBS c¢ekilerek larvalar, 28,5 °C'de ve karanlik ortamda 30 dakika

boyunca inkiibe edilmistir (Sulukan ve ark., 2017a).
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Inkiibasyonun ardindan larvalar tekrar PBS ile yikanmistir. Daha sonra %3'liik
metil seliiloz ile lam {izerine alinan larvalarin goriintiileri, fliioresan mikroskobu (Zeiss,
Discovery V12, Germany) araciligiyla kaydedilmistir.

Tiim islemler Ui¢ tekrarli olarak yiiriitiilmiis ve her grup i¢in elde edilen veriler
analiz edilmistir.

3.2.4.4. Morfolojik ve Fizyolojik Olciimler

Bu calismada, her gruptan en az 20 larva ayni saat ve boyutta olacak sekilde
secilerek 151k mikroskobu altinda fotograflanmistir. Morfolojik parametrelerin analizi
icin, zebra balig1 embriyo ve larvalarinin incelenmesine olanak saglayan Danioscope
yazilimi kullanilmistir. G6z ¢api, viicut uzunlugu ve perikardiyal 6dem gibi parametreler,
48., 72., 96. ve 120. saatlerde analiz edilmistir. Ayn1 zamanda, dollenmeyi takiben 4.
saatten itibaren embriyolar, 12, 24, 48, 96 ve 120. saatlerde diizenli olarak mikroskop
altinda incelenmis ve gozlenen viicut anormallikleri fotograflanarak kayit altina alinmigtir
(Sulukan ve ark., 2017b).

3.2.4.5. Lokomotor Aktivite ve Tigmotaksis Analizleri

Zebra balig1 larvalarmin lokomotor aktivitesi ve tigmotaksis davraniglari, 120
hpf’de (dollenme sonrasi saat) 24 kuyucuklu plaka sistemi kullanilarak analiz edilmistir.
Calismada her bir deney grubu i¢in 80 larva kullanilmis olup, her bir kuyuya bir larva
yerlestirilmistir.

Davranis analizleri DanioVision (Noldus) sisteminde gerceklestirilmis ve 6l¢iim
siireci, aklimatizasyon siiresi dahil olmak iizere toplam 1 saat 20 dakika olacak sekilde
planlanmstir. Bu siirenin ilk 30 dakikas1 aklimatizasyon amaciyla ayrilmis, kalan stirede
larvalarin lokomotor aktiviteleri kaydedilmistir. Elde edilen davranigsal veriler,

EthoVision XT yazilmi kullamilarak analiz edilmistir. Lokomotor aktivite
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degerlendirmesinde toplam kat edilen mesafe ve yiizme hizi (velocity) parametreleri
dikkate alinmistir (Kiziltan ve ark., 2022).

Tigmotaksis analizi, zebra balig1 larvalarinda stres ve anksiyete ile iligkili
mekansal yiizme tercihlerini belirlemek amaciyla gerceklestirilmistir. Bu kapsamda her
bir kuyu, merkez bdlge (inner zone) ve ¢evresel bolge (outer zone) olmak iizere iki alana
ayrilmistir. Larvalarin outer zone’da kat ettikleri mesafenin, toplam hareket mesafesine
orani tigmotaksis diizeyi olarak hesaplanmistir. Outer zone’da geg¢irilen mesafenin
artmasi, artmig stres ve anksiyete davranist goOstergesi olarak degerlendirilmistir
(Kankaynar ve ark., 2023).

3.2.5. Akilh Biyobozunur Filmlerin Hazirlanmasi

Filmlerin hazirlanmasinda kullanilan malzemelerin oransal olarak miktarlar1 daha
once farkli konsantrasyonlarda denenerek en uygun formiilasyon elde edilmistir. Bu
baglamda filmlerin hazirlanmasinda her deney grubu i¢in 100 mL saf su igerisine %4
(w/v) oraninda sigir jelatini eklenmis ve karisim, 25°C’de 35-40 dakika boyunca
manyetik karistiriciya birakilmistir. Jelatin tamamen ¢6ziindiikten sonra, plastiklestirici
olarak jelatin kiitlesine oranla %0,3 gliserol ve %0,15 sorbitol eklenmis; karisim bu
bilesenlerin homojen dagilmasi amaciyla 15 dakika daha manyetik karistiriciya
birakilmigtir. Bu agamanin ardindan, dort deney grubu olusturulmustur: kontrol grubuna
herhangi bir ekstrakt ilavesi yapilmamis, diger ii¢ gruba ise sirasiyla jelatin kiitlesine
oranla 0.04 (Grup 1), 0.08 (Grup 2) ve 0.12 (Grup 3) kat1 kadar kara kusburnu ekstrakti
ilave edilmistir. Ekstraktlar eklendikten sonra karigimlar, ekstraktin dagilimini saglamak
amaciyla 5 dakika siireyle yeniden karistirilmis ve ardindan her biri petri kabina 15 mL
olacak sekilde dokiilerek oda sicakliginda 24 saat boyunca kurutulmustur. Ug tekerriir
olacak sekilde filmler liretilmistir. Filmlerin 6zelliklerini belirlemek amaciyla, her biri ii¢

biyolojik ve ii¢ teknik tekrarli olarak analizler yapilmistir.
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3.2.6. Akillh Biyobozunur Filmlerin Karakterizasyonu

3.2.6.1. Filmlerin Toplam Fenolik Iceriginin Belirlenmesi

Yontemin prensibi, fenolik bilesiklerin bazik ortamda Folin—Ciocalteu reaktifi
(FCR) ile reaksiyona girerek reaktifi indirgemesi ve bu sirada kendisinin oksitlenmesidir.
Olusan indirgenmis FCR'min mavi renkli kompleks olusturmasiyla birlikte, bu renk
degisimi spektrofotometrik olarak Olciiliir ve boylece ornekteki toplam fenolik madde
miktar1 hesaplanmis olur.

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi amaciyla, her film grubundan
50 mg numune tartilmis ve 10 mL damitilmis su igerisinde oda sicakliginda 3 saat
boyunca manyetik karistirictya birakilmistir. Ekstraksiyonun ardindan, elde edilen film
oziitlinden 0,5 mL alinarak 2 mL %10 (v/v) Folin—Ciocalteu reaktifi ile karistirilmis ve
karisim karanlik ortamda 3 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan ¢ézeltiye 2,5 mL %7,5
(w/v) sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilmis ve homojenize edilmistir. Karisim, karanlik
ortamda 2 saat inkiibasyona birakildiktan sonra, absorbans degeri 765 nm dalga boyunda
bir spektrofotometre (Multiskan Sky, Thermo Fisher Scientific, Cambridge, ABD) ile
Ol¢iilmiistiir. Toplam fenolik icerik, galik asit esdegeri (GAE) cinsinden hesaplanmigtir
(Moghadam ve ark., 2021).

3.2.6.2. Filmlerin Antioksidan Aktivite Tayini

Filmlerin antioksidan kapasitesi, DPPH ve ABTS radikal siipiirme yontemleri ile
degerlendirilmis; ayrica referans olarak sentetik antioksidanlar BHA (biitillenmis
hidroksi anisol) ve BHT (biitillenmis hidroksi toluen) ile dogal bir antioksidan olan a-
tokoferoliin absorbans degerleri spektrofotometrik (Multiskan Sky, Thermo Fisher
Scientific, Cambridge, ABD) olarak 6l¢iilmiistiir.

Film ekstraktin1 hazirlamak icin, 4,5 mg film numunesi 4 mL deiyonize su

icerisinde bekletilmis ve elde edilen karisitm manyetik karistiricidda homojen hale

20



getirilmistir.  Coziinmemis  partikiillerin ~ uzaklastirllmast  amaciyla  karisim
santrifiijlenmistir. ABTS analizi i¢in, ekstraktin list fazindan 2 mL alinarak ABTS
cozeltisine eklenmis ve karisim 30 dakika boyunca oda sicakliginda karanlik kosullarda
inkiibe edilmistir. Absorbans 6l¢limleri 734 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir. DPPH
analizi icin, film ekstrakti ile reaksiyona girmesi amaciyla 4 mL DPPH c¢d6zeltisi
kullanilmis ve karisim 6 saat boyunca karanlikta bekletildikten sonra absorbans 6l¢timleri

517 nm dalga boyunda yapilmistir (Moghadam ve ark., 2021).
AS
DPPH(%) = 1 X 100
C_ 2

X 100

ABTS (%) =

Burada A s ve A ¢ sirastyla numunenin ve kontroliin absorbans degerlerini ifade
etmektedir.

3.2.6.3. Filmlerin Kahnhigmn Ol¢iilmesi

Aktif filmlerin kalinlig1 (mm), elde tasinan bir mikrometre kullanilarak (CTN
5202-25, Tirkiye) degerlendirilmistir. Her bir gruptan rastgele segilen 5 farkli 6rnegin 6
farkli noktasindan 6l¢iim alinmis ve elde edilen degerlerin ortalamasi hesaplanmistir
(Chen ve ark., 2022).

3.2.6.4. Filmlerin Nem iceriginin Belirlenmesi

Nem igerigini belirlemek amaciyla, film numuneleri (1,5 cm x 3 cm boyutlarinda)
110 °C sicakliktaki etiivde 24 saat kurutulmustur. Numunelerin kurutma 6ncesi ve sonrasi
agirhiklar1 kaydedilerek nem igerigi asagidaki formiile gére hesaplanmistir (Y. Chen ve

ark., 2022).

NEM IGERIGI(%) = =2

0

Burada W o ve W sirasiyla filmin baslangi¢ ve kurutulmus agirliklarini ifade

etmektedir.

21



3.2.6.5. Filmlerin Su Coziiniirligiiniin (WS) Belirlenmesi

Film oOrnekleri 2x2 cm boyutlarinda kesilmis, 105 °C’de 24 saat inkiibatér de
kurutulmustur. Ardindan 6rnekler, 20 ml damitilmis su igeren beherlere yerlestirilerek 25
°C’de, agz1 kapali sekilde, 24 saat bekletilmistir. Bekleme siiresinin ardindan sudan
cikarilan ornekler, 105 °C’de 24 saat boyunca yeniden kurutulmustur. Her bir asamada
agirhiklarn tartilip not edilmistir (Chen ve ark., 2022). Coziiniirliik asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

Mi_Mf

COZUNURLUK (%) =

4

Burada M filmlerin baslangigtaki kuru agirhigini, M ¢ise filmlerin son Kkuru
agirligini temsil etmektedir.

3.2.6.6. Filmlerin Su Gegirgenliginin Ol¢iilmesi

Filmlerin su gegirgenliginin 6l¢iilmesi icin, genis agizli bir kap (5 x 1073 m? alan)
40 mL distile su ile doldurulmus ve su yiizeyi ile film arasinda 50 mm’den daha az bir
bosluk birakilmistir. Film numunesi iki conta arasina yerlestirilmis ve sonra sikistirmak
icin vidali kapak kapatilmistir. Kaplar, li¢ glin boyunca her giin ayn1 saatte tartilmis ve
elde edilen kiitle degisimleri kullanilarak su buhar1 gegirgenligi asagidaki yer alan

formiiller kullanilarak % olarak hesaplanmistir(Cazon ve ark., 2022).

g) Aw

WVTR (s.m2 - At.A

g ) _ WVTR

gecirgenlik (s ="1p

.m?2.Pa

WVP( ) = gecirngenlik. kalinlik

s.m.Pa

Burada Aw / At (g / s), birim zaman bagina hiicrenin agirlik kaybi olarak 6lgiilen
ve kabm agirlik kaybmin zamana karst en yakin 0.0001 g'a egimi olarak hesaplanan
akidir; A (m?), agiz kabi ¢apina gore belirlenen gergek maruz kalan alandir ve AP (Pa),

30 ° C'de (19) 4245 Pa olarak hesaplanan su buhar1 basing farkidir ve kafa boslugunda
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tam bir su buhart doygunlugu varsayilmistir. Her test ii¢ tekrar halinde
gergeklestirilmistir.

3.2.6.7. Filmlerin Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Cekme mukavemeti (TS), yenilebilir filmlerin mekanik 6zelliklerini belirlemek
amaciyla bir tekstiir analizorii (Stable Micro Systems, Godalming, Ingiltere) kullanilarak
Olgiilmiistiir. Testlerde kullanilacak film numuneleri, tretilen filmlerden kesilerek
dikdortgen bicimine (1,5 cm x 8 cm) getirilmistir. Numuneler, 3 cm 6l¢iim uzunlugu ve
1,0 mm/sn ¢apraz kafa hiz1 ile uzatilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen maksimum
gerilme degerleri ¢cekme mukavemeti (TS) olarak hesaplanmistir (Moghadam ve ark.,
2021).

3.2.6.8. Filmlerin Renk ve Opaklik Olciimleri

L*, a* ve b* degerlerini 6l¢mek i¢in, sirasiyla aciklik, kirmizilik ve sarilig1 temsil
eden ii¢ renk parametresini degerlendirebilen bir kolorimetre (Konica Minolta CR-400,
Osaka, Japonya) kullanilmistir. Cihazin kalibrasyonu, standart bir beyaz plaka yardimiyla
gerceklestirilmistir. Her numunenin renk degeri, bes farkli rastgele noktadan alinan
Ol¢limlerin ortalamasi olarak ifade edilmistir. Ayrica, pH 1-13 araliginda filmlerde
meydana gelen renk degisimi de ayn1 yontemle 6l¢iilmiistiir.

Film numunelerinin opakligini (1s1k gegirgenligi) 6lgmek amaciyla, filmler 1 cm
x 4 cm boyutlarinda kesilmis ve spektorofotmetre kiivetinin i¢ kismina yerlestirildikten
sonra, 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri bos kiivete karsi okunmustur

(Moghadam ve ark., 2021). Opaklik asagida yer alan formiil kullanilarak hesaplanmstir.

