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DOKTORA TEZi

BiYOPLASTIK URETIMINDE EKZOPOLISAKKARITLER ve OLU BAKTERI
HUCRELERININ KULLANIMI
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Gida Giivenligi Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogretim Uyesi Harun ONLU

Plastiklerin dogada kalict yapisi, kiiresel dlgekte ciddi ¢evre sorunlarina yol agmakta ve dzellikle
tek kullanimlik driinler siirdiiriilebilirlik acisindan biiyiikk bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle
yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyobozunur biyoplastikler, fosil bazli plastiklere giiclii bir alternatif
olarak o6ne ¢ikmaktadir. Bu baglamda gida enddistrisi atiklariin biyoplastik tiretiminde degerlendirilmesi,
hem atik yonetimine katki saglamakta hem de katma degerli iirlinlerin gelistirilmesine olanak sunmaktadir.

Bu tez calismasinda yedi farkli laktik asit bakterisi (LAB) susu (Enterococcus faecium,
Lactobacillus sakei, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis,
Weissella confusa ve Lactiplantibacillus plantarum) kullanilarak peynir altt suyu (PAS) ortaminda
biyoplastik iiretimi amaciyla hem ekzopolisakkarit (EPS) hem de tek hiicre proteini (THP) iiretimi
aragtirtlmistir.

EPS firetimi amaciyla MRS ortaminda azot ve karbon kaynaklari, pH, sicaklik ve inkiibasyon
stiresi parametreleri optimize edilmistir. Bunun sonucunda L. cremoris susu ile 10,031 g/L diizeyinde EPS
verimi elde edilmistir. EPS, gliserol, jelatin ve sitrik asit ile formiile edilerek ¢ozelti dokiim yontemiyle
biyoplastik iiretim ¢aligmalari yiiriitiilmiis ancak elde edilen EPS filmler asir1 siinek, yapiskan ve mekanik
acidan zayif bulunmus, bu nedenle biyoplastik matrisinde ana tasiyict olarak kullanilamayacagi sonucuna
varilmgtir.

PAS ortaminda THP iiretimi i¢in azot ve karbon kaynaklari, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi
parametreleri optimize edilmistir. Calismalar sonucunda L. garvieae en yiiksek biyokiitle verimini saglamig
ve yaklasik 2,663 g/L diizeyinde THP elde edilmistir. Bu biyokiitle gliserol, jelatin ve sitrik asit ile formiile
edilerek ¢ozelti dokiim yontemiyle biyoplastik filmler gelistirilmistir.

Karakterizasyon g¢aligsmalart sonucunda filmlerin ¢gekme dayanimi 7,139 MPa, kopmada uzama
orant %18.56 olarak belirlenmistir. Termogravimetrik analiz (TGA) sonuglari, ilk ciddi bozunmanin 200—
400 °C araliginda gergeklestigini gostermistir. Toprakta biyobozunurluk testlerinde biyoplastiklerin 60 giin
sonunda %65’in lizerinde biyobozunma gosterdigi saptanmustir.

Ayrica filmlere %1, %2 ve %3 oranlarinda Satureja hortensis esansiyel yagi (SH-EY) ilave
edilerek antimikrobiyal 6zellik kazandirilmistir. Disk diflizyon analizlerinde Staphylococcus aureus’a karst
13—-19 mm, Salmonella enterica serovar Typhimurium’a karst 10-23 mm inhibisyon zonlari tespit
edilmistir. En belirgin sonuglar %3 SH-EY katkil1 biyoplastiklerde elde edilmistir. Bu grupta Escherichia
colitizerinde 15—16 mm inhibisyon zonu olusarak kontrol grubunda bulunmayan bir aktivite sergilenmistir.

Sonuglar, EPS’nin biyoplastiklerde sinirli performans gostermesine karsin, PAS temelli LAB-
THP’nin ¢ozelti dokiim yontemiyle siirdiiriilebilir ve antimikrobiyal biyoplastik iiretimi igin giiglii bir
alternatif sundugunu ortaya koymustur. Calisma, siit endiistrisi atiklarinin katma degerli biyomalzemelere
dontistiiriilmesine, gida giivenligi ve ¢evreye duyarli ambalaj ¢oziimlerinin gelistirilmesine 6zgiin katkilar
saglamaktadir.

Bu calisma, LAB kaynakli THP’nin PAS gibi diisiik maliyetli atiklardan iiretilerek, siirdiiriilebilir
ve antimikrobiyal biyoplastik {iretimine bilimsel temel olusturdugu 6zgiin bir yaklagimdir.

2025, 96 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal biyoplastik, Atik azaltimi, Biyoplastik, Cevresel
biyoteknoloji, Ekzopolisakkarit, Laktik asit bakterisi, Peynir alt1 suyu, Tek hiicre proteini, Satureja
hortensis, Gida Glivenligi
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THE USE OF EXOPOLYSACCHARIDES and DEAD BACTERIAL CELLS IN
BIOPLASTIC PRODUCTION

Halil ibrahim UZUN

Mus Alparslan University
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Department of Food Safety

Advisor: Assist Prof. Harun ONLU

The persistent nature of plastics in the environment causes serious global environmental problems,
and especially single-use products pose a major threat to sustainability. Therefore, biodegradable
bioplastics derived from renewable resources have emerged as strong alternatives to fossil-based plastics.
In this context, the utilization of food industry wastes for bioplastic production contributes to waste
management while enabling the development of value-added products.

In this thesis, the production of both exopolysaccharides (EPS) and single-cell proteins (THP) was
investigated using seven different lactic acid bacteria (LAB) strains (Enterococcus faecium, Lactobacillus
sakei, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis, Weissella confusa,
and Lactiplantibacillus plantarum) in a cheese whey (CW) medium for the purpose of bioplastic
production.

For EPS production, the parameters of nitrogen and carbon sources, pH, temperature, and
incubation time were optimized in MRS medium. As a result, the L. cremoris strain achieved an EPS yield
of 10.031 g/L. EPS was formulated with glycerol, gelatin, and citric acid, and bioplastic films were
produced via the solution casting method; however, the resulting EPS films were found to be excessively
ductile, sticky, and mechanically weak, indicating that EPS cannot be used as the main carrier in the
bioplastic matrix.

For THP production in CW medium, nitrogen and carbon sources, pH, temperature, and incubation
time were optimized. Among the tested strains, L. garvieae provided the highest biomass yield, producing
approximately 2.663 g/L. THP. This biomass was formulated with glycerol, gelatin, and citric acid to
develop bioplastic films using the solution casting method.

Characterization studies showed that the films had a tensile strength of 7.139 MPa and an
elongation at break of 18.56%. Thermogravimetric analysis (TGA) results indicated that the first major
degradation occurred between 200—400 °C. In soil biodegradation tests, the bioplastics exhibited over 65%
biodegradation after 60 days.

In addition, Satureja hortensis essential oil (SH-EO) was incorporated into the films at
concentrations of 1%, 2%, and 3% to impart antimicrobial properties. Disk diffusion analyses revealed
inhibition zones of 13—19 mm against Staphylococcus aureus and 10-23 mm against Salmonella enterica
serovar Typhimurium. The most pronounced effects were observed in bioplastics containing 3% essential
oil, which exhibited inhibition zones of 15-16 mm against Escherichia coli—a response absent in the
control group.

The results demonstrated that although EPS exhibited limited performance in bioplastics, CW-
based LAB-THP provided a strong and sustainable alternative for producing antimicrobial bioplastics via
the solution casting method. This study contributes uniquely to the valorization of dairy industry wastes
into value-added biomaterials and to the development of environmentally friendly and food-safe packaging
solutions.

Overall, this work represents an original approach by establishing a scientific foundation for the
sustainable and antimicrobial bioplastic production from LAB-derived THP synthesized using low-cost
waste such as CW.

2025, 96 Pages

Keywords: Antimicrobial bioplastic, Waste reduction, Bioplastic, Environmental biotechnology,
Exopolysaccharide, Lactic acid bacteria, Whey, Single cell protein, Satureja hortensis, Food Safety
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1. GIRIS

Plastik kirliligi, glinlimiizde c¢evresel siirdiiriilebilirligi tehdit eden en biiyiik
problemlerden biri haline gelmistir. Fosil yakitlardan elde edilen geleneksel plastiklerin
tiretim miktar1 her yil artmakta, kullanim Omiirleri kisa olmasina ragmen dogada
kaliciliklar1  ytlizyillar = siirebilmektedir. Cevrede biriken bu plastikler zamanla
mikroplastiklere doniiserek toprak, su ve hava ekosistemlerinde kalici kirleticiler haline
gelmektedir. Yapilan ¢alismalar, mikroplastiklerin yalnizca deniz ekosistemlerinde degil,
icme suyu, tarimsal {iriin sirkiilasyon sisteminde de tespit edildigini gostermektedir. Bu
bulgular, plastik kirliliginin yalnizca bir atik yonetimi meselesi olmadigini, ayn1 zamanda
halk saghigin1 dogrudan etkileyen kiiresel bir kriz haline geldigini ortaya koymaktadir.
Ozellikle tek kullanimlik plastiklerin tiiketimdeki artis, pandemi déneminde hijyen
kaygilariyla birlikte daha da hizlanmis, c¢evresel yiikiin boyutlarin1 dramatik bigcimde
biiylitmiistiir. Plastiklerin bozunma siirecinde ortaya ¢ikan toksik monomerler, katki
maddeleri ve agir metaller, gida zincirine dahil olarak canlilarin saglig1 tizerinde uzun
vadeli riskler yaratmaktadir. Bu nedenle geleneksel plastiklerin yerine biyobozunur,
cevre dostu ve siirdiiriilebilir alternatiflerin gelistirilmesi, hem akademik camianin hem

de endiistrinin 6ncelikli giindem maddelerinden biri haline gelmistir.

Plastik kirliliginin geldigi boyut, yalnizca ekolojik dengenin degil, ayn1 zamanda
kiiresel politikalarin da merkezinde yer almaktadir. Avrupa Birligi Yesil Mutabakati
(European Green Deal), 2050 yilina kadar karbon notr olma hedefini ortaya koymus, bu
kapsamda plastiklerin {iretim, tiiketim ve atik yonetiminde radikal degisiklikler
ongoriilmiistiir. Tek kullanimlik plastiklerin  yasaklanmasi, geri doniistiiriilebilir
materyallerin tesviki ve biyobazli alternatiflerin gelistirilmesi, bu stratejinin temel
taglarin1 olusturmaktadir. Paris Anlagmasi, iklim degisikligiyle miicadelede sera gazi
emisyonlarin1 azaltmay1 hedeflerken, plastik iiretim ve bertaraf siireclerinin bu
emisyonlarda 6nemli paya sahip olmasi, biyoplastiklere olan ilgiyi artirmistir. Benzer
sekilde Birlesmis Milletler Siirdiiriilebilir Kalkinma Amaglar1 da (6zellikle 12. ve 14.
hedefler) siirdiiriilebilir liretim-tiikketim ve okyanus ekosistemlerinin korunmasina vurgu
yapmaktadir. Tiim bu kiiresel politik c¢ergeveler, biyoplastiklerin yalnizca bilimsel bir
arayis degil, ayn1 zamanda uluslararas: regiilasyonlarin bir gerekliligi haline geldigini

gostermektedir.



Dongiisel ekonomi vizyonu, bu baglamda biyoplastiklerin en énemli dayanak
noktasint olusturmaktadir. Dongiisel ekonomi, iiriinlerin yasam dongiisii boyunca
degerinin korunmasini, atiklarin hammadde olarak yeniden degerlendirilmesini ve
boylece kaynak verimliliginin artirilmasini  hedeflemektedir. Bu perspektiften
bakildiginda, gida endiistrisi yan iirlinlerinin biyoplastik iiretiminde kullanilmasi, hem
atik yonetimi sorununu ¢ozmekte hem de fosil kaynaklara bagimliligi azaltmaktadir.
Peynir alt1 suyu (PAS) gibi atiklarin biyoplastik iiretimine entegre edilmesi, klasik lineer
ekonomiden farkli olarak, kaynaklarin kapali dongiide tutulmasini saglamaktadir.
Boylece atik azaltimi, enerji tasarrufu ve g¢evresel etki minimizasyonu bir arada

gerceklestirilebilmektedir.

Mikrobiyal biyoplastiklerin ¢esitliligi, arastirmacilara c¢ok sayida alternatif
sunmaktadir. En bilinen mikrobiyal biyoplastiklerden biri olan polihidroksialkanoatlar
(PHA), cesitli bakteriler tarafindan sentezlenmekte ve endiistriyel 6l¢ekte tiretilmektedir.
Ancak PHA iiretimi genellikle maliyetli substratlar gerektirmekte, ayrica belirli kosullar
altinda sinirli mekanik 6zellikler gostermektedir. Polilaktik asit (PLA), misir nisastasi
veya seker kamigindan elde edilen laktik asidin polimerizasyonu ile liretilmekte, gida
ambalaji ve medikal alanlarda yaygin kullanilmaktadir. Bununla birlikte PLA’nin
endiistriyel kompostlama kosullar1 disinda yavas bozunmasi, cevresel acidan bazi
siirlamalar getirmektedir. Nisasta temelli biyoplastikler ise ekonomik olmalarina karsin
suya kars1 diisiik direng gostermektedir. Bu tablo, yeni biyopolimer kaynaklarinin

arastirilmasinin gerekliligini net bicimde ortaya koymaktadir.

Son yillarda gida endiistrisi atiklarinin  mikrobiyal iiretim siireclerinde
degerlendirilmesi, hem atik yonetimi sorunlarina ¢éziim tiretmekte hem de biyoplastik
hammaddelerinin diisiik maliyetli kaynaklardan saglanmasina imkan tanimaktadir. Bu
yaklagim, donglisel ekonomi ve atiktan iirline doniisim vizyonuyla uyumlu olup,
stirdiiriilebilir biyoteknoloji stratejilerinin merkezinde yer almaktadir. Siit endiistrisinin
yan lriinli olan PAS, bu kapsamda en dikkat ¢eken substratlardan biridir. PAS, yiiksek
laktoz igerigi, ¢Oziiniir proteinleri, mineral tuzlar1 ve vitaminleri sayesinde mikrobiyal
gelisim i¢in son derece uygun bir ortam sunmaktadir. Diinya genelinde yilda yaklagik 120
milyon tonluk iiretim kapasitesine sahip olan bu yan f{iriin, yliksek biyolojik oksijen
ihtiyaci (BOI) ve kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) nedeniyle ¢evresel risk olusturmaktadir.
Uygun sekilde degerlendirilmediginde su kaynaklarinin kirlenmesine ve ekosistemlerin

dengesinin bozulmasina yol acabilmektedir. Buna karsin, PAS’m mikrobiyal



fermentasyon siireglerinde substrat olarak degerlendirilmesi, bu atigin hem cevresel

yiikiinili azaltmakta hem de katma degerli {irlinlere doniistiiriilmesini saglamaktadir.

PAS’1n degerlendirilmesine yonelik farkli yaklasimlar gelistirilmistir. Laktik asit,
biyosiirfaktant, enzimler ve mikrobiyal biyokiitle {iretimi bu uygulamalara 6rnek olarak
verilebilir. Ozellikle laktik asit bakterileri (LAB) kullanilarak gerceklestirilen
fermentasyon stirecleri, gida giivenligi agisindan GRAS (Generally Recognized as Safe —
genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde olmalar1 ve yiiksek biyosentetik kapasiteleri
nedeniyle avantajlidir. LAB suslari, PAS’1 karbon ve azot kaynagi olarak etkin bi¢cimde
kullanabilmekte, ¢esitli metabolitler ve polimerler sentezleyebilmektedir. Bu baglamda,
LAB temelli ekzopolisakkaritler (EPS) ve tek hiicre proteinleri (THP), biyoplastik tiretimi

acisindan dikkat ¢ekici iki farkli hammadde sinifi olarak degerlendirilmektedir.

LAB kaynakli EPS’ler, genellikle hiicre disina sentezlenen ve homopolisakkarit
ya da heteropolisakkarit smifina giren yiiksek molekiil agirlikli polimerlerdir. Bu
polimerler, 6zellikle heteropolisakkaritler s6z konusu oldugunda, biyouyumlu, diisiik
toksisiteli ve gida kodeksine uygun yapilariyla 6n plana ¢ikmaktadir. EPS’ler, ¢ozelti
viskozitesini artirma, jel olusturma ve baglayict 6zellikleri nedeniyle gida endiistrisinde
kivam artiric1 ve stabilizator olarak genis 6l¢tide kullanilmaktadir. Bununla birlikte, son
yillarda EPS’nin biyoplastik tiretiminde matrise dogrudan dahil edilip edilemeyecegi
lizerine yapilan aragtirmalar artig gostermistir. EPS’nin mekanik dayanimi tek basina
yetersiz olsa da, protein ve selilloz temelli sistemlerde ara faz baglayic1 olarak

kullanilmalar1 umut verici bir yaklasim olarak goriilmektedir.

Ote yandan THP, mikrobiyal biyokiitlenin dogrudan degerlendirilmesiyle elde
edilen, yiiksek protein igerigine sahip bir tirtindiir. LAB kaynakli THP, jelatin ve gliserol
gibi yardimci bilesenlerle formiile edildiginde film ve kaplama materyali olarak islev
gorebilmektedir. Protein temelli biyoplastikler, dogalar1 geregi biyobozunur olup,
mekanik dayanimlari formiilasyona bagli olarak degismektedir. THP, 6zellikle PAS gibi
diisiik maliyetli substratlardan iiretildiginde, hem ekonomik hem de cevresel agidan
stirdiiriilebilir bir biyoplastik hammaddesi niteligi kazanmaktadir. Ancak literatiirde LAB
kullanilarak ~ dogrudan  PAS’da  iiretilen THP’nin  biyoplastik  iiretiminde
degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar oldukga sinirlidir. Bu bosluk, arastirma alaninda

onemli bir yenilik potansiyeli barindirmaktadir.



LAB kaynakli EPS ve THP, bu baglamda literatiirde gorece daha az calisiimas,
fakat oldukca umut verici alternatiflerdir. EPS, polimer yapisi geregi viskoelastik
Ozelliklere sahip olup, biyoplastik matrisinde baglayici rol iistlenebilir. THP ise protein
temelli yapisi sayesinde esneklik, biyobozunurluk ve bariyer 6zellikleri bakimindan
avantaj saglayabilir. Ozellikle THP, formiilasyonuna bagli olarak farkli mekanik profiller
sergileyebilmekte, gida ambalajinda seffaf film ya da biyomedikal uygulamalarda
biyouyumlu materyal olarak degerlendirilebilmektedir. Ancak her iki malzemenin de

laboratuvar dlgeginden endiistriyel Olcege geciste detayli arastirmalara ihtiyaci vardir.

Son yillarda biyoplastik aragtirmalarinda yalnizca mekanik ve biyobozunurluk
ozellikleri degil, ayn1 zamanda fonksiyonel 6zellikler de 6n plana ¢ikmaya baslamistir.
Ozellikle gida ambalaji uygulamalarinda biyoplastiklere antimikrobiyal —6zellik
kazandirilmasz, iiriinlerin raf 6mriinii uzatma, patojen kontaminasyonunu azaltma ve gida
giivenligini artirma agisindan kritik bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu amagcla
bitkisel kdkenli esansiyel yaglar, fenolik bilesikler ve metal nanopartikiiller gibi dogal
veya nanoteknolojik ajanlarin biyoplastik matrise dahil edilmesine yonelik ¢calismalar hiz
kazanmistir. Esansiyel yaglarin antimikrobiyal etkinligi, biyoplastik filmlere dogrudan
veya nanoenkapsiilasyon yoluyla eklendiklerinde Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium ve Escherichia coli gibi gida kaynakli patojenlere karsi inhibitér etki
saglayabildiklerini gostermektedir. Bu yaklagim, biyoplastiklerin yalnizca ¢evre dostu
alternatifler degil, ayn1 zamanda aktif ambalaj materyalleri olarak da islev gorebilecegini

ortaya koymaktadir.

Bu tez caligmasinda oOncelikle MRS besiyerinde LAB kaynakli EPS iiretimi
gerceklestirilmis ve biyoplastik matrisinde film olusturma kapasitesi degerlendirilmistir.
Elde edilen EPS, gliserol ve jelatin ile formiile edilerek ¢ozelti dokiim ydntemiyle
biyoplastik filmler hazirlanmis ve mekanik performansi incelenmistir. Bununla birlikte,
EPS’nin smirli mekanik dayanim sundugu ve ana tasiyici olarak kullanilmasinin kisith

oldugu goriilmiistiir.

Calismanin sonraki asamasinda PAS substratinda LAB temelli THP {iretimi
yapilmis, elde edilen biyokiitle gliserol ve jelatin ile formiile edilerek biyoplastik filmler
gelistirilmistir. Bu filmler iizerinde mekanik, termal ve morfolojik karakterizasyon
caligmalar1 yiiriitiilmiis; ayrica Satureja hortensis esansiyel yagi (SH-EY) ilavesiyle

antimikrobiyal 6zellikler kazandirilmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Plastiklerin Cevresel Siirdiiriilebilirlik Sorunu ve Biyobazh Coziimler

Iklim degisikligi, niifusun dagilimdaki dengesizlik ve kaynaklarm verimsiz
kullanimi, siirdiirtilebilirlik ve gida gilivenligi tizerinde ciddi baskilar olusturmaktadir.
Kiiresel dlgekte artan tiiketim ve emtialarin dolagimi, dogal kaynaklar {izerinde 6nemli
riskleri de beraberinde getirmektedir (Sukan ve ark., 2015). Bu siirdiiriilemez kaynaklarin
basinda ham petrol gelmekte ve c¢ikarilan petroliin yaklasik %4’l plastik tiretiminde
kullanilmaktadir (Bayer ve ark., 2014). Plastik malzemeler, giiniimiizde endiistriyel
tiretimden evsel kullanima kadar olduke¢a genis bir alanda temel bir rol {istlenmektedir.
Nitekim 2022’de petrol kokenli plastik {iretiminin 400 milyon ton civaria ulastigi
raporlanmistir (Plastic Europe, 2023).

Petrol bazli plastiklerin iiretim siiregleri, karbondioksit basta olmak iizere sera
gazlarmin salimini artirarak ¢evresel endiseleri derinlestirmektedir (Jain ve Tiwari,
2015). Diisiik ve yiiksek yogunluklu polietilen (LDPE ve HDPE) gibi polimerler, plastik
film iiretiminde en yaygin kullanilan hammaddeler arasinda yer almaktadir. Bununla
birlikte, petrol kokenli plastiklerin en dnemli dezavantaji, dogal ortamlarda uzun siire
kaliciliginm1 koruyarak biyolojik olarak par¢alanamamasidir (Wang ve ark., 2020).

Plastik atiklarin 6nemli bir boliimii yakilmakta veya depolama sahalarina
gonderilmekte bu da ¢evre ve insan saglig1 agisindan 6nemli sorunlara yol agabilmektedir
(Wang ve ark., 2020). Cevresel etkilere kars1 yiiksek mukavemetli ve biyolojik olarak
parcalanamayan yapilar1 nedeniyle plastik atiklar; okyanus ve denizlerdeki kati atiklarin
yaklasik olarak %75 inden fazlasini olusturmaktadir (Zhang ve ark., 2021).

Vahsi depolama alanlar1 ve ¢evreye diizensiz olarak yayinlan plastik atiklarin
olusturdugu 6nemli risklerden biri de bu atiklarin su ve ¢esitli kimyasallarla etkilesime
girerek tehlikeli bilesikler olusturmasi ve toprak ile yeraltt suyunu kirletebilmesidir
(Emadian ve ark., 2017). Ayrica plastikler ¢evresel zararin 6tesinde insan sagligi i¢in de
tehdit olusturmaktadir. Ozellikle gidayla temas eden ambalajlar yiiksek risk tasimaktadir
(Jones ve ark., 2015). Lau ve Wong (2000), petrol tiirevli plastiklerin gidaya yonelik {i¢
potansiyel kontaminasyon yolunu tanimlamistir: (i) plastigin kademeli bozulmasi, (i)
benzen gibi ugucu bilesenlerin salinmasi ve (ii1)) monomere 6zgi kirletici maddelerin
gidaya gecisi. Plastik-materyal kaynakli bilesiklerin gidaya migrasyonunda ise ii¢ asama
kritik rol oynar: (i) polimer i¢indeki difiizyon, (ii) gida—polimer arayiiziinde maddenin

¢Oziinmesi ve (iii) ¢oziinmiis maddenin gida matrisine yayilmasi (Jones ve ark., 2015).



Plastiklerin ¢evre tizerindeki etkileri baglaminda, 6zellikle son yillarda popiiler
bir aragtirma konusu olan mikroplastikler ve nanoplastikler, sucul yasam basta olmak
lizere insan saglig1 acisindan ciddi tehditler olusturmaktadir. Boyutlar1 5 mm’nin altinda
olan mikroplastik pargaciklarin, hem ekosistemler hem de insan saglig1 iizerinde 6nemli
olumsuz etkiler yarattig1 belirlenmistir (Osman ve ark., 2023). Nanoplastikler ise daha
kiiclik boyutlar1 ve yiiksek kimyasal reaktiviteleri nedeniyle, biyolojik sistemler lizerinde
mikroplastiklere kiyasla daha yiiksek diizeyde toksik etki olusturabilmektedir (Sharma ve
ark., 2021). Bu kiiclik parcaciklarin hiicre zarlarin1 asarak organizmalara niifuz etme ve
uzak mesafelere taginma potansiyeli, ¢cevresel risklerini daha da artirmaktadir. Akdeniz
Havzasi, biyolojik ¢esitliligi ve besin kaynaklari agisindan kritik 6neme sahip olmasina
karsin, plastik ve mikroplastik kirliliginden en fazla etkilenen bolgelerden biri olarak 6ne
cikmaktadir (Cézar ve ark., 2015). Yapilan calismalar, Akdeniz’e salinan plastiklerin
biiyiikk oranda cevresindeki bes iilkeden kaynaklandigini ortaya koymustur. Bu iilkeler
arasinda Tirkiye giinliik yaklasik 144 ton plastik atikla en yiiksek katkiy1 saglarken;
Ispanya 126 ton, italya 90 ton, Misir 77 ton ve Fransa 66 ton ile listeyi takip etmektedir
(Sharma ve ark., 2021). Mikroplastikler genellikle birincil ve ikincil kaynaklar yoluyla
cevreye karigmaktadir. Kozmetik {iriinler, deterjanlar, boyalar, ilaclar, bebek bezleri ve
pestisitler gibi cesitli liriinlerde dogrudan kullanilan mikroplastikler birincil kaynaklari
olustururken, ara¢ lastiklerinin asmmmasi basta olmak iizere fiziki etkilerle asinma
neticesinde olusan parcaciklar ikincil kaynaklar kapsaminda degerlendirilmektedir
(Andrady, 2017; Duis ve Coors, 2016). Bu pargaciklar, kalic1 organik kirleticiler
(POP’lar) ve agir metaller gibi toksik maddeleri yilizeylerinde adsorbe edebilmekte,
boylece su kiitlelerinde c¢evresel kirlenmeye neden olmaktadir (Van Emmerik ve ark.,
2018).