A
T

OPAKLIK =

Burada A , numunelerin 600 nm'deki absorbansini ve T ise film kalinligini (mm)

ifade etmektedir.
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3.2.6.9. Filmlerin  Taramah  Elektron @ Mikroskobu (SEM) ile
Goriintillenmesi

Hazirlanan dort farkli film 6rneginin yiizey morfolojilerinin incelenebilmesi i¢in,
numuneler ince bir altin tabaka ile kaplanmistir. Kaplanmis numuneler, 5 kV hizlandirma
voltajinda ¢alisan taramali elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edilerek yiizey
Ozellikleri degerlendirilmistir.

3.2.6.10. Filmlerin Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FITR) ile

Yapisal Analizi

Tiim numunelerin Fourier doniisiimlii  kizilotesi (FT-IR) spektrumlari,
transmisyon modunda ¢alisan Frontier FT-IR spektrometresi kullanilarak, 400—4000 cm®
! dalga sayisi1 araliginda olgiilmiistiir.

3.2.6.11. Film Bilesimlerinin X-Isin1 Kirimim Paterni (XRD)

Uretilen yenilebilir filmlerin kristal yapilarinin incelenmesi amaciyla, Cu Ka
radyasyonu kullanilarak, 40 kV ve 30 mA'de calisan, 5°-50° 20 araliginda X-151n1
difraktometresi ile kirmim desenleri kaydedilmistir (Moghadam ve ark., 2021).

3.2.6.12. Filmlerin Antimikrobiyal Aktivite Analizi

Hazirlanan Kara kugburnu ekstresi yiiklii jelatin bazli filmlerin mikrobiyal geligimi
durdurma kapasitesi, modifiye edilmis Agar Disk Difiizyon yontemi kullanilarak tayin
edilmistir. Calismada filmlerin antimikrobiyal spektrumunu belirlemek amaciyla Gram-
pozitif bakteri Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Gram-negatif bakteriler
Escherichia coli (ATCC 25922) ve Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) ile maya
tipi bir fungus olan Candida albicans (ATCC 60913) suslari test paneline dahil edilmistir.
Deney oOncesinde tiim mikroorganizmalar uygun sivi besiyerlerinde aktive edilerek
logaritmik biiyiime fazinda kullanilmistir. Test asamasinda, 0.5 McFarland standardina

gore ayarlanan taze mikrobiyal siispansiyonlar, steril ekiivyonlar yardimiyla Mueller-
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Hinton Agar (MHA) plaklarinin yilizeyine homojen bir sekilde inokiile edilmistir.
Hazirlanan biyopolimerlerden steril kosullarda kesilen 6 mm capindaki dairesel film
diskleri, agar yiizeyine aseptik olarak yerlestirilmistir. Calismada yontemi dogrulamak ve
kiyaslama yapabilmek adina {i¢ farkli kontrol grubu kullanilmistir: Jelatin matrisinin
etkisini gdzlemlemek igin bitki ekstrakti icermeyen saf jelatin filmler (negatif kontrol);
bakteriyel suslarin duyarliligini 6lgmek i¢in Gentamisin (10 pg) ve C. albicans i¢in
Flukonazol (25 pg) iceren standart diskler (pozitif kontroller) plaklara yerlestirilmistir.
Hazirlanan petri plaklari, bakteriyel suslar igin 37°C’de 24 saat, C. albicans igin ise
35°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siireci sonunda, film disklerinin
cevresinde meydana gelen net inhibisyon zonlar1 dijital kumpas ile milimetrik (mm)
olarak dlciilmiis ve tiim deneyler ii¢ tekrarli gerceklestirilmistir.

3.2.7. Akilli Ambalajin Gida Uygulamalari

3.2.7.1. pH indikatér Ozelligi ve Duyarhhk Testi

Film Ornekleri; hazirlanmis olan asidik, nétr ve bazik tampon ¢ozeltilerine
daldirilarak pH duyarliliklar test edilmistir. Her bir film 6rnegi, ilgili ¢6zelti igerisinde 5
dakika bekletilmis ve bu siire boyunca gerceklesen renk degisimleri bir kamera
araciligiyla resmedilmistir (Jamroz ve ark., 2019).

3.2.7.2. Baliketi Orneklerinde Tazelik Gostergesi Uygulamasi

Baliketinin depolama siiresince tazeliinin izlenmesi amaciyla, Atatiirk
Universitesi Su Uriinleri Yetistiriciligi Birimi’nden taze olarak temin edilen baliklar,
kesim islemi gerceklestirildikten hemen sonra analizlerde kullanilmistir. Her biri 30 g
olacak sekilde hazirlanan balik 6rnekleri cam kaplara yerlestirilmis, kaplarin etrafi hava
ile temas etmeyecek sekilde sarilarak oksijen girisi engellenmistir. Numuneler 4 °C’de
buzdolab1 kosullarinda depolanmis ve depolama siiresince 0., 1., 3., 5. ve 7. giinlerde

analizler gerceklestirilmistir. Tiim uygulamalar {i¢ tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir.
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Depolama siiresi boyunca akilli filmlerde meydana gelen renk degisimleri belirlenen
zaman noktalarinda kaydedilmistir.

Baliketlerinin Fiziksel, Kimyasal ve Mikrobiyolojik Analizleri

Toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 (TAMB) analizi igin, 10 g balik 6rnegi 90
mL steril fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) ile seyreltilmis ve 15 dakika boyunca
ultrasonik homojenizatérde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenattan steril
fizyolojik tuzlu su kullanilarak on kat seri seyreltmeler hazirlanmis ve uygun seyreltmeler
Plate Count Agar (PCA) besiyerine yayma plak yontemi ile ekilmistir. Plaklar 37 °C’de
2448 saat inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda koloni olusturan birimler sayilarak
sonuglar log CFU/g olarak ifade edilmistir(Ekrami ve ark., 2022)

pH analizi i¢in, 10 g balik 6rnegi 90 mL damitilmis su ile karistirilmis ve 5 dakika
boyunca 3000 rpm’de homojenize edilmistir. Homojenizasyon sonrasi elde edilen
siispansiyonun pH degeri, kalibre edilmis pH metre kullanilarak 6l¢tilmiistir.

Lipit oksidasyonunun belirlenmesi amaciyla TBARS analizi, depolama siiresince
0., 1., 3., 5. ve 7. gilinlerde gerceklestirilmistir. TBARS degerleri, balik etinde lipid
peroksidasyonu sonucu olusan ikincil oksidasyon {irlinlerini yansitacak sekilde
degerlendirilmistir(Li ve ark., 2013)

3.3. Istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen tiim verilerin istatistiksel analizleri IBM SPSS Statistics
27.0 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Istatistiksel testler uygulanmadan 6nce,
veri setlerinin varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirilmis ve parametrik test
varsayimlarinin saglanip saglanmadigi kontrol edilmistir.

Varyanslarin homojen oldugu durumlarda, gruplar arasi karsilastirmalar i¢in tek
yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA) kullanilmis ve anlamli farkliliklarin hangi

gruplar arasinda oldugunu belirlemek amaciyla Tukey post hoc testi uygulanmstir.
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Varyans homojenliginin saglanmadig1 veri setlerinde ise c¢oklu karsilagtirmalar igin
Dunnett’s T3 testi tercih edilmistir.

Degiskenler arasindaki iliskilerin belirlenmesi amaciyla Spearman korelasyon
analizi uygulanmis ve istatistiksel anlamlilik diizeyi p < 0,05 ve p < 0,01 olarak kabul
edilmistir.

Lokomotor aktiviteye ait davranigsal parametreler (toplam hareket mesafesi ve
yiizme hiz1) EthoVision XT yazilimindan elde edilen ¢iktilar lizerinden istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.  Morfolojik  Ol¢limler  Danioscope  sistemi  kullanilarak
gerceklestirilmis ve elde edilen veriler istatistiksel analizlere dahil edilmistir.

AO ve ROS floresan yogunluklari, dijital goriintiiler tizerinden ImagelJ yazilimi
kullanilarak nicel olarak hesaplanmis ve elde edilen degerler gruplar arasinda
karsilastirilmistir. Tiim sonuglar ortalama + standart sapma (SS) olarak ifade edilmis ve

p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Bu boliimde kara kusburnu ekstre ilavesiyle liretilen jelatin bazli yenilebilir
filmlerin; fiziksel, mekanik, yapisal ve antioksidan O6zelliklerine iliskin bulgular
sunulmaktadir. Ug farkli 6ziit konsantrasyonunun film &zellikleri iizerindeki etkileri
degerlendirilmis, elde edilen filmlerin pH’ya duyarli renk degisimi ve fonksiyonel
Ozellikleri analiz edilmistir. Ayrica, kara kusburnu kaynakli antosiyaninlerin AAPH ile
indiiklenen oksidatif stres kosullar1 altinda zebra balig1 embriyolar1 iizerindeki biyolojik
etkilerine dair bulgulara da yer verilmistir.

4.1. Rosa pimpinellifolia L. Ozellikleri

Film yapisina eklenen 0Oziitiin, toplam monomerik antosiyanin icerigi pH
diferansiyel yontemi kullanilarak siyanidin-3-glukozit esdegeri (CGE) cinsinden
hesaplanmstir. Olgiimler sonucunda 6ziitin TMAC degeri 209.36 + 8.29 mg CGE/L
olarak belirlenmistir.

Caligma kapsaminda Rosa pimpinellifolia L. 6rneginin fenolik profilini belirlemek
amactyla LC-MS/MS analizi gergeklestirilmis ve 19 farkli fenolik bilesik kalitatif ve
kantitatif olarak saptanmistir (Tablo 4.1).

Analiz sonuglarina gore, incelenen 6rnekte fumarik asit (256.16 pg/g) en yiiksek
konsantrasyonda bulunan ana bilesen olarak belirlenmistir. Fumarik asidi takiben,
numunenin ferulik asit (6.07 pg/g), gallik asit (3.15 pg/g) ve apigenin (2.33 pg/g)
bakimindan da zengin oldugu goriilmiistiir. Diger taraftan, incelenen 6rnekte taksifolin
(2.03 pg/g) ve kinik asit (2.01 pg/g) orta diizeyde bulunurken; siringik asit (0.07 pg/g) ve
klorojenik asit (0.01 pg/g) en diisiik konsantrasyonlarda saptanan bilesikler olmustur.
Antosiyanin grubundan ise peonidin-3-O-glukozit (0.20 ug/g), siyanidin-3-O-glukozit
(0.14 ng/g) ve kerasiyanin kloriir (0.14 pg/g) gibi bilesiklerin varligi diisiik miktarlarda

da olsa tespit edilmistir.
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Tablo 4.1. Rosa pimpinellifolia L. ekstresinde belirlenen fenolik bilesiklerin UHPLC-
ESI-MS/MS analiz sonuglari1 ve miktarlart (ug/g)

Bilesik Grubu Bilesik Adi Konsantrasyon (pg/g)
Organik Asitler Fumarik Asit 256.16
Kinik Asit 2.01
Fenolik Asitler Ferulik Asit 6.07
Gallik Asit 3.15
p-Kumarik Asit 1.28
Kafeik Asit 0.90
4-Hidroksibenzoik Asit 0.85
Siringik Asit 0.07
Klorojenik Asit 0.01
Flavonoidler Apigenin 2.33
Taksifolin 2.03
Luteolin 1.36
Mirisetin 1.08
Hesperidin 0.67
Naringenin 0.56
Kuersetin 0.12
Antosiyaninler Peonidin-3-O-Glukozit 0.20
Siyanidin-3-O-Glukozit 0.14
Kerasiyanin Kloriir 0.14

Elde edilen bu veriler, kara kugburnu 0ziit 6rneginin giiclii bir fenolik
kompozisyona sahip oldugunu ve 6zellikle organik asitler ve flavonoidler acisindan

onemli bir kaynak teskil ettigini gostermektedir.

4.2. Zebra bah@g (Danio rerio) In Vivo Toksisite ve Oksidatif Stres
Degerlendirmeleri
4.2.1. Oksidatif Stres Modeli Altinda Gozlenen Degisimler
RP’nin antioksidan etkinligini belirlemek amaciyla AAPH kullanilarak zebra
balig1 embriyolarinda oksidatif stres modeli olusturulmustur. AAPH nin LCso degeri 20
mM olarak belirlendiginden toksisite olusturmak i¢in deneylerde 10 mM AAPH dozu

kullanilmistir. Yapilan 6n ¢aligmalar sonucunda Rosa pimpinellifolia L. (RP)’nin LCso
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degeri %60 olarak saptanmis ve bu dogrultuda deney gruplar1 %10, %20 ve %30 RP
olacak sekilde planlanarak ¢alisma tasarlanmistir.

AAPH, zebra balig1 embriyolarinda perikardiyal 6dem, yumurta kesesi 6demi egri
viicut ekseni ve gesitli viicut malformasyonlar1 gibi belirgin fizyolojik anormalliklere
neden olmaktadir (Sekil 4.1). Maruziyetten 1618 saat 6nce uygulanan kara kusburnu
ekstreleri arasinda 6zellikle %20 ve %30 dozlarinin bu anormalliklerin olusumunu

belirgin sekilde engelledigi ve oksidatif stres kaynakli kimyasal etkiye kars1 gii¢lii bir

koruyucu rol tistlendigi goriilmiistiir.

Sekil 4.2.11 AAPH’nin zebra balig1 larvalarinda olusturdugu fizyolojik toksisite ve
tedavi grubunun diizenleyici/iyilestirici etkisine ait goriintiiler

%10’luk dozda koruyucu etkinin daha sinirli oldugu, bazi embriyolarda hafif
diizeyde anormalliklerin devam ettigi belirlenmistir. Fizyolojik goriintiilerin genel
degerlendirmesinde, %20 ve %30 ekstre uygulanan gruplarin morfolojilerinin kontrol
grubuna oldukg¢a benzer bir goriiniim sergiledigi ve AAPH kaynakli toksititeye karsi

belirgin koruyucu etki sagladig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.2.1.2. Zebra balig1 larvalarinda yumurtadan ¢ikis, hayatta kalma ve
malformasyon oranlari

Hayatta kalma orani1 Sekil 4.2.de gosterilmistir. Kontrol grubuna kiyasla AAPH
grubunda hayatta kalma oran1 %29 azalmis olup bu durum oksidatif stresin basariyla
olusturuldugunu ve koruyucu etkisi incelenen RP’nin etkisinin net bir sekilde
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ug¢ farkli RP grubunda hayatta kalma orani
yalnizca yaklasik %3 oraninda azalmistir; %30 RP grubunda ise hayatta kalma orani
kontrol grubuyla aralarinda anlamli fark bulunamamaistir. Bu sonuglar, tiim RP dozlarinda
antioksidan etkinin gozlendigini ve 6zellikle %30 RP dozunun AAPH’ye kars1 koruyucu
etkisinin kontrol diizeyine yakin oldugunu gostermektedir.

AAPH grubunda anomali oran1 %28 olarak belirlenmistir. En yiiksek antioksidan
dozu olan %30 RP, anomali oranin1 %98 oraninda azaltmistir. Antioksidan doz diizeyinin

artmasina paralel olarak anomali oranlarinda benzer bi¢imde azalmalar gériilmiistiir. %30
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RP grubunun kontrol grubuna yakin sonuglar vermesi, RP’nin koruyucu antioksidan
etkisinin basarili oldugunu gostermektedir.

AAPH grubunda yumurtadan ¢ikis orani agisindan 48 hpf’de tiim gruplar arasinda
anlaml bir fark saptanmamustir. Ancak 72 hpf’de AAPH grubunda tiim dozlarda anlaml
diizeyde farklilik ortaya c¢ikmustir. Ayrica AAPH grubunda yumurtadan ¢ikma orani
kontrol grubuna kiyasla %16 azalmistir. RP dozlar1 degerlendirildiginde, %10 RP grubu
kontrol grubuna oldukg¢a yakin sonuglar verirken, %20 ve %30 RP gruplarinin kontrolle
yakin sonuglar verdigi belirlenmistir. AAPH grubundadiger gruplarin aksine tekrarlayan
deneyler boyunca 96 hpf’ye kadar koryondan ¢ikamayan ve gelisimini tamamlayamayan
larvalar gozlenmistir. 96 hpf’de elde edilen sonuglar, 48 hpf’de gozlenen bulgularla
benzerdir.

4.2.2. Morfometrik ve Fizyolojik Parametreler

48, 72 ve 96 hpf donemlerinde larvalarin boy, goz c¢ap1 ve perikardiyal alan
Olctimleri alinmis ve 6l¢timler DanioScope yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
baglamda elde edilen sonuglar Sekil 4.3’te verilmistir. Boy uzunlugu karsilastirildiginda,
her iic donemde de AAPH grubunda kontrol ve koruyucu gruplara gére anlamli diizeyde
azalma goriilmiistiir. Buna karsilik, %30 RP uygulanan grupta tiim donemlerde kontrol
ile benzer boy uzunluklar elde edilmistir. Ayrica 48 hpf’de %10 RP grubunun AAPH
grubuyla benzer boy degerleri gosterdigi, ancak sonraki donemlerde iyilestirici ve
koruyucu etkinin belirginlestigi goriilmiistiir.

Perikardiyel alan Slgiimlerinde, AAPH grubunda tiim dénemlerde (48, 72 ve 96
hpf) diger gruplara kiyasla anlamli artis gostermistir. %10 RP grubunda 72 ve 96 hpf
donemlerinde kismi iyilestirici etki gézlenirken, %20 ve %30 RP uygulanan gruplarin
sonuglarmin kontrol grubuna oldukc¢a yakin ve istatistiksel olarak anlamli oldugu

bulunmustur.
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Sekil 4.2.23. Kontrol, AAPH ve farkli RP dozlarina ait zebra balig1 larvalarinda boy,
perikardiyal alan ve goz ¢ap1 dl¢timleri

48 hpf’de goz ¢ap1 agisindan gruplar arasinda anlamli fark goriilmemistir. Ancak
72 ve 96 hpf donemlerinde AAPH grubunda g6z c¢apmnin artiy gOstermedigi, yani
gelisiminin ilerlemedigi belirlenmistir. Buna karsilik, RP’nin {i¢ farkli dozunda goz
capinda doza bagli ritmik artig gézlenmis ve elde edilen degerlerin kontrol grubuna yakin
oldugu tespit edilmistir.

4.2.3. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) ve Apoptotik Hiicre Dagilinm

Mevcut arastirmada ROS tespiti icin CM-H2DCFDA, hiicre 6liimiinii belirlemek
icin ise Akridin Oranj (AO) boyasi kullanilarak larvalara ait floresan goriintiiler
cekilmistir. Ardindan, elde edilen goriintiilerin yogunluklari ImageJ yazilimi ile analiz
edilmistir. Yapilan analizlere ait sonuglar Sekil 4.4’te sunulmustur. Calismanin temel
amaci, oksidatif stresi bagarili bir sekilde olusturmak oldugu i¢in hem goriintiiler hem de
istatistiksel veriler dogrultusunda AAPH grubunda ROS diizeylerinin kontrol grubuna

gore %43 oraninda artt1g1 ve temel amaci dogrulagini géstermektedir. Antioksidan etkiyi
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degerlendirmek amaciyla uygulanan RP’nin {i¢ farklt dozunun, artan doza paralel olarak
ROS olusumunu istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalttig1 gériilmiistiir. Ozellikle %30
RP grubunun kontrol grubu ile benzer sonuglar vermesi, bu dozun ROS olusumunu etkin
bir sekilde baskiladigim1 gostermektedir. ROS, hiicresel hasara neden olarak hiicre
6limiini tetiklemektedir. AAPH grubunda kontrol grubuna gore hiicre 6liimiiniin %80
oraninda arttig1 belirlenmis olup, bu artis yiikselen ROS diizeyleri ile uyumludur. Elde
edilen floresan goriintiileri ve istatistiksel Ol¢limler, ROS birikimi ile hiicre 6limii

arasindaki iliskiyi acik sekilde dogrulamaktadir.

Kontrol

%10 RP

%20 RIP

%30 RIP

mKontrol
B AAPH

%10 RP
B %20 RP
B %30 RP

Nisbi floresan yogunlugu (a.u.)
o
(=
Nisbi floresan yogunlugu (a.u.)

Sekil 4.2.3Zebra balig1 larvalarinda ROS birikimi ve hiicre 6limi (AO) sinyallerinin
degerlendirilmesi: mikroskobik goriintiiler ve kalitatif analizler

Antioksidan etkinin degerlendirildigi RP gruplarinda ise doz arttik¢a hiicre 6lim

oraninin periyodik olarak azaldig1 gézlenmistir.
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4.2.4. Lokomotor Aktivite ve Tigmotaksis Davranisi
AAPH uygulamasi zebra baligi larvalarinda lokomotor aktivite parametrelerinde
degisikliklere neden olmustur. Tigmotaksis oranlar1 incelendiginde, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamaistir (p > 0.05). Ortalama hiz degerleri
AAPH grubunda kontrol grubuna kiyasla azalma gostermistir. RP uygulanan gruplarda
ise ortalama hiz degerlerinin kontrol grubuna yakinlastig1 ve 6zellikle %20 ve %30 RP

gruplarinda AAPH’ye bagl azalmanin baskilandigi belirlenmistir (p < 0.05) (Sekil 4.5).

Ortalama hiz (mm/sn)
L3
(=]

— —
2] [} 2N
o =] o

Toplam mesafe-Aydinhk (mm)
ey
)

Toplam mesafe-Karanlik (mm)

o

EKontrol BAAPH B%10 RP ®%20 RP ®%30 RP

Sekil 4.5. AAPH kaynakli oksidatif stres kosullarinda RP tedavisinin zebra baligi
larvalarinin yiizme davranisi iizerine etkisi

Aydinlik fazda kat edilen toplam mesafe bakimindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik gézlenmemistir (p > 0.05). Buna karsin karanlik fazda kat edilen toplam mesafe
AAPH grubunda kontrol grubuna gore anlamli diizeyde artmistir (p < 0.05). RP

uygulamasi, bu artis1 doz bagimli sekilde azaltmis ve %10, %20 ve %30 RP gruplarinda
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toplam mesafe degerlerinin kontrol grubuna benzer seviyelere geriledigi tespit edilmistir.

4.3. Akillh Biyobozunur Filmlerin Fizikokimyasal, Mekanik ve Yapisal
Ozellikleri

Mevcut calismamizda fenolik madde miktar1 Folin—Ciocalteu yontemi ile

belirlenmistir. Yenilebilir filmlere ilave edilen kara kusburnu ekstresi miktar1 arttikca

toplam fenolik icerikte de dogru orantili bir artis gézlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Farkli 6ziit konsantrasyonlarina sahip jelatin bazli yenilebilir filmlerin toplam
fenolik igerikleri

Grup Toplam Fenolik Madde (ng GAE/mg)
Kontrol 3.49 £ 0.06¢
%4 R 5.67+0.09°
%8 R 6.75+0.13°
%12 R 9.90+0.17%

Not: Kontrol, Rosa pimpinellifolia 6ziitii icermeyen jelatin bazl filmi; %4 R, %8 R ve %12 R ise jelatin
bazli filmlere sirasiyla %4, %8 ve %12 (w/w) oranlarinda eklenen Rosa pimpinellifolia 6ziitiinii iceren film

gruplarini ifade etmektedir.

Toplam fenolik madde miktarina iligkin bulgularin ardindan filmlerin antioksidan
kapasiteleri de degerlendirilmistir. Bu kapsamda ii¢ farkli 6ziit konsantrasyonuna sahip
filmler ile kontrol filmi karsilastirilmis; ayrica sentetik antioksidanlar olan BHA, BHT ve
E vitamini de referans olarak analizlere dahil edilmistir (Seki 4.6). Filmlerin ve
referanslarin antioksidan kapasiteleri ABTS ve DPPH radikal siiplirme testleri

kullanilarak 6l¢iilmiis, elde edilen bulgular Tablo 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3. ABTS (A), Toplam monomerik antosiyanin (B), Toplam fenolik igerik (C) ve
DPPH (D) analizlerine ait temsili mikroplaka goriintiileri. Harfler, ilgili analizleri ifade
etmektedir.

Tablo 4.3. ABTS ve DPPH radikal siipiirme aktiviteleri

Grup ABTS (%) DPPH (%)

Kontrol 35.08 +£2.47° 32.19£2.01°
%4 R 56.63 +1.67 48.98 + 1.394
%8 R 73.38 £3.56° 72.35+0.78
%12 R 87.71 £ 4.09° 80.19 + 1.022
BHT 70.08 + 3.22° 58.99 + 1.43¢
BHA 97.95 £ 3.56 59.15+2.11¢
E Vitamini 85.22 +3.24° 56.46 + 3.28°

BHA_: Biitillenmis hidroksianisol; BHT: Biitillenmis hidroksitoluen,; E Vitamini: a-tokoferol. Kontrol, Rosa
pimpinellifolia 6ziitii icermeyen jelatin bazli filmi; %4 R, %8 R ve %12 R ise jelatin bazli filmlere sirastyla
%4, %8 ve %12 (w/w) oranlarinda eklenen Rosa pimpinellifolia 6ziitiinii i¢eren film gruplarini ifade

etmektedir.

ABTS testine gore, %12 R (%87.71 + 4.09) ve E vitamini (%85.22 + 3.24) en
yiiksek antioksidan aktiviteye sahip gruplar olarak belirlenmistir. BHA (%97.95 + 3.56)

ise pozitif kontrol olarak en yiiksek degeri gostermistir. %8 R (%73.38 + 3.56), BHT
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(%70.08 + 3.22) ve %4 R (%56.63 + 1.67) gruplar orta diizeyde antioksidan aktivite
sergilemistir, kontrol grubu ise en disiik aktiviteye sahip grup olarak belirlenmistir
(%35.08 + 2.47).

DPPH testinde, %12 R (%80.19 + 1.02) en yiiksek radikal giderme kapasitesine
sahip grup olarak saptanmustir. %8 R (%72.35 + 0.78) grubunun, BHT (%58.99 + 1.43),
BHA (%59.15 + 2.11) ve E vitamini (%56.46 + 3.28) gruplarina kiyasla daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir. %4 R (%48.98 + 1.39) ve kontrol (%32.19
+ 2.01) gruplar ise en diisiik DPPH aktivitesini gdstermistir.

Yenilebilir filmlerin kalinlig1 ekstre miktar1 arttikca dogrusal olarak artis
gostermistir. En yiiksek film kalnligi %8 R (0.17420.010° mm) ve %12 R (0.172+0.007°
mm) gruplarinda olglilmiis olup, kontrol grubuna (0.165+0.006° mm) goére anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (p <0.05) (Tablo 4.3.3).

Nem igerigi, kontrol grubunda %18.00+2.12 iken, ekstre igeren filmlerde daha
diisiik degerler elde edilmistir. %4 R (%15.65+1.10), %8 R (%15.93+1.69) ve %12 R
(%15.214+0.93) gruplarinda nem igerigi benzer olup, kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde azalmistir (p <0.05) (Tablo 4.4).

Suda ¢oziintirliik (WS), ekstre ilavesiyle birlikte azalma egilimi gostermistir.
Kontrol grubunda 47.74+0.61c % iken, %4 R grubunda 46.17+0.53ab % degerine diismiis
ve bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05). %8 R (44.60+1.93% %)
ve %12 R (44.10+0.91° %) gruplarinda ¢6ziiniirlik degerleri kontrol grubuna gore daha
diisiik bulunmus, %8 ve %12 R gruplar1 arasinda ise anlamli bir farklilik belirlenmistir
(Tablo 4.4).