Mikroplastikler yalnizca ¢evreyi degil, gida zincirini de tehdit etmektedir. Sucul
organizmalar tarafindan besin olarak alinan bu partikiiller, dokularda birikerek trofik
seviyeler boyunca tasinmakta ve nihayetinde insan beslenme zincirine entegre olmaktadir
(Caron ve ark., 2018; Hipfner ve ark., 2018; Matsuguma ve ark., 2017). Bu parcaciklarin
biiyiik ylizey alanlari, zararli mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasina uygun zemin
hazirlarken, giines 15181 engelleyerek fotosentetik canlilarin  oksijen iiretimini
azaltmakta ve su ekosistemlerinin dengesini bozmaktadir. Ayrica mikroplastiklerin
ylizeylerine antibiyotikler dahil olmak {izere ¢esitli ¢evresel kirleticilerin tutunabildigi ve

bu kirleticilerin de besin zincirine taginabilecegi bildirilmektedir (Andrady, 2017).



Petrol tiirevi plastiklerin ¢evresel baskilar artirmasi ve fosil kaynaklarin hizla
tiikkenmesi, geleneksel plastik tiretimine alternatif olarak biyoplastiklerin gelistirilmesini
tesvik etmektedir (Sukan ve ark., 2015). Biyoplastikler ya da “yesil plastikler”, genellikle
nisasta, seliiloz, kitosan ve protein gibi yenilenebilir biyokiitlelerden elde edilen ve nihai
olarak karbondioksit ile suya doniiserek c¢evrede parcalanabilen materyallerdir
(Marichelvam ve ark., 2019). Tiiritine baglh olarak evsel veya endiistriyel kompostlama,
aerobik ve anaerobik gibi biyolojik siire¢lerle mikrobiyal ayrismaya elverislidir (Azahari
ve ark., 2011; Narancic ve ark., 2018; Varghese ve ark., 2022).

Biyoplastiklerin ¢cevresel avantajlar1 yalnizca biyolojik parcalanabilirlik ile sinirli
kalmay1p; biitiinlesmis biyoproseslerle iiretilebilmesi, diisiik karbon ayak izi birakmasi
ve ¢ok cesitli uygulamalara sahip olmasi acisindan da 6ne ¢ikmaktadir (Marjadi ve ark.,
2010). Bu ozellikleri sayesinde, biyoplastikler akademik, endiistriyel ve toplumsal
diizeyde yogun ilgi gormektedir (Siakeng ve ark., 2019). 2018 ile 2022 yillar1 arasinda
biyoplastik iiretimi, toplam plastik tiretimi iginde %68 oraninda artig gostermistir. Ancak
2021 yihi itibartyla biyoplastikler halen toplam 400 milyon tonluk plastik {iretimin
yalnizca %6’s1in1 olusturmaktadir (Plastic Europe, 2023). Buna ragmen, dniimiizdeki bes
yil i¢inde kiiresel biyoplastik pazarimin %40 oraninda biiylimesi beklenmektedir (Bassi

ve ark., 2021).

2.2. Ekzopolisakkaritler

EPS’ler, mikroorganizmalar tarafindan hiicre disina sentezlenen, tekrarlayan
monosakkarit birimlerinden olusan yiiksek molekiil agirlikli polimerlerdir. EPS’ler
genellikle kapsiiler (CPS) veya hiicre disina salinmis ¢ozilinlir formlarda bulunur ve
homopolisakkaritler ile heteropolisakkaritler ~olarak smiflandirilir.  Monomer
kompozisyonu, glikozidik bag tipleri [a-(1—6), B-(1—3) vb.], dallanma derecesi ve
asetilasyon/fosforilasyon gibi yan gruplar, zincir sertligi, cam geg¢is sicakligi, ¢oziiniirlilk
ve reolojik davranig gibi temel malzeme oOzelliklerini belirlemektedir. Bu yapisal
farkliliklar, EPS’nin hiicre yiizeyinde koruyucu bir zarf olusturmasi, biyofilm matrisinin
mekanik dayanimini artirmasi ve pH, tuzluluk, oksidatif kosullar gibi ¢evresel streslere
kars1 toleransi giiclendirmesi gibi biyolojik islevlere de yansir (De Vuyst ve Degeest,
1999; Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005).

EPS biyosentezi, genellikle wzy-bagimli veya ABC tastyict temelli yollarla
gerceklesir. Seker fosfatlardan aktif niikleotit-seker ara iiriinleri iretilir, tekrarlayan

birimler membranda polimerize edilip hiicre disina tasinir. Gen kiimelerinin (eps, cps)



dizilimi ve regililasyonu zincir uzunlugunu ve dallanmay1 belirlerken karbon/azot
kaynagi, pH, sicaklik, iyonik kompozisyon gibi ortam kosullar1 hem verimi hem de yapi1-
miilkiyet iligkisini etkiler. Yapilan bir ¢alismaya gore sakaroz varlig1 dekstran sentezini
kolaylastirirken maya 0ziitii gibi azot kaynaklarinin miktar1 ve amino asit profili zincir
mimarisini, dolayisiyla reolojiyi belirgin bicimde modiile etmektedir (De Vuyst ve
Degeest, 1999; Welman ve Maddox, 2003). Deneysel olarak pH 6,0-6,8 ve 25-37°C
araliklari ile 2448 saatlik inkiibasyonlarin birgok LAB susu i¢in optimum EPS {iretimine
izin verdigi rapor edilmektedir (Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005; Zeidan
ve ark., 2017).

Fizikokimyasal agidan EPS’ler hidrofilik karakterleri, ¢oklu hidroksil gruplari ve
hidrojen baglar1 kurma yetenekleri nedeniyle sulu ortamlarda viskoziteyi artirmakta, jel
olusturabilmekte ve film olusturma kabiliyeti gosterebilmektedir. Zincir dallanmasi
arttikga amorf alanlar ve su baglama kapasitesi artmaktadir. Bu durum bariyer 6zellikleri
ile ¢ekme dayanimi, kopmada uzama gibi mekanik parametreler arasinda denge
gerektirmektedir. Ayrica asetilasyon gibi kimyasal modifikasyonlar su buhari
gecirgenligini ve camsi gegis davranisini etkilemektedir. LAB-EPS’lerin GRAS statiisii
ve biyouyumlulugu, gida ve biyomalzeme uygulamalarinda giivenlik profilini
giiclendirmektedir (Juraskova ve ark., 2022; Korcz ve Varga, 2021; Welman ve Maddox,
2003).

EPS yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Gida teknolojisinde tekstiir diizenleyici,
kivam artiric1 ve stabilizator olarak fermente siit tirtinleri, bitki bazli igecekler ve diistik
yagl et liriinlerinde yaygin sekilde degerlendirmektedir. Bu uygulamalar, zincir mimarisi
ve molekiil-ag etkilesimleri {izerinden akis Ozelliklerinin hassas ayarlanmasina
dayanmaktadir. Ayrica ksanthan, gellan, kefiran gibi baz1 bakteriyel EPS’ler
biyomedikal/eczacilikta tagiyict matris, yara Ortiisii veya oral ince filmler gibi formlarda
islev gormektedir. Siirdiiriilebilir ambalaj alaninda ise EPS’lerin biyobozunurlugu ve
diisiik toksisitesi, fosil bazli plastiklere alternatif arayisinda degerli bir baglangi¢ noktasi
sunabilecegi diisiiniilmektedir (Guerrero ve ark., 2024; Korcz ve Varga, 2021; Mohd
Nadzir ve ark., 2021).

LAB kokenli EPS’ler, teknolojik ve giivenlik avantajlari nedeniyle ayr1 bir 6neme
sahiptir. Leuconostoc tlrlerinin dekstran gibi homopolisakkaritleri ve Lactobacillus
kefiranofaciens’in kefiran1 detayli olarak tanimlanan tiirlerdir. Buna karsilik, birgok LAB
susu heteropolisakkarit iiretmekte ve bu polimerler iiriine 6zgi reolojik o6zellikler

kazandirmaktadir. LAB-EPS’lerin kompozisyonunun ve dallanma derecesinin, jelasyon



ve film olusum davraniglarina dogrudan yanstyabilecegi kaydedilmektedir. MRS-benzeri
kontrollii ortamlarda yapilan ¢aligmalar, karbon ve azot kaynagi se¢iminin EPS verimini
ve molekiiler agirligin1 anlamli bigimde etkiledigini gostermistir (De Vuyst ve Degeest,
1999; Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005; Vaningelgem ve ark., 2004).

Bu baglamda kefiran, film yapma kapasitesi yiiksek, hidrofilik ve seffaf filmler
verebilen bir LAB-EPS 6rnegidir. Cozelti dokiim yontemi ile liretilen kefiran filmlerinde
plastiklestirici konsantrasyonu arttik¢a zincirler arasi hareketlilik artmakta ve bu,
kopmada uzamayr yiikseltirken c¢ekme dayaniminda diisiise yol agmaktadir.
Konsantrasyon ve kurutma rejimi kalinlik, nem ve c¢ozinirligii belirgin sekilde
etkilemektedir. Literatiir, kefiran filmlerinin gida temasi1 ve ambalaj uygulamalar i¢in
umut vadeden mekanik ve bariyer profillerine ulasabildigini ancak su buhar
gecirgenliginin formiilasyonla dikkatle dengelenmesi gerektigini ortaya koymaktadir
(Exarhopoulos ve ark., 2022; Tan ve ark., 2020).

Dekstran temelli filmler ve kaplamalar da ¢ozelti dokiim yontemiyle yaygin olarak
iiretilmektedir. Poligliserol gibi diisiik molekiil agirlikli plastiklestiricilerin artirilmasi
cekme dayanimin diistiriirken uzamay1 anlamli dl¢iide artirmaktadir. Bu egilim, polimer
zincirleri arasinda mesafenin artmasi ve hidrojen baglarinin yeniden diizenlenmesiyle
aciklanmaktadir. Dekstran/jelatin veya dekstran/protein karisimlarinda, elektrostatik ve
hidrojen baglar1 lizerinden ara ylizey aderansi, cam ge¢is davranisi ve nem alma
kapasitesi birlikte sekillenmektedir (Davidovi¢ ve ark., 2021; Wu ve ark., 2024).

Levan, bazi bakteri tiirleri tarafindan sentezlenen bir fruktan olup tek basina film
yapiminda sinirlt mekanik performans gosterebilmektedir. Ancak kitosan veya
proteinlerle harmanlandiginda esneklik/rijitlik dengesi iyilesmekte ve Young modiilii
artmaktadir. Cozelti dokiim tabanli levan—kitosan kompozitleri, hidrojen baglar1 ve
polielektrolit etkilesimleri sayesinde daha siki bir ag yapis1 sergilemektedir (Bouallegue
ve ark., 2020; Haddar ve ark., 2021; Wang ve ark., 2022).

Gellan gum ve ksanthan gibi mikrobiyal EPS’ler, tek baslarina veya
protein/nisasta matrisleriyle birlikte kullanildiklarinda bariyer ve mekanik o6zellikleri
hedefe gore ayarlama imkani sunmaktadir. Gellan/gelatin bilesimlerinde oran ve tuz
derisimi mekanik davranisi giliclii bigimde belirlemektedir. Polivinil alkol (PVA) ile
birlikte ¢ozelti dokiim yapilan gellan bazli filmlerde ¢6ziicii buharlastirma rejimi ve (6r.,
sitrik asit, Ca** gibi capraz baglayicilar oksijen bariyeri ve 1s1l stabiliteyi belirgin bicimde

etkileyebilmektedir (Elsaeed ve ark., 2023; Li ve ark., 2024).
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Biyoplastik tiretiminde EPS’nin kullanildig1 baslica isleme yontemleri: ¢ozelti
dokiim, termo-kompresyon/kalipta sicak presleme (compression molding), ekstriizyon
(tek/cift vidal1), ve elektrospinning olarak 6zetlenebilir. Cozelti dokiim, diisiik sicaklik
gerekliligi nedeniyle 1s1l bozulmaya duyarli EPS’ler i¢in birincil yontem olarak ele
alinmaktadir. Ayrica film kalinligi, kuruma profili ve plastiklestirici tipiyle bariyer-
mekanik dengesi rafine edilebilir (Pires ve ark., 2024; Uranga ve ark., 2020a;
Yermagambetova ve ark., 2024).

Sikistirma  kaliplama yontemi ise protein ve bazi1 polisakkarit-zengin
kompozitlerde zincir hareketliligini artirmak {izere 1si-basing kombinasyonunu
kullanmaktadir. Kitosan, jelatin, nisasta ve bitkisel protein esasli biyoplastiklerde 90—
150°C araliginda, birkac dakika ile onlarca dakika arasinda degisen baski siireleri rapor
edilmistir. Sitrik asit gibi reaktif plastiklestiriciler, esterifikasyon/niikleofilik substitiisyon
yoluyla suya dayanimi artirabilir. Bu yontem, yiiksek kati madde igeriklerinde homojen
kalip dolumu, daha diizgiin yiizey ve yiiksek iiretim hizlar1 saglayarak ¢ozelti dokiime
kiyasla dlgeklenebilirlik avantaji sunabilmektedir. Ancak EPS’lerin termal stabilitesi goz
oniinde bulundurulmali, protein/EPS orani ve nem igerigi dikkatle optimize edilmelidir
(Guerrero ve ark., 2019; Jerez ve ark., 2007; Qazanfarzadeh ve Kumaravel, 2023).

Ekstriizyon ve sicak preslemenin ardisik kullanimi, nisasta-protein-EPS
sistemlerinde yapisal yonlendirme ve gozeneksizligi kontrol etmek ig¢in tercih
edilmektedir. Tapioka nigastasina ksanthan eklenerek ekstriide edilen filmlerde su buhari
gecirgenligi ve mekanik parametrelerin formiilasyon ve islem parametrelerine duyarlh
sekilde degistigi gosterilmistir. Cift vidali ekstriizyon sonrast sikistirma kaliplama ile
film/kart tabakalar1 tiretmek, siirekli proses avantaj1 ve endiistriyel uygunluk saglamakta
ancak EPS’nin 1siya duyarliligi nedeniyle ekstriizyon sicaklik profillerinin dikkatle
secilmesi gerekmektedir (Alonso ve ark., 2024; Bangar ve ark., 2021; Flores ve ark.,
2010).

Elektroegirme (Electrospinning), 6zellikle pullulan gibi film-yapict mikrobiyal
polisakkaritlerin nanolif formunda islenmesine olanak saglamaktadir. EPS’nin
viskoelastik ¢ozelti reolojisi, iletkenligi ve ¢oziicii se¢imi jet kararliligini belirlemektedir.
Pullulan-protein hibritleri veya pullulan-pektin karisimlar, gida ve biyomedikal
uygulamalar i¢in nanolifli filmler liretmekte kullanilmistir. Bu yaklagimin, yiiksek ylizey
alan1 ve hizli ¢oziinme/dagilim gibi performans kazanimlar1 saglamistir (Chen ve ark.,

2024; Falsafi ve ark., 2023).
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EPS’nin biyoplastik matrislerdeki fonksiyonu, tek basma film olusturucu
olmaktan ara faz baglayici/uyumlulastirici olarak davranmaya kadar uzanmaktadir.
Protein temelli sistemlerde EPS’nin hidroksil zengin omurgasi, karbonil/amin
fonksiyonlartyla  ¢oklu  hidrojen  baglarn  kurarak ara yiizey aderansini
giiclendirebilmektedir. Bu durum kirilganli1 azaltip toklugu artirabilir. Ote yandan,
EPS’nin hidrofilikligi su buhar1 gegirgenligini yiikseltebileceginden, plastiklestirici ve
capraz baglayici se¢imi kritik hale gelmektedir. Jelatin-dekstran, jelatin-gellan ve levan-
kitosan tiirevi kompozitlerde, oran ve iyonik ortam ayariyla hedeflenen Young modiilii,
uzama ve bariyer dengesine ulasilabilecegi kaydedilmektedir (Liao ve ark., 2024; Wang
ve ark., 2022).

Yontem-6zgiil ornekler tlizerinden 6zetlemek gerekirse: 1) Cozelti dokiim ile
kefiran filmlerinde konsantrasyon ve plastiklestirici artis1 kalinlig1 ve uzamayi artirirken
¢ekme dayanimini disiirebilmekte, kurutma rejimi su aktivitesini ve su buhari
gecirgenligi (WVP, water vapour permeability)’yi belirlemektedir (Exarhopoulos ve ark.,
2022; Tan ve ark., 2020). i1) Sikistirma kaliplama ile jelatin-temelli filmlerde, sitrik asit
varliginda 90-105°C’de termal kiirleme film agimi sikilagtirarak suya dayanimi
artirabilmektedir. On 1s1] islem ve gliserol diizeyi, camsi-lastiksi gecisleri yeniden
diizenlemektedir (Uranga ve ark., 2020a). ii1) Ekstriizyon + sicak baski ile
nisasta’ksanthan veya nisasta/EPS sistemlerinde siirekli iiretimin miimkiin oldugu
kaydedilmektedir. Cizgisel viskoelastik modiiller ve WVP, vidalama profili ve sogutma
hiziyla hassas bigimde kontrol edilebilmektedir (Alonso ve ark., 2024; Flores ve ark.,
2010). iv) Elektrospinning ile pullulan-temelli nanolifli filmler, yiiksek yiizey alani ve
hizli ¢6zlinme sayesinde fonksiyonel tasiyicilara doniistiiriilebilmektedir (Chen ve ark.,
2024; Zhou ve ark., 2024).

Biitiinciil bakis agisindan, EPS iceren biyoplastiklerde ii¢ temel tasarim ilkesi 6ne
cikmaktadir: (1) zincir-mimari uyumu: EPS-protein/nisasta orani, dallanma derecesi ve
plastiklestirici tipi, camsi1 gecis ve mekanik profilin ana belirleyicisidir; (2) isleme-
uyumluluk: EPS’nin 1s1l kararlilig1 ve nem igerigi ¢ozelti dokiim/kompresyon/ekstriizyon
pencerelerini tanimlar; (3) ara yiizey miihendisligi: hidrojen baglar1 ve iyonik kopriiler
(Ca**, sitrik asit esterleri vb.) araciliryla fazlar aras1 yiik transferi ve suya dayanim
yonetilir. Giincel derlemeler, EPS-tabanli filmlerin ¢evreye duyarli ambalajlarda giiclii
bir aday oldugunu, ancak uzun doénem nem-bariyer performansi ve sicaklik/nem

cevrimlerinde boyutsal kararlilik gibi metriklerde siire¢c-formiilasyon eslestirmelerinin
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kritik kaldigin1 vurgulamaktadir (Abe ve ark., 2021; Korcz ve Varga, 2021; Li ve ark.,
2025).

2.3. Tek Hiicre Proteini

Son yillarda biyoplastik iiretiminde artan ilgi, bitkisel ve hayvansal kaynakli
proteinlerin ¢evre dostu ve yenilenebilir hammaddeler olarak degerlendirilmesini
giindeme getirmistir. Bu proteinlerin, film olugturma yeteneklerinin yiiksek olmasi ve
biyolojik olarak parcalanabilirlikleri, 6zellikle gida ambalajlama uygulamalarinda cazip
hale gelmelerini saglamaktadir (Assad ve ark., 2020; Bourtoom, 2008). Giinlimiizde
protein bazli biyoplastikler; bugday gliiteni, soya, bezelye, misir zeini, pamuk tohumu
proteini gibi bitkisel kaynaklardan ve PAS, kazein, kollajen, jelatin, keratin, balik
miyofibril proteini gibi hayvansal iirlinlerden elde edilmektedir (Dubey ve Dubey, 2020;
Kouhi ve ark., 2020; Mohamed ve ark., 2020). Ancak, 6zellikle bitkisel kaynakli
proteinlerin iiretimi i¢in tarima elverisli arazi ve tatli su gereksinimi bulunmasi, Birlesmis
Milletler’in siirdiiriilebilir kalkinma hedefleriyle ortiismeyen ¢evresel sinirlamalar
yaratmaktadir (Matassa ve ark., 2015). Gida arzinda oOncelikli olan bu {iriinlerin
biyoplastik liretiminde kullanilmasi, siirdiiriilebilirlik agisindan da ciddi bir sorun teskil
etmektedir (Ezeh ve ark., 2012). Bu baglamda, protein temini agisindan bitkisel ve
hayvansal kaynaklara alternatif olusturabilecek secenekler gelistirilmesi gerekmektedir.

Mikroorganizmalar, yiliksek protein igerikleri sayesinde biyopolimerler dahil
olmak tizere ¢esitli protein bazli iirlinlerin iiretiminde potansiyel sunmaktadir
(Kunasundari ve ark., 2013; Matassa ve ark., 2016). Bu mikroorganizmalar, dogrudan
ham biyokiitle olarak biyoplastik {iretiminde kullanilabilmekte ve bdylece
polihidroksibiitirat (PHB) gibi mikrobiyal polimerlerin iiretiminde genellikle gerekli olan
ekstraksiyon  kimyasallarma  duyulan ihtiyag  ortadan  kaldirilabilmektedir.
Mikroorganizmal protein (MP) temelli biyoplastikler; yiiksek mekanik dayanim,
biyobozunabilirlik ve c¢evreyle uyumlu oOzellikleri ile mikroplastik olusumunun
onlenmesine katki sunan yenilik¢i ¢ozliimler arasinda gosterilmektedir (Singha ve ark.,
2021). Ayrica, fonksiyonel oOzellikleri ve potansiyel yenilebilirlikleri géz Oniine
alindiginda, bu biyopolimerlerin 6zellikle gida ambalajlama ve biyomedikal
uygulamalarda kullanima uygun oldugu bildirilmektedir (Areniello ve ark., 2023).
Bununla birlikte, MP bazli biyoplastiklerin fiziksel ve mekanik 06zelliklerinin
tyilestirilmesi ve uygulama alanlariin genisletilmesi i¢in daha fazla bilimsel arastirmaya

ihtiya¢ duyulmaktadir (Garavand ve ark., 2017; Ghanbarzadeh ve Oromiehi, 2008).
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Bu kapsamda, gilinimiizde yem ve besin takviyesi olarak kullanilan
mikroorganizma temelli THP (literatiirde "Single Cell Protein — SCP" olarak da ifade
edilmektedir) alternatif biyoplastik hammaddesi olarak dikkat c¢ekmektedir. Bu
proteinler; bakteri, mantar ve alg gibi mikroorganizmalarin tarimsal atiklar ve endiistriyel
yan trilinler gibi diisiik maliyetli karbon kaynaklari iizerinde yetistirilmesiyle elde edilen
6li ve kurutulmus mikrobiyal biyokiitlelerdir (Matassa ve ark., 2020; Ravindra ve ark.,
2000; Sharif ve ark., 2021). THP {iretimi, mikroorganizmalarin uygun substratlar
lizerinde kiltiirlenmesi, ardindan protein agisindan zengin hiicrelerin hasat edilip
islenmesi ile gerceklestirilmektedir (Nasseri ve ark., 2011).

Singha ve ark. (2021), bitkisel THP bazli biyoplastik {iiretimine ydnelik
calismalarinda, %66 protein, %6,3 yag ve %12,5 karbonhidrat iceren mikrobiyal hiicreleri
THP olarak tanimlamistir. Nasseri ve ark. (2011) de benzer sekilde THP’yi
mikroorganizmanin kurutulmus hiicresi olarak tanimlamaktadir. Ayrica THP, seliiloz,
kitin ve aljinat gibi diger biyopolimerlerin iiretiminde de kullanilmakta ve bu ydniiyle
stirdiiriilebilir malzeme teknolojilerine katki sunmaktadir.

Mikroorganizmalarin toplam kuru agirliginin %60-80’1 proteinlerden olusurken,
kalan kismi karbonhidrat, lipit, vitamin ve mineraller gibi biyoaktif bilesenlerden
olugmaktadir (Singha ve ark., 2021). Bitki veya hayvan bazli proteinlere kiyasla
mikroorganizmalarin avantajlar su sekilde siralanabilir:

1. Yiiksek verim ve zengin icerik: Mikroorganizmalar hizli biiyiir, yiliksek
protein igerir ve daha fazla kiikiirtlii amino asit barindirir (Khoshnevisan ve ark., 2019;
Rudravaram ve ark., 2009).

2. Atik bazl tiretim: Tarimsal, evsel ve endiistriyel atiklar substrat olarak
kullanilabilir; arazi ve temiz su ihtiyact yoktur (Pikaar ve ark., 2018).

3. Lojistik avantaj: Tarimsal tirlinlerden farkli olarak sezonluk ve yerellesmis
tiretim riski tasimamakta, 6n isleme ihtiyag duymamaktadir (Coppola ve ark., 2021).

4. Diisiik su gereksinimi: Mikroalg ve makroalg tiretiminden farkli olarak
biiylik 6l¢ekli su ihtiyaci bulunmaz (Singha ve ark., 2021).