Su buhar1 gegirgenligi degerleri incelendiginde, ekstre orani arttikga gecirgenligin

de yiikseldigi belirlenmistir. Kontrol grubunda 6.05+0.07% olan WVP degeri, %4 R
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grubunda 6.34+0.13b, %8 R grubunda 6.45+0.08b ve %12 R grubunda 6.78+0.06¢ olarak
Ol¢iilmiis, bu artiglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05) (Tablo 4.4).
Cekme dayanimi (TS) degerleri incelendiginde kontrol grubunda 0.171+0.015a
MPa 6l¢iilmiistiir. %4 R grubunda elde edilen TS degeri (0.176+0.015a MPa) kontrolle
ayni istatistiksel grupta yer almakta olup anlamli bir farklilik géstermemektedir (p>0.05).
Buna karsilik, %8 R (0.130+£0.017b MPa) ve %12 R (0.131+0.011b MPa) gruplarinda TS
degerleri kontrol grubuna kiyasla belirgin bi¢imde diismiis ve istatistiksel olarak daha

diisiik bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.3. Farkli konsantrasyonlarda ekstrakt igeren jelatin bazli filmlerinin kalinlhigi,
nem igerigi (MC), suda ¢oziiniirligi (WS), su buhar1 gecirgenligi (WVP) ve tensil giicii
(TS)

Gruplar Kalinhk(mm) MC (%) WS (%) WVP TS (MPa)

Kontrol 0.165+0.006* 18.00+2.12* 47.74+0.61° 6.05+0.07* 0.171 £0.015%

%4 R 0.167£0.006* 15.65+1.10° 46.17+0.53%® 6.34+0.13°> 0.176 +0.015?

%8R 0.174£0.010° 15.93£1.69° 44.60£1.93* 6.45£0.08" (13040017

%I2R  0.172+0.007° 15.21£0.93° 44.10+0.91* 6.78+£0.06° 0.131 +0.011°

Not: Kontrol, Rosa pimpinellifolia 6ziitii icermeyen jelatin bazh filmi; %4 R, %8 R ve %12 R ise jelatin
bazli filmlere sirasiyla %4, %8 ve %12 (w/w) oranlarinda eklenen Rosa pimpinellifolia 6ziitiinii i¢eren film

gruplarini ifade etmektedir.

Antosiyanin eklenmis jelatin bazli yenilebilir filmlerin fonksiyonel grup
bilesimlerini ve kimyasal yapisindaki degisimleri belirlemek amaciyla Fourier
Donitistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi gerceklestirilmistir. Elde edilen

spektrum sonuglar1 Sekil 4.7°de sunulmustur.
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Sekil 4.3. Yenilebilir film 6rneklerine ait FTIR spektrumlari

Analiz sonuglarina gore tiim orneklerde 500—4000 cm™ araliginda karakteristik
bantlar tespit edilmistir. Kontrol filminde gozlenen piklerin siddeti diisiik ve daha az
belirgin iken, antosiyanin oraninin artmasiyla birlikte spektrumda hem yeni pik
olusumlar1 hem de mevcut piklerin yogunlugunda artis saptanmistir. Bu durum,
antosiyaninlerin jelatin matrisi ile etkileserek kimyasal yapiy1 degistirdigini
gostermektedir.

FTIR spektrumunda ~3285-3300 cm™! araliginda gézlenen genis ve giilii pik, —
OH gruplarina ait hidrojen baglarinin varligin1 ve antosiyanin ile jelatin arasindaki
hidrojen bagi etkilesimlerinin giliglendigini gOstermektedir. ~2924-2940 cm™!
araligindaki zayif pikler alifattk C—H gerilme titresimlerine, ~1630-1650 cm™
civarindaki giiclii pik ise protein yapisindaki Amid I (C=O gerilmesi) bandina karsilik

gelmektedir. Bununla birlikte, ~1530-1550 cm ™ band1 Amid IT (N-H biikiilmesi ve C—N
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gerilmesi) titresimlerini temsil ederken, bu bolgede antosiyanin konsantrasyonunun artisi
ile pik yogunlugunda artis gozlenmistir.

Ayrica ~1230-1245 cm™ civarinda belirlenen pik Amid III (C-N ve N-H
titresimleri) ile iliskilendirilmistir. Bu bandin antosiyanin ilavesiyle daha belirgin hale
gelmesi, polifenolik bilesiklerin jelatin zincirleriyle etkilesimini ve molekiiller aras1 bag
olusumunu desteklemektedir.

Film formiilasyonunda plastiklestirici olarak kullanilan gliseroliin hidroksil
gruplarina atfedilen yaklasik 1040 cm™ bolgesinde keskin bir pik gézlemlenmistir. Bu
pik, gliseroliin film matrisine entegre oldugunu ve hidroksil gruplarinin film yapisinda
aktif rol oynadigmi dogrulamaktadir. Bunun yaninda ~1400-1450 cm™ araliginda
goriilen pikler —CH biikiilme titresimlerini temsil etmekte ve film yapisinin esnekligine
katki saglamaktadir.

Genel olarak FTIR analizleri, antosiyanin eklenmesinin jelatin bazli filmlerin
kimyasal yapisinda énemli degisikliklere neden oldugunu ortaya koymaktadir. Ozellikle
—OH, C=0 ve C—N gruplarina ait bantlarin siddet ve konumlarindaki degisimler, jelatin
ile antosiyanin arasinda yeni hidrojen baglar1 ve etkilesimlerin olustugunu
gostermektedir. Bu sonuglar, antosiyanin ilavesinin film yapisinda molekiiler diizeyde
bag olusumunu artirarak yapisal stabilite ve fonksiyonel oOzellikleri gelistirdigini
desteklemektedir.

Sekil 4.8’de antosiyanin 0ziitli ilavesiyle farkli oranlarda hazirlanan jelatin bazli
yenilebilir film orneklerinin XRD desenleri gosterilmistir. Tiim film orneklerinde
yaklasik 26 = 20° civarinda genis banthi bir tepe gozlenmis olup, bu durum jelatin
yapisinin yar1 amorf karakterini temsil etmektedir. Antosiyanin 0ziitii ilavesiyle bu
tepenin konumunda belirgin bir degisim gozlenmemis, ancak pik siddetinde azalma

meydana gelmistir.
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Sekil 4.3 Yenilebilir film 6rneklerine ait XRD spektrumlari

Kara kusburnundan ekstre edilmis antosiyanin igeren jelatin bazli filmlerin yiizey
morfolojisi Sekil 4.3.3’te gosterilmistir. Sekil 4.9 (A)’da gorildiigi gibi, kontrol grubuna
ait film ylizeyi diizgiin, kompakt ve diizenli bir yap1 sergilemistir.

%4 oraninda antosiyanin igeren film (Sekil 4.9 (B)), kontrol grubuna yakin
homojen ve piirlizsiiz bir yiizey yapist gostermistir. Bu grupta yiizeyde yalnizca hafif
diizeyde piiriizliilik gozlenmis, genel yap1 biitlinliigli korunmustur. Bu durum, diisiik
miktarda antosiyanin ilavesinin jelatin matriksinde belirgin bir bozulmaya yol agmadigini
gostermektedir.

%8 oraninda antosiyanin igeren film (Sekil 4.9 (C)) yilizeyde daha belirgin
diizensizlikler, kiiciik partikiil birikimleri ve mikro diizeyde c¢atlak olusumlariyla
karakterize edilmistir. %12 antosiyanin i¢eren film (Sekil 4.9 (D)) ise en belirgin yiizey
plirtizliiligiinii gostermistir; ylizeyde yogun tanecik birikimi, ayrigmalar ve mikro-catlak

yapilar izlenmistir.
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Genel olarak, diisiik oranda antosiyanin ilavesi (%4) film yapisinda belirgin bir
bozulma olusturmamis ve yiizey morfolojisi kontrol grubuna yakin kalmistir. Ancak
antosiyanin oraninin artmasiyla birlikte ylizey homojenliginde azalma ve

diizensizliklerde artig gézlenmistir.

Sekil 4.3. SEM goriintiileri: Kara kusburnundan ekstre edilmis antosiyanin igeren jelatin
bazli filmlerin yiizey morfolojisi (1.00 KX biiyiitme, dl¢cek cubugu = 10 pm)

A: Kontrol (antosiyaninsiz jelatin film), B: %4 antosiyanin i¢eren film, C: %8 antosiyanin iceren film, D:

%12 antosiyanin igeren film

Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda, hazirlanan aktif filmlerin test edilen
bakteriyel suslar tizerinde herhangi bir inhibisyon meydana getirmedigi, buna karsin C.
albicans iizerinde 14 mm ¢apinda bir inhibisyon zonu olusturdugu saptanmustir. (Tablo

4.5).
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Tablo 4.3. Film 6rneklerinin ve pozitif kontrollerin inhibisyon zon ¢aplari (mm)

Mikroorganizma Saf Jelatin  Kusburnu Pozitif Kontrol
Film Yiiklii (Antibiyotik/Antifungal)
(Negatif Film
Kontrol)

S. aureus (ATCC 29213) 0 0 31 + 0.5 (Gentamisin)

E. coli (ATCC 25922) 0 0 33 + 0.4 (Gentamisin)

P. aeruginosa (ATCC 27853) 0 0 24 + 0.8 (Gentamisin)

C. albicans (ATCC 60913) 0 14 +0.7 31 + 0.5 (Flukonazol)

4.4. Akillh Ambalajin Gida Uygulamalarindaki Performansi

4.4.1. pH indikator Ozelligi ve Duyarliik

Yenilebilir filmlerin gériiniimii, renk parametreleri (L, a, b*) ve 151k gecirgenligi
ile iliskilidir. Tablo 4.6’da gosterildigi gibi, film olusturucu ¢ozeltiye farkli miktarlarda
kara kusburnu antosiyanin 0ziitii eklenmesi, a* ve b* degerlerini artirmis ve filmlerin
opakligini yiikseltmistir. Bu degisim, bitkilerde kirmizi, mor ve mavi renklerden sorumlu
antosiyanin miktarindaki artisla dogru orantilidir. Kontrol filmine kiyasla, 6ziit ilavesi
yapilan filmlerde L degeri anlaml1 sekilde azalmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak

farklilik gostermistir (p<0.05).
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Tablo 4.6. Farkli konsantrasyon R. Pimpinellifolia igeren jelatin bazli yenilebilir filmlerin

renk parametreleri (L, a, b*) ve opaklik (A600/mm) degerleri

Grup L* a* b* Opaklik
(A 600 /mm)
Kontrol  90.96 +£0.13% —1.04 £0.049 791 +0.40¢  0.699+0.085¢
%4R  83.59+1.50° 3.08+0.06° 14.51+0.03° 1.003+0.075°
%8 R 73.82 £0.08° 6.79+0.20° 22.03+£0.31° 1.200+0.079°
%I2R  66.65+0.64¢ 11.94+0.90*° 28.39 +3.08*  1.433+0.080?

Antosiyanin igerigine bagl olarak gozlemlenen bu renk degisimlerinin yani sira,
farkli pH kosullarinda hem 6ziit hem de filmlerin renk degisimi de Ol¢iilmiis ve
degerlendirilmistir. Bu degerlendirme, antosiyaninlerin pH’a duyarli renk 6zelliklerini ve

filmlerin gorsel stabilitesini daha iyi anlamamiza olanak saglamaktadir.

Sekil 4.10. %4, %8 ve %12 oranlarinda hazirlanan yenilebilir filmlerin pH 1-13
aralifinda c¢ozeltilere batirilmasiyla gézlenen renk degisimleri
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Hazirlanan %4, %8 ve %12 oranlarindaki yenilebilir filmler pH 1-13 araliginda
farkli ¢ozeltilere batirilarak 10 dakika bekletilip renk degisimleri resmedilip Sekil 4.10’da
sunulmustur. Gorsel olarak kaydedilen renk degisimleri ayn1 zamanda renk 6l¢iim cihazi
ile L*, a* ve b* parametreleri lizerinden degerlendirilmistir. Elde edilen bulgulara gore,
diisiik pH degerlerinde filmlerin kirmizi tonlarina yoneldigi (a* degerinde artis), bazik
kosullarda ise sari-kahverengi tonlarin belirginlestigi (b* degerinde artis)
gdzlemlenmistir. Ozellikle %12 oraninda hazirlanan filmlerde pH degisimine bagh olarak
en belirgin renk farkliliklar1 kaydedilmis, bu durum yiiksek antosiyanin

konsantrasyonunun renk doéniisiimiinii daha net hale getirdigini gostermistir (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki (%4, %8 ve %12) yenilebilir filmlerin pH 1-13
araliginda renk degisim parametreleri (L, a*, b*)

4% 8% 12%
L a* b* L a* b* L a* b*
Film 83.02 3.14 1451 739 6.53 21.87 6733 10.69 24.86
pH1 7792 1334 1243 5933 27.78 16.12 48.13 37.82 16.1
pH2 73.51 815 16.74 73.19 11.25 19.46 5834 1449 20.14
pH3 81 5.53 142 6598 11.11 19.78 57.26 13.77 20.75
pH4 78.8 525 1479 61.85 1333 22.66 60.21 11.65 213
pH5 76.24 505 1544 62.09 9.76 21.07 6127 1247 19.95
pH6 75.09 501 1685 66775 9.62 20.53 57.06 10.07 21.95
pH7 74.91 4.8 169 6224 792 18.6 58.02 7.38 1991
pHS8 71.19 3 16.23  67.84 641 23.19 5298 7.77 22.12
pH9 74.04 269 1686 6298 513 20.73 51.18 7.81 23.11
pH10 74.16 336 19.63 64.16 571 23.67 4958 94 2417
pH11 73.3 567 2397 59.14 11.01 29.62 5125 17.03 29.09
pH12  67.28 11.68 36.57 60.74 1523 3598 47.81 2245 32.85
pH13  67.89 13 44.13 4525 22.66 28.09 4527 2327 2593
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Ekstraksiyonla elde edilen 6ziit, pH 1-13 araligindaki tampon ¢ozeltilerle 1:7
oraninda karistirllmis ve bu karisimlarin olusturdugu renk degisimleri Sekil 4.11°de
gorsel olarak sunulmustur. Hazirlanan 6rneklerin spektrofotometrik analizleri 300—700
nm dalga boyu araliginda gerceklestirilmis olup, her pH c¢dzeltisine ait absorbans
spektrumlari Sekil 4.12°de verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, diisiikk pH degerlerinde
(pH 1-4) maksimum absorbsiyon 320-400 nm araliginda yogunlasirken, pH 8-11
araliginda absorbans degerlerinde belirgin bir artis gozlenmistir. Yiiksek pH (>11)
kosullarinda ise 6zellikle 600 nm civarinda yeni bir pik olusumu dikkat ¢ekmis, bu durum
antosiyanin yapisindaki pH artisina bagli yapisal doniisiimle iliskilendirilmistir. Bu
degisimler, oziitin pH’ya duyarli renk indikatorii olarak potansiyelini ortaya

koymaktadir.

Sekil 4.11. Farkli pH degerlerinde hazirlanan 6ziit ¢ozeltilerinin 300—700 nm
araligindaki absorbans spektrumlari
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Sekil 4.12. Ekstraksiyonla elde edilen 6ziitiin pH 1-13 araliginda hazirlanan ¢ozeltilerle
karistirilmas1 sonucu olusan renk degisimleri

4.4.2. Bahk Eti Orneklerinde Tazelik Gostergesi Uygulamasmin Fiziksel,
Kimyasal ve Mikrobiyolojik Kalite Parametreleri Uzerine Etkisi

Balik eti orneklerinde depolama siiresi boyunca pH, renk parametreleri (L*, a*,
b*), toplam renk farki (AE) ve toplam canli bakteri sayis1 (CFU) arasindaki iligkiler
Spearman korelasyon analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.4.2).

Yapilan analiz sonucunda, CFU ile pH arasinda c¢ok gii¢lii ve pozitif yonlii bir
korelasyon tespit edilmistir (r = 0.828; p < 0.01). Bu bulgu, depolama siiresi ilerledikce
mikrobiyal yiik artisinin pH artisi ile dogrudan iligkili oldugunu gostermektedir.

Ayrica, CFU ile toplam renk farki (AE) arasinda da pozitif ve istatistiksel olarak
anlamli bir iliski belirlenmistir (r = 0.583; p < 0.01). Bu sonug, balik etinde meydana
gelen mikrobiyal bozulmanin renk degisimi ile yakindan iligkili oldugunu ortaya

koymaktadir.
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Renk parametreleri incelendiginde, CFU ile a* ve b* degerleri arasinda giiglii ve
negatif yonli korelasyonlar** oldugu gortilmistiir (sirasiyla r = —0.83 ve r = —0.85). Bu
durum, depolama siiresince balik etinin renk doygunlugunun ve sarilik/kizillik tonlarinin
bozulma ile azaldigin1 gdstermektedir. Ote yandan, CFU ile L* degeri arasinda anlamli
bir iliski saptanmamustir (r = 0.06).

pH ile renk parametreleri arasindaki iliskiler degerlendirildiginde, pH ile a* ve b*
degerleri arasinda giiclii negatif korelasyonlar (r=—0.73 ve r =—0.70), pH ile AE arasinda
ise pozitif yonlii orta-iist diizeyde bir iliski (r = 0.60) oldugu belirlenmistir.

TBARS degerleri ile pH arasinda pozitif ve istatistiksel olarak anlamli bir
korelasyon saptanmustir (r = 0.79, p < 0.01). Benzer sekilde, TBARS ile CFU arasinda
giiclii pozitif korelasyon belirlenmistir (r = 0.89, p < 0.01). Buna karsilik, TBARS
degerleri ile a* ve b* renk parametreleri arasinda yiiksek diizeyde negatif ve anlamh
korelasyonlar tespit edilmistir (sirasiyla r = —0.83 ve r =—0.84; p < 0.01). TBARS ile L*
degeri arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir (r=0.12, p > 0.05).
Ayrica, TBARS ile toplam renk farki (AE) arasinda orta diizeyde pozitif ve anlamli bir
korelasyon belirlenmistir (r = 0.66, p < 0.01).

Elde edilen bu bulgular, balik etinde mikrobiyal bozulmanin pH artis1 ve renk
degisimi ile es zamanli ilerledigini ve renk degisiminin bozulmanin goérsel ve dl¢iilebilir

bir indikatorii olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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7.gin RP

Sekil 4.13. Baliketi 6rneklerinde depolama siiresi boyunca pH, renk parametreleri (L*,

a*, b*), toplam renk farki (AE) ve toplam canli bakteri sayis1 (CFU) arasindaki

Spearman korelasyon katsayilari. Renk skalasi korelasyon katsayisinin (r) yoniinii ve

siddetini gostermektedir. ** p < 0,01 diizeyinde istatistiksel olarak anlamlidir.
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5. TARTISMA

Giiniimtiizde petrol tlirevi plastikler, gida endiistrisinde en ¢ok kullanilan ambalaj
materyalleridir. Bunun sonucunda ortaya ¢ikan ¢evresel riskler ise yeni ve stirdiiriilebilir
ambalaj materyallerine yonelimi hizlandirmistir. Bu dogrultuda, ¢alismada RP
kullanilarak gelistirilen jelatin bazli yenilebilir filmler hem ¢evre dostu 6zellikleri hem de
dogal antioksidan kapasitesiyle konvansiyonel plastiklere karst umut vadeden
alternatifler sunmaktadir.

Arastirmamizda, RP’nin endemik bir tiir olarak endiistriye kazandirilmasi
hedeflenmistir. Bitkinin halk hekimliginde yaralarin iyilesmesi, iltihaplanmanin azalmasi
ve genel olarak “koruyucu ve terapotik™ ozellikleri i¢in kullanilmasi, bu ¢aligmadaki
bilimsel degerlendirmeler i¢in 6nemli referans noktasi olusturmustur.

Bitkisel kaynaklardan elde edilen antosiyanin miktarlarinin kullanilan bitki tiird,
coziici farklilii, sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve uygulanan teknik gibi birgok
parametreye bagli olarak genis bir aralikta degisebildigi bilinmektedir. Ornegin, E.
amoenum oziitiiniin %70 etanol ile ekstraksiyonu sonucunda TMAC degeri 367.48 +2.13
mg CGE/L olarak rapor edilmistir (Moghadam ve ark., 2021). Kara aronya meyvesi
posasinda ultrason destekli ekstraksiyon (20 kHz, 14 um, 600 s) ve %50 etanol-su
karisimi kullanilmasiyla 631 + 13 mg CGE/L gibi yiiksek TMAC diizeylerine ulasildig:
bildirilmektedir(Halasz & Csoka, 2018). Buna karsilik, kelebek bezelyesi kurutulmus tag
yapraklarinin %40 metanolde 60 °C’de 12 saat ekstraksiyonu sonucunda TMAC
degerinin 93.90 £ 10.85 mg/100 g diizeyinde oldugu rapor edilmistir (Wang ve ark.,
2023). Calismamizda ise RP oOziitiiniin %50 etanol ile konvansiyonel ekstraksiyon
kosullarinda elde edilen TMAC degeri 209.36 + 8.29 mg CGE/L olarak belirlenmistir.
Literatiirdeki degerler arasindaki bu genis varyasyon; ¢oziicli polaritesi, ekstraksiyon

sicaklig1 ve stiresi, ultrason gibi yardimci tekniklerin kullanimu, bitkisel dokularin fenolik
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yogunlugu ve hiicre matriksinin gegirgenligi gibi faktorlerden etkilemesinden
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla RP 6ziitliniin TMAC diizeyi, hem kullanilan bitki
materyalinin kimyasal bilesimi hem de uygulanan ekstraksiyon kosullarinin dogal bir
sonucu oldugu degerlendirilmektedir.

Analiz sonuglari, liyofilize edilmis Kara Kusburnu meyvelerinin biyokimyasal
acidan oldukea zengin ve tiiriine 6zgii karakteristik bir fenolik profile sahip oldugunu
ortaya koymaktadir. Literatiirde Rosa tiirleri icin genellikle farkli organik asitlerin varlig
rapor edilse de bu calismada elde edilen 256.16 pg/g seviyesindeki fumarik asit
konsantrasyonu literatiir verileriyle kiyaslandiginda olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Kara
kusburnunun farkli kisimlarimin biyoaktivitesini inceleyen giincel calismalarda,
meyvenin fitokimyasal igeriginin bolgeye ve olgunluk asamasina gore biiyiik degisim
gosterebilecegi vurgulanmaktadir (Findik ve ark., 2024). Meyvenin temel organik asit
yapisini tamamlayan kinik asit ise 2.01 pg/g degeri ile tiirlin karakteristik yapisim
desteklemektedir. Kusburnu tiirlerinde olgunluk donemlerinin besinsel bilesenler
tizerindeki etkisini inceleyen calismalar, hasat zamaninin ve igsleme yontemlerinin bu
asitlerin stabilitesi {izerinde belirleyici oldugunu gostermektedir (Rastilantie ve ark.,
2010).

Fenolik asitler ve flavonoidler agisindan bakildiginda, ferulik asit (6,07 pg/g) ve
gallik asit (3.15 ug/g) varligi, Rosa pimpinellifolia’nin bilinen giiglii antioksidan profilini
pekistirmektedir. Kara kusburnu meyvelerinin kimyasal kompozisyonunu inceleyen
temel aragtirmalar, gallik asidin bu tiiriin antioksidan kapasitesine en yliksek katkiyi
saglayan ana bilesenlerden biri oldugunu belirtmektedir(Kumar ve ark., 2009). Ayrica,
bu meyveden iiretilen yan triinlerde de yiiksek fenolik madde miktarinin korundugu ve
saglik tizerinde olumlu etkileri oldugu rapor edilmistir (Pashazadeh ve ark., 2021).

Calismamizda tespit edilen apigenin (2.33 ug/g) ve taksifolin (2.03 ng/g) seviyeleri,
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meyvenin fonksiyonel gida potansiyelini desteklemektedir. Literatiirde farkli kusburnu
tirlerinin kimyasal profilleri kiyaslandiginda, R. pimpinellifolia’nin gallik asit gibi
bilesenlerce oldukca zengin oldugu ve yiiksek toplam fenolik icerige sahip oldugu
dogrulanmaktadir(Giiven ve ark., 2022).

Meyveye karakteristik “kara™ rengini veren antosiyanin profili, Rosa
pimpinellifolia’nin yaygin kirmizi kusburnu tiirlerinden taksonomik olarak ayrilmasinda
en 6nemli bilimsel kriterdir. Caligmada saptanan peonidin-3-O-glukozit (0.20 pg/g) ve
siyanidin-3-O-glukozit (0.14 pg/g) varhigi, liyofilize Grnegin tiiriine 6zgili antosiyanin
belirteglerini basariyla korudugunu kanitlamaktadir. Rosa tiirlerinin fenolik parmak
izlerinin ¢ikarilmasinda bu tiir spesifik bilesiklerin tanimlanmasi, tiir teshisi ve kalite
kontrolii agisindan kritik 6neme sahiptir(Pashazadeh ve ark., 2021). Bitkisel ikincil
metabolitlerin biyosentezi iizerine yapilan gilincel incelemeler, antosiyaninlerin hem
meyvenin gorsel kalitesi hem de biyolojik aktivitesi i¢in elzem oldugunu géstermektedir
(Guerriero ve ark., 2024). Sonug olarak elde edilen zengin profil, incelenen 6rnegin
literatiirdeki diger yabani kusburnu tiirlerinden (Yang ve ark., 2020)hem antosiyanin
cesitliligi hem de baskin organik asit igerigi ile ayrigtigin1 gostermektedir.

AAPH, sulu ortamlarda parcalanarak yiliksek miktarda reaktif oksijen tiirii (ROS)
olusturan bir azo bilesigi olup, lipid peroksidasyonunu tetikleyerek oksidatif hasara neden
olmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle AAPH, fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin
degerlendirilmesinde oksidatif stres olusturucu ajan olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Son yillarda AAPH nin zebra balig1 embriyo modelinde oksidatif stresi
giivenilir sekilde indiikledigi ve bu modelin antioksidan bilesiklerin biyolojik etkilerinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanildigi bildirilmektedir (Kang ve ark., 2013a;
Kim ve ark., 2014a, 2014b).

Bizim calismamizda, AAPH zebra bali§i embriyolarinda oksidatif strese bagl

53



gelisimsel toksisite olustururken, RP uygulamasi bu toksik etkiyi belirgin sekilde
azaltmistir; bu durum RP’nin AAPH kaynakli oksidatif hasara karsi koruyucu etki
gosterdigini distindiirmektedir. Anomali oraninin kontrol grubunda %0.7 iken AAPH
grubunda %28’e ylikselmesi, AAPH’nin gelisimsel bozukluklar1 yaklasik 40 kat
artirdigin1 ortaya koyarken, %30 RP uygulamasinda bu oranin %2’ye diismesi RP’nin
toksisiteyi biiyiik olgiide iyilestirdigini gostermektedir. Buna paralel olarak, 72 hpf’de
yumurtadan ¢ikis oraninin AAPH grubunda %82.23e gerilemesine karsin, %20 ve %30
RP gruplarinda bu oranin sirasiyla %95.45 ve %95.41°e yiikselmesi, RP’nin AAPH
kaynakli gelisimsel baskiy1r 6nemli dl¢iide hafiflettigini desteklemektedir. Kulugkadaki
bu gecikme, bazi yumurtalarda gézlemlenen embriyolarin koryonu kiramamasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Unal ve ark., 2023).