5. Diisiik cevresel etki: Geleneksel tarima gore daha diisiik karbon ayak izine
sahiptir, yeralt1 suyu ve toprak kirliligi yaratmaz (Matassa ve ark., 2015; Pikaar ve ark.,
2018).

6. Karbon tutma o6zelligi: Mikrobiyal biiylime sirasinda karbondioksit

tilketildigi icin karbon notr sistemlere katki saglar (Crippa ve ark., 2019).
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7. Iklim bagimsiz iiretim: Her mevsim kontrollii kosullarda iiretim yapilabilir
(Nasseri ve ark., 2011).

Mikroorganizma temelli THP bazli biyopolimerler; c¢evresel siirdiiriilebilirligin
saglanmasi, ¢evresel tahribatin azaltilmasi ve ekonomik iiretim avantajlari agisindan umut
verici bir alternatif olusturmaktadir. Biyomalzemelerin biyobozunur filmler, gida
ambalajlar1 ve plastik alternatifleri gibi uygulamalarda kullanilabilirligi biiylik 6l¢iide
mekanik dayanim ve su emme kapasitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerine baghdir (Jerez
ve ark., 2007). Bu baglamda, bagil nem diizeyi ve kullanilan plastiklestirici miktar1
(6rnegin gliserol) gibi degiskenler goz oniinde bulunduruldugunda dahi, THP) temelli
filmlerin su emme kapasitelerinin diger protein bazli filmlerle karsilastirildiginda esit ya
da daha diisiik oldugu bildirilmektedir (Singha ve ark., 2021). THP'nin biyomalzeme
seciminde One ¢ikmasinin bir diger dnemli nedeni ise, diinya niifusunun yaklasik %1’ini
etkileyen ¢olyak hastaligidir (Renzetti ve ark., 2012). Gluten igeren proteinlerden iiretilen
biyoplastiklerin gida ile temas eden uygulamalarda kullanilmasi, saglik agisindan risk
olusturdugundan dolay1, glutensiz hammadde alternatiflerinin degerlendirilmesi
gerekmektedir (Gémez-Heincke ve ark., 2016).

Bakteriyel THP iiretimi siirecinde, yalnizca protein bazli biyokiitle degil; ayni
zamanda polihidroksibiitirat (PHB), polilaktik asit (PLA), ektoin, lipitler, EPS ve
vitaminler gibi degerli ikincil irilinlerin de eszamanhi olarak elde edilebildigi
bildirilmektedir (Nasseri ve ark., 2011). Bu durum, THP iiretim siireglerini ¢evre dostu
ve slrdiriilebilir biyoplastik gelistirme stratejileriyle ortiisen dongiisel biyoekonomi
paradigmasiyla biitiinlesmis hale getirmektedir (Karan ve ark., 2019; Kaur ve ark., 2018).
Ancak ¢olyak riskiyle siirli kalmaksizin, THP'nin diger biyogiivenlik parametreleri
acisindan da giivenliginin saglanmasi elzemdir. Bu baglamda; toksin (endo/ekzo) tiretimi,
agir metal birikimi veya zararli metabolit olusumu gibi unsurlarin bulunmamasi biiyiik
Oonem tasimaktadir (Bourdichon ve ark., 2012; Murali Sankar ve ark., 2023). Bu nedenle,
biyoplastik iiretiminde kullanilacak mikroorganizmalarin biyogiivenli tiirler arasindan
secilmesi gerekmektedir.

Laktik asit bakterileri (LAB), baslica metabolit olarak laktik asit iireten, gram-
pozitif, katalaz-negatif, sitokrom icermeyen, aerotolerant ve fermentatif
mikroorganizmalardir (Liu ve ark., 2021; Plavec ve Berlec, 2020). LAB’lar yalnizca
giivenli (GRAS) mikroorganizmalar olarak tanimlanmakla kalmamakta; ayn1 zamanda
gida giivenligi acisindan Onem tasiyan kiif ve maya tiirlerinin gelisimini engelleyen

organik asitler, H-O2, CO-, siklik dipeptitler ve yag asitleri gibi antimikrobiyal bilesenler
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tiretme kapasitesine de sahiptirler (Akpmar ve Kilig, 2012). Bu nedenle, LAB'larin
biyoplastik liretiminde kullanima, biyogiivenlik avantaji saglamanin yani sira fonksiyonel
katkilar da sunmaktadir.

LAB ile iliskili olarak one ¢ikan polimerlerden biri olan polilaktik asit (PLA),
laktik asidin polimerizasyonu ile iiretilen biyobozunur bir polyesterdir (Zhang ve ark.,
2016). 2019 yil1 itibartyla diinya biyoplastik tiretiminin %13,9'unu PLA olusturmaktadir
(Simangunsong ve ark., 2018; Varghese ve ark., 2022). PLA {iretiminde; misir, odunsu
biyokiitle ve diger tarimsal atiklar gibi biyolojik kaynaklar substrat olarak
kullanilabilmektedir. Ancak bu iiretim modeli, tarimsal girdilere olan bagimlilig1 ve
lignoseliilozik materyallerin 6n aritma gereksinimini artirmakta, dolayisiyla hem tiretim
maliyetini hem de ekosistem iizerindeki baskiy1 artirmaktadir (Varghese ve ark., 2022).
Ayrica, PLA fretiminde kullanilan organik solventler hem ekonomik yiik hem de
kimyasal kirlilik riski tasimaktadir (Castro-Aguirre ve ark.,, 2016). Bu agidan
degerlendirildiginde, LAB temelli THP kullanimi, hem biyogiivenlik agisindan hem de
cevresel siirdiiriilebilirlik acisindan daha avantajli ve ekonomik bir yaklagim sunmaktadir.

Mikroorganizma iiretiminde verimlilik ve ekonomik siirdiiriilebilirlik agisindan en
kritik bilesenlerden biri kullanilan substrattir. Pikaar ve ark. (2017), mikrobiyal THP
dayali biyoplastik iiretiminde cesitli atik bazli substratlarin basarili bir sekilde
degerlendirilebilecegini bildirmistir. Bu baglamda, diinya capinda o6nemli bir gida
endiistrisi olan siit endiistrisi, yiiksek hacimli yan iirlinler iiretmekte ve bu yan triinler,
katma degerli biyoiiriinlerin tiretimi i¢in potansiyel kaynaklar sunmaktadir (Talan ve ark.,
2022).

Siit endiistrisinin baslica yan iirlinii olan PAS; laktoz, laktik asit, protein, yag,
¢ozlinlir vitaminler, mineraller ve diger temel besin bilesenlerini igeren kompleks bir
matrise sahiptir. OECD ve FAO verilerine gore yillik kiiresel PAS iiretimi yaklasik 120
milyon ton diizeyindedir (Pescuma ve ark., 2015). Yiiksek BOI ve KOI degerlerine sahip
olmasi1 nedeniyle PAS'in ¢evresel yonetimi kritik 6nemdedir. 2018 yil1 itibartyla PAS’1n
yaklasik %50’si kanalizasyon sistemine desarj edilmekte ya da dogrudan hayvan yemi
olarak kullanilmaktadir (Pescuma ve ark., 2015). Ancak PAS, igerdigi zengin besin profili
sayesinde mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in uygun bir substrat olma potansiyeli
tasimaktadir.

Revin ve ark. (2018), Gluconobacter B11267 susu ile PAS’1 kullanarak bakteriyel
selilloz iiretiminde 5,45 g/L. kuru agirlik elde etmis, bu degerin Hestrin-Schramm

ortamina kiyasla (2,14 g/L) oldukca yiiksek oldugunu gostermistir. Benzer sekilde
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Tsouko ve ark. (2015)’de PAS’1 farkli bakterilerle basarili sekilde substrat olarak
kullanmistir. Alkan ve ark. (2019), Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus suslariyla PAS kullanarak elde ettikleri
biyosiirfaktant tiretim sonug¢larinin MRS ortamindaki verimle karsilastirilabilir diizeyde
oldugunu bildirmistir.

PAS’1n, 6zellikle LAB’lar araciliiyla laktik asit tiretimi i¢in fermentasyon ortami
olarak kullanimina iligkin ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Benaissa ve ark. (2017)
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus casei ile PAS ortamina domates suyu ve maya
ekstrakti ilave ederek MRS ile karsilagtirmali deneyler yapmis ve benzer biyokiitle
verimleri elde etmistir. Krischke ve ark. (1991), L. casei subsp. casei ile maya ekstrakti
ve hidrolize PAS kullanilarak 0,92 g/g laktik asit doniisiim orani raporlamistir.
Aeschlimann ve Von Stockar (1990) ise, maya ekstrakti ilavesiyle Lactobacillus
helveticus kullanarak bu degeri 0,34 g/g'den 0,92 g/g'e yiikseltmistir. Chiarini ve ark.
(1992) pancar melasi kullanimi ile benzer verim elde etmislerdir. Ancak Guerra ve ark.
(2001), Lactococcus lactis ile PAS ortaminda 0,41 g/L biyokiitle iiretirken, MRS
ortaminda bu degerin 1,56 g/L’ye ¢iktigini raporlamistir.

Ghasemi et al (2009), Macwan et al (2016), Rama et al (2019), Panesar et al (2010)
ve Sharma et al (2021) gibi farkli arastirmacilar; Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
mesenteroides, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ve L. plantarum
gibi LAB suslartyla PAS’1n hiicre canliligy, laktoz tiikketimi, laktik asit iiretimi, proteolitik
aktivite ve amino asit salinimi gibi parametreler iizerindeki etkilerini degerlendirmistir.
Ortaya ¢ikan genel egilim, PAS'In karbon ve peptit kaynagi olarak yeterli olmakla
birlikte, ortamda ek azot kaynagina ihtiya¢ duyuldugudur. Bu amagcla, Hayek ve ark.
(2019), LAB biiylimesini desteklemek i¢in ortama mangan siilfat (MnSOa4-5H20) ve

magnezyum siilfat (MgSOa.-7H-0) gibi iz elementlerin dahil edilmesini 6nermektedir.

2.4. Antimikrobiyal Ozellikli Biyoplastikler

Biyoplastiklerin iiretimi kadar, bu malzemelerin islevsel niteliklerle donatilmasi
da son yillarda arastirmacilarin ilgisini ¢eken 6nemli konulardan biridir (Syafiq ve ark.,
2020). Bu baglamda, biyoplastiklere antimikrobiyal 6zellik kazandirilmasi yaygin bir
strateji olup, 6zellikle gida ambalaj uygulamalarinda oldukga etkilidir. Esansiyel yaglar
(EY), bu tiir islevsellestirmelerde en sik kullanilan dogal katki maddeleri arasinda yer
almakta ve gidalarin raf dmriinli uzatma potansiyelleriyle dikkat cekmektedir (Klinmalai

ve ark., 2021; Syafiq ve ark., 2020). Bitkilerden elde edilen bu ucucu bilesikler,
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bakteriyel, fungal ve maya kaynakli kontaminasyonlara karsi genis spektrumlu
antimikrobiyal etki gostermektedir (Campos-Requena ve ark., 2017, 2018; Suppakul ve
ark., 2003).

Ayrica EY’ler; kozmetik, farmasotik ve gida endiistrilerinde dogal ve giivenli
antimikrobiyal ajanlar olarak da onerilmektedir (Cruz-Tirado ve ark., 2020; Feyaerts ve
ark., 2020; Klimek-Szczykutowicz ve ark., 2020; Taban ve ark., 2020). Elektron
mikroskobu kullanilarak yapilan caligmalarda, 6rnegin Escherichia coli hiicrelerinde,
EY’lerin hiicresel yapilar1 bozarak sitoplazmik bilesenlerde pihtilasmaya neden oldugu
gosterilmistir (Cox ve ark., 2000; Song ve ark., 2018). Geleneksel plastiklerle
karsilagtirildiginda biyopolimerlerin; kirilgan yap1, diisiik mekanik mukavemet, yiliksek
gaz gecirgenligi ve diisiik su bariyeri gibi dezavantajlara sahip oldugu bilinmektedir (dos
Santos Caetano ve ark., 2018). Ancak, bocaiuva unu ve karanfil yagi iceren biyopolimer
filmler iizerine yapilan caligmalarda, EY ilavesiyle kopma uzamasi gibi fiziksel
ozelliklerin gelistirilebildigi tespit edilmistir (da Silva ve ark., 2020).

Klinmalai ve ark. (2021), PLA ve PBAT temelli polimerlere %30-70 oraninda
karvakrol 1ilavesiyle gerceklestirdikleri c¢alismalarinda, karvakroliin  yalnizca
antimikrobiyal etki degil ayn1 zamanda plastiklestirici ve mekanik iyilestirici etkiler de
sundugunu raporlamiglardir. Bu calismalarda, polimer—EY kombinasyonlarinin mantar
gelisimini geciktirdigi ve gidalarin raf dmriinii 2,0-2,3 kat artirdig1 gosterilmistir. Benzer
sekilde, nisasta bazli biyoplastiklerin EY takviyesiyle stabilite ve fonksiyonelliklerinin
korundugu da ¢ok sayida ¢alismada rapor edilmistir (de Barros Fernandes ve ark., 2014;
do Evangelho ve ark., 2019; dos Santos Caetano ve ark., 2018; Ghasemlou ve ark., 2013;
Liang ve ark., 2012; Oriani ve ark., 2014; Sari ve ark., 2020; Varona ve ark., 2011).
Bununla birlikte, EY’lerin antimikrobiyal etkinligi hem kullanilan EY tiirline hem de
biyopolimerin kimyasal yapisina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Syafiq ve ark.,
2020).

Nisasta bazli biyoplastiklere EY ilavesiyle antimikrobiyal 6zellik kazandirilmasi
lizerine yapilan ¢aligmalar giderek artmaktadir. Syafiq ve ark. (2020), bu ¢alismalar1 gram
pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus ve gram negatif bakterilerden Escherichia
coli bazinda inhibisyon zonu 6l¢iimlerine gore siniflandirmistir. Bu ¢alismalar, Citrus x
limon, Mentha pulegium, Cinnamomum L., Lavandula, Lippia graveolens HBK,
Origanum vulgare, Oleum Azadirachta indica, Melissa officinalis, Melaleuca
alternifolia, Lavandula angustifolia, Curcuma longa, Ziziphora clinopodioides, Vitis

vinifera ve Zataria multiflora Boiss gibi bir¢ok bitki tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin,
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genis mikrobiyal ve fungal spektruma karsi etkili antimikrobiyal ajanlar olarak
kullanilabilecegini ortaya koymustur (Syafiq ve ark., 2020).

Bu baglamda, Lamiaceae familyasina ait aromatik bir bitki olan Satureja
hortensis (SH), hem baharat hem de dogal gida koruyucu olarak uzun siiredir
kullanilmakta olup, ekstraktlarinin ve ugucu yaglarinin giiglii antioksidan, antibakteriyel
ve antifungal ozellikler tagidig: bildirilmektedir (Seyedtaghiya ve ark., 2021). Alan ve
ark., (2016), Bacillus subtilis ATCC 6633 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923
suslarina kars1 SH-EY ’nin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ve 60 puL
konsantrasyonunda 27 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugunu raporlamislardir.
Ayni ¢alismada, SH-EY'nin S. cerevisiae tizerinde 20 mm ¢apinda inhibisyon olusturarak
en giiclii antifungal etkiyi sagladigi belirtilmistir.

Doénmez ve ark. (2022) farkli Satureja tiirlerinin (Satureja cuneifolia, Satureja
spicigera, Satureja thymbra, Satureja hortensis, Satureja cilicica) EY’lerinin, fasulye
bitkilerinde yaygin yaprak yanikligina neden olan Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli ve
Xanthomonas citri subsp. fuscans suslarina karsi in vitro antimikrobiyal etkinliklerini
degerlendirmistir. SH-EY, bu calismada 43,16 mm ile en genis inhibisyon zonunu
olusturmustur.

SH-EY nin kimyasal bilesimi lizerine yapilan analizlerde ana bilesenlerin timol
(%41,28), y-terpinen (%37,63), p-simen (%12,2) ve a-terpinen (%3,52) oldugu ortaya
konmustur. Aym1 ¢alismada, SH-EY'nin E. coli O78:K80 ve Salmonella enteritidis
ATCC13076 suslarina kars1 sirastyla 32 + 3 mm ve 38 =4 mm capinda inhibisyon zonlar1
olusturdugu ve E. coli'de biyofilm olusumunu anlamli diizeyde engelledigi belirtilmistir
(Seyedtaghiya ve ark., 2021).

Shojaee-Aliabadi ve arkadaslar1 (2013), SH-EY ile formiile edilmis biyolojik
olarak parcalanabilir kappa-karragenan bazli filmleri optik, mekanik, bariyer ve
antioksidan 6zellikler acisindan degerlendirmistir. Ayrica bu filmlerin S. aureus, Bacillus
cereus, E. coli, S. Typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa iizerindeki antimikrobiyal
etkisi incelenmistir. SH-EY katkis1 ile hazirlanan filmler su buhari bariyerinde anlaml
artis gostermis, esneklik ve apaklik kazanirken, kirilma dayanimi azalmistir. %3 SH-EY
iceren filmlerin, dogrudan temas yoluyla bu bakterilere kars1 sirasiyla 20 mm, 14,8 mm,
18,08 mm, 12,76 mm ve 11,84 mm c¢aplarinda inhibisyon zonu olusturdugu; buhar
difiizyon yontemiyle ise 19 mm, 12 mm, 16 mm, 11 mm ve 7,95 mm inhibisyon bolgeleri

sagladigi rapor edilmistir.
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SH-EY’nin dogrudan mikrobiyal inhibisyona dair etkileri literatiirde genis yer
bulmus olmakla birlikte, SH-EY katkil1 biyoplastiklerin hem antimikrobiyal etkinligi
hem de mekanik 6zelliklerine etkileri lizerine yapilan c¢aligmalar sinirli sayidadir. Bu
alandaki bilgi eksikligi, SH-EY temelli biyoplastiklerin potansiyelini tam anlamiyla

ortaya koyabilmek i¢in ileri arastirmalara ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. EPS Calismalan

3.1.1. LAB Suslarinda EPS iiretimi ve optimizasyonu

LAB EPS iiretimi icin MAUN Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonunda bulunan ve daha onceki ¢aligmalarda gida kaynakli iirinlerden (Mus
Kasari, anne siitli, manda siitii, esek siitii, ev yapimi fermente sucuk gibi) izole edilmis ve
baz1 probiyotik Ozellikleri arastirilmis olan Enterococcus faecium, Lactobacillus sakei,
Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis cremoris, Lactococcus lactis, Weissella
confusa, Lactobacillus plantarum suslar1 kullanilmistir (Onur ve Onlii, 2021, 2024).
Uretim &ncesinde bu suslar 6ncelikle aktivasyon islemine tabi tutulmustur. Aktivasyon
amaciyla, her bir donmus stok kiiltlirden aseptik kosullar altinda steril bir 6ze yardimiyla
ornek alinarak, 10 mL MRS (De Man, Rogosa and Sharpe, Biolife, Italya) besiyerine
inokiile edilmis ve 37 °C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir (WiseCube WIG 105,
Giliney Kore). Bu iglemle birlikte bakterilerin canlilik kazanmasi1 ve logaritmik faza gecisi
saglanmistir. Aktivasyon sonrasinda, elde edilen kiiltiirden 1 mL alinarak taze MRS
ortamma 1:100 oraninda transfer edilmis ve ikinci bir gecis inkiibasyonu
gerceklestirilmistir. Bu ardisik gecis, suslarin metabolik aktivitesini artirmak ve olasi
stres yanitlarini en aza indirmek amaciyla uygulanmistir.

Inkiibasyonun ardindan, her bir aktif kiiltiirden almnan 1 mL 6rnek, seri diliisyon
yontemi kullanilarak steril peptonlu su (%0.1 pepton Merck, Almanya) igerisinde
10~""den 10 "'ye kadar seyreltilmistir. Her bir diliisyondan 100 uL’lik hacim, MRS iceren
steril petri kutularina ylizey yayma yontemiyle ekilmis ve plaklar 37 °C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda, iizerinde 30-300 koloni olusan petri kutular1 segilerek
koloni olusturan birim sayis1 (KOB/mL) hesaplanmistir. Bu degerlere gore baslangic
kiiltiirleri uygun hacimlerde seyreltilmis ve her sus i¢in canli hiicre konsantrasyonu
yaklasik 108 KOB/mL olacak sekilde standardize edilmistir. Bu sayede deneysel
caligmalarda tiim suslarin esit baslangic yogunluguna sahip olmasi saglanmis ve
karsilagtirmali degerlendirmelerin biyolojik gegerliligi giivence altina alinmistir.

Azot kaynagi taramasinda MRS’nin baz kompozisyonu korunmus, ilave azot
kaynag1 olarak pepton, yeast ekstrakt ve beef ekstrakt ayri deney kollarinda %2 (w/v)
diizeyinde denenmistir. Baslangi¢ pH’s1 6,7°ye ayarlanmis erlenlerde 37 °C’de 24 saat

siire ylriitiilen fermentasyonlar sonunda hiicreler uzaklastirilarak siipernatantlar EPS
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verimi agisindan degerlendirilmistir. Bu ilk taramada yeast ekstrakt, suslarin ¢ogunda
anlamli diizeyde daha yiiksek EPS vermis; bunun {izerine yeast ekstrakt i¢in %1, %2, %3
ve %5 (w/v) konsantrasyon gradyani test edilmistir (JuraSkova ve ark., 2022; Serensen
ve ark., 2022a; Yadav ve ark., 2024).

Karbon kaynagi taramasi yeast ekstrakt i¢in en iyi konsantrasyon sabitlenerek
yiritilmistir. Stikroz, laktoz, glikoz ve fruktoz, her biri %5 (w/v) diizeyinde denenmis;
37 °C ve 24 saat inkiibasyon kosullarinda en yiiksek verim siikrozda goézlenmistir.
Ardindan siikroz i¢in %5, %10, %15 ve %20 (w/v) gradyani ¢alisilmis; yiiksek siikroz
derisimlerinde ortam viskozitesi ve ozmotik baskinin kiitle transferini sinirlama ihtimali
izlenmis, pH diislis profilleri kayda geg¢irilmistir (Fuso ve ark., 2023; Nguyen ve ark.,
2020; Serensen ve ark., 2022b).

Proses optimizasyonunda azot ve karbon i¢in belirlenen en iyi kosullar sabit
tutularak baslangi¢ pH (5,5; 6,0; 6,5; 7,0), sicaklik (25 °C; 30 °C; 37 °C) ve inkiibasyon
stiresi (24; 36; 48; 72 saat) ardisik tek-degisken yaklagimiyla taranmistir. Tiim kosullarda
birincil yanit EPS verimi (g/L); ikincil yanitlar reolojik goézlemler ve kurutulmus

polimerin islenebilirligi olmustur (Yadav ve ark., 2024; Juraskova ve ark., 2022).

3.1.2. EPS ekstraksiyonu ve kurutma

Fermentasyon sonunda kiiltiirler 4 °C’de yiiksek hizda santrifiij (Niive 800r,
Belgika) edilerek hiicresiz siipernatant elde edilmis ve EPS ilk olarak etanol ile
coktiiriilmiistiir. Bu amagla siipernatant iizerine buz banyosunda ve siirekli nazik
calkalama altinda hacmin 2,5-3 kat1 soguk mutlak etanol damla damla eklenmis; karisim
4 °C’de 24 saat boyunca orbital calkalayicida tutulmustur. Etanol varli§inda polimer—
¢oziicii etkilesimlerinin zayiflamasiyla EPS agregasyonu saglanmig, ardindan 4 °C’de
santrifiijle yar1 saydam-beyaz pelet toplanmistir. Elde edilen ¢okelti minimal hacimde
soguk saf suda c¢oOzdiriilmiis ve ko-¢okelmis olabilecek protein safsizliklarini
uzaklastirmak {iizere trikloroasetik asit (TCA) ile deproteinizasyon yapilmistir. TCA
ilavesi buz lizerinde yavasca gerceklestirilmis, 4 °C’de bekleme ve santrifiij sonrasinda
protein fraksiyonu c¢oktiiriilmiistiir. TCA islenmis iist faz, asit kalintilar1 ve lipofilik
safsizliklar1 azaltmak amaciyla soguk dietil eterle yikanmis, bu noktada DNA giderimi
uygulanmamistir. Sonrasinda EPS fraksiyonlar1 6nceden tartilmis kapsiillere alinarak 37
°C’de inkiibatorde sabit kiitleye ulagincaya kadar kurutulmustur (Yadav ve ark., 2024;

Juraskova ve ark., 2022; Serensen ve ark., 2022).
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Azot ve karbon taramalarinda tek yonlii ANOVA, konsantrasyon gradyanlarinda
tek faktorli ANOVA ve Tukey HSD, proses optimizasyonunda ise ardisik tek-degisken
stratejisi kullanilmis; anlamlilik diizeyi o= 0,05 olarak alinmistir. Optimum kosullar, EPS
verimi yiiksek, kurutma ve yeniden ¢oziindiirme kolaylig1 iyi ve proses Ol¢eklenebilirligi
elverigli olan kombinasyonlar arasindan segilmistir (Nguyen ve ark., 2020; Serensen ve

ark., 2022a).
3.2. THP Calismalari

3.2.1. LAB suslarinin peyniralti suyunda THP iiretim oranlarinin tespiti

LAB THP iiretimi i¢in EPS calismasinda kullanilan suslar degerlendirilmistir.
Ayrica aktivasyon c¢aligsmalari EPS ¢alismasinda oldugu gibi yiiriitilmiistiir.

Bu calismada kullanilan LAB suslari, 90 mL hacminde PAS igeren steril 100
mL'lik cam siselerde aerobik kosullar altinda kiiltiirlenmistir. PAS, yerel bir peynir
tireticisinden (Mus, Tirkiye) temin edilmistir. Temin edilen PAS, peynir iiretimi
sonrasinda lor liretimi amaciyla 1s1l isleme tabi tutulmus durumdadir. PAS, kullanilmadan
once 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavlanmis, ardindan 4 °C’de 6n sogutulmus ve
6500 x g’de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek icerisinde bulunan kaba partikiiller ve
tortular uzaklastirilmistir. Elde edilen siipernatant, pH 6.7’ye ayarlanmak tizere SN NaOH
cozeltisi ile notralize edilmistir. pH ayarmin ardindan ikinci kez 121 °C’de 15 dakika
stireyle otoklavlanarak mikrobiyal kontaminasyona kars1 giivenli ve rafine bir besiyeri
elde edilmistir (Alkan ve ark., 2019). Bu hazirlanan PAS ortamina daha 6nceden 10®
KOB/mL’ye ayarlanmis bakteri kiiltiirleri inokiile edilmistir. Tiim suslar, 37 °C’de 24
saat boyunca sabit sicaklikta inkiibe edilerek biliylimeleri saglanmistir (Zhang ve ark.,
2016). Inkiibasyon siiresi sonunda, gelismis kiiltiirler 4 °C’de 20 dakika siireyle 5000
rpm’de santrifiijlenerek THP elde edilmistir. Elde edilen peletler, hiicre dis1 safsizliklarin
uzaklastirilmas1 amaciyla hacminin ii¢ kat1 kadar %0.9’luk steril NaCl c¢ozeltisi ile
siispanse edilmis ve bu siispansiyon tekrar 4 °C’de 20 dakika boyunca 5000 rpm’de
santrifiijlenmistir. Bu yikama islemi bir kez daha tekrarlanarak daha saf bir hiicre
biyokiitlesi elde edilmistir. Nihai olarak elde edilen hiicre pelletleri oda sicakliginda steril
kosullar altinda kurutulmus ve ileri analizler i¢in kullanilmak iizere saklanmistir
(Kunasundari ve ark., 2013). Elde edilen kuru hiicre biyokiitlesinde (THP) temel makro
bilesen analizleri gergeklestirilmistir. Protein icerigi, toplam azotun 6.25 ile ¢arpilmasi

esasina dayanan klasik Kjeldahl yontemi ile hizmet alim1 yoluyla belirlenmistir (Horwitz,



23

1975; ISO 1871, 2009). Yag icerigi, gravimetrik yontem esas alinarak belirlenmis (ISO
1443, 1973), toplam karbonhidrat miktar1 ise fenol-siilfiirik asit yontemi kullanilarak

glikoz esdegeri cinsinden hesaplanmistir (DuBois ve ark., 1956).

3.2.2. THP iiretim optimizasyonu

PAS, igerdigi proteinler sayesinde LAB’lar icin kismen yeterli bir azot kaynagi
olarak degerlendirilse de, pek ¢ok LAB tiirii optimum biiyiime ve metabolik aktivite i¢in
dissal azot takviyelerine ihtiya¢ duymaktadirlar (Benaissa ve ark., 2017). Bu dogrultuda,
PAS ortaminda LAB iiretim verimliligini artirmak amaciyla, etkili azot kaynaginin
secimine yonelik olarak yerel saticilardan temin edilmisg, son kullanma tarihi gegmis atik
durumundaki kirmizi mercimek, yesil mercimek ve nohut unlarindan bitkisel ekstraktlar
elde edilmistir. Azot ekstraktlari, Aydemir ve ark. (2014) tarafindan 6nerilen yonteme
uygun olarak hazirlanmistir. Bu kapsamda, 500 mg nohut unu 5 mL deiyonize su i¢inde
25 °C’de orbital calkalayicida 1820 saat boyunca karistirilmistir. Elde edilen
siispansiyon 5000 rpm’de, 25 °C’de 30 dakika santrifiijlenmis ve berrak siipernatant
etivde 24 saat boyunca kurutulmustur. Kurutulan ekstraktlar kazinarak havanda
ogiitiilmiis ve 150 mikron eleklerden gegirilerek standart hale getirilmistir.

Calismanin bu adiminda LAB-THP {tiretim oranina gore L. garvieae se¢ilmistir.
THP iceriginde protein iiretiminin artirilmasina yonelik olarak PAS, %1 (w/w) oraninda
farkl1 azot kaynaklar1 (kirmizi mercimek unu, yesil mercimek unu, nohut unu) ile
desteklenmigtir. Hazirlanan ortama daha onceden 10® KOB/mL’ye ayarlanmis bakteri
kiltiirii inokiile edilmis ve 37 °C’de 24 saat boyunca sabit sicaklikta inkiibe edilerek
bliylimeleri saglanmistir. Calismalar sonucunda nohut ekstrakti en yiiksek verimi
saglamis ve bu ekstraktin etkili konsantrasyonunun tespiti i¢in %1, 1,5, 2 ve 3 oranlari ile
calisma siirdliriilmistiir.

Karbon kaynaklarinin etkisinin tespit edilmesi i¢in en uygun nohut ekstrakt
konsantrasyonu ile desteklenmis PAS ortami1 %35 oraninda farkli karbon (glikoz, fruktoz,
siikroz ve laktoz) kaynaklari ile hazirlanmistir. inkiibasyon sartlar1 (108 KOB/mL, 37 °C,
24 saat) sabit tutulmustur. En uygun karbon kaynagi olarak siikrozun tespitinden sonra
siikroz konsantrasyonlart %10, %15, %20 (w/w) oranlarinda azot kaynag: ile
desteklenmis PAS ortamina ilave edilerek caligsmalar siirdiiriilmiistiir. Daha sonra
fermantasyon sirasiyla azot ve karbon kaynagi ile desteklenmis PAS ortaminda farkl
sicaklik (30, 37, 40 veya 42°C), pH (5, 6, 7 (kontrol) ve 8) ve inkiibasyon kosullarinda
(24, 36, 48 ve 72 saat) THP iiretimi gergeklestirilmistir (Hussein ve ark., 2015).



24

3.3 LAB EPS ve THP Temelli Biyoplastik Uretimi

LAB-THP ve LAB-EPS kullanilarak biyoplastik iiretimi i¢in Marichelval ve
digerleri (2019) tarafindan Onerilen misir ve piring nisastast temelli biyoplastik
iiretimindeki nisasta, THP ve EPS ile ikame edilmistir. Burada onerilen nisasta, gliserol,
sitrik asit, jelatin i¢in (X:3:1:2 — w/w) oranlar1 kullanilmistir. Calismada THP ve EPS
oraninin etkisinin tespiti i¢in literatiirde ifade edildigi gibi gliserol, sitrik asit ve jelatin
3:1:2 oraninda sabit tutularak THP ve EPS miktar1 (agirlik¢a %5, 7,5 ve 10, 12,5)
degistirilmistir. Karistm 100 mL distile suya tamamlanmis (Marichelvam ve ark., 2019)
180 rpm'de 10 dakika karigtirllmis daha sonra karisim 70 °C'de 1sitic1 plaka (Velp
Scientifica Are, Italya) iizerinde 1sitilarak plastiklesme gerceklesene kadar manuel
karistirma yapilmistir (Muscat ve ark., 2012; Souza ve ark., 2013). Homojenizasyon
probleminin bertaraf edilmesi icin biyoplastikler kaliba alinmadan once 15 dakika
ultrasonik karistiricida  karigtirllmistir. Daha sonra teflon kapli kalip iizerine karigim
diizgiin bigimde dokiilerek 3-4 giin oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

Biyoplastikler i¢in en 6nemli analiz serisi olan mekanik testler ASTM D882 (Imm
altinda kalinliga sahip malzemeler) standartlarina gore yiiriitiilmiistiir (ASTM, 2018).

Cekme testi, Testometric Machine kullanilarak hizmet alimi yolu ile
gerceklestirilmistir. Numuneler oda sicakliginda saklanarak testler ayni sicaklik ve nem
kosullarinda gerceklestirilmistir (Marichelvam ve ark., 2019).

Nem igerigi testi, filmlerin agirlik kaybi dlgtilerek hesaplanmistir. Yas agirliklar:
belirlenen biyoplastikler, sabit bir kuru agirlik elde edilene kadar 110 °C'de etiivde
kurutulduktan sonra tekrar tartilarak agirliklart kaydedilmistir (Marichelvam ve ark.,
2019). Nem icerikleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

Nem Icerigi (%) = [(Wi— Wf)/Wi] x 100 (1)

Wi: baslangigtaki agirlik

WH{: son agirliktir.

Suda ¢oziiniirliik testi i¢in film numuneleri 2.0 cm?1ik kesitler halinde kesilerek
kuru film kiitlesi 6l¢iilmiistiir. Numuneler 100 mL distile suya daldirilarak 25 °C'de 6 saat
boyunca 180 rpm'de sabit ¢alkalama yapilmistir (Ghasemlou ve ark., 2013). Filmin kalan
kisimlar1 6 saat sonra siiziilecek ve nihai bir sabit agirlik bulunana kadar 110°C'de etiivde
kurutulmustur (Gaspar ve ark., 2005). Toplam ¢6ziiniir madde yiizdesi (% ¢oziiniirliik)
denklem (2)’ye gore hesaplanacaktir:

WS (%) = [(WO0 — Wf)/WO0] x 100, (2)
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burada WS suda ¢oziiniirliiktiir; WO, biyoplastiklerin baglangic agirligi ve WH,
biyoplastiklerin nihai agirligidir.

Biyobozunurluk testi igin biiyiik ebatta hazirlanan plastik numunesi 4.0 cm?'lik
parcalar halinde kesilerek bitki koklerinin yakinindan alinan hafif nemli 500 gr toprak
numunesinde oda kosullarinda 60 giin boyunca 2 ve 3 cm derinlikte bekletilmistir.
Bekleme siiresinin 15., 30. Ve 60 giinlerinde numuneler alinarak biyobozunurluk
hesaplamalar1 denklem 3’e gore yapilmustir.

Kilo Kaybi (%) = [(Wo - W)/Wo] x 100, 3)

Wo ve W, numunelerin testten 6nceki ve sonraki agirliklaridir (Marichelvam ve
ark., 2019).

Filmlerin ylizey ve kesit mikro yapilar1 sirasiyla 100x, 250x, 500x ve 1000x
biiyiitmelerle hizmet alim1 yoluyla taramali elektron mikroskobu (FESEM, Zeiss Gemini
500, Almanya) kullanilarak degerlendirilmistir. Altin kaplama islemleri hizmet aliminin
gercgeklestirildigi (Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi) SEM
numune hazirlama laboratuvarinda gerceklestirilmistir (Marichelvam ve ark., 2019).

Termal kararhiligin tespiti optimum numunede termogravimetrik analiz cihazi
(Perkin Elmer, Diamond, Amerika) ile hizmet alimi (Erciyes Universitesi Teknoloji

Aragtirma ve Uygulama Merkezi) yoluyla yapilmstir.

3.3. Antimikrobiyal Biyoplastik Uretimi

Optimum oranlar1 “LAB THP Temelli Biyoplastik Karakterizasyonu’ agamasinda
tespit edilmis %]12.5 oraninda LAB-THP; Gliserol; Jelatin karistmina Prof. Dr. Sedat
BOZARTI’dan temin edilen SH-EY farkli oranlarda (agirlik¢a %1, 2, 3) ilave edilerek
antimikrobiyal 6zellikli biyoplastik {iretilmistir (Bozar1 ve ark., 2017). SH-EY matrise
ilave edilmeden once homojen dispersiyon i¢in SH-EY, Tween 80 ile 1:1 (w/w) oranda
on-emiilsifiye edilmis, boylece Tween 80 miktar1 SH-EY ye sabit oranda baglanmistir.
Antimikrobiyal 6zellik belirleme testlerinde negatif kontrol olarak %12.5 LAB THP
temelli biyoplastikler kullanilmistir.

Hazirlanan aktif biyoplastiklerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek ig¢in
literatiirde biyoplastik testlerinde yaygin olarak kullanilan Kirby-Bauer testi
uygulanmistir (Bauer ve ark., 1966). Bu amag igin patojen olarak secilen 2x10% KOB/ml
standardize edilmis Jenerik E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923 ve S.
Typhimurium uygun kati besiyerlerine (Triptik Soy Agar, Merck, Almanya) yayma ekim
yontemi ile inokiile edilmis ve 1 cm?’lik LAB THP temelli biyoplastik parcalar steril pens
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yardimi ile petrilere yerlestirilmistir. 24 saat 37°C’de inkiibasyonun ardindan zon
olusumu gozlenmis ve sonuglar inhibisyon zonlarinin ¢ap1 (numune etrafindaki berrak
hale) milimetre (mm) cinsinden Ol¢iilerek degerlendirilmistir (Goémez-Heincke ve ark.,
2016). Daha sonra biyoplastik kiiltiir ortamindan ayrilmis olarak Petri kab1 kapaginin i¢
kismina yerlestirilerek buharlagma yoluyla antimikrobiyal etkinlik test edilmistir
(Gomez-Heincke ve ark., 2016). Deneylerde kullanilan bakteri tiirleri £. coli ATCC
25922, S. aureus ATCC 25923 ve S. Typhimurium olup, her biri yaklasik 2x10® KOB/mL
baslangic konsantrasyonuna ayarlanmistir. Her bakteri tiirii i¢in 3 kontrol Ornegi
(biyoplastik igermeyen) ve her EY konsantrasyonu (%1, %2 ve %3) icin 3’er deneysel
tekrar olmak iizere toplamda 12 tekrar yapilmistir. Ugucu bilesiklerin etkisini test etmek
amaciyla, her Petri kabinin kapagma 1 cm? biyoplastik film yerlestirilmis ve kapaklar
kapatilmistir. Petri kaplar1 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
ardindan her Petri kabinin yiizeyi 2 mL steril %0.1 pepton suyu ile nazik¢e kazinarak
stispansiyon haline getirilmistir. Bu siispansiyondan 1 mL alinarak ardisik olarak 6 tiipte
seri 1:10 diliisyon yapilmustir. Altinc: tiipten (107 seyreltme) 100 pL alinarak steril
besiyeri igceren 3 farkli petri kabina (kontroller dahil 36 adet) yiizey ekimi yapilmis ve
koloniler 24 saatlik inkiibasyon sonunda sayilmistir. Her bir kosul i¢in koloni sayilarinin
ortalamasi alinarak antimikrobiyal etkinlik belirlenmistir.

Veriler, tekrarlarin ortalama + standart sapmasi (SD) ile sunulmustur. Son olarak
tiretilen antimikrobiyal biyoplastik i¢in; SH-EY’nin biyoplastik yapisina etkilerinin
tespitine yonelik “Biyoplastik Karakterizasyonu” asamasinda belirtilen karakterizasyon

calismalar1 uygulanmistir.

3.4. Kimyasal Analizler

PAS ve THP karakterizasyonu i¢in yapilan kimyasal analizlerde literatiirde
kullanilan standart yontemler dikkate alinmis, analizler ii¢ tekrarli olarak yapilarak
ortalama degerlerler raporlanmistir.

KOI analizi, numunelerdeki oksitlenebilir organik madde miktarin1 belirlemek
i¢in kullanilmistir. Analizlerde ticari dichromate KOI kiti (Matriks 1.199.15000 KOI Test
Kiti 0-15000 mg/L) kullanilmistir. Y ontemin prensibi, potasyum dikromat ile siilfiirik asit
varliginda organik maddelerin oksitlenmesine dayanmaktadir. KOI testine 2 ml numune
ilave edilerek 150°C’de 2 saat reaksiyon gerceklestirilmis, kitlerin sogutulmasi
sonrasinda Matriks fotometrede dogrudan mg/L cinsinden KOI 6l¢iimii yapilmistir (ISO,

2002).
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Toplam azot ve ham protein igerikleri, hizmet alim1 yoluyla (Van Yiiziinci Y1l
Universitesi Bilim Uygulama ve Arastirma Merkezi) Kjeldahl metodu kullanilarak analiz
edilmistir (ISO, 2009). PAS numunelerindeki toplam fosfor, nem orani ve kiil igerigi
atiksulara dair standart metodlarla belirlenmistir (Bridgewater, 2017).

Toplam karbonhidrat miktar1 fenol-siilfiirik asit yontemi ile belirlenmistir. Bu
kolorimetrik yontemde, numunedeki karbonhidratlar siilfiirik asit varliginda 1s1 etkisiyle
furfural tiirevlerine doniistiiriilmiis, olusan bilesikler fenol ile reaksiyona girerek sari-
turuncu renkli bir kompleks olusturmustur. Renk yogunlugu, karbonhidrat
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak 490 nm dalga boyunda spektrofotometrik
(Agilent Cary 60 UV-Vis) olarak 6l¢iilmiis ve standart glikoz egrisi kullanilarak toplam
karbonhidrat miktar1 hesaplanmistir (Nielsen, 2010).

THP ve PAS orneklerindeki yag miktari, klasik soxhlet yontemiyle belirlenmistir
(Min ve Steenson, 1998). Numuneler tamamen kurutulduktan sonra o6giitiilerek yiizey
alan1 artirtlmistir ve seliiloz kapsiiller igine yerlestirilmistir. Soxhlet diizeneginde uygun
n-heksan kullanilarak 6 saat boyunca siirekli ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyon
tamamlandiginda ¢oziicii rota evaporatdrde uzaklastirilmis, geri kalan yag kurutulup

tartilmagtir.

3.5. istatistiksel Analizler

Tiim deneysel veriler ii¢ tekerriir (n=3) lizerinden elde edilmis ve ortalama =+
standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Elde edilen sonuclar arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek amaciyla ANOVA uygulanmustir.
Gruplar aras1 farklarin hangi diizeyde anlamli oldugunu tespit etmek i¢in Tukey’nin
Diiriistce Onemli Fark (Tukey HSD — Honestly Significant Difference) testi
kullanilmistir. Téim analizlerde anlamlilik diizeyi p < 0.05 olarak kabul edilmistir.
Istatistiksel hesaplamalar IBM SPSS Statistics (v25.0, IBM Corp., Armonk, NY, USA)

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.



4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 EPS Uretimi, Optimizasyonu ve Biyoplastik Uretimi

4.1.1 EPS iiretimi icin uygun sus secimi
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Biyoplastik iiretimi i¢in suglarin EPS {iretim potansiyeli arastirilmistir. EPS

tiretimi kullanilan LAB susunun genetik ve metabolik kapasitesine bagli olarak énemli

farkliliklar gosterebilmektedir. Bu nedenle, ¢alismada farkli LAB tiirleri degerlendirilmis

ve EPS sentezi acisindan en yiiksek verim saglayan suslarin belirlenmesi amaglanmaistir.

Yapilan caligsmalara dair sonuglar Cizelge 4.1 sunulmustur.

Cizelge 4. 1 Farkli LAB Suslarinda EPS Uretim Miktarlar1

EPS (mg/L)

Bakteri Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama + SD
L. sakei 376,0 382,0 374,0 377,40 £ 4,20
L. garvieae 406,0 446,0 398,0 416,60 + 24,80
L. lactis cremoris  696,0 608,0 652,0 652,00 + 44,00
E. faecium 266,0 258.0 268.,0 264,00 £5,20
W. confusa 486,0 504,0 456,0 482,00 £ 25,40
L. lactis 392,0 378,0 402,0 390,60 + 12,20
L. plantarum 536,0 496,0 528,0 520,00 £ 20,60

Cizelge 4.1’de elde edilen ortalama EPS iiretim miktarlarinin karsilagtirmali

olarak istatistiksel anlamliligini ortaya koymak amaciyla ise Tukey HSD c¢oklu

karsilastirma testi uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.2’de sunulmustur.”

Cizelge 4. 2 Farkli LAB suslarmin EPS iiretim miktarlari i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit _ Ust limit

E. faecium L. garvieae 152.67 0.0000  87.50 217.83
E. faecium L. lactis 126.67 0.0002  61.50 191.83
E. faecium L. lactis cremoris  388.00 0.0000  322.84  453.16
E. faecium L. plantarum 256.00 0.0000  190.84  321.16
E. faecium L. sakei 113.33 0.0006  48.17 178.50
E. faecium W. confusa 218.00 0.0000  152.84  283.16
L. garvieae L. lactis -26.00 0.8120  -91.16 39.16

L. garvieae L. lactis cremoris  235.33 0.0000 170.17 300.50
L. garvieae L. plantarum 103.33 0.0014  38.17 168.50
L. garvieae L. sakei -39.33 0.4227  -104.50 25.83

L. garvieae W. confusa 65.33 0.0492  0.17 130.50
L. lactis L. lactis cremoris  261.33 0.0000 196.17 326.50
L. lactis L. plantarum 129.33 0.0001 64.17 194.50
L. lactis L. sakei -13.33 0.9905  -78.50 51.83

L. lactis W. confusa 91.33 0.0042  26.17 156.50
L. lactis cremoris L. plantarum -132.00 0.0001  -197.16 -66.84

L. lactis cremoris L. sakei -274.67 0.0000  -339.83  -209.50
L. lactis cremoris ~ W. confusa -170.00 0.0000  -235.16 -104.84
L. plantarum L. sakei -142.67 0.0000  -207.83 -77.50

L. plantarum W. confusa -38.00 0.4600 -103.16 27.16

L. sakei W. confusa 104.67 0.0012  39.50 169.83
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Bu c¢alismada elde edilen verilerde en yiiksek tiretim L. lactis cremoris (652,00 £
44,00 mg/L), ardindan sirastyla L. plantarum (520,00 = 20,60 mg/L) ve W. confusa
(482,00 £ 25,40 mg/L) olarak belirlenmistir. En diisiik iiretim ise E. faecium’da (264,00
+ 5,20 mg/L) saptanmistir. Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) gruplar arasindaki
farkliliklarin oldukga anlamli oldugunu gostermistir (F = 83,21, p <0,0001). Tukey testi
sonuclarina gore L. lactis cremoris diger tim suslara kiyasla istatistiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksek iiretim gostermis, L. plantarum ve W. confusa da L. sakei, L. lactis
ve L. garvieae’ye kiyasla iistiin bulunmustur. L. plantarum ile W. confusa arasindaki fark
ise istatistiksel olarak anlamli degildir (p > 0,05).

Literatiirde L. lactis cremoris suslarinin genellikle 25-600 mg/L araliginda EPS
urettigi, glikoz zenginlestirilmis ortamlarda ise 956 mg/L seviyelerine ulasilabildigi
bildirilmektedir (Imran ve ark., 2016; Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-Gavilan, 2005).
Bu baglamda, calismamizda Olgiilen degerlerin {ist sinirla uyumlu ve yiiksek tiretim
potansiyelini yansittigi soylenebilir. L. plantarum igin yapilan ¢calismalarda optimizasyon
yapilmadig1 kosullarda yiizlerce mg/L diizeylerinde iiretim gerceklestigi, yanit ylizey
metodolojisi (RSM) gibi optimizasyon teknikleriyle 600 mg/L seviyelerine ulasilabildigi
ifade edilmektedir (Wang ve ark., 2017). W. confusa suslarmin ise ozellikle sukroz
zenginlestirilmis ortamlarda ¢ok daha yiiksek verimler gosterebildigi ve bazi raporlarda
gram/L seviyelerine ulasilabildigi aktarilmistir (Adesulu-Dahunsi ve ark., 2018; Jin ve
ark., 2019). E. faecium’un ise tiir ve ortam bilesimine bagli olarak daha diisiik seviyelerde
iiretim gosterdigi, ancak karbon kaynagi optimizasyonu ile g/L diizeylerine ¢ikabilecegi
bilinmektedir (Abdel-monem ve ark., 2025). L. sakei ve L. garvieae’nin ise literatiirde
EPS iiretimi bildirilmis olmakla birlikte, elde edilen verimlerin genellikle diisiik oldugu
ancak pH ile karbon kaynagina olduk¢a duyarli degiskenlik gosterdigi vurgulanmaktadir
(Elmansy ve ark., 2022; Imran ve ark., 2016; B. Wang ve ark., 2019).

Sonug olarak, L. lactis cremoris’in EPS {iretiminde temel iiretici sus olarak one
ciktig, L. plantarum ve W. confusa’nin ise uygun ortam kosullarinda optimizasyon ile
yiiksek verim saglayabilecek potansiyele sahip olduklari goriilmektedir. Bu durum,
calismada elde edilen istatistiksel bulgular ile literatiir verilerinin uyumlu oldugunu
ortaya koymaktadir. Ayrica, EPS iiretiminde pH, karbon ve azot kaynaklar ile iz
elementlerin kritik rol oynadig1 dikkate alindiginda, ilerleyen asamalarda bu
parametrelerin optimize edilmesinin 6zellikle yiiksek verim potansiyeli gosteren suslarda

tiretim kapasitesini artirabilecegi degerlendirilmektedir (Nguyen ve ark., 2020).
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4.1.2 EPS iiretiminde karbon kaynag1 ve konsantrasyonunun etkisi

Mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri ve polimer sentez kapasiteleri,
kullanilan karbon kaynaginin tiiriine ve konsantrasyonuna dogrudan baglidir. Bu nedenle
farkli karbon kaynaklarinin EPS iiretim miktarina etkisinin belirlenmesi, optimum tiiretim
kosullarinin saptanmasi ac¢isindan kritik oneme sahiptir. Karbon kaynaginin EPS

tiretimine etkilerine dair sonuglar Cizelge 4.3 te verilmistir.

Cizelge 4. 3 Karbon kaynaginin EPS iiretimine etkisi

EPS (mg/L)
Karbon Kaynag1 Tekrar I Tekrar2 Tekrar3 Ortalama + SD (mg/L)
Fruktoz 552 363 427 44733 +£94.38
Glikoz 364 291 328 327.67 £36.51
Siikroz 788 695 850 777.67+77.97

Cizelge 4.3’te farkli karbon kaynaklar1 ile elde edilen ortalama EPS iiretim
miktarlar1 gosterilmis olup, bu farkliliklarin istatistiksel anlamliligin1 ortaya koymak
amaciyla gergeklestirilen Tukey HSD coklu karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.4’°te
sunulmustur.