Yapilan bir ¢caligmada, AAPH’nin zebra baligi embriyolarinda oksidatif stres
olusturarak hayatta kalma oranim azalttig1, embriyonik ve yumurta kesesi dokularinda
anormal biiylimelere yol actigt ve yumurtadan ¢ikist geciktirdigi bildirilmistir. Ayni
caligsmada, Phellodendrin uygulamasinin AAPH’ye bagli bu olumsuz gelisimsel etkileri
belirgin sekilde hafiflettigi gosterilmistir (Li ve ark., 2016).

Benzer bir arastirmada, AAPH uygulamasinin zebra balig1 embriyolarinda hayatta
kalma oranini belirgin sekilde diisiirdiigti (~%60), AAPH ile florotanin uygulanmasinin
ise bu oran1 %80-90’a yiikselttigi bildirilmistir (Kang ve ark., 2013Db).

Zebra baligr embriyolarinda gozlenen deformiteler ve belirgin yumurta kesesi
bliylimesinin, besin kesesi (yumurta saris1) emilim siirecindeki gecikmelerle iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir (Zoupa & Machera, 2017). AAPH maruziyetinin viicut
uzunlugu ve goz ¢apimi azaltirken perikardiyal alani artirmasi, oksidatif stresin zebra
balig1 larvalarinda gelisimsel biiyiimeyi baskiladigini gostermektedir. RP uygulamasinin

ozellikle %20 ve %30 konsantrasyonlarda bu morfometrik bozulmalar1 hafifletmesi,
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AAPH kaynakli gelisimsel toksisiteye karst koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde yapilan bir g¢alismada, AAPH'nin zebra balig
embriyolarinin hayatta kalma oranini, viicut uzunlugunu ve besin emilim kapasitesini
onemli Olclide azalttigi, Sinensetin ilavesinin ise doza bagl bir etkiyle iyilesme egilimi
gosterdigi bulunmustur (Jin ve ark., 2025).

ROS’un asin iiretimi veya birikimi, oksidatif stres ve inflamatuvar yanitlarla
dogrudan iligkilidir (Ko ve ark., 2013). Oksidatif stres; obezite, kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet ve norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde Onemli bir rol
oynamaktadir (Wang ve ark., 2018). Bu nedenle, toksik olmayan ve etkili ROS
temizleyiciler, bu hastaliklarin 6nlenmesi a¢isindan umut vadeden adaylar olarak
degerlendirilmektedir. Yapilan bir calismada, fukoidan kullanilarak AAPH ile
indiiklenen oksidatif stres modeli olusturulmus; AAPH maruziyetinin zebra baligi
larvalarinda ROS iretimini artirarak lipid peroksidasyonunu ve canlilik kaybini
tetikledigi bildirilmistir (Oh ve ark., 2020). Yapilan diger bir ¢alismada, Phellodendrinin
zebra balig1 embriyolarinda AAPH ile indiiklenen oksidatif stresi baskiladigi; ROS
tiretimini ve hiicre 6liimiinii azaltarak hayatta kalma oranlarini iyilestirdigi bildirilmistir
(Li ve ark., 2016). Bu bulgularla uyumlu olarak, literatiirde zebra balig1 embriyolar1 ve
larvalarinda AAPH kullanilarak olusturulan oksidatif stres modelinde, farkli bitkisel ve
dogal bilesiklerin AAPH kaynakli ROS iiretimini ve hiicre 6liimiinii baskilayarak hayatta
kalma oranlarimi artirdigi rapor edilmistir (Dai ve ark., 2020; Hu ve ark., 2017; Lee ve
ark., 2023; Oh ve ark., 2020; Shen ve ark., 2025). Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglar
da s6z konusu calismalarla paralellik gostermekte olup, RP kaynakli antosiyaninlerin
AAPH kaynakli oksidatif strese karsi koruyucu etki sergiledigini ortaya koymaktadir.

Gelisimsel norotoksisite, erken gelisim doneminde sinir sisteminin g¢evresel

kirleticilere yetiskin doneme kiyasla belirgin sekilde daha duyarli olmasi nedeniyle kritik
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bir endise alanidir. Bu baglamda zebra baligi, memelilerle karsilastirilabilir diizeyde
korunmus noérogelisimsel siireglere ve davranigsal oriintiilere sahip olmasi sayesinde
norodavranigsal calismalar i¢in gili¢lii bir model organizma olarak one ¢ikmaktadir
(Legradi ve ark., 2014).

Zebra balig1 larvalarinda lokomotor aktivite, yiizme hiz1 (velocity) ve tigmotaksis
parametreleri, merkezi sinir sisteminin stres yanitini ve davranigsal adaptasyonu biitiinciil
olarak yansitan dnemli gostergelerdir (Basnet ve ark., 2019). Oksidatif stres kosullarinda
reaktif oksijen tiirlerinin artis1, néronal sinyal iletimini ve motor kontrol mekanizmalarini
etkileyerek hem hareketlilikte hem de ylizme hizinda artisa yol agabilmekte; buna eslik
eden  davramigsal diizensizlikler stres ve anksiyete benzeri  yanitlarla
iliskilendirilmektedir. Bu ¢alismada AAPH maruziyeti altinda goézlenen davranissal
profil, oksidatif stresin santral sinir sistemi iizerinde uyarici ve denge bozucu bir etki
olusturdugunu diisiindiirmektedir.

RP uygulamasinin, AAPH kaynakli bu ndrodavranigsal degisimleri kismen
baskilamasi, antosiyanin ve fenolik bilesiklerin néroprotektif potansiyeliyle uyumludur.
RP gruplarinda lokomotor aktivite ve ylizme hizinin kontrol grubuna daha yakin
seyretmesi, oksidatif stresin motor sistem {izerindeki etkilerinin smirlandirildiging;
tigmotaktik davranistaki goreceli denge ise stres algisinin azaltildigini diisiindiirmektedir.
Bu etki, RP’nin ROS diizeylerini baskilayarak noéronal membran biitiinliigiinii ve
norotransmitter dengesini korumastyla agiklanabilir.

Bununla birlikte, RP konsantrasyonlari arasinda dogrusal bir doz—yanit iligkisinin
gbzlenmemesi, bitkisel 6ziitlerin nérodavranissal etkilerinin konsantrasyona bagl ancak
lineer olmayan bir karakter sergileyebilecegini gostermektedir. Antioksidanlarin yiiksek
dozlarda fizyolojik adaptasyon mekanizmalarini tetikleyebilecegi veya davranigsal

yanitlar1 farkli bicimde modiile edebilecegi daha once bildirilmistir (Brinza ve ark.,
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2025). Dolayisiyla RP’nin nérodavranigsal etkilerinin degerlendirilmesinde optimal doz
araliginin belirlenmesi 6nem tagimaktadir.

Genel olarak elde edilen bulgular, AAPH’nin zebra baligi larvalarinda
hiperaktivite, artmis yilizme hizi ve stres iligkili davraniglara yol actigini; RP
uygulamasinin ise uygun konsantrasyonlarda bu etkileri dengeleyerek ndérodavranigsal
homeostazin korunmasina katki sagladigini ortaya koymaktadir.

Bu ¢aligmada gelistirilen filmlerin antioksidan 6zellikleri; toplam fenolik madde
icerigi  (TPC), DPPH ve ABTS radikal siipiirme analizleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Literatiirde, antosiyanin Oziitii iceren yenilebilir filmlerde toplam
fenolik madde igeriginin (TPC) ekstrakt konsantrasyonuna bagli olarak arttig1
bildirilmistir. Ornegin, %10 antosiyanin 6ziitii ilave edilen bir aktif filmde TPC degeri
11.47 mg GAE/g film olarak rapor edilirken, ekstraktsiz kontrol filmin 3.89 mg GAE/g
diizeyinde oldugu belirtilmistir (Moghadam ve ark., 2021). Bu bulgular, ¢calismamizdaki
verilerle biiylik 6lgtide uyumludur. Nitekim kontrol grubunda TPC 3.49 mg GAE/g olarak
belirlenmis; RP ilavesinin artirilmasiyla birlikte toplam fenolik madde igerigi %4 R, %8
R ve %12 R gruplarinda sirastyla 5.67; 6.75 ve 9.90 mg GAE/g degerlerine yiikselmistir.
Dolayisiyla hem bu ¢alisma hem de literatiir, 6ziit konsantrasyonunun artmasiyla film
TPC’sinin anlamli sekilde ytikseldigini gostermektedir.

RP ilavesiyle hazirlanan yenilebilir filmlerin antioksidan aktivite sonugclari,
toplam fenolik madde igerigindeki artisla uyumlu sekilde film dozlar1 arasinda paralel
olarak artis gostermistir. Fenolik bilesiklerin ve 6zellikle antosiyaninlerin H" iyonu verme
ve serbest elektron transferi kapasitesine sahip olmalari, radikal siipiirme yeteneklerinin
temelini olusturmaktadir (Rambabu ve ark., 2019). Bu nedenle RP konsantrasyonunun
yiikselmesiyle hem DPPH hem ABTS radikal indirgeme kapasitesinin anlamli bigimde

artmasi beklenen bir sonugtur. Calisma bulgulari, RP ilavesinin antioksidan kapasiteyi
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doz bagimli olarak artirdigini gostermis; 6zellikle %12 R grubunun ABTS (%87.71) ve
DPPH (%80.19) degerleri, BHT ve E vitaminini asan ve BHA’ya oldukga yaklasan
diizeylere ulagsmistir. Bu bulgu, RP’nin fenolik ve antosiyanin igeriginin film matrisine
giiclii antioksidan etki olarak yansidigini desteklemektedir. Sonuglarimiz, Moghadam ve
ark.’nin bulgulartyla benzerdir; bu arastirmada Echium amoenum antosiyaninleriyle
zenginlestirilmis mung fasulyesi protein filmlerinde DPPH ve ABTS aktivitelerinin 6ziit
miktarina paralel olarak arttig1 gosterilmistir (Moghadam ve ark., 2021). Benzer sekilde,
kirmiz1 lahana 6ziitii kullanilarak hazirlanan filmlerde sulu ve etanollii ekstraktlarin
antioksidan aktiviteye etkisini inceleyen Musso ve ark. ABTS radikal temizleme
kapasitesinin her iki ekstraksiyon yontemiyle de 6ziit eklenen filimlerde arttigini, ancak
etanollii ekstrakt iceren filmlerin sulu ekstrakth filmlere kiyasla belirgin derecede daha
yiiksek ABTS aktivitesi gosterdigini bildirmistir (Musso ve ark., 2019).

C. albicans, saglikli bireylerin mukozasinda kommensal olarak bulunan, ancak
konak¢1 mikroflorasinin bozulmasi durumunda firsatg1 patojen haline gelebilen bir
mayadir. Klinik veriler, ozellikle hastanede yatan bireylerde Candida kaynakli
enfeksiyonlarin yaygin ve yiliksek mortalite ile iligkili oldugunu, ayrica antifungal ilag
direncinin giderek arttigim1 gostermektedir. Bu nedenle, yeni ve dogal antifungal
stratejilere olan ihtiya¢ artmaktadir. Literatiirde fenolik bilesiklerin, C. albicans’in
patojenitesinde kritik rol oynayan maya-hif gegisini baskilayabildigi bildirilmektedir.
Nitekim gallik ve ferulik asidin, C. albicans suslarinda (SC5314 ve A72) oksidatif
fosforilasyonda yer alan enzim komplekslerinin aktivitesini inhibe ederek hif gelisimini
%25-50 oraninda azalttigi gosterilmistir(Aldahash, 2018.). Bu mekanizma, fenolik
bilesiklerin fungal viriilans1 dogrudan Oldiiriicii olmadan baskilayabildigini ortaya
koymaktadir. Calismamizda kara kusburnunda yiiksek diizeylerde tespit edilen gallik ve

ferulik asit varligi ve C. albicans’a kars1 gozlenen 1.9 c¢cm inhibisyon zonu, sdz konusu
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literatiir bulgular1 ile paralellik gostermekte olup, kara kusburnun antifungal
potansiyelinin fenolik bilesenler araciligiyla gergeklestigini desteklemektedir(EI-Nagar
ve ark., 2020; Zheng ve ark., 2024). Pozitif kontrollerin (Gentamisin ve Flukonazol)
literatiir verileriyle uyumlu olarak yiiksek ¢aplarda zonlar (24-33 mm) vermesi, test
sisteminin dogrulugunu desteklemektedir.

Benzer sekilde, Rashid ve ark. (2014), Diospyros virginiana meyvesinin metanol
ekstraktinin antifungal etkisinin antibakteriyel etkiye kiyasla daha belirgin oldugunu ve
ekstraktin etkisinin izole edilen fenolik bilesiklere gore daha diisiik kaldigini bildirmistir
(Rashed ve ark., 2014). Bu ¢alismada RP igeren jelatin bazli filmlerde disk difiizyon
yonteminde antibakteriyel etkinin gozlenmemesi, filmdeki aktif bilesik miktarinin diisiik
olmasi ve buna bagli olarak agar ortamina gecen etkin dozun inhibisyon zonu olusturmak
icin yetersiz kalmasi ile aciklanabilir. Buna karsin, mantarlarin fenolik bilesiklere
bakterilere kiyasla daha duyarli olabilmesi nedeniyle, antifungal etkinligin belirgin olarak
ortaya ¢ikmasi beklenen bir durumdur. Nitekim Olea europaea (zeytin) yapragi
fenoliklerince zengin ekstraktlarinin disk difiizyon yonteminde ¢ok sayida mantar tiiriine
kars1 belirgin antifungal etki gosterdigi bildirilmistir(Korukluoglu ve ark., 2008).