Cizelge 4. 4 Karbon kaynaginin EPS iiretim miktarine etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi

Grup 1 Grup?2 Ortalama fark p-degeri Altlimit Ust limit

Fruktoz Glikoz 119,67 0,1192  -25,53 264,87
Fruktoz Siikkroz -330,33 0,0010  -475,53  -185,13
Glikoz  Siikroz  -450,00 0,0002  -595,20 -304,80

Calismada karbon kaynagi olarak glikoz, fruktoz ve siikrozun %5 oraninda MRS
ortamina ilavesiyle yiiriitiilen denemelerde, EPS iiretim miktarlar1 sirasiyla siikrozda
777,67 £ 77,97 mg/L, fruktozda 447,33 + 94,38 mg/L ve glikozda 327,67 + 36,51 mg/L
olarak belirlenmistir. ANOVA sonucunda karbon kaynaklar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik tespit edilmistir (F = 29,35, p = 0,0008). Tukey coklu karsilastirma testi,
siikrozun hem fruktoz hem de glikoza gbre anlamli bicimde daha yiiksek iiretim
sagladigini (p < 0,01), fruktoz ile glikoz arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlaml
olmadigini ortaya koymustur (p > 0,05).

Stikrozun, bircok LAB’da hiicre dis1 glukansukraz/levansukraz enzimleriyle
dogrudan homopolisakkarit (HoPS) sentezine (glukan/levan) girebildigi i¢in, niikleotid-
seker basamagini atlayarak akisi hizlandirdig1 kaydedilmektedir. Bu sebeple siikroz
varhiginda EPS f{iretimi bircok susta belirgin bir sekilde artmaktadir. Sistematik
derlemeler ve yapisal/biyokimyasal ¢aligmalar, siikkrozun HoPS {iretimini tetikledigini, bu

yolda verimin mg/L’den g/L mertebesine ¢ikabildigini gostermektedir. Bulgularinizin
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“stikroz > fruktoz~glikoz” siralamasi, bu genel deseni desteklemektedir (Hussein ve ark.,
2015; Korcz ve Varga, 2021; van Hijum ve ark., 2006).

Farkli LAB tiirlerinde glikoz ve fruktozun benzer diizeyler iiretebildigi ya da sus-
ortam kombinasyonuna gore yer degistirdigi de raporlanmaktadir. Bulgularimizda
fruktoz-glikoz farkinin anlamsiz ¢ikmasi s6z konusu literatiirle uyumludur Optimize
edilmemis kosullarda LAB EPS iiretimi ¢ogu ¢alismada yaklasik 10—400 mg/L bandinda
rapor edilmektedir (Fuso ve ark., 2023; Looijesteijn ve ark., 1999).

Calismalar elde edilen verilere gore siikroz ile siirdiirtilmiistiir. Siikroz laktik asit
bakterilerinin karbon metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamakta ve EPS iiretiminde
siklikla tercih edilen bir kaynak olarak 6ne g¢ikmaktadir. Bu nedenle farkli siikroz
oranlarinin EPS sentezine etkisi arastirilmis ve elde edilen veriler Cizelge 4.5°te

sunulmustur.

Cizelge 4. 5 Siikroz oraninin EPS iiretim miktarina etkisi

EPS (mg/L)
Siikroz Oran1  Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama + SD (mg/L)
%S5 788 695 850 777,67 +£77,97
%10 898 840 1075 937,67 £+ 124,65
%15 1090 1116 1198 1134,67 + 55,66

Cizelge 4.5’te verilen ortalama {Uretim degerleri arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan Tukey HSD

coklu karsilastirma testinin sonuglari ise Cizelge 4.6’da gosterilmistir.

Cizelge 4. 6 Siikroz oraninin EPS iiretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit  Ust limit

%5 %10 -160,00 0,1644  -377,55 57,55
%5 %15 -357,00 0,0063  -574,55 -139,45
%10 %15 -197,00 0,0915  -414,55 20,55

Bu calismada, farkli siikroz konsantrasyonlarinin (% 5, 10 ve %15) EPS verimi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore siikroz diizeyinin artmasiyla
EPS iiretimi anlamli bigimde yiikselmistir. Ortalama degerler incelendiginde % 5
konsantrasyonda 777,7 = 77,9 mg/L, % 10°da 937,7 £ 124,7 mg/L ve % 15’te 1134,7 +
55,7 mg/L EPS fiiretimi tespit edilmistir. Tek yonli ANOVA analizi, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugunu goéstermistir (F = 11,87; p = 0,0082).
Tukey testi sonuclari ise bu farkin 6zellikle yiizde 5 ve yiizde 15 siikroz diizeyleri arasinda

belirgin oldugunu ortaya koymustur.
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Siikroz diizeyindeki artisin, yalnizca metabolik substrat bollugu degil, ayni
zamanda ozmotik stres kosullarini da artirarak hiicrelerin koruyucu bir mekanizma olarak
EPS iiretimini tetiklemis olabilecegi diisiiniilmektedir (Looijesteijn ve ark. 1999).
Literatiirde, siikroz varliginda LAB’nin EPS sentezini artirmasinin hiicrelerin ¢evresel
strese adaptif bir yanit1 olabilecegi bildirilmistir (Ruas-Madiedo ve De Los Reyes-
Gavilan, 2005). Bu biyokimyasal mekanizma, ¢aligmamizda gozlenen konsantrasyon
artisiyla paralellik géstermektedir.

Sonug olarak, L. cremoris ile yiiriitiilen bu ¢alismada siikroz konsantrasyonunun
EPS verimi iizerinde belirleyici bir rol oynadigi ve en yiiksek iiretimin % 15 seviyesinde
gerceklestigi ortaya konulmustur. Elde edilen bulgular, LAB temelli EPS iiretiminde
karbon kaynagi sec¢iminin kritik oldugunu vurgulayan literatiirle uyumludur. Bu
baglamda, yiiksek siikroz seviyelerinin EPS iiretimini maksimize etmesi, gida
endiistrisinde kivam artirici ve doku iyilestirici katkilarin iiretiminde potansiyel uygulama

degeri tasimaktadir.

4.1.3 EPS iiretiminde azot kaynagi ve konsantrasyonunun etkisi

Azot kaynaklari, mikroorganizmalarin hiicresel metabolizmasi ve polimer sentezi
icin temel besin bilesenlerinden biridir. Farkli azot kaynaklarinin kullanilmasi, EPS
sentezinde miktar ve kalite agisindan belirgin farkliliklara yol acabilmektedir. Bu nedenle
calismada meat ekstrakt, yeast ekstrakt ve pepton gibi farkli azot kaynaklarmin EPS

iiretimine etkisi incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.7’ de sunulmustur.”

Cizelge 4. 7 Azot kaynaginin EPS iiretim miktarina etkisi

EPS (mg/L)
Azot Kaynagt Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama + SD (mg/L)
Meat Ekstrakt 1842 1686 1283 1603,67 + 288,45
Yeast Ekstrakt 2371 2429 2226 2342,00 + 104,56
Pepton 1621 1311 1606 1512,67 + 174,81

Cizelge 4.7°de verilen tiretim degerleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak
anlamliligin1 ortaya koymak amaciyla gerceklestirilen Tukey HSD c¢oklu karsilastirma

testi sonuglari ise Cizelge 4.8’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 8 Azot kaynagimin EPS iiretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit _ Ust limit
Meat Ekstrakt ~ Yeast Ekstrakt -738,33 0,0067 -1219,1  -257,6
Meat Ekstrakt  Pepton 91,00 0,8991 -389,8 571,8

Yeast Ekstrakt Pepton 829,33 0,0040 348,6 1310,1
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Karbon kaynagi olarak %15 siikroz sabit tutuldugunda, farkli azot kaynaklarinin
EPS iiretimine etkileri belirgin olmustur. Calismamizda %2 oraninda meat ekstrakt, yeast
ekstrakt ve pepton ilavesi test edilmistir. Sonuglara gore, en yiiksek liretim yeast ekstrakt
grubunda gozlenmistir (2342,0 = 104,6 mg/L). Meat ekstrakt (1603,7 + 288,5 mg/L) ve
pepton (1512,7 + 174,8 mg/L) gruplar1 daha diisiik seviyelerde kalmistir. ANOVA
analizinde gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmus (F = 14,93; p =
0,0047), Tukey testi ise yeast ekstrakt grubunun hem meat ekstrakt hem de pepton
gruplarina kiyasla anlamli derecede yiiksek EPS iiretimi sagladigini ortaya koymustur (p
<0,01). Meat ekstrakt ile pepton gruplari arasinda ise anlamli bir fark saptanmamustir.

Literatiirde, laktik asit bakterilerinde azot kaynaginin EPS sentezi tizerinde kritik
rol oynadigi bir¢ok c¢alismada vurgulanmistir. Kapsamli derlemeler kompleks azot
kaynaklarinin (yeast ekstrakt, pepton, meat ekstrakt), inorganik azot formlarina gére EPS
verimini artirdigini vurgulamaktadir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Bu kaynaklar arasinda
ozellikle yeast ekstraktin, icerdigi serbest amino asitler, peptitler, vitaminler ve biiyiime
faktorleri sayesinde seker-niikleotit Onciillerinin biyosentezini ve glikoziltransferaz
enzimlerinin aktivitesini destekleyerek yiiksek verim sagladig: belirtilmektedir (Abe ve
ark., 2021; Liu ve ark., 2025; Macedo ve ark., 2002; Vaningelgem ve ark., 2004).

Dolayis1 ile bu ¢alismada elde edilen bulgular literatiirdeki raporlarla uyumludur.
Yeast ekstrakt, hem miktar hem de bilesim agisindan EPS sentezini destekleyen en uygun
azot kaynagidir. Meat ekstrakt ve pepton ise temel azot saglasa da, yeast ekstrakt’in
sagladig1 kofaktdr zenginligi ve metabolik destek seviyesini sunamamaktadir. Bu
nedenle, LAB temelli EPS iiretiminde azot kaynagi se¢imi kritik olup, yiiksek verim
hedeflenen optimizasyon ¢alismalarinda yeast ekstrakt’in tercih edilmesi onerilmektedir.
Azot kaynaginin tirli kadar konsantrasyonu da mikroorganizmalarin metabolik
faaliyetleri iizerinde belirleyici rol oynamaktadir. Bu kapsamda farkli oranlarda yeast
ekstrakt1 kullanilarak EPS iiretim miktarindaki degisimler incelenmis ve sonuglar Cizelge

4.9’da verilmistir.

Cizelge 4. 9 Yeast ekstrakti oraninin EPS iiretim miktarma etkisi

EPS (mg/L)
Yeast Ekstrakt Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar 3 Ortalama + SD (mg/L)
Orani
%1 1336 999 1268 1201,00 + 178,21
%2 2845 3036 2871 2917,33 + 103,59
%3 4328 5191 5410 4976,33 + 572,05

%5 7992 8879 8376 8415,67 + 444,83
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Cizelge 4.9’da elde edilen ortalama iiretim degerleri arasindaki farkliliklarin
istatistiksel acidan 6nemini degerlendirmek tizere yapilan Tukey HSD ¢oklu karsilastirma

testi sonuglari ise Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4. 10 Yeast ekstrakti oranimin EPS {iretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma
testi

Grup 1 Grup?2 Ortalama fark p-degeri Altlimit Ust limit

%1 %2 -1716,33 0,001 -2252,77  -1180,0
%1 %3 -3775,33 0,001 -4311,7  -3239,0
%1 %5 -7214,67 0,001 -7751,0  -6678,3
%2 %3 -2059,00 0,001 -2595,3  -1522,7
%2 %5 -5498,33 0,001 -6034,7  -4962,0
%3 %5 -3439,33 0,001 -3975,7 -2903,0

Calismada, %15 siikroz sabit kosulu altinda farkli yeast ekstrakt (YE)
konsantrasyonlarinin EPS {iretimine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar YE
diizeyinin artisiyla EPS veriminin dogrusal ve anlamli bigimde yiikseldigini ortaya
koymustur. %1 YE kosulunda iiretim 1201,0 £ 178,2 mg/L olarak dl¢iilmiis, bu deger %2
seviyesinde 2917,3 + 103,6 mg/L’ye, %3 seviyesinde 4976,3 + 572,1 mg/L’ye ve %5
seviyesinde 8415,7 + 444,8 mg/L’ye ulasmistir. ANOVA, gruplar arasinda ¢ok yiiksek
diizeyde anlamli fark bulundugunu gostermistir (F(3,8) =203,58; p <0,001). Tukey HSD
coklu karsilagtirmalar1 da tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundugunu ortaya koymustur (p < 0,001). Bu sonuglar, YE’nin incelenen
konsantrasyon araliginda EPS sentezini kesintisiz bi¢imde uyardigin1 gostermektedir.

Literatiirde de benzer sekilde, kompleks azot kaynagi derisiminin EPS iiretimi
lizerinde kritik rol oynadigi bildirilmistir. Ozellikle YE konsantrasyonunun artisi,
niikleotit-seker Onciillerinin biyosentezini hizlandirarak EPS verimini yiikseltmektedir
(De Vuyst ve Degeest, 1999). Bununla birlikte, farkli suslarda yiiksek azot diizeylerinin
yalnizca miktar1 degil, polimerin yapisal 6zelliklerini de degistirebildigi rapor edilmistir.
Streptococcus thermophilus 1Y03 tlizerine yapilan bir ¢alismada, kompleks azotun
artirtlmasinin tiretilen EPS’in molekiil agirhigr dagilimint degistirdigi, yliksek molekiil
agirhikli fraksiyonlardan diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlara kaymaya yol actigi
gosterilmistir (De Vuyst ve Degeest, 1999). Bu bulgu, C/N oraninin yalnizca miktar1 degil
polimer kalitesini de etkileyebilecegini ortaya koymaktadir.

Bulgularimiza gore YE konsantrasyonunun %1’den %35’e kadar artist EPS
verimini diizenli ve anlamli bir sekilde yiikseltmistir. Bu bulgu, literatiirde bildirilen doz—

yanit iligkisi ile uyumlu olup, L. cremoris susunun Y E’ye duyarlili§ini net bigimde ortaya
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koymaktadir. Ayrica, ileride yapilacak calismalarda daha yiiksek YE seviyelerinin
incelenmesi, plato noktasinin ve azot diizeyinin polimer kalitesi lizerindeki etkilerinin

belirlenmesine katki saglayacaktir.

4.1.4 EPS iiretiminde pH etKisi

pH, mikroorganizmalarin biiylime performansi ve metabolit iiretiminde kritik bir
parametredir. Ortam pH’sindaki degisimler, hiicresel enzim aktivitelerini ve dolayisiyla
EPS sentezini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle farkli pH seviyelerinin EPS iiretim

miktarina etkisi arastirilmis ve sonuglar Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4. 11 pH’nin EPS {iretim miktarina etkisi

EPS (mg/L)
pH Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama+ SD (mg/L)
5.5 7018 9011 8799 8276,00 £+ 1094,60
6 6607 8073 7534 7404,67 + 741,51
7 7992 8879 8376 8415,67 + 444,83
8 7750 6566 7196 7170,67 = 592,41

Cizelge 4.11°de elde edilen ortalama iiretim miktarlar1 arasindaki farkliliklarin
istatistiksel a¢idan degerlendirilmesi amaciyla yapilan Tukey HSD coklu karsilastirma

testine iligkin sonuglar ise Cizelge 4.12’de sunulmustur.

Cizelge 4. 12 pH’nin EPS {iretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi

Grup1 Grup?2 Ortalama fark p-degeri  Altlimit  Ust limit

pH55 pH6 -871,33 0,528 -2852,66  1109,99
pH55 pH7 139,67 0,996 -1841,66 2120,99
pH55 pHS -1105,33 0,345 -3086,66 875,99
pHO6 pH7 1011,00 0,414 -970,33  2992,33
pH6 pH 8 -234,00 0,980 -2215,33  1747,33
pH7 pH 8 -1245,00 0,260 -3226,33 736,33

Calismada, %15 siikroz ve %35 yeast ekstrakt sabit kosullarinda farkli pH
seviyelerinin (5,5; 6,0; 7,0; 8,0) EPS {iretimine etkisi degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar, pH 5,5’te 8276,0 + 1094,6 mg/L, pH 6,0’da 7404,7 + 741,5 mg/L, pH 7,0’de
8415,7 + 444,8 mg/L ve pH 8,0’de 7170,7 = 592,4 mg/L EPS iiretildigini gostermistir.
ANOVA (F3,8) = 2,01; p = 0,191) ve Tukey ¢oklu karsilastirmalar1 (tiim p > 0,05),
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigini ortaya koymustur. Ortalama
degerlere gore en yiiksek tiretim pH 7°de, en diisiik iiretim pH 8’de gozlense de, bu

farkliliklar istatistiksel agidan desteklenmemektedir. Bulgular, 5,5-8,0 araliginda EPS
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tiretiminin gorece stabil oldugunu ve bu sus i¢in genis bir pH tolerans penceresinin
bulundugunu diistindiirmektedir.

Literatiirde pH’nin LAB’da EPS {retimini sekillendiren temel g¢evresel
faktorlerden biri oldugu bildirilmektedir (Midik ve ark., 2020; Vosough ve ark., 2022).
Bazi LAB suslar asidik stres altinda EPS tiretimini artirirken, bazilarinin verim diisiisi
gosterdigi dolayisi ile bunlarin susa 6zgii tepkiler oldugu belirtilmektedir (Nguyen ve
ark., 2020). Genel olarak, EPS {iretiminin notr pH'n iizerinde azaldigi, ancak bazi
enzimatik silireglerde hafif alkali kosullarin tercih edilebilecegi ifade edilmektedir
(Nguyen ve ark., 2020; Serensen ve ark., 2022a; 2022b)

Bu ¢aligmada gozlenen sonuglar, literatiirde bildirilen egilimlerle uyumludur. EPS
tiretiminin pH 7 civarinda en yiiksek diizeye ulagsmasi, ancak pH 5,5-8 araliginda biiytik
farkliliklarin gézlenmemesi, susun genis bir pH toleransina sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu durum, fermentasyon siirecinde kiigiik pH dalgalanmalarinin EPS
verimini dramatik bigimde etkilemeyecegini, dolayisiyla endiistriyel uygulamalar igin

stire¢ esnekligi saglayabilecegini diisiindiirmektedir.

4.1.5 EPS iiretiminde sicakhik etkisi

Sicaklik, mikrobiyal biiylime ve metabolit iiretimi tizerinde dogrudan etkili olan
temel cevresel faktorlerden biridir. Enzimatik aktiviteler ve hiicresel fizyoloji sicaklik
degisimlerinden giiclii bicimde etkilendigi i¢in, EPS sentezi de farkli sicaklik
kosullarinda 6nemli farkliliklar gosterebilmektedir. Bu baglamda, ¢esitli sicakliklarda
yapilan denemeler sonucunda elde edilen EPS {iretim miktarlart Cizelge 4.13’te

sunulmustur.

Cizelge 4. 13 Sicakligin EPS iiretim miktarina etkisi

EPS (mg/L)
Sicaklik  Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama + SD (mg/L)
30°C 5657 5776 5479 5637,33 £ 149,47
37°C 7992 8879 8376 8415,67 + 444,83
40°C 7605 7789 8111 7835,00 + 256,12
45°C 3552 3706 3531 3596,33 £ 95,55

Cizelge 4.13’te verilen ortalama degerler arasindaki farklarin istatistiksel agidan
anlamliligin1 ortaya koymak amaciyla gerceklestirilen Tukey HSD c¢oklu karsilastirma

testi sonuglari ise Cizelge 4.14’te gosterilmistir.



37

Cizelge 4. 14 Sicakligin EPS iiretim miktarina etkisi icin Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri  Altlimit Ust limit

30°C 37°C -2778,33 <0,001  -3488,34 -2068,33
30°C 40°C -2197,67 <0,001  -2907,67 -1487,66
30°C 45°C 2041,00 <0,001  1331,00 2751,00
37°C 40°C 580,67 0,114 -1290,67 129,34

37°C 45°C 4819,33 <0,001  4109,33  5529,34
40°C 45°C 4238,67 <0,001  3528,66 4948,67

EPS iiretimi {izerine sicakligin etkisini incelemek amaciyla fermentasyonlar 30,
37, 40 ve 45°C’de yiiritiilmiistiir. Ortalama EPS verimleri sirasiyla 5637,3 + 149,5;
8415,7 £444,8; 7835,0 £256,1 ve 3596,3 + 95,6 mg/L olarak hesaplanmistir. Tek yonlii
ANOVA gruplar arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli fark gostermistir (F(3,8) =197,48;
p < 0,001). Tukey c¢oklu karsilastirmalarina gore 37°C ve 40°C kosullar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamis, buna karsin 30°C ve 45°C gruplar1 hem
37°C’ye hem de 40°C’ye kiyasla anlamli derecede daha diisiik bulunmustur (p < 0,001).
Bu sonuglar, incelenen sus icin optimum sicakligin 37-40°C bandinda oldugunu,
45°C’nin ise liretimi baskiladigin1 gostermektedir. EPS tiretimi i¢in optimal sicaklik, susa
biiylik 6l¢iide baglidir. Bu genel oriintii, mezofilik LAB’de 37-42°C civarinda EPS’in
bliylimeyle birlikte arttigini, daha yiiksek sicakliklarda ise hizla azabildigini bildiren
calismalarla uyumludur (Midik ve ark., 2020; Yuliana ve ark., 2020).

4.1.6 EPS iiretiminde inkiibasyon siiresi etkisi

Inkiibasyon siiresi, mikroorganizmalarin biiyiime evreleri ve metabolit sentezi
tizerinde belirleyici rol oynamaktadir. Uygulanan siirenin uzamasi, baslangicta EPS
sentezini artirabilirken, ilerleyen donemlerde besin sinirlamalar1 ve metabolit birikimi
nedeniyle tiretimde dalgalanmalara yol agabilmektedir. Bu kapsamda farkli inkiibasyon
siirelerinin EPS iiretim miktarina etkisi incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.15°te

sunulmustur.

Cizelge 4. 15 Inkiibasyon Siiresinin EPS iiretim miktaria etkisi

Inkiibasyon EPS (mg/L)

Siiresi (saat) Tekrar I Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama + SD (mg/L)
24 7992 8879 8376 8415,67 = 444,83

48 8211 8369 8276 8285,33 79,41

72 8591 8423 9414 8809,33 = 530,35

96 9767 10530 9796 10031,00 + 432,39
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Cizelge 4.15°te elde edilen ortalama iiretim miktarlar1 arasindaki farklarin istatistiksel
acidan anlamliligini belirlemek iizere yapilan Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi

sonuglar1 ise Cizelge 4.16’da verilmistir.

Cizelge 4. 16 Inkiibasyon Siiresinin EPS iiretim miktaria etkisi icin Tukey HSD coklu karsilastirma testi

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit Ust limit

24h 48h -130,33 0,979 -1202,37 941,71

24h 72h 393,67 0,657 -678,37  1465,71
24h 96h 1615,33 0,0057 543,29 2687,37
48h 72h 524,00 0,447 -548,04  1596,04
48h 96h 1745,67 0,0036 673,63 2817,71
72h 96h 1221,67 0,0268 149,63 2293,71

Calismada, %15 siikroz ve %5 yeast ekstrakt ve pH 6,7 sabit kosullarinda farkli
inkiibasyon stirelerinin (24, 48, 72 ve 96 saat) EPS iiretimine etkisi incelenmistir. Elde
edilen sonuglar, 24 saatte 8415,7 + 444,8 mg/L, 48 saatte 8285,3 + 79,4 mg/L ve 72 saatte
8809,3 + 530,4 mg/L {iretildigini, 96 saatte ise bu degerin 10031,0 = 4324 mg/L’ye
yiikseldigini gostermistir. Tek yonlii ANOVA, siire gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundugunu gostermistir (F(3,8) = 11,30; p = 0,003). Tukey testi
sonuclarina gore 24, 48 ve 72 saat gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamis, ancak 96
saatlik inkiibasyon siiresi tiim diger gruplara gére anlamli derecede daha yiiksek iiretim
saglamistir (p < 0,05).

Inkiibasyon siiresinin EPS {iretimi {izerinde belirleyici oldugu, iiretim kinetiginin
genellikle biiylimenin log ve ge¢ log fazlariyla iliskili oldugu vurgulanmaktadir. EPS
sentezinin 24-48 saatlik fermentasyonlarda baslamakla birlikte daha uzun
inkiibasyonlarda (72—-120 saat) 6nemli derecede arttigini bildirmistir. Bu baglamda,
calismamizda 2472 saat araliginda gozlenen kademeli artigin istatistiksel agidan anlaml
olmamasi, EPS iiretiminin log faz boyunca kararli bir sekilde ilerledigini, ancak asil
anlamli artisin 96 saatlik inkiibasyonda ortaya ¢iktigini gostermektedir. Bu bulgu,
literatiir ile uyumludur. Ayrica, 96 saatte elde edilen anlamli artiy, EPS’in hiicre
bliylimesinden kismen ayrisarak sekonder metabolik iirlin olarak sentezlenmeye devam
edebilecegini de diisiindiirmektedir (Bhat ve ark., 2020; Khan ve Joseph, 2015; Midik ve
ark., 2020; Yuliana ve ark., 2020).
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4.1.7 EPS temelli biyoplastik iiretimi

Bu calismada optimum fermantasyon kosullarinda tiretilen EPS, ¢ozelti dokiim
yontemiyle film formuna getirilmistir. EPS:gliserol:sitrik asit:jelatin oranlar1 5:3:1:2 ve
10:3:1:2 (w/w) olan numuneler, ortam kosullarinda 120 saat kiirlenmesine karsin ¢ekme
testi oncesinde belirgin yapiskanlik, soguk akma ve kohezif/adeziv kopma modlari
sergilemistir. Bu nedenle, standarda uygun sekilde gecgerli kopma gerilmesi (cb),
kopmada uzama (eb) ve maksimum kuvvet (Fmax) degerleri elde edilememis, deneyler
adeziv temas ve numune biitiinliigliniin kayb1 nedeniyle gecersiz sayilmistir. Gozlenen
mekanik basarisizlik, (i) yiiksek plastikleyici igeriginin cam gegis sicakligini oda
sicakliginin oldukga altina diistirerek viskoelastik akmay1 artirmasi (Lim ve Hoag, 2013)
(i1) EPS ve jelatinin yiiksek hidrofilikligi nedeniyle filmde su aliminin artip gliseroliin
humektant etkisini giiclendirmesi (Basiak ve ark., 2018) ve (iii) sitrik asit ile etkin ag
olusumu i¢in gerekli esterifikasyonun diisiik sicaklikli dokiim-kiir kosullarinda sinirh
kalmastyla agiklanabilir (Mali ve ark., 2018; Uranga ve ark., 2020b). Nitekim suda
¢Oziiniirliik testlerinde numunelerin hizla ¢oziinmesi, kimyasal ¢apraz bag yogunlugunun
yetersizligine ve hidrojen baglar1 temelli zayif ag yapisina isaret etmektedir. Bu bulgular,
belirtilen formiilasyon ve proses penceresi altinda EPS’nin biyoplastik filmde ana tasiyici
polimer olarak kullanilmasinin mekanik ve fonksiyonel a¢idan uygun olmadigini ortaya

koymaktadir.
4.2. THP Uretimi, Optimizasyonu ve Biyoplastik Uretimi

4.2.1 THP iiretimi icin uygun sus secimi

Mus Alparslan Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda bulunan E.
faecium, L. sakei, L. garvieae, L. lactis cremoris, L. lactis, W. confusa, L. plantarum
suslar1 10® KOB; loru alinmus, sterilize edilmis, pH=6,7 PAS ortamina inokiile edilerek
37°C ve 24 saat inkiibe edilmistir. Ug tekrarli olarak gerceklestirilen calismalarin

sonuglarinda elde edilen THP’ler Cizelge 4.17’te verilmistir.

Cizelge 4. 17 Farkli LAB suslarinda THP iiretim miktarlari

THP (g/L)
Bakteri Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama = SD
E. faecium 0,383 0,415 0,414 0,404 £0,018
L. sakei 0,251 0,227 0,243 0,240 £ 0,012
L. garvieae 0,459 0,451 0,414 0,441 £ 0,024
L. lactis cremoris 0,324 0,292 0,324 0,313+ 0,018
L. lactis 0,270 0,249 0,271 0,263 £0,012
W. confusa 0,163 0,152 0,159 0,158 + 0,006

L. plantarum 0,308 0,340 0,326 0,325+ 0,016
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Cizelge 4.17°de PAS’da farkli LAB tiirlerinden elde edilen THP miktarlari
sunulmaktadir. Ortalama degerlere bakildiginda, en yiiksek THP firetimi L. garvieae
(0.441 g/L) ve E. faecium (0.404 g/L) tiirlerinde gozlenmistir. Bu iki tiir, diger LAB
suslarina kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek {iretim kapasitesine sahiptir. Orta diizeyde
tiretim gergeklestiren tlirler arasinda L. plantarum (0.325 g/L) ve L. lactis cremoris (0.313
g/L) one ¢ikmaktadir. Buna karsin, W. confusa (0.158 g/L) en diisiik THP {iretimini
gostermistir.

ANOVA, farkl1 LAB suslar1 arasinda THP {iretim miktarlarinin istatistiksel olarak
son derece anlamli diizeyde farklilastigini gostermistir (F(6,14) =107.16, p <0.0001). Bu
durum, test edilen bakteri tiirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar bulundugunu
gostermektedir. Anlaml farkliliklarin hangi tiir ¢iftleri arasinda olustugunu belirlemek
amactyla Tukey HSD coklu karsilastirma testi uygulanmis ve sonuglar Cizelge 4.18’da

sunulmustur.

Cizelge 4. 18 Farkli LAB suslarinda THP iiretim miktarlar1 i¢cin Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma testi

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark  p-degeri  Altlimit  Ust limit
E. faecium L. plantarum -0.0793 0.0005 -0.1245 -0.0341
E. faecium L. sakei -0.1637 0.0000 -0.2089 -0.1185
E. faecium L. garvieae 0.0373 0.1392 -0.0079 0.0825
E. faecium L. lactis -0.1407 0.0000 -0.1859 -0.0955
E. faecium L. lactis cremoris -0.0907 0.0001 -0.1359 -0.0455
E. faecium W. confusa -0.2460 0.0000 -0.2912 -0.2008
L. plantarum L. sakei -0.0843 0.0003 -0.1295 -0.0391
L. plantarum L. garvieae 0.1167 0.0000 0.0715 0.1619
L. plantarum L. lactis -0.0613 0.0055 -0.1065 -0.0161
L. plantarum L. lactis cremoris -0.0113 0.9737 -0.0565 0.0339
L. plantarum W. confusa -0.1667 0.0000 -0.2119 -0.1215
L. sakei L. garvieae 0.2010 0.0000 0.1558 0.2462
L. sakei L. lactis 0.0230 0.6050 -0.0222 0.0682
L. sakei L. lactis cremoris 0.0730 0.0012 0.0278 0.1182
L. sakei W. confusa -0.0823 0.0004 -0.1275 -0.0371
L. garvieae L. lactis -0.1780 0.0000 -0.2232 -0.1328
L. garvieae L. lactis cremoris -0.1280 0.0000 -0.1732 -0.0828
L. garvieae W: confusa -0.2833 0.0000 -0.3285 -0.2381
L. lactis L. lactis cremoris 0.0500 0.0261 0.0048 0.0952
L. lactis W. confusa -0.1053 0.0000 -0.1505 -0.0601
L. lactis cremoris W. confusa -0.1553 0.0000 -0.2005 -0.1101

Bu calismada, farkli LAB tiirlerinin PAS’da gerceklestirdigi fermantasyon
sonucunda iirettikleri THP miktarlar1 karsilastirilmistir. ANOVA, bakteriler arasinda
THP iiretiminde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundugunu gostermistir (p <
0.001). Tukey HSD testi ile yapilan ¢oklu karsilastirmalar sonucunda, L. cremoris ve L.

garvieae tirlerinin diger tiirlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek THP
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tiretimi gergeklestirdigi tespit edilmistir. Bu iki tiirii sirastyla E. faecium ve L. sakei takip
etmektedir. Ancak genel bir degerlendirme ile L. cremoris ve L. garvieae’nin metabolik
olarak yiiksek verimli tiirler oldugu ve PAS’1 daha etkin sekilde kullanarak biyokiitle
tiretimini maksimize ettikleri sdylenebilir. Bu bakterilerin yiiksek THP {iretimi, hem
strdiiriilebilir gida katki maddesi {retimi acisindan hem de biyoplastik
formiilasyonlarinda protein kaynakli katki maddesi olarak kullanim potansiyelleri
acisindan dikkat c¢ekicidir. Diisiik THP {iretimi gosteren tiirler arasinda ise Weissella sp.,
ve L. plantarum yer almakta olup, bu durum bu tiirlerin protein biyosentezi agisindan
daha diisiik metabolik aktiviteye sahip olabilecegini gostermektedir.

Bulgularimiza gore, en yiiksek THP iiretim degerlerinin L. garvieae (0.441 g/L)
ve E. faecium (0.404 g/L) tiirlerinde gbzlenmesi, bu iki tlirtin PAS’in laktozu etkin
bicimde metabolize edebilme veya PAS proteinlerinden amino asit kazaniminda gorece
iistiin bir kapasiteye sahip olduklarini diisiindiirmektedir. Nitekim L. garvieae’nin siit
kokenli biyotiplerinde laktozun PTS-laktoz sistemi ve fosfo-f-galaktozidaz araciligryla
metabolize edildigi, dolayisiyla siit ortamina adaptasyonun genetik temellerinin
bulundugu rapor edilmektedir (Fortina ve ark., 2009). Benzer sekilde, E. faecium ve E.
faecalis gibi enterokoklarda giiclii proteolitik aktivite siklikla gozlenmekte, -
laktoglobulin ve a-laktalbumin gibi PAS proteinlerinin pargalanabildigi bildirilmektedir.
Bu proteolitik kapasite, kazein agisindan fakir fakat protein agisindan zengin PAS
ortaminda azot erisimini kolaylastirarak hem hiicresel biiyiimeyi hem de protein
birikimini destekleyebilmektedir (Biscola ve ark., 2016; Kordesedehi ve ark., 2018).

Orta diizeyde verim gosteren L. plantarum (0.325 g/L) ve L. lactis subsp. cremoris
(0.313 g/L) sonuglar literatiirle uyumludur. L. plantarum’un farkli karbon kaynaklarina
uyum saglayabilmesi ve laktoz metabolizmasinda birden fazla metabolik yol
bulundurmasi, bu tiriin PAS’da biiyiimesini desteklemektedir. Ciinkii laktozun
par¢alanmasi yalnizca tek bir enzim sistemine bagli degildir. Alternatif metabolik yollar
bulundugu i¢in ortam kosullar1 degigse bile hiicre enerji liretimini siirdiirebilmektedir
(Plaza-Vinuesa ve ark., 2023). L. lactis tiiriinde ise siit ortamina uyum, belirli genetik ve
enzimatik mekanizmalarla saglanmaktadir. Plazmid kaynakli laktoz operonu (lac),
laktozu parcalayarak temel enerji ihtiyacimi karsilar. Hiicre ylizeyi proteinazi (PrtP),
biiytik siit proteinlerini kiiciik peptitlere ayirarak azot kaynagi saglar. Oligopeptit tasima
sistemi (Opp) ise bu peptitleri hiicre icine alip protein sentezinde kullanir. Bu
mekanizmalarin varligi veya yoklugu, tir ve sus diizeyindeki verim farkliliklarini

aciklamaktadir (Kelleher ve ark., 2017, 2019).



42

En diisik THP veriminin W. confusa’da (0.158 g/L) goriilmesi ise Weissella
cinsine 0zgii sinirli laktoz metabolizmasi ile uyumludur. Nitekim ¢ogu W. confusa ve W.
cibaria susunda laktoz kullaniminin sus bagimh ve siirli oldugu bildirilmistir. Bu
nedenle laktoz agirlikli PAS ortamlarinda biiyltimenin kisitlanmasi beklenen bir durumdur

(Bancalari ve ark., 2020).

4.2.2 THP iiretimi icin azot kaynagi ve konsantrasyonunun etkisi

Calismanin bundan sonras1 adimlari PAS ortaminda L. garvieae susu ile
yiriitiilmistir. Azot kaynagi se¢imi adiminda THP {iiretim siirecinde optimum azot
kaynaginin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla, tarimsal kaynakli ve protein
acisindan zengin bitki unlarindan (kirmizt mercimek, yesil mercimek ve nohut) elde
edilen ekstraktlar, %1 (w/w) oraninda fermentasyon ortamina ilave edilerek
karsilastirmali analizler gerceklestirilmistir. Sonuglar Cizelge 4.19 ve 4.20°de

sunulmustur.

Cizelge 4. 19 Farkli azot kaynaklarinin THP iiretim miktarina etkisi

THP (g/L)
Azot Kaynagi 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama + SD
Nohut %1 1,692 1,529 1,458 1,559.7+119,9

Yesil Mercimek %1 1,272 1,067 1,048 1,129.0 £ 124,2
Kirmizi Mercimek %1 0,955 0,884 0,935 0,924 £ 36,6

Cizelge 4. 20 Farkli azot kaynaklarinin THP iiretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma
testi

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark  p-degeri  Alt limit Ust limit

Kirmizi Mercimek %1 Nohut %1 635.0 0,0006 379.6721 890.3279
Kirmizi Mercimek %1 Yesil Mercimek %1 204.3333 0,108 -50.9946 459.6612
Nohut %1 Yesil Mercimek %1 -430.6667 0,005 -685.9946  -175.3388

Yiiriitiilen tek yonlit ANOVA analizi sonucunda, farkli azot kaynaklariin (nohut,
yesil mercimek ve kirmizi mercimek) THP miktarlar1 iizerinde istatistiksel olarak anlaml
bir fark olusturdugu belirlenmistir (p < 0.001). Bu farkliligin hangi gruplar arasinda
olustugunu belirlemek amaciyla gerceklestirilen Tukey HSD coklu karsilastirma testi, %1
oraninda nohut ekstrakti kullanilan grubun, hem yesil hem de kirmizi mercimek ekstrakti
kullanilan gruplara kiyasla anlamli sekilde daha yiliksek THP iiretimi sagladiginm
gostermistir (p < 0.05). Ortalama degerler incelendiginde, nohut ekstrakti ile elde edilen
THP miktar1 1559,7 mg/L olup, bu deger yesil mercimek (1129,0 mg/L) ve kirmizi
mercimek (924,7 mg/L) gruplarinin belirgin sekilde lizerindedir. Bu sonuglar, nohutun
icerdigi protein ve diger biyoyararli bilesenlerin, L. garvieae susunun biiylimesini ve

biyokiitle iiretimini destekledigini ortaya koymakta bdylece nohut ekstraktinin
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strdiiriilebilir, disiik maliyetli ve etkili bir azot kaynagi olarak one c¢iktigini
gostermektedir.

Nohutun, azot mineralizasyonu ve mikrobiyal biyokiitle iiretimi agisindan yiiksek
verimlilik sergiledigi bilinmektedir. Ozellikle uygun mineral besleme stratejileri ve
simbiyotik bakteri inokiilasyonu ile nohutun azot kullanim verimliligi ve biyokiitle iiretim
kapasitesi anlaml1 sekilde artig gostermektedir (Martins ve ark., 2023). Bu durum, nohut
proteinlerinin i¢erdigi azotu mikroorganizmalar i¢in daha erisilebilir ve metabolik agidan
kullanilabilir bir forma doniistiirerek fermantasyon verimini yiikseltmektedir. Bazi
analizlerde mercimegin toplam protein orani daha yiiksek rapor edilse de, nohut
proteinlerinin daha iyi ¢oziinebilirlik, islevsel 6zellikler ve sindirilebilirlik gostermesi
dikkat ¢ekicidir. Ayrica mercimekte bulunan fitik asit gibi antinutrient bilesiklerin,
proteinlerin ve azotun biyoyararlanimini azaltic1 etki gdsterebilecegi bildirilmektedir
(Rizvi ve ark., 2022). Bu baglamda, nohut proteinlerinin fonksiyonel 6zellikleri ve
biyoyararlanimi, LAB gibi mikroorganizmalarin azotu daha etkin kullanarak biyokiitle
tiretimini desteklemesine aracilik etmektedir.

Nohut ekstraktlarinin, simbiyotik bakteri ve mikorizal mantarlarla birlikte
kullanildiginda biyokiitle ve protein iiretiminde kayda deger artislar sagladigi rapor
edilmistir (Oliveira ve ark., 2017). Bu bulgular, nohutun azotunu yalnizca bitkisel {iretim
sistemlerinde degil, ayn1 zamanda mikrobiyal iiretim ortamlarinda da daha uygun bir
kaynak haline getirebilecegini diisiindiirmektedir. Mercimek proteinleri de amino asit
formunda azot sunabilse de, s6z konusu azotun mikroorganizmalar tarafindan biyokiitle
tretiminde kullanilabilirligi, nohut proteinlerine kiyasla daha smirli olabilmektedir
(Kroper ve ark., 2025). Buna ek olarak, cesitli nohut ekstraktlarinin LAB i¢in yiiksek
diizeyde galakto-oligosakkarit (GOS), 6zellikle diisiik polimerizasyon dereceli (DP=3)
fraksiyonlar ile mono- ve disakkarit icerdigi rapor edilmektedir. Bu ¢oziiniir karbon
bilesenleri hizl1 sekilde fermente edilerek LAB biiyiimesini uyarabilmekte ve protein
temelli azot destegi ile sinerjik bir etki olusturmaktadir (Martins ve ark., 2023).

Azot kaynagi olarak nohut ekstraktinin uygunluguna karar verildikten sonra nohut
ekstraktt konsantrasyonunun etkisi incelenmis sonuglar Cizelge 4.21 ve 4.22°da

sunulmustur.
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Cizelge 4. 21 Farkli nohut ekstrakti oranlarmin THP {iretim miktarina etkisi

THP (g/L)
Konsantrasyon 1. Tekrar 2. Tekrar 3. Tekrar Ortalama + SD
Nohut %1 1,598 1,533 1,573 1,568.0 32,8
Nohut %1.5 1,712 1,816 1,613 1,713.7 £ 101,5
Nohut %2 1,608 1,713 1,601 1,640.7 + 62,7
Nohut %3 1,502 1,627 1,591 1,573.3 £ 64,3

Cizelge 4. 22 Farkli nohut ekstrakti oranlarmin THP {iretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu
karsilastirma testi

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Altlimit Ust limit
Nohut %1 Nohut %1.5 0.1457 0.1240  -0.0367 0.3280
Nohut %1 Nohut %2 0.0727 0.6010  -0.1097  0.2550
Nohut %1 Nohut %3 0.0053 0.9997  -0.1770  0.1877
Nohut %1.5 Nohut %2 -0.0730 0.5978  -0.2554 0.1094
Nohut %1.5 Nohut %3 -0.1403 0.1412  -0.3227  0.0420
Nohut %2 Nohut %3 -0.0673 0.6526  -0.2497  0.1150

Farkl1 nohut ekstrakti konsantrasyonlarinin THP iiretim miktarina etkisi ANOVA
ile degerlendirilmistir. Analiz sonucunda (F=2.645, p=0.0941) gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Ancak %1.5 nohut ekstrakti iceren
ortam, ortalama THP iiretiminde en yiiksek degeri gostermistir (1.714 g/L). Tukey HSD
testi, bu grubun diger gruplardan anlamli sekilde farkli olmadigini ortaya koymustur
(p>0.05). Bu oriintii, LAB’de biiylimenin ¢ogu zaman peptit/serbest amino azot
erigilebilirligine duyarli olmakla birlikte, belirli bir esigin lizerinde azotun artik siirlayici
olmaktan ¢ikabildigi; biiylimeyi ise peptit tasima kapasitesi (Opp) veya karbon/ko-faktor
kisitlar1 gibi bagka faktorlerin belirleyebildigi mekanistik ¢ergeveyle uyumludur. Bu
baglam, %]1-3 nohut ekstrakti araliginda istatistiksel ayrigma goriilmemesini, azotun bu
aralikta non-limiting hale gelmesi ve tasinim/katabolizma basamaklarmin baskin

sinirlayiciya doniismesiyle agiklamak miimkiindiir (Liu ve ark., 2010)

4.2.3 THP iiretimi icin karbon kaynag: ve konsantrasyonunun etkisi

Onceki asamada azot kaynagi olarak %1,5 nohut ekstrakt: belirlenmis ve
fermentasyon sartlari bu kosullar altinda standardize edilmistir. Bu baglamda, karbon
kaynagimin L. garvieae susunun biyokiitle ve THP iiretimi {izerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla farkli seker tiirleri (%5, w/v; laktoz, glikoz, fruktoz ve siikroz)

karsilastirilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.23 ve Cizelge 4.24’de sunulmustur.
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Cizelge 4. 23 Farkli karbon kaynaklarinin THP iiretim miktarina etkisi icin Tukey HSD coklu
karsilastirma testi

Karbon Kaynag1 THP g/L

Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama + SD
Siikroz 2,070 2,031 2,229 2,110+ 0,105
Laktoz 1,861 1,821 1,916 1,866 £ 0,048
Fruktoz 1,964 1,924 1,999 1,962 + 0,038
Glikoz 1,702 1,782 1,734 1,739 + 0,040

Cizelge 4. 24 Farkli karbon kaynaklarinin THP iiretim miktarina etkisi icin Tukey HSD coklu
karsilastirma testi

Grupl Grup?2 Ortalama fark p-degeri Altlimit Ust limit

Fruktoz Glikoz -0.2230 0.0115  -0.3899 -0.0561
Fruktoz Laktoz -0.0963 0.3202  -0.2633  0.0706
Fruktoz Siikkroz 0.1477 0.0843  -0.0193 0.3146
Glikoz  Laktoz 0.1267 0.1482  -0.0403  0.2936
Glikoz ~ Siikroz  0.3707 0.0005  0.2037 0.5376
Laktoz  Siikkroz  0.2440 0.0069  0.0771 0.4109

ANOVA sonucunda, karbon kaynagi tipinin THP iiretimi iizerinde istatistiksel
acidan anlaml bir etkisi oldugu belirlenmistir (F = 18.0176, p = 0.0006). Tukey HSD
coklu karsilastirma testine gore siikroz, hem glikoz (p = 0.0005) hem de laktoz (p =
0.0069) kullanilan ortamlara kiyasla anlamli derecede daha yiiksek THP iiretimi
saglamistir. Ayrica fruktoz ile glikoz arasindaki fark da istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p = 0.0115). Buna karsilik fruktoz ile siikroz arasindaki farkin anlamli
cikmamasi (p = 0.0843), fruktozun siikroz kadar etkili olmasa da, gorece yiiksek bir
potansiyele sahip oldugunu diisiindlirmektedir. Ortalama degerlere bakildiginda,
siikrozun 2.110 g/L ile en yiiksek tretimi sagladigi, bunu fruktoz (1.962 g/L), laktoz
(1.866 g/L) ve glikozun (1.739 g/L) takip ettigi goriilmektedir.

Bu bulgulara gore L. garvieae’de karbon metabolizmasimin sus diizeyinde
heterojenlik gosterebilecegi diislinliilmektedir. Nitekim siikroz kullaniminin Lactococcus
tirlerinde scr/sac operonlart (scrdA—scrB—sacK ve diizenleyici scrR) araciligiyla
gerceklestigi, bu stliregte siikrozun PTS sistemiyle tasindiktan sonra sukroz-6-fosfata
hidrolizlenerek glikoz-6-fosfat ve fruktoza ayrildig: ve boylece hiicre i¢i metabolik akisa
iki heksozun birden kazandirildig1 bildirilmistir (Luesink ve ark., 1999; Rauch ve de Vos,
1992). Bu durum, siikrozun heksoz basina daha diisiik enerji (PEP) maliyeti ile hiicresel
anabolizmaya katki1 saglayabilecegini gostermektedir. Ayrica glikozun giiclii bir katabolit
baskilayici olarak alternatif seker yolaklarini inhibe edebildigi, buna karsilik siikroz ve
fruktozda bu etkinin daha zayif oldugu rapor edilmistir (Gu ve ark., 2024). Osmotik yiik
fark1 da elde edilen sonuglar1 agiklayan bir baska parametredir. Ayni kiitle derisiminde

(5%, w/v) monosakkaritler (glikoz, fruktoz), disakkaritlerden (siikroz, laktoz) yaklagik
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iki kat daha yiiksek molariteye sahiptir. Bu durum LAB’de ozmotik stres yanitlarini
tetikleyerek biiyiimeyi sinirlandirabilmektedir. Disakkaritlerin ise daha diisiik osmotik
yuk olusturmasi, biiyiimenin daha dengeli seyretmesine katki saglamaktadir. Dolayisi ile
deneysel bulgularimiz ve literatiir destegi birlikte degerlendirildiginde, siikroz L.
garvieae i¢cin THP iiretimini maksimize eden en uygun karbon kaynagi olarak One
cikmaktadir.

Karbon kaynagi olarak siikrozun uygun oldugu degerlendirilerek %5, 10 ve 15
(w/w) siikroz konsantrasyonlarmin THP iiretimine etkisi incelenmistir. Etkiye dair

sonuclar Cizelge 4.25 ve 4.26’de sunulmustur.

Cizelge 4. 25 Farkli siikroz oranlariin THP {iretim miktarina etkisi

THP (g/L)
Siikroz Konsantrasyonu Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama = SD
%S5 2,070 2,031 2,229 2,11+0,105
%10 2,048 2,091 2,178 2,106 + 0,066
%I15 2,033 1,983 2,012 2,009 + 0,025

THP {iretimi ile siikroz konsantrasyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmamastir (p > 0.05).

Cizelge 4. 26 Farkl: siikroz oranlarinin THP {iretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilagtirma
testi

Grup 1 Grup?2 Ortalama fark p-degeri Alt limit  Ust limit

%10 %15 —0.0963 03105 -0.2794 0.0867
%10 %5 +0.0043 09971  -0.1787 0.1874
%15 %5 +0.1007 0.2844  -0.0824 0.2837

Bu ¢alismada, siikroz konsantrasyonunun (%35, %10 ve %]15), THP {iretimi
lizerindeki etkisi incelenmistir. Ug tekrarli olarak gergeklestirilen deneysel analizler
sonucunda, en yliksek ortalama THP verimi %35 siikroz konsantrasyonunda (2.110 g/L)
elde edilmis, bunu %10 (2.106 g/L) ve %15 (2.009 g/L) konsantrasyonlar1 takip etmistir.
Her ne kadar veriler arasinda kiiciik farklar gézlemlense de, ANOVA sonuglar1 bu
farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadigin1 gostermistir (p > 0.05). Tukey HSD testi
ile yapilan coklu karsilastirmalarda da higbir grup arasinda anlamli farklilik tespit
edilmemistir. Bu sonuglar, ¢calismada kullanilan siikroz konsantrasyon araliginin (5-15%)
THP iiretimi iizerinde belirgin bir etkiye sahip olmadigini ortaya koymaktadir. Biyolojik
olarak degerlendirildiginde ise, daha ytiksek siikroz seviyelerinde metabolik doygunluga
ulasilmasi1 ve ozmotik stres gibi faktdrlerin tiretimi sinirlandirabilecegi diistiniilmektedir

(Uguen ve ark., 1999). Diger taraftan LAB’larda karbon kaynag tiirii, biiyiime hiz1 ve
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metabolit {iretimi iizerinde belirleyicidir. LAB’lerin ana metabolitin laktik asit olmasi ve
ortam pH’sinin biyokiitle biiylimesi lizerindeki etkileri de goz dniinde bulundurulmalidir.
Bu nedenle, siire¢ optimizasyonunda maliyet ve verim agisindan degerlendirildiginde %5

siikroz konsantrasyonu yeterli goriilmektedir.

4.2.4 THP iiretimi icin pH etkisi

Onceki calismalarda azot kaynagi olarak %]1,5 nohut ekstrakt1 ve karbon kaynagi
olarak %S5 siikroz belirlenmis olup, bu sabit kosullar altinda farkli pH diizeylerinin (pH
5, 6,7 ve 8) L. garvieae’nin biyokiitle iiretimi iizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla
optimizasyon c¢alismalar1 yuritiilmustir. pH etkisine dair sonuglar Cizelge 4.27 ve

4.28’de verilmistir.