Filmlerin kalinlig1, antosiyanin ilavesinin en yiiksek dozunda kontrol grubuna
kiyasla %4 oraninda artmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
Kalinliktaki bu yiikselis, biyoaktif molekiiller olan antosiyaninler ile film matrisinde yer
alan proteinler arasindaki etkilesimlere baglanir. Bu tiir etkilesimlerin hidrojen baglar
olusturarak yapi1 biitiinliigiinii gliclendirdigi ve antosiyanin konsantrasyonu arttik¢a daha
fazla kat1 madde igeren, daha yogun bir film ag1 olusturabilecegini diisiindiirmektedir.
Buna ek olarak, film matrisindeki kati madde igeriginin artmasi, kurutma asamasinda
meydana gelen biizlilme egiliminin azalmasina katkida bulunmus ve bu durum MC’nin

kontrolde %18 ,%]12 RP de %15 olarak sonuglanmistir. Kat1 fazdaki artigin film yapisini
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daha stabil ve kompakt hale getirmesi, suyun filmden uzaklastirilmasi sirasinda olusan
hacim kaybini sinirlayarak nem tutma kapasitesini azaltmis goriinmektedir. Bu bulgu,
antosiyanin konsantrasyonundaki yiikselise bagli olarak gozlenen kalinlik artisini da
desteklemekte ve film yapisinin daha yogun, daha az biizlilen bir matrise doniistiiglinii
gostermektedir. Benzer sekilde Rambabu ve ark. (Rambabu ve ark., 2019), mango
yaprag1 ekstrakti iceren kitosan filmlerinde ekstrakt konsantrasyonu arttikga nem
iceriginin azaldigini ve filmlerin daha kalin yap1 kazandigini bildirmis; bu degisimi film
matrisindeki kati fazin artmasi1 ve ekstrakt-polimer etkilesimlerinin yogunlasmasiyla
aciklamistir. Bu agidan bakildiginda, RP iceren filmlerimizde gbzlenen kalinlik artis1 ve
nem icerigindeki diisiisiin, literatiirde bildirilen bu mekanizma ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Han Chen ve ark. tarafindan yapilan bogiirtlen antosiyaninleri ve ¢ay
polifenolleri ile yiiklii kitosan-karboksimetil seliiloz yenilebilir filmlerinin kalinlik ve MC
sonuglar1 da ayn1 yonde ve sonuglarimizi desteklemektedir (H. Chen ve ark., 2025).
Liwei Wang ve arkadaglari, Dioscorea zingiberensis nisastast ve antosiyanin kullanarak
gelistirdikleri pH-duyarli akilli filmlerde, ekstrakt (BPE) ilavesinin film kalinligini
anlaml sekilde artirdigini bildirmistir. Bununla birlikte, MC degerinin BPE ilavesine
ragmen anlamli bir degisim gostermedigini, yalnizca hafif bir diislis gozlendigini
bildirmistir. Bu durumun, polifenollerin olusturdugu hidrojen baglar1 nedeniyle filmdeki
hidrofilik gruplarin erisilebilirliginin azalmasia bagl oldugu ifade edilmistir. Bizim
caligmamizda ise nem iceriginin anlamli diizeyde azalmasi, ekstraktin matriksle
etkilesiminin daha gii¢lii oldugunu ve hidrofilik bdlgelerin su tutma kapasitesini daha
belirgin sekilde sinirladigint gostermektedir. Bu farklilik, kullanilan ekstraktin yapisal
ozellikleri, fenolik bilesik kompozisyonu veya film formiilasyonundaki matriks
yogunlugu gibi parametrelerden kaynaklanmis olabilir (Wang ve ark., 2023).

WS, ambalaj filmlerinin su ile temas ettiginde gosterdigi direng diizeyini
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belirlemede kullanilan bir olgiittiir (Alizadeh-Sani ve ark., 2021). Calismamizdaki WS
sonuglaria gore, saf jelatin filmi giiclii hidrofilik yapisi nedeniyle en yliksek WS degerini
(%47.74) gostermistir. RP antosiyaninli ekstrenin eklenmesiyle WS degeri istatistiksel
olarak anlaml1 bigimde azalmistir (p < 0.05). Benzer sekilde, literatiirde polifenol i¢eren
Oziitlerin eklenmesiyle filmlerin WS degerlerinde belirgin diistisler rapor edilmistir. Bu
durum, jelatin polimeri ile RP ekstraktindaki antosiyaninler arasinda hidrojen baglarinin
olugsmasina ve bunun sonucunda filmdeki hidroksil gruplarinin bulunabilirliginin
azalmasina baglanmaktadir. Hidroksil gruplarinin sinirlanmasi, jelatin filminin hidrofilik
karakterini zayiflatarak suya karsi direncini artirmistir (Alizadeh-Sani ve ark., 2021; Gasti
ve ark., 2021; Thivya ve ark., 2021). Ek olarak; K. Rambabu ve arkadaslari, mango
yaprag1 Oziitii eklenen kitosan filmlerinde polifenollerin polimer zincirleriyle giiclii
etkilesim kurmasi sonucu suda ¢oziiniirliigiin (WS) belirgin sekilde azaldigini bildirmistir
(Rambabu ve ark., 2019).

Biyopolimer bazli filmler genellikle nispeten yliksek WVP degerlerine sahip
olduklarindan, bu 6zellik sentetik plastik filmlerin yerine ge¢melerinin oniinde dnemli
engel olusturmaktadir. Onerilen ambalaj filminde, su buhari gegirgenliginin diisiik olmas1
ve film ile atmosfer arasindaki nem gegisinin en aza indirgenmesi istenir(Alizadeh-Sani
ve ark., 2021). Literatiirde, uygun fenolik katki maddelerinin film yapisina eklenmesiyle
gbzenek boyutunun kii¢iildiigii ve/veya polimer aginin kivrimliliginin arttigi; dolayisiyla
su buhari difiizyonunun sinirlandigi bildirilmektedir (Amaregouda ve ark., 2022a). Ancak
calismamizda RP antosiyaninli ekstrenin artan konsantrasyonlarda WVP degerlerini
diisiirmek yerine az ve anlamli bicimde artirdig1 gériilmiistiir. Bu bulgu, RP ekstraktinin
jelatin ag1 icerisinde beklenen kompakt yapiyr olusturmak yerine polimer zincirleri
arasinda daha gegirgen bir mikro yap1 meydana getirdigini diisiindlirmektedir. Dahas1

gelistirilmis film oOrneklerinde 6ziit eklenmesiyle WVP’de gozlenen minimal artis,
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antosiyaninlerin kismi hidrofilik yapis1 nedeniyle film matrisi boyunca su buharinin daha
kolay penetre olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Su buharinin film matrisinin amorf
bolgelerinden yayilma olasiliginin daha yiiksek oldugu, bu nedenle filmin kristalin
derecesinin WVP'sini biiyiik 6lgiide etkiledigi bildirilmistir (Moghadam ve ark., 2021,
Yong ve ark., 2019). Daha 6ne yapilan, kitosan filmlerinin tath patates, mor ve siyah
piring Oziitleriyle olusturulan yenilebilir film c¢aligmalarda da WVP’nin arttig1 rapor
edilmistir (Amaregouda ve ark., 2022b; Liang ve ark., 2019; Yong ve ark., 2019).

Mekanik 6zellikler, ambalaj filmlerinin gida tedarik zincirinde biitiinliglinii ve
stirdiirtilebilirligini koruma kapasitesini belirleyen temel parametrelerdir (Mushtaq ve
ark., 2018). Calismamizda RP ekstrakti ilavesiyle film kalinliginda artis ve MC
degerlerinde diislis gbzlenirken, WVP’nin minimal diizeyde yiikselmesi filmin daha
amorf ve gecirgen bir mikro yap1 kazandigindan daha 6nce bahsetmistik. Bu gevsek yapi,
polimer zincirleri arasindaki diizenli etkilesimleri zayiflatmis ve 6zellikle yiiksek ekstrakt
seviyelerinde TS degerlerinin dligmesine yol acmustir. Ayrica Oziitiin yiiksek
konsantrasyonlarda aglomerasyon egilimi gostermesi, film agimin homojenligini ve
stkiligin1 bozarak mekanik dayanim kaybini daha da artirmis olabilir. Dolayisiyla RP
ekstrakti kompakt bir ag yapist olusturmaktan ziyade amorf bolgeleri artirmis ve film
dayanimin1 kismen sinirlamistir. Bununla birlikte, cihaz Slglimlerinde TS degerleri
azalma gosterse de film 6rneklerinin elle yapilan fiziksel degerlendirmelerinde bu farkin
pratik acidan ¢ok belirgin olmadigr gozlemlenmistir. Benzer sekilde, literatiirde de
bitkisel 6zlit veya fenolik bilesik iceren biyopolimer filmlerinde mekanik dayanimin (TS)
azaldig1 sikg¢a rapor edilmistir (Liang ve ark., 2018; Liu ve ark., 2019; Yong ve ark.,
2019).

FTIR analizi, RP ekstraktinin yani sira film formiilasyonunda yer alan gliserol ve

sorbitoliin jelatin matrisiyle etkilesim bigimini ve bu bilesenlerin film yapisinda kimyasal
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bir degisim olusturup olusturmadigimi degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir.
Jelatin filmlerinde plastiklestiricilere bagli olarak 3200-3400 cm™ araliginda genisleyen
—OH/-NH gerilme bandi gliserol ve sorbitolin —OH gruplarindan kaynaklanan
karakteristik bir Ozelliktir ve literatiirde jelatin—gliserol/sorbitol filmleri i¢in benzer
sekilde rapor edilmistir (Sancakli ve ark., 2021). Bu ¢alismada da kontrol filminde daha
yayvan olan bu bant, RP ekstrakti eklenen filmlerde sivrilmis ve yogunlasmistir; bu
durum plastiklestiricilere ek olarak RP ekstraktindaki fenolik ~OH gruplarinin da jelatin
zincirleriyle hidrojen bagi etkilesimlerine girdigini gostermektedir.

Protein yapisina 6zgli Amide I (1650-1700 cm™) ve Amide II (1500-1580 cm™)
bantlar1 tiim film Orneklerinde konumlarini biiyiik 6l¢iide korumus olup, gliserol ve
sorbitol varliginda jelatin omurgasinin karakteristik bantlarinin degismeden siirdiigii
bildirilmistir (Ma ve ark., 2012). Bu bantlarda kontrol, %4 RP ve %8 RP filmleri arasinda
belirgin bir absorbans farki olugsmamasi, RP ekstraktinin diisiik ve orta
konsantrasyonlarda jelatin ikincil yapisi lizerinde anlamli bir yapisal doniisime neden
olmadigin1 gostermektedir. Yalnizca %12 RP filminde Amide I-II bantlarinda hafif bir
azalma gozlenmis olup, bu durum yiiksek ekstrakt seviyesinde protein aginda sinirl bir
diizensizlik olusabilecegine isaret etmektedir.

C-O ve C-O-C titresimlerinin yer aldig1 1000-1200 cm™ bolgesindeki kiigiik
siddet degisimleri, jelatin—gliserol-sorbitol-RP kompozit yapisinin fiziksel etkilesimler
yoluyla biitiinlestigini, ancak ekstrakt miktar1 arttikca matrisin daha amorf bir mikro yap1
kazandigini diisiindiirmektedir (Yan ve ark., 2023). Genel olarak FTIR bulgulari, gliserol
ve sorbitol iceren jelatin filmlerine RP ekstrakti eklenmesinin jelatin temel iskeletini
degistirmedigini; degisimlerin ¢ogunlukla hidrojen baglarinin kuvveti ve zincirler arasi
fiziksel diizenlenme diizeyinde gergeklestigini ortaya koymaktadir (Sancakli ve ark.,

2021).
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Jelatin filmlerine zeytinyagi eklendiginde Amide I ve Amide II bantlarinin
korunmaya devam ettigi, dolayisiyla jelatin omurgasinin kimyasal yapisinin degismedigi
Wen Ma ve arkadaslari tarafindan da rapor edilmistir (Ma ve ark., 2012) . Calismamizda
RP ekstrakti igeren filmlerde bu bantlarin korunmus olmasi, jelatin yapi iskeletinin stabil
kaldigin1 ve ekstraktin matrise fiziksel etkilesimler yoluyla entegre oldugunu
dogrulamaktadir.

XRD desenlerinde tiim filmlerde 20 = 20-22° araliginda genis bir amorf tepe
(halo) gozlenmis olup bu durum jelatin bazli filmlerin karakteristik olarak kristal yapida
olmadigini gostermektedir (Liu ve ark., 2021). Jelatin ayrica yaklasik 20 = 8°’de belirgin
bir tepe ve 20 = 20° civarinda genis bir halo vermekte olup 8°’deki tepe kolajenin ti¢lii
sarmal kristal yapisina 6zgii olan yaklasik 1,1 nm’lik periyodik diizeni temsil etmektedir
(Qiao ve ark., 2017). RP ekstraktinin artan oranlarda ilavesi pik siddetinin azalmasina ve
tepe genisliginin artmasina yol agmis, bu da zincirler arasi diizenin bozuldugunu ve
filmlerin daha amorf bir morfoloji kazandigin1 ortaya koymustur. Numunelerde keskin
kristalin piklerin bulunmamasi ise ekstraktin jelatin matrisi i¢erisinde yeni bir kristal faz
olusturmadan homojen sekilde dagildigin1 desteklemektedir (Liu ve ark., 2021, 2025;
Wang ve ark., 2022). Bu bulgu, FTIR analizinde gozlenen RP—jelatin etkilesimleriyle
uyumlu olup RP’nin jelatin zincirleri arasina girerek diizenli paketlenmeyi azalttigini,
boylece filmin daha amorf bir karakter kazanarak zincir hareketliliginin arttigim
gostermektedir. Bu yapisal gecis, filmin kirilganli§inin azalmasina ve elastikiyetinin
artmasina katki saglamakta olup, RP eklenen filmlerde ¢ekme dayanimi kontrol grubuna
kiyasla daha diisiik olsa da polimer agindaki artmis esneklik nedeniyle bu durum film
performansi agisindan olumsuz bir 6zellik olarak degerlendirilmemektedir.