Cizelge 4. 27 pH’nin THP iiretim miktarina etkisi

THP (g/L)
pH Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama+ SD
5 0,684 0,714 0,682 0,693 £ 0,018
6 1,837 1,668 1,928 1,811 +£ 0,132
7 2,348 2,383 2,211 2,314 +£ 0,091
8 1,776 1,846 1,953 1,858 + 0,089

Cizelge 4. 28 pH’nin THP {iretim miktarina etkisi i¢in Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit  Ust limit

pHS5 pH6 1,1177 0,0000  0,8768 1,3585
pHS5 pH7 1,6207 0,0000 1,3798 1,8615
pHS5 pH 8 1,165 0,0000  0,9242 1,4058
pH6 pH7 0,503 0,0007  0,2622  0,7438
pH6 pH 8 0,0473 09197  -0,1935 0,2882
pH7 pH 8 -0,4557 0,0014  -0,6965 -0,2148

Yapilan ANOVA sonucunda pH seviyesinin mikrobiyal THP iiretimi iizerinde
istatistiksel olarak anlamli bir etkisi oldugu belirlenmistir (F(3,8) = 167.83, p < 0.0001).
Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testine gore, pH 7 seviyesi, diger tiim gruplara kiyasla
anlaml diizeyde daha yiiksek bir biyokiitle verimi saglamistir. Bu durum, pH 7°nin hem
metabolik aktiviteyi desteklemesi hem de hiicresel biiylimeyi tesvik eden en uygun ortam
kosullarmi saglamasiyla agiklanabilir. Ozellikle LAB’larin ¢ogu ndtr pH seviyelerinde
optimum biliylime gostermekte olup, bu sonuclar da literatiirde belirtilen optimum pH
araliklart ile uyumludur. Buna karsilik pH 5, hem ortalama deger hem de istatistiksel
analizler agisindan en diisiikk performansi gostermistir. Bu da muhtemelen asidik
kosullarin enzimatik faaliyetleri baskilamasi ve hiicre boliinmesini yavaglatmasiyla

ilgilidir. pH 6 ve pH 8 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamakla birlikte,
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her iki seviye de pH 7’ye gore daha diisiikk verim sergilemistir. Bu baglamda, hem
biyolojik fizyoloji hem de istatistiksel giivenilirlik dikkate alindiginda, THP {iretimi i¢in
optimum pH seviyesinin pH 7 oldugu sonucuna varilmaistir.

L. garvieae suglarinin pH 2—3 gibi ekstrem asidik kosullarda hayatta kalabildigi,
ancak maksimum biiyiimenin pH 7-9 aralifinda gozlendigi bildirilmektedir (Patel ve
ark., 2020). Farkli bir calismada L. garvieae’nin pH 9.6’ya kadar biiyiiyebilme
kapasitesine sahip oldugu ancak optimum biiylimenin pH 7-9 araliginda oldugu
vurgulanmaktadir (Rubido, 2018). Ayrica genis kapsamli bir calismada, ¢ogu laktik asit
bakterisinin optimum biiylime pH’1nin notr seviyeye yakin oldugunu ve bu nedenle ¢ogu
LAB’nin neutrofilik kabul edildigini vurgulanmaktadir (Icer ve ark., 2023). Literatiir
verisi ve deneysel sonuglar pH 7°’nin en yiiksek THP verimini saglamasini
desteklemektedir. Asidik ortamlarin enzimatik faaliyetleri baskiladigi ve alkalin
ortamlarin ise membran fonksiyonlarmi zayiflattig1 bilinmektedir. Bu yiizden pH 5’te
THP sentezindeki diisiis, enzim aktivitesinin azalmasina ve hiicresel enerji dengesinin
bozulmasina baglanabilir. Benzer sekilde pH 8’deki kismi diislis, bazik stresin

metabolizmay1 yavaslatmasiyla aciklanabilir.

4.2.5 THP iiretimi icin inkiibasyon sicakhg etkisi

Inkiibasyon sicaklig1, laktik asit bakterilerinin bilyiime, metabolizma ve iiriin
sentezi lizerinde belirleyici rol oynayan temel ¢evresel faktorlerden biridir. Bu ¢alismada,
azot kaynagi olarak %1,5 nohut ekstrakti, karbon kaynagi olarak %S5 siikroz ve pH degeri
olarak 7 sabit tutulmus, farkli sicaklik seviyelerinin (30 °C, 37 °C, 40 °C ve 42 °C) L.
garvieae’nin biyokiitle liretimi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sicakligin etkisine

dair sonuglar Cizelge 4.29 ve 4.30’de sunulmustur.

Cizelge 4. 29 Sicakligin THP iiretim miktarina etkisi

THP (g/L)
Sicaklik  Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama £ SD
30 °C 0,998 0,988 1,013 1,0£0,013
37°C 2,208 2,288 2,212 2,236 £ 0,045
40 °C 1,877 2,078 1,841 1,932 £0,128
42 °C 1,798 1,853 1,914 1,855+ 0,058
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Cizelge 4. 30 Sicakligin THP iiretim miktarina etkisi icin Tukey HSD c¢oklu karsilastirma testi

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit Ust limit

30°C 37°C 1,2363 0,0000  1,0430 1,4297
30°C 40°C 0,9323 0,0000  0,7390 1,1257
30°C 42°C 0,8553 0,0000  0,6620 1,0487
37°C 40°C -0,3040 0,0044  -0,4973 -0,1107
37°C 42°C -0,3810 0,0010 -0,5743 -0,1877
40°C 42°C -0,0770 0,6014  -0,2703  0,1163

Elde edilen sonuglara gore ortalama THP iiretimi 30 °C’de 1,0 + 0,013 g/L, 37
°C’de 2,236 + 0,045 g/L, 40 °C’de 1,932 + 0,128 g/L ve 42 °C’de 1,855 = 0,058 g/L
olarak bulunmustur. ANOVA, sicakligin THP firetimi iizerinde istatistiksel olarak
anlaml bir faktor oldugunu ortaya koymus (p <0.001) ve Tukey HSD ¢oklu karsilastirma
testi, 37 °C’nin diger tiim sicakliklara kiyasla anlamli derecede daha yiiksek verim
sagladiginmi gostermistir. Ozellikle 30 °C ile karsilastirildiginda 37 °C’de yaklasik %124
daha yiiksek iiretim elde edilmesi, bu sicakligin kullanilan susun metabolik aktivitesi igin
optimum kosulu sagladigini ortaya koymaktadir. Sicaklik gruplar1 arasindaki
karsilastirmalarda 40 °C ve 42 °C degerleri birbirine yakin sonuglar vermis, ancak her iki
sicaklik da 37 °C’ye gore daha diisiik biyokiitle verimi ile sonuglanmistir. Bu durum,
yluksek sicakliklarda ortaya ¢ikan termal stresin enzimatik aktiviteleri kismen baskilamasi
ve hiicresel metabolizmay1 olumsuz etkilemesiyle agiklanabilir. Buna karsilik 30 °C gibi
daha diisiik sicakliklarda ise enzimatik reaksiyonlarin yavaglamasi ve metabolik hizin
azalmasi, diisiik verimle sonuglanmistir. Dolayisiyla, hem biyolojik fizyolojik hem de
istatistiksel bulgular dikkate alindiginda 37 °C’nin L. garvieae igin optimum sicaklik
oldugu sonucuna varilabilir. Sicaklik gruplar1 arasindaki karsilastirmalarda 40 °C ve 42
°C degerleri birbirine yakin sonuglar vermis, ancak her iki sicaklik da 37 °C’ye gore daha
diisiik biyokiitle verimi ile sonuglanmistir. Bu durum, yiiksek sicakliklarda ortaya ¢ikan
termal stresin enzimatik aktiviteleri kismen baskilamasi ve hiicresel metabolizmay1
olumsuz etkilemesiyle agiklanabilir. Buna karsilik 30 °C gibi daha diisiik sicakliklarda
ise enzimatik reaksiyonlarin yavaglamasi ve metabolik hizin azalmasi, diisiik verimle
sonuglanmistir.

Literatiirde L. garvieae’nin 10-45 °C arasinda gelisebildigi, ancak optimum
biiylime araliginin genellikle 18—37 °C oldugu bildirilmistir (Aguado-Urda ve ark., 2013).
LAB’larin genelinde de benzer sekilde 2040 °C araliginda optimum biiylime
gozlenmekte, mezofilik tiirler ¢ogunlukla 30-37 °C’de maksimum verim saglarken,
termofilik tiirlerde bu deger 40 °C ve {izerine kaymaktadir (Sozzi ve ark., 1978). Ayrica

sicaklik artigiyla birlikte membran akiskanliginin degismesi, metabolit salinimi ve protein
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sentezi lizerinde dogrudan etkiler olugturmakta, asir1 sicakliklarda bu degisimler hiicresel
dengenin bozulmasina yol agmaktadir (Alighialo ve ark., 2019). Bu baglamda, deneysel

verilerimiz ile literatiir bulgular1 arasinda giiclii bir uyum bulunmaktadir.

4.2.6 THP iiretimi icin inkiibasyon siiresi etkisi

Onceki optimizasyon adimlarinda azot kaynagi olarak %]1,5 nohut ekstrakti,
karbon kaynag1 olarak %5 siikroz, pH 7 ve sicaklik 37°C kosullar1 belirlenmistir. Bu sabit
sartlar altinda, L. garvieae susunun optimum biyokiitle iiretimini saglayan inkiibasyon
stiresini belirlemek amaciyla farkl siireler (24, 36, 48 ve 72 saat) degerlendirilmistir.

Sonuglar Cizelge 4.31 ve 4.32°da sunulmustur.

Cizelge 4. 31 Inkiibasyon siiresinin THP iiretim miktaria etkisi

_ THP (g/L)
Inkiibasyon Tekrar 1 Tekrar2 Tekrar3 Ortalama =+ SD
Siiresi (saat)

24 2,464 2,249 2,360 2,358 + 0,108
36 2,399 2,334 2,435 2,389 + 0,051
48 2,436 2,315 2,516 2,422 + 0,101
72 2,533 2,623 2,833 2,663 + 0,154

Cizelge 4. 32 Inkiibasyon siiresinin THP iiretim miktaria etkisi icin Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi

Grup 1 Grup?2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit _ Ust limit

24 Saat 36 Saat 0,0317 0,9838  -0,2551 0,3185
24 Saat 48 Saat 0,0647 0,8856  -0,2221 0,3515
24 Saat 72 Saat 0,3053 0,0374  0,0185  0,5921
36 Saat 48 Saat 0,0330 0,9817  -0,2538 0,3198
36 Saat 72 Saat 0,2737 0,0615  -0,0131  0,5605
48 Saat 72 Saat  0,2407 0,1034  -0,0461  0,5275

Istatistiksel analizler, inkiibasyon siiresinin THP iiretimi {izerinde anlamli bir
etkisi oldugunu gostermistir (ANOVA, p =0,033). Tukey HSD c¢oklu karsilagtirma testine
gore, 72 saatlik inkiibasyon siiresi 24 saatlik inkiibasyona kiyasla anlaml1 derecede daha
yiiksek bir liretim saglamistir (p = 0,037). Ortalama degerlere bakildiginda, 24 saatlik
inkiibasyonda 2,358 g/L, 36 saatte 2,389 g/L, 48 saatte 2,422 g/L, 72 saatte ise 2,663 g/L
iiretim gerceklesmistir. i1k ii¢ siire (24, 36 ve 48 saat) arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilhik gézlenmemistir (p > 0,05), ancak iiretim degerlerinde kademeli bir artis
egilimi dikkat cekmektedir.

Biyolojik acidan degerlendirildiginde, L. garvieae’nin yaklasik 72 saate kadar
aktif bir sekilde biiylime ve protein sentezi faaliyetlerini stirdiirebildigi anlagilmaktadir.
Bu siire zarfinda ortam kosullarinin, 6zellikle besin maddeleri ve pH diizeyinin, bakteri

metabolizmasi icin elverisli oldugu goriilmektedir. 72 saatin Gtesinde besin tilkkenmesi,
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metabolit birikimi ve olasi pH degisimleri gibi faktorler nedeniyle iiretimin plato yapmasi
veya azalmast muhtemeldir (Alomar ve ark., 2008; Loforte ve ark., 2025; Weinberg ve
ark., 2007). Dolayisiyla, bu sonuglar 72 saatin L. garvieae i¢gin optimum inkiibasyon

stiresi oldugunu desteklemektedir.

4.2.7 THP ve peyniralti suyu karakterizasyonu

Uretilen THP’nin  biyokimyasal kompozisyonu, biyoplastik iiretiminde
kullanilabilirligini ve fonksiyonel 6zelliklerini belirleyen en 6nemli parametrelerden
biridir. Bu kapsamda yag, azot, protein, karbonhidrat ve kiil icerikleri analiz edilmis ve

sonuglar Cizelge 4.33’da sunulmustur.

Cizelge 4. 33 THP igerigi
Parametre (%) THP-1 THP-2 THP-3 Ortalama+ SD

Yag 2,486 2,993 3,124 2,868 + 0,337
Azot 8,509 9,287 9,259 9,018 £0,441
Protein 53,187 58,043 57,868 56,366+ 2,754
Karbonhidrat 18,223 19,113 16,675 18,004 + 1,234
Kiil 9,879 10,543 11,241 10,554 + 0,681

THP’nin igerik 6zelliklerine ek olarak, kullanilan PAS’1n ¢evresel kirlilik parametreleri

de degerlendirilmis ve bu parametrelere iliskin bulgular Cizelge 4.34’de gosterilmistir.

Cizelge 4. 34 PAS’1n kirlilik oranlar1

Parametre Deger  Birim
Kimyasal Oksijen Thtiyact 68,53  g/L
Toplam Kat1 Madde 6537 g/L
Toplam Organik Karbon 52,75  g/L
Toplam Fosfor 286,7 mg/L
Toplam Azot 11499 mg/L
pH 4,6

THP numunelerinden elde edilen sonuglar, literatiirde rapor edilen bilesim
degerleriyle bliyiik 6l¢iide uyumluluk gostermektedir. Calismada belirlenen ortalama
protein orant %56,36 olup, bu deger bakteriyel kokenli THP i¢in bildirilen %50-83
araligiyla ortlismektedir (FAO, 2025). Protein oraninin yiiksekligi, incelenen L. garvieae
susunun biyoteknolojik acidan potansiyel bir protein kaynagi oldugunu ortaya
koymaktadir. Olgiilen yag oranm1 %2,87 diizeyinde olup, literatiirde belirtilen %810
sinirinin altinda yer almaktadir (Demirel ve Demirel, 2018). Karbonhidrat igerigi ise
%18,00 olarak saptanmis olup, literatiirde bildirilen %9-34 aralig1 igerisinde yer
almaktadir (FAO, 2025). Bu durum, hiicre duvar1 polisakkaritlerinin énemli bir katki
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sundugunu diisiindiirmektedir. Ayrica %10,55 olarak hesaplanan kiil orani, literatiirdeki
%35-10 araliginin iist sinirinda yer almaktadir (Demirel ve Demirel, 2018). Bu sonug,
incelenen biyokiitlenin mineral agisindan zengin oldugunu gostermektedir. Toplam azot
icerigi %9,01 diizeyinde olup, bu deger bakteriyel THP’ler i¢in rapor edilen %8-10
araligiyla uyumludur. Dolayisiyla elde edilen bulgular, calismada kullanilan
mikroorganizmanin yliksek protein iiretim kapasitesine sahip oldugunu ve bilesim
acisindan literatiir verileriyle tutarl bir profil sergiledigini kanitlamaktadir.

PAS’a ait karakterizasyon sonuglar1 da literatiirde bildirilen tipik degerlerle biiyiik
ol¢iide ortiismektedir. Olgiilen KOI 68,53 g/L olup, literatiirde bildirilen 50-102 g/L
araligina denk gelmektedir. Toplam kati madde (TKM) igerigi 65,37 g/L ile literatiirde
rapor edilen 55-70 g/L araliginda yer almakta; bu bulgu, PAS’1n yiiksek organik madde
yiikiinii agik¢a yansitmaktadir. Toplam organik karbon (TOC) 52,75 g/L olarak 6lgiilmiis
olup, KOI/TOC oran1 yaklasik 1,3 olarak hesaplanmistir. Bu oran, organik kirliligin
biiylik dlgiide karbonhidrat (6zellikle laktoz) kaynakli oldugunu gostermektedir. Azot
parametresi acisindan degerlendirildiginde toplam azot (TN) degeri 1149,9 mg/L
diizeyinde bulunmus ve bu deger literatlirde verilen 2001760 mg/L araligina karsilik
gelmistir. Bu sonug, PAS’1in 6nemli bir azot kaynagi oldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde toplam fosfor (TP) 286,7 mg/L olarak belirlenmis olup, literatiirde rapor edilen
120-530 mg/L araligiyla uyumludur (Pires ve ark., 2021; Slavov, 2017). Bu bulgu,
PAS’in yalnizca organik kirlilik acisindan degil, ayn1 zamanda fosfor geri kazanimi
yoniinden de degerli bir kaynak oldugunu gostermektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde, elde edilen THP kompozisyonu, yiiksek
protein orani ve diisiik yag icerigi ile literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur. PAS ise
yiiksek KOI, azot ve fosfor igerigi nedeniyle ¢evreye dogrudan desarj edilmesinin ciddi
riskler tasidig1 agiktir. Bununla birlikte PAS 1, THP iiretiminde karbon ve azot kaynagi
olarak degerlendirilmesi, hem kirlilik yiikiiniin azaltilmasina hem de siirdiiriilebilir
biyoprotein iiretimine olanak saglayacak dongilisel ekonomi odakli bir yaklasim

sunmaktadir.

4.2.8 THP iiretimi ve temelli biyoplastik karakterizasyonu

Bu boliimde sunulan bulgular, materyal ve metot kisminda ayrintili olarak agiklanan
iretim protokolii dogrultusunda hazirlanmis biyoplastik numuneler {izerinde

gerceklestirilmistir. THP temelli biyoplastikler, belirlenen optimum formiilasyon
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kullanilarak dokiim yoOntemiyle {iretilmis ve ardindan mekanik 6zelliklerini

degerlendirmek amaciyla standartlara uygun sekilde test edilmistir.

4.2.8.1 Cekme mukavemeti analizi

Uretilen biyoplastiklerin mekanik performanslarini degerlendirmek amaciyla
ASTM D882 standartlarina goére numuneler hazirlanmis (Sekil 4.1) ¢ekme testleri

uygulanmis ve bu testler sonucunda maksimum gerilme, maksimum kuvvet, uzama ve

sekil degisimi gibi parametreler analiz edilmistir (Cizelge 4.35 ve Cizelge 4.36).

Sekil 4. 1 ASTM D882 standartlarina gore hazirlanmis ¢ekme numuneleri

Cizelge 4. 35 Nisasta ve THP temelli biyoplastiklere dair cekme mukavemeti analiz sonuglari

Numune Max Gerilme Max Kuvvet (N) Yiizde Uzama Max Uzama
(N/mm?) (%) (mm)
N %10A 31,583 54,685 4,403 1,981
N %10B 55,732 69,904 4,037 1,776
N %10C 46,219 63,218 3,942 1,844
N %10 (Ort. + SD) 44,511 £ 12,165 62,602 + 7,628 4,127 £0,243 1,867 + 0,104
THP %5A 1,189 2,193 21,414 12,206
THP %5B 1,298 2,313 32,805 17,715
THP %5C 1,226 2,251 27,210 14,346
THP %5 (Ort. + SD) 1,238 £ 0,056 2,252 £ 0,060 27,143 £ 5,696 14,755 £2,777
THP %7,5A 2,390 6,739 31,939 14,373
THP %7,5B 2,122 6,008 21,322 10,235
THP %7,5C 2,290 6,412 25,187 11,173
THP %7,5 (Ort. £ 2,267 + 0,136 6,386 £ 0,366 26,150 £ 5,374 11,927 £2,170
SD)
THP %10A 2,477 6,096 20,781 10,183
THP %10B 2,737 5,754 28,868 13,280
THP %10C 2,597 5,931 24,516 11,421
THP %10 (Ort. £ SD) 2,604 + 0,130 5,927+0,171 24,722 + 4,048 11,628 £ 1,559
THP %12,5A 7,514 12,692 14,509 7,110
THP %12,5B 6,796 15,966 22,977 10,340
THP %12,5C 7,108 14,039 18,218 8,547
THP %12,5 (Ort. £ 7,139 £ 0,360 14,232 £ 1,646 18,568 £ 4,244 8,665+1,618

SD)
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Cizelge 4. 36 Cekme testi i¢in Tukey HSD testi sonuglari

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Altlimit Ust limit
THP %10 THP %12,5 4,5355 0,0000  3,9992  5,0718
THP %10 THP %5 -1,3662 0,0002  -1,9025 -0,8299
THP %10 THP %7,5  -0,3363 0,2612  -0,8726  0,1999
THP %12,5 THP %5 -5,9017 0,0000 -6,4380 -5,3654
THP %12,5 THP %7,5 -4,8718 0,0000  -5,4081 -4,3356

ANOVA ve Tukey HSD analizleri, THP katkili biyoplastik gruplar arasinda
maksimum gerilme degerlerinde anlamli farkliliklar bulundugunu gostermektedir (p <
0.001). Ozellikle %12,5 THP igeren filmler, %10, %7,5 ve %S5 katkili 6rneklere kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek ¢ekme dayanimi sergilemistir. Tukey
testi sonuglari, %12,5 grubunun tiim diger oranlardan ayrigtigini dogrulamaktadir. Buna
karsilik %10 ve %7,5 gruplar arasinda fark gézlenmemesi, bu iki seviyede mekanik
dayanim agisindan bir esik noktasina ulasildigini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla
dayanimin artis1 lineer olmayip, belirli katki diizeylerinde sigramali bir egilim izlemekte;
bu baglamda optimum THP oraninin %12,5 diizeyine yakin oldugu anlagilmaktadir.

Mekanik test verilerine gére, THP oranmi ylikseldikce ¢ekme dayanimi artmus,
ancak uzama kabiliyeti azalmistir. %5 katkili filmlerde ¢ekme mukavemeti yaklasik 1,2—
1,3 MPa diizeyindeyken, %12,5 katkida 6,8—7,5 MPa araligina ulagsmistir. Buna karsilik
uzama degerleri %21-32 araligindan %15-23 diizeyine diismiistiir. En yiiksek dayanim
%12,5A formiilasyonunda (~7,5 MPa), en yiiksek uzama ise %5B ve %7,5A
formiilasyonlarinda kaydedilmistir. Bu bulgular, THP oraninin mekanik performans
tizerinde belirleyici oldugunu agikca ortaya koymaktadir.

Elde edilen sonuclar literatiir verileriyle karsilastirildiginda, THP temelli
biyoplastiklerin performansi belirli yonlerden one ¢ikmaktadir. Soy proteini temelli
filmlerin cekme dayaniminin 1,6-3,5 MPa arasinda degistigi, bugday gluteni filmlerinde
ise 4,26-8,96 MPa degerleri rapor edilmistir (Mohammadi ve ark., 2023; Nandane ve
Jain, 2015). Mikroalg kaynakli PHB filmlerinde ¢ekme dayanimi 1,62 MPa diizeyinde
olup, %530 gibi olduk¢a yiiksek uzama gostermistir. Bu esneklik gliserol varligi ile
aciklanmaktadir (Abdo ve ark., 2024). Mikroalg—gluten karisimlarinda 4,9 MPa dayanim
ve %22 uzama bildirilmis, mikroalg—PBAT ve mikroalg—PLA filmlerinde ise dayanimlar
sirastyla 21 MPa ve 45 MPa olarak kaydedilmistir (Ciapponi ve ark., 2019; Torres ve
ark., 2015). Nisasta bazli filmler cogunlukla 0,3-17,74 MPa araliginda dayanim
sergilemekte, kenaf lifi takviyesi ile deger 17,74 MPa’a kadar yiikselmektedir (Hazrol ve
ark., 2022).
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Bu veriler 15181nda, %12,5 THP katkili biyoplastikler soy proteini ve nisasta
filmleriyle kiyaslandiginda daha yiiksek cekme dayanimi gostermekte, gluten filmleriyle
benzer veya kismen daha diisiik degerler sergilemektedir. Uzama degerleri ise protein ve
nisasta temelli sistemlere gore daha diisiik kalmaktadir. Bu durum, THP katkisinin
biyoplastik matrisini mekanik a¢idan gii¢lendirdigini, ancak esnekligi smirladigini
gostermektedir. Dolayisiyla THP orani, mukavemet-esneklik dengesinin belirlenmesinde

kritik bir parametre olarak degerlendirilmektedir.