Yakin zamanda yapilan bir c¢alismada jelatin—gliserol ve jelatin—sorbitol

filmlerinin dogal olarak piiriizsiiz ve homojen yiizey yapisi sergiledigi bildirilmistir
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(Sancakli ve ark., 2021). Bu bulgu, ¢alismamizdaki kontrol ve %4 RP filminde g6zlenen
diizgiin ylizey morfolojisiyle uyumludur ve plastiklestiricilerin matrise sorunsuz entegre
oldugunu gostermektedir. Buna karsin %8 ve %12 RP iceren filmlerde ortaya ¢ikan
belirgin  partikiill birikimleri ve yiizey diizensizlikleri, yapisal bozulmanin
plastiklestiricilerden degil artan RP konsantrasyonundan kaynaklandigini agikca
gostermektedir. RP’nin yiiksek dozlarda matrise tam olarak karigmamasi sonucu olusan
bu lokal faz ayrimi, mekanik dayanimdaki azalmay1 da desteklemektedir. Benzer yapilan
bir ¢alismada, artan Dioscorea zingiberensis antosiyanini (BPE) ilavesinin yiizeyde
homojen dagilim saglarken kesitte plirtizliliigii artirdigini ve katkinin film matriksinde
agregalar olusturarak yerlestigini gostermektedir (Wang ve ark., 2023).

Gida ambalaj filmlerinin optik 6zellikleri, tiiketici kabuliinii ve tiriiniin 1513a kars1
besin ve lezzet korumasini dogrudan etkiler (Rambabu ve ark., 2019; W. Zhang ve ark.,
2016). Calismada gerceklestirilen ¢ok yonlii renk analizleri, RP ekstraktinin film
matrisine entegre edildiginde renk stabilitesi ve pH duyarlilig1 lizerinde belirgin etkiler
olusturdugunu gostermistir. Film 6rneklerinden elde edilen L*, a* ve b* degerleri ile
opaklik sonuglari, ekstrakt konsantrasyonunun artmasiyla renk yogunlugunun
giiclendigini ve filmlerin daha koyu, daha opak bir goriinim kazandigini ortaya
koymustur (Chen ve ark., 2025; Moghadam ve ark., 2021). Bu durum antosiyaninlerin
151k gecirgenligini azaltmasiyla agiklanabilir (Kan ve ark., 2019).

Ekstraktin farkli pH kosullarindaki spektrofotometrik degisimleri ise
antosiyaninlerin beklenen pH duyarliligini dogrulamis; bu davranig film yiizeyine
uygulanan pH ¢ozeltilerinde de benzer sekilde gozlenmistir. RP ekstraktinin farkli pH
degerlerinde gosterdigi absorbans profilleri, antosiyanin iceren sistemlerde beklenen pH
duyarliligmi1 yansitmaktadir. Spektrogramda diisik pH degerlerinde 520-560 nm

bolgesinde yiiksek absorbansin korunmasi, kirmizi tonlarin baskin oldugu flavilyum
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formunun stabil kaldigin1 gostermektedir. pH arttik¢a bu bolgede absorbansin belirgin
sekilde azalmasi ve egrinin daha yayvan bir forma doniismesi, antosiyaninlerin kararsiz
ara formlar ve kahverengimsi renklerle iligkili yapilar arasinda gegis yaptigini
diistindiirmektedir. Yiiksek pH degerlerinde maksimum absorbansin 600 nm iizerine
kaymas1 ise sarimsi—yesilimsi kalkon formunun baskinlastigini gostermektedir. Bu
bulgular, antosiyanin igeren biyopolimer filmlerin pH duyarli akilli ambalaj materyali
olarak kullanilabilecegini bildiren 6nceki ¢alismalarla uyumludur (Bakhshizadeh ve ark.,
2023; Gasti ve ark., 2021; Liu ve ark., 2019; L. Wang ve ark., 2023; Zhang ve ark., 2019).
Nitekim film—pH temas testlerinde kaydedilen L*, a* ve b* degisimleri, antosiyaninin
serbest halde gosterdigi pH kaynakli renk doniisiimlerinin film yapisinda da biiyiik 6l¢iide
korundugunu, dolayisiyla gelistirilen filmlerin ¢evresel pH degisimlerini etkin sekilde
gosterebilen bir renk indikatorii olarak islev gordiigiinii desteklemektedir.

Balik eti, yiiksek su icerigi, zengin protein yapist ve dogal mikrobiyal florasi
nedeniyle diger bir¢ok gidaya kiyasla ¢ok hizli bozulan bir iiriindiir. Depolama siirecinde
mikroorganizmalarin hizla ¢ogalmasi, proteinlerin par¢alanmasma ve ortama alkali
karakter kazandiran bilesiklerin agia ¢ikmasina neden olmakta; buna bagl olarak iiriin
pH’s1 kisa siirede yiikselmekte ve duyusal kalite hizla diismektedir. Bu nedenle balik
tirtinlerinde bozulmanin erken ve giivenilir sekilde izlenebilmesi hem gida giivenligi hem
de tiiketici saglig1 agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. Ancak tiiketiciler agisindan
irlinlin bozulup bozulmadigini ambalaj agilmadan anlamak c¢ogu zaman miimkiin
degildir. Bu durum, iiriiniin kendi kendine durumunu gosterebilen akilli ambalaj
sistemlerine olan ihtiyaci artirmaktadir.

Bu calismada gelistirilen antosiyanin bazli akilli film, balik etinde mikrobiyal
bozulma sirasinda meydana gelen pH degisimine duyarli olarak renk degistirmis ve

bozulmanin gorsel olarak izlenebilmesini miimkiin kilmistir. Elde edilen bulgular,
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mikrobiyal yiik artis1 ile pH yiikselmesi ve film renk parametreleri arasindaki giiglii
iliskiler sayesinde, gelistirilen sistemin balik etindeki bozulmayi etkin sekilde yansittigini
gostermektedir.

Bu yaklagim, literatiirde bildirilen benzer caligmalarla genel olarak uyumludur.
Nitekim Hematian ve ark. (2022), Coleus scutellarioides antosiyaninleri igeren jelatin
bazli filmler gelistirerek balik filetolarinda depolama siiresince belirgin bir renk degisimi
olustugunu ve bu degisimin 6zellikle a* renk parametresi lizerinden bozulma ile yakindan
iliskili oldugunu rapor etmislerdir (Hematian ve ark., 2023) . Her iki ¢alismada da filmin
parlaklik degisiminden ziyade renk tonu degisimi iizerinden yanit vermesi, antosiyanin
bazli gostergelerin bozulmay1 esas olarak kromatiklik parametreleri ile yansittigin
gostermektedir.

Benzer sekilde, Dioscorea zingiberensis nisastasi ve antosiyanin igeren pH-
duyarl akilli film ile yapilan bir ¢calismada da , et {irlinlerinde depolama siiresi boyunca
TVC ve pH degerlerinin arttig1 ve buna paralel olarak filmin renginin belirgin sekilde
degistigi rapor edilmistir. Arastirmacilar, mikrobiyal ¢ogalma ve ortamin
alkalilesmesiyle birlikte filmin mor tonlardan mavi-yesil tonlara dondiigiinii ve bu renk
degisiminin bozulmanin giivenilir bir gostergesi oldugunu belirtmislerdir (Wang ve ark.,
2023). Bu bulgular, mevcut ¢alismada gozlenen mikrobiyal artis, pH yiikselmesi ve film
renk degisimi arasindaki iliskiyi acik¢a desteklemektedir.

Buna paralel olarak, Ranjbara ve ark., kirmizi pancar pigmenti igceren akilli film
ile tavuk filetosunda depolama siiresince mikrobiyal yiik ve pH’1n arttigin1 ve buna eslik
eden belirgin bir renk degisimi olustugunu bildirmistir (Ranjbar ve ark., 2023).

Gelistirilen sistem elde edilen veriler, antosiyaninlerin genis pH araliginda renk
degistirme boliimii ve ¢evre dostu biyopolimerlerle uyumu vurgulayan giincel literatiir

Ozellikleriyle tam bir paralellik sergilemektedir (Roy ve Rhim, 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kara kusburnu antosiyanin 0ziitii ile zenginlestirilen jelatin bazli
yenilebilir filmlerin yiiksek fenolik ve antosiyanin icerigine sahip oldugu, buna paralel
olarak giiclii antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir. Ozellikle %12 R grubunun
ABTS ve DPPH testlerinde sentetik antioksidanlarla karsilastirilabilir diizeyde radikal
siipiirme  kapasitesi gostermesi, 0Oziitlin fonksiyonel etkinligini desteklemektedir.
Filmlerin pH’a duyarli renk degisimi sergilemesi, akilli ambalaj uygulamalar1 agisindan
O6nemli bir avantaj saglamaktadir. Bununla birlikte, yiiksek antosiyanin
konsantrasyonlarinda su buhar1 gegirgenliginde artis ve mekanik dayanimda azalma
gbzlenmesi, film yapisinin gelistirilmesine yonelik yeni formiilasyon yaklasimlarinin
gerekliligine isaret etmektedir. Gelecek calismalarda jelatin bazli filmlerin farkli
biyopolimerlerle komplekslenmesiyle bu sinirliliklarin giderilebilecegi dngoriilmektedir.
Ote yandan, RP’nin yiiksek fenolik igerigi ve giiglii antioksidan kapasitesinin zebra balig1
modelinde AAPH kaynakli oksidatif toksisiteyi belirgin sekilde Onlemesi, RP’nin
yalnizca gida ambalaj1 alaninda degil, ayn1 zamanda endiistriyel uygulamalar ve ilag
gelistirme ¢alismalarinda terapotik ve Onleyici bir bilesen olarak degerlendirilme

potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
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EKLER

EK-1. Etik Bildirim ve Intihal Beyan Formu

ETiK BiLDiRiM VE INTIHAL BEYAN FORMU!

Ogrencinin Adi ve Soyadi Meltem OZER

Ogrencinin Numarasi

Ana Bilim Dah Veterinerlik Gida Hijyeni ve Teknolojisi

Ogrencinin Kayith Oldugu Program Yiiksek Lisans

Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazilimiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda elde
edilen benzerlik oranlar1 asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi hilde dogacak hukuki

sorumluluklar kabul ve beyan ederiz.

Biliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
L Girig % 12 % 15
I1. Genel Bilgiler % 2 % 35
II1. Materyal ve Metod % 18 % 35
IV. Bulgular % 8 % 15
V. Tartisma % 0 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baghk, Kaynak¢a, Igindekiler, Tesekldir, Dizin ve Ekler kistmlar
tarama digt birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlart yaminda tek bir kaynaktan olan benzerlik
oranlarmmm %3 'den biiviik olmamas: gerekir.




EK-2. Etik Kurul Onay Formu

T.C.
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGT d"*
Saglik Bilimleri Etik Kurulu Baskanlig: L

“TURKIYE CUMHURTYETT NN YGZONCU LI

Veteriner Fakiiltesi Birim Etik Kurulu

Say1r : E-83169208-000-2400318500 30.09.2024
Konu : Birim Etik Kurul Karari.

DAGITIM YERLERINE

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanligi, Besin Gida Hijyeni ve Teknolojisi
Boliimii, Halk Sagligi Anabilim Dali 6gretim iiyesi Dog.Dr. Alper BARAN yiiriitiiciiliigtinde
yapilacak olan "Akillhi Ambalajlamada Kullanmilmas: i¢in Rosa Pimpinellifoli L
Antosiyaninleri Iceren Jelatin Bazh Kolorimetrik Gosterge Gelistirilmesi" isimli bilimsel
arastirma ¢aligmasi ile ilgili Veteriner Fakiltesi Birim Etik Kurulunun 27.09.2024 tarihli
toplantisinda alinan 2024/29 sayili Karar1 ekte gonderilmistir.

Geregini bilgilerinize arz ve rica ederim.
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T.C
ATATURK UNIVERSITESI REKTORLUGU
VETERINER FAKULTESI
Birim Etik Kurul Karan

Karar Sayisi : 2024/29 Karar Tarihi : 27/09/2024

! Atatiirk Universitesi Besin Gida Hijveni ve Teknolojisi Boliimii, Halk Saghgi Anabilim Dah 6gretim

iivesi Dog.Dr. Alper BARAN'n viiriitiiciiliigiinde. Veteriner Fakiiltesi Besin Gida Hijyeni ve Teknolojisi
| laboratuvarinda ve Su Uriinleri Fakiiltesi Dekanh@. Su Uriinleri Deneysel Arastirmalar Biriminde
i vapilacak olan "Akilli Ambalajlamada Kullanilmas icin Rosa Pimpinellifoli L Antosiyaninleri iceren
| Jelatin Bazh Kolorimetrik Gosterge Gelistirilmesi" isimli bilimsel tez ¢alismasi ile ilgili Veteriner
| Fakiiltesi Besin Gida Hijyeni ve Teknolojisi Bolimii Baskanhgi'min 25.09.2024 tarihli ve E-36643897-
| 199-2400312526 savili yazisi ve ckindeki Atatirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Birim Etik Kurulu
! (AUVFBEK) Basvuru Formu, Taahhiitname belgeleri ve Hayvan Deneyleri Etik Kurulunun 28.07.2017
tarth ve 75296309-050.01.04-E-1700212431 sayili yazisina ait belgeler Kurulumuz tarafindan
degerlendirilmistir.

Yapilan degerlendirmede: ad1 gegen bilimsel galismanin yiiriitilmesinin, Atatiirk Universitesi Bilimsel
Arastirma ve Yaymn Etigi Yénergesi ilkesine UYGUN olduguna. Taahhiitname hiikiimlerine gére, ¢aliyma
sonucunun Baskanhigimiza bildirilmesine. ahinan karanin Rektorlik Makamina (Hukuk Miisavirligine) ve
ilgili &gretim fiyesine bildirilmesine. meveut oy birligi ile karar verilmistir.
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