4.2.8.2 Termal kararhhk

Termal analizler, biyoplastiklerin 1s1l dayanim 0zelliklerini belirlemek ve
malzeme bilesenlerinin bozunma davraniglarini anlamak agisindan kritik 6neme sahiptir.
Bu baglamda, Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Tiirev Termogravimetrik (DTG)
egrileri kullanilarak biyoplastiklerin sicaklik karsisinda sergiledigi kiitle kayiplar1 detayli
bicimde incelenmistir. Calismamizda %12,5 oraninda THP igeren biyoplastik 6rnekleri,
1s1l  kararliliginin  degerlendirilmesi amaciyla TGA cihazinda 30-600 °C sicaklik
araliginda analiz edilmistir. Sekil 4.2’de elde edilen TG, DTG ve DTA verileri;
biyoplastik matrisinin su igerigi, diisiik molekiil agirliklt ucucu bilesenleri, protein
yapilar1 ve katki maddeleri gibi bilesenlerinin ayrisma sicakliklarini ortaya koymakta ve

yapisal stabiliteye dair onemli bilgiler sunmaktadir.
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Sekil 4. 2 %12,5 THP igeren biyoplastigin TGA analiz diyagrami1
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%12.5 oraninda THP igeren biyoplastige ait TGA egrisi incelendiginde, toplamda
yaklasik %70’lik bir kiitle kayb1 gozlemlenmistir. TG egrisinde ii¢ ana bozunma evresi
saptanmustir. Ik evre 50150 °C araliginda olup, bu bdlgede yaklasik %10’luk bir kiitle
kayb1 meydana gelmis ve bu kayip, genellikle nemin ve diisiik molekiillii ugucu
bilesiklerin uzaklasmasiyla iliskilendirilmistir. Ikinci evre 200-400°C araliginda
gerceklesmis ve burada kiitle kaybir daha keskin ve belirgin sekilde ilerlemistir. Bu evre,
THP’nin protein yapilariyla biyoplastik matrisinin (6rnegin, jelatin ve gliserol gibi
katkilar) termal bozunmasina karsilik gelmektedir. DTG egrisi bu sicaklik araliginda iki
belirgin pik gostermekte olup, bu da iki farkli bilesenin ardisik olarak bozundugunu
gostermektedir. Uciincii evre 400 °C’den sonra baslamis ve 600 °C’ye kadar devam
etmistir; bu evrede kiitle kayb1 daha yavas seyretmis olup karbonlu kalintilarin (char)
bozunmasiyla iligkilidir. DTA egrisi incelendiginde, endodermik karakterli bir tepe 300—
350 °C civarinda saptanmis ve bu tepe THP igeriginin bozunmasina isaret etmektedir.
Genel olarak %12.5 THP igeren biyoplastigin termal stabilitesinin, ikinci bozunma
evresine kadar yiiksek oldugu ve bu durumun protein esasli yapilarin biyoplastige katki
sagladigim1 gdstermektedir. Bu veriler, materyalin 1s1l islem gorecegi veya sterilizasyon
gibi termal proseslere maruz kalacagi uygulamalarda dayanikliligim1 degerlendirmek

agisindan 6nem arz etmektedir.

4.2.8.3 SEM analizi

Biyoplastiklerin fiziksel, mekanik ve mikrobiyal diren¢ 6zellikleri biiyiik 6lciide
ylizey morfolojisiyle iligkilidir. Bu nedenle, farkli oranlarda THP igeren biyoplastiklerin
mikro yapilarindaki degisimlerin gorsellestirilmesi Onem arz etmektedir. Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM), biyopolimer matrislerinin ylizey topografyasini yiiksek
cozlinlirliikte ortaya koyarak dolgu maddesi-matris etkilesimlerini analiz etmede yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, %5, %7,5, %10 ve %12,5 oranlarinda THP iceren
biyoplastiklere ait yiizey morfolojileri SEM cihazindan alinan 250x biiyiitme ile Sekil
4.3’de temsil edilmistir. Kontrol grubu olarak yalnizca %10 nisasta igeren biyoplastiklerle
karsilastirilmistir. Ayrica Sekil 4.4°te ¢ekme testi kirilma noktalarinin kesit goriintiileri
sunulmustur. Elde edilen goriintiiler, THP oranina bagli olarak olusan ylizey yapilarini

hem gorsel hem de yapisal agidan ortaya koymaktadir.
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THP %5 THP %7,5 THP %10 THP %125 N %10
Sekil 4. 3 Biyoplastik yiizeylerine ait SEM goriintiileri (250x)

%10 %12,5
Sekil 4. 4 Biyoplastiklerin Kirilma Noktalarina Ait SEM Gériintiileri (250x)

(Cekme testi sonrasinda elde edilen kirilma yiizeylerinin SEM analizine gore,
biyoplastik matrisinde THP orani arttikga kirilma davranisinda anlamli degisiklikler

gozlemlenmistir. %5 THP igeren biyoplastikte diizensiz, lifsi ve gevsek bir kirilma yiizeyi
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dikkat ¢ekerken, %7,5 ve %10 oranlarinda matris daha kompakt bir yapiya evrilmis;
ancak yiizeyler hala gozenekli ve parcalanabilir 6zellikler tasimistir. %12,5 THP igeren
biyoplastik 6rneginde ise kirilma yiizeyi son derece homojen, diizglin ve yogun bir yapiya
sahip olup plastik matrisin kirilma sirasinda enerjiyi daha etkili dagittigin1 ve daha rijit
bir yapt kazandigini gostermektedir. Bu durum, artan THP konsantrasyonunun
biyoplastik yapisina mekanik dayanim ve kompaktlik kazandirdigini; ayrica polimer ag
icindeki etkilesimleri kuvvetlendirdigini ortaya koymaktadir. SEM goriintiileri genel
olarak, THP katkisinin biyoplastiklerin morfolojik yapisini iyilestirdigini ve daha kararl

bir kirilma profili sagladigini géstermektedir.

4.2.8.4 FT-IR analizi

%S5, 7.5, 10 ve 12.5 oranlarinda THP iceren biyoplastik numunelerin Fourier
Doniistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR) analizleri gergeklestirilmistir. Sonuglara ait

grafikler Sekil 4.5’te sunulmustur.
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Elde edilen spektrumlarda tiim numuneler i¢in 3300-3500 cm™ araliginda genis
bir bant gdzlenmistir. Bu bant, hidroksil (—-OH) ve amin (-NH) gruplarina ait gerilmelere

karsilik gelmektedir (Barth, 2007). Bu durum THP’nin proteik yapisinin jelatin ve
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gliserol katkilariyla birlikte matrise entegre oldugunu gostermektedir. 2920-2850 cm™
araliginda gozlenen bantlar alifatik C-H gerilmelerine karsilik gelmektedir ve
plastiklestirici etkisi bulunan gliserol ile polimer zincirlerinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir (Abdelrazzak ve ark., 2021; Sanchez ve ark., 2020). 1700-1600
cm ’deki Amide I (temel olarak C=0O gerilmesi) ve ~1550 cm™ civarindaki Amide II
(N—H biikiilmesi/C-N gerilmesi) bantlarinin, THP orani arttik¢a belirginlesmesi proteik
fazin matrise daha fazla entegre oldugunu ve ikincil yapi/etkilesim yogunlugunun
arttigin diisiindiirmektedir (Kafle ve ark., 2023; Usoltsev ve ark., 2019). Ozellikle %10
ve %12.5 THP igeren filmlerde bu siddet artis1 protein-temelli filmlerde Amide I/IT
bolgelerinin formiilasyon ve icerik degisikliklerine duyarli olduguna dair literatiirle
uyumludur (Harrazi ve ark., 2024; Muyonga ve ark., 2004). Ayrica, THP/SCP icerigi
yiikseldikce Amide bolgelerindeki artisin  raporlandigi  SCP-temelli  biyoplastik
calismalarina paralel sonuglar elde edilmistir (Singha ve ark., 2021). 1200-1000 cm™
araliginda goriilen yogun bantlar C—-O—C kopriileri ve C—-O titresimleri ile iligkilidir; bu
bolgedeki artig, protein—gliserol—sitrik asit/polisakkarit etkilesimlerinin (esterlesme
ve/veya hidrojen baglar1 dahil) giiclendigine isaret edebilir (Fadlelmoula ve ark., 2022;
Skopinska-Wisniewska ve ark., 2021). Genel olarak bu bulgular, THP konsantrasyonu
arttikga protein kaynakli Amide I/II sinyallerinin ve 1200-1000 cm™ bdlgesindeki
titresimlerin siddetlendigini; bunun da THP nin biyoplastik matrise entegrasyonunun ve

bag cesitliliginin giiclendigini gostermektedir (Usoltsev ve ark., 2019).

4.2.8.5 Suda ¢oziiniirliik, nem icerigi ve biyobozunum analizi

Biyoplastiklerin ¢evresel siirdiiriilebilirligini degerlendirmek acisindan, hem suda
¢cozlinlirliik 6zellikleri hem de toprak ortamindaki biyobozunabilirlik performanslari
biiyiik 6nem tagimaktadir. Suda ¢6ziiniirliik, biyoplastiklerin 6zellikle suyla temas eden
ambalaj uygulamalarinda nasil bir davranig sergileyecegini ortaya koyarken; nem igerigi,
iriiniin yapisal stabilitesi, raf omrii ve mekanik 6zellikleri iizerinde dogrudan belirleyici
bir faktdr olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Ote yandan, toprakta biyobozunma analizi,
biyoplastiklerin dogada pargalanma hizini ve mikrobiyal ayrigmaya kars1 duyarliliginm
belirlemek amaciyla yiiriitiilen temel gevresel testlerden biridir. Bu baglamda, farkli
oranlarda THP igeren biyoplastik 6rneklerinin hem suda ¢oziiniirliik-nem igerigi (Cizelge
4.37) hem de toprakta 30 giinliilk biyobozunma profilleri (Cizelge 4.38) incelenmis;
boylece formiilasyondaki protein oraninin ¢evresel bozunabilirlik iizerindeki etkisi

kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir.
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Cizelge 4. 37 Suda ¢oziiniirliik ve nem igerigi analizi sonuglari

Film Tipi Baglangic Agirligt Coziintirlik (%) Coziinme Siiresi Nem Igerigi
(2] (saat) (%)
THP %5 1.10 100 2.0 205+1.0
THP %7,5 1.21 100 2.5 19.0+1.2
THP %10 1.19 100 3.0 170+ 1.5
THP %12,5 1.12 100 4.0 152+14

Cizelge 4.37°te yer alan verilere gore, tiim biyoplastik 6rneklerinin suda %100
cozlinlirliik gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum, kullanilan biyopolimer matrisin
yuksek derecede hidrofilik karakter tasidigini ve suda tamamen ¢oziinebildigini
gostermektedir. Ancak ¢oziinme siirelerinde belirgin bir farklilasma mevcuttur: THP
orani arttik¢a ¢éziinme siiresi de uzamistir. %5 THP iceren biyoplastik 2 saatte tamamen
¢oOziiniirken, %12,5 THP igeren 6rnek 4 saatlik bir slirede ¢oziinmiistiir. Bu egilim, artan
THP miktarinin biyoplastik matrisinde daha siki bir yapisal ag olusturdugunu ve suyun
difiizyonunu kisitladigini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, nem igerigi de artan THP
orani ile azalma egilimi gdstermistir. %5 THP igeren 6rnek %20,5 + 1,0 nem igerirken,
%12,5 THP igeren 6rnek %15,2 £ 1,4 nem igerigine sahiptir. Bu durum, protein
yapilarmin su tutma kapasitesindeki azalmanin ve matrisin daha kompakt hale gelmesinin
bir sonucu olarak yorumlanabilir. Bu veriler, hem biyolojik hem de fizikokimyasal
acidan, artan THP oraninin biyoplastiklerin ¢ozliinme davranigini ve nem dengesi
ozelliklerini anlaml sekilde etkiledigini gostermektedir.

Biyobozunum analizinde 30 ve 60 giinliikk siiregleri tamamlanan biyoplastik
numunelere dair sonuclar Cizelge 4.38 ve bunlara iliskin istatistiksel analiz sonuglari

Cizelge 4.39°da verilmistir.
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Cizelge 4. 38 Biyoplastiklerin 30 ve 60 giinliik toprakta biyobozunum analizi sonuglar1

Numune Ilk Agirlik 30 Giin ~ Kiitle Kayb1 60 Giin Agirlik Kiitle
(2) Agirlik 30g (%) (2) Kaybi1 60g
9] (%)

THP %5a 0,1732 0,0676 60,9 0,0268 84,5

THP %5b 0,1660 0,0593 64,3 0,0227 86,3

THP %5c¢ 0,1839 0,0688 62,6 0,0275 85,0

THP %5 (Ort. = SD) 0,1744 + 0,0652 + 62,6 £1,7 0,0257 +£0,0025 85,3+0,9
0,0090 0,0049

THP %7,5a 0,1764 0,0568 67,9 0,0201 88,6

THP %7,5b 0,2448 0,0822 66,5 0,0298 87,8

THP %7,5¢ 0,1743 0,0695 60,1 0,0217 87,5

THP %7,5 (Ort. = SD) 0,1985 + 0,0695 + 64,8 +42 0,0239 +0,0051 88,0+ 0,6
0,0400 0,0128

THP %10a 0,1801 0,0911 49,4 0,0475 73,6

THP %10b 0,1646 0,0746 54,7 0,0353 78,5

THP %10c¢ 0,1662 0,0803 51,7 0,0410 75,3

THP %10 (Ort. + SD) 0,1703 + 0,0820 = 51,9+2,7 0,0413 +£0,0061 75,8 +2,5
0,0086 0,0083

THP %12,5a 0,2122 0,1197 43,6 0,0687 67,6

THP %12,5b 0,1778 0,1087 38.9 0,0686 61,4

THP %12,5¢ 0,3485 0,2054 41,1 0,1209 65,3

THP %12,5 (Ort. £ SD) 0,2462 + 0,1446 + 412+24 0,0861 £ 0,0306 64,8 3,1
0,0916 0,0543

Cizelge 4. 39 60 giinliik biyobozunum sonuglarina iliskin Tukey HSD testi sonuglar1

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit  Ust limit
THP %5 THP %7.5 2,70 0,4325  -2,72 8,12
THP %5 THP %10 -9,47 0,0023  -14,89 -4,04
THP %5 THP %12.5 -20,50 0,0000 -25,92 -15,08
THP %7.5 THP %10 -12,17 0,0004  -17,59 -6,74
THP %7.5 THP %12.5 -23,20 0,0000  -28,62 -17,78

Cizelge 4.38 ve 4.39°da verilen 30 ve 60 giinliikk biyobozunum analizleri ile
gerceklestirilen ANOVA ve Tukey HSD testleri, biyoplastiklerin biyobozunurlugu
lizerinde kullamlan formiilasyonun dnemli etkileri oldugunu gostermektedir. Istatistiksel
analizler, gruplar arasinda anlamli farkliliklarin bulundugunu dogrulamistir (p < 0,001).
Ozellikle %5 ve %7,5 gruplarida yiiksek biyobozunum oranlar1 elde edilirken, %10 ve
%12,5 gruplarinda biyobozunum oranlarinin belirgin sekilde azaldigi tespit edilmistir. Bu
bulgu, protein orani arttik¢a biyoplastik matrisin daha kompakt ve mikroorganizmalara
kars1 direncli bir yapiya doniistiigiinii ortaya koymaktadir. Tukey HSD testi sonuglari
ayrintilt olarak incelendiginde, %5 ile %7,5 gruplar arasinda biyobozunum ac¢isindan
anlamli bir fark bulunmadig1, buna karsilik bu iki grup ile %10 ve %12,5 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklar oldugu gériilmiistiir. Ozellikle %12,5 grubunun tiim
gruplara kiyasla en diisiik biyobozunum degerlerine sahip olmasi, yiiksek protein oraninin

biyobozunurlugu sinirlayici bir faktér oldugunu gostermektedir. Buna karsin %5 ve %7,5
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gruplarindaki yiiksek biyobozunum oranlari, daha gevsek ve mikroorganizmalarin

kolayca parcalayabildigi bir polimerik ag yapisina isaret etmektedir.

%10 %7,5 %5

Sekil 4. 6 30 giinliik biyobozunum sonunda THP temelli biyoplastik goriintiileri
4.3. Antimikrobiyal Biyoplastik Uretimi

Biyoplastiklere islevsellik kazandirmak amaciyla %12.5 THP igeren biyoplastik
matrisine SH-EY agirlikca %1, %2 ve %3 oranlarinda ilave edilerek mekanik ve
fonksiyonel ozellikleri degerlendirilmis, SH-EY katkisinin malzeme performansina

etkileri sistematik olarak incelenmistir.

4.3.1 Antimikrobiyal biyoplastik cekme mukavemeti testi

Calismanin bu asamasinda THP ve SH-EY i¢eren biyoplastik numunelerin ¢ekme
mukavemeti testleri gergeklestirilmistir. Yapilan analizler, biyoplastiklerin gerilme
dayanimi, maksimum kuvvet, ylizde uzama, maksimum uzama miktar1 ve toplam sekil
degisimi gibi temel mekanik parametreler iizerinden degerlendirilmistir. Ilgili sonuglar
Cizelge 4.40’da buna dair istatistiksel karsilastirma testi sonuglar1 Cizelge 4.41°de
verilmistir. Bu testler sayesinde, materyalin elastikiyet, dayanmiklilik ve sekil esnekligi

gibi karakteristikleri detayl1 sekilde ortaya konmustur.

Cizelge 4. 40 THP-SH-EY temelli biyoplastiklere dair gekme mukavemeti analiz sonuglari

Numune Gerilme Maks. Yiizde Maks. Sekil
(N /mm?) Kuvvet(N) Uzama(%) Uzama(mm) Degisimi(mm)
%1 SH-EY 6.1755 12.9585 18.2367 9.7135 9.7135
%2 SH-EY 2.7845 6.4876 24.30 10.3497 10.3497
%2 SH-EY 3.4164 7.3154 22.1076 13.2294 13.2294
%3 SH-EY 0.3307 2.32061 12.3722 7.79448 7.79448

%3 SH-EY 0.4235 3.3791 16.0521 8.56110 8.56110
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Cizelge 4. 41 THP-SH-EY cekme testi sonuglarina iliskin Tukey HSD testi sonuglari

Grup 1 Grup 2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit  Ust limit
%1 SH-EY %2 SH-EY 0.579 0.309 -0.924 2.083
%1 SH-EY %3 SH-EY 5.799 0.009 4.295 7.304
%2 SH-EY %3 SH-EY 5.220 0.012 3.716 6.725

Cizelge 4.41°de gerilme verileri {izerinden yapilan ANOVA, farkli SH-EY
oranlarinin biyoplastiklerin gerilme dayanimi {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir
etkiye sahip oldugunu ortaya koymustur (p < 0.01). Cizelge 4.41°de gosterildigi gibi
Tukey HSD ¢oklu karsilastirma testi sonuglaria gore %1 SH-EY i¢eren numuneler, %2
ve %3 SH-EY igeren numunelere kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek gerilme degerleri
gostermistir. Ozellikle %3 SH-EY iceren numunelerde gerilme degerinin ciddi oranda
diistiigli goriilmiistiir. Bu durum, SH-EY ilavesinin artan oranlarda yapilmasinin yapisal
biitiinligli olumsuz etkiledigini ve biyoplastik matrisinin zayiflamasma yol agtigini
gostermektedir. Ote yandan, %1 SH-EY ilavesiyle elde edilen biyoplastiklerin, hem
istatistiksel hem de biyolojik olarak en iyi mekanik performansa sahip oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak, optimal gerilme dayanimi agisindan %1 SH-EY oraninin en

uygun formiilasyon oldugu sdylenebilir.

4.3.2 Antimikrobiyal biyoplastik termal kararhhk analizi

Antimikrobiyal biyoplastik i¢in ¢gekme mukavemeti acgisindan optimum goriilen

%1 SH-EY katkili malzeme i¢in termal kararlilik testi yapilmis ve sonuclar Sekil 4.6’da

sunulmustur.
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Sekil 4. 7 %12,5 THP ve %1 SH-EY igeren biyoplastigin TGA analiz diyagrami
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%1 SH-EY igeren biyoplastik numunesine ait TGA analizi sonuglari, numunenin
cok asamal1 bir termal bozunma mekanizmasina sahip oldugunu ortaya koymaktadir. TG
egrisi, yaklasik 100 °C ile 500 °C arasinda toplam kiitlenin %80'ine yakin kisminin
kaybedildigini gostermistir. Bu kiitle kaybinin ilk evresi (~100-200 °C), numune
iceriginde bulunan serbest su ve ugucu bilesenlerin (6zellikle esansiyel yaglarin)
buharlasmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ikinci kiitle kayb1 evresi (~200—
450 °C) ise biyopolimer matrisin (6zellikle protein ve polisakkarit yapilar) 1s1l ayrismasi
ile iliskilidir. DTG egrisinde bu ayrisma davramigini destekleyen {ii¢ farkli pik
gozlemlenmistir: yaklasitk 200-220°C’de ilk pik, 310-330°C’de ikinci ve 390-—
410°C’de tgiincii pik olusmustur. Bu pikler sirasiyla ucucu bilesiklerin ayrigsmast,
biyopolimer matrisin bozunmasi ve daha stabil karbonize yapilarin pargalanmasini temsil
edebilir. DTA egrisinde ise yaklasik 500 °C civarinda maksimum bir endotermik tepe
goriilmiis, bu da biyoplastigin karbonizasyon siirecine girdigi sicaklik araligini isaret
etmistir. Elde edilen bu sonugclar, esansiyel yag katkisinin biyoplastigin 1s1l davranisim
etkiledigini, 6zellikle ilk ayrigsma sicakligi ve termal kararlilik iizerinde belirgin bir rol

oynadigini ortaya koymaktadir.

4.3.3 Antimikrobiyal biyoplastik FT-IR analizi

Bu calismada, %12.5 THP bazl biyoplastik filmlerine farkli oranlarda esansiyel
yag katkis1 (SH-EY %1, %2 ve %3) yapilmis ve katkinin matris tizerindeki etkileri FTIR
analiziyle incelenmistir. Elde edilen spektrumlar, protein omurgasina ait temel

fonksiyonel gruplarin korundugunu gostermektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 8 Antimikrobiyal biyoplastiklerin FT-IR yiizey analizleri

Elde edilen FTIR spektrumlarinda tiim numuneler i¢in ~3300 cm™ civarinda genis bir
bant gézlenmistir. Bu bant proteinlerdeki —NH gerilmeleri (amide-A) ve —OH gerilmeleri
ile hidrojen baglarini isaret eder ve protein-temelli sistemlerde karakteristiktir (Kamnev
ve ark., 2021). Katki oran1 arttikca bu bandin genisligi/siddetindeki degisimler, fenolik
bilesiklerin hidrojen baglar1 araciligiyla matrise etkilesimini diigiindiirmektedir (Wongsa
ve ark., 2022). Ayrica 2920-2850 cm ™ araligindaki bantlar doymus alifatik gruplarin C—
H gerilmelerine (—~CH: asim. =2920; sim. =2850 cm™) karsilik gelir; bu bdlge
protein/biyopolimer filmlerinde ve gliserol gibi plastiklestiriciler varliginda tipiktir. 1730
cm ' civarinda gozlenen karbonil sinyali ester gruplarina atfedilir ve sitrik asit gibi capraz
baglayicilarla ester olusumu raporlariyla uyumludur (Al-Kelani ve Buthelezi, 2024;
Barbosa de Almeida ve ark., 2010). Amide I (~1640 cm™; esasen C=0 gerilmesi) ve
Amide II (~1540 cm™; N-H biikiilmesi/C-N gerilmesi) bolgelerinde katki oranina bagh
bant siddeti ve bi¢im degisimleri saptanmistir; proteinlerde Amide bantlarinin
bilesim/ikincil yap1 degisimlerine duyarli oldugu bilinmektedir (Barth, 2007; Lorenz-
Fonfria, 2020). Ozellikle %2 ve %3 SH-EY katkil1 filmlerde aromatik C=C titresimlerinin
(~1600-1590 cm™) amide bolgesine bindirmesiyle omuzlanmalar ve yogunluk artiglart
goriilmesi, fenolik bilesiklerin karakteristik aromatik bantlariyla uyumludur ve protein—

fenolik etkilesimlerini destekler (Guntarti et al., 2024). Parmak izi bolgesinde (1200900
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cm™), ozellikle 1160-1030 cm™ araliginda C—O ve C—O—C titresimlerine ait bantlarin
giiclenmesi, fenolik gruplarin ve gliserol/sitrik asit yapilarimin {ist iiste binmesiyle
aciklanabilir (Coates, 2000). Bununla birlikte FTIR’de izlenen bu yapisal etkilesimler
pratik performansa olumlu yansimamustir. Literatiirde ugucu yag ilavesinin belirli
esiklerin tlizerinde faz ayrigmasi/yag migrasyonu ve c¢cekme dayanimi ile cam gegis
sicakliginda diistislere yol agabildigi, dolayisiyla mekanik biitiinliik ve yiizey 6zelliklerini
zayiflatabildigi gosterilmistir ve bizim bulgularimizla tutarlidir (Sanchez-Gonzalez ve
ark., 2011; Tongnuanchan ve ark., 2016; Wu ve ark., 2017). Bu karmasay1 azaltmak ve
yag sizintisini kontrol etmek i¢in esansiyel yaglarin dogrudan eklenmesi yerine
nanoenkapsiilasyon/emiilsiyon tastyicilarla kontrollii salim saglanmasi yaygin oneridir

(Chaudhari ve ark., 2021; Reis ve ark., 2023).

4.3.4 Antimikrobiyal etkinlik analizleri

Bu c¢aligmada gelistirilen THP-SH-EY temelli biyoplastik filmlerin
antimikrobiyal etkinligi, disk diflizyon ve buhar difiizyonu yontemleri kullanilarak
degerlendirilmistir. Test edilen mikroorganizmalar arasinda Gram pozitif Staphylococcus
aureus, Gram negatif Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli suslar1 yer almistir.
Disk difiizyonu ve istatistiksel analizleri Cizelge 4.42, 4.43, 4.44 ve 4.45°de sunulmustur.
Farkli SH-EY (%1, %2, %3) oranlariyla iiretilen biyoplastiklerin inhibitor etkileri,
kontrol grubu (SH-EY icermeyen %12,5 THP biyoplastik) ile karsilastirmali olarak

incelenmis ve her 6rnek ti¢ tekrar halinde test edilmistir.

Cizelge 4. 42 THP-SH-EY biyoplastik disk diflizyon analizi sonuglari

Tekrar Numune Staphylococcus aureus Salmonella Typhimurium Escherichia coli
(mm) (mm) (mm)

1 Kontrol 18 12 0

1 %1 EY 18 10 0

1 %2EY 19 15 0

1 %3 EY 17 13 15

2 Kontrol 17 13 0

2 %1 EY 17 12 0

2 %2EY 18 13 0

2 %3 EY 16 16 16

3 Kontrol 15 0 0

3 %l EY 13 13 0

3 %2 EY 16 14 0

3 %3 EY 15 23 0
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Cizelge 4. 43 S. aureus disk difiizyonu Tukey HSD testi sonuglari

Grupl Grup?2 Ortalama fark p-degeri Alt limit Ust limit

1 2 1.6667 0.6733  -2.9862 6.3196
1 3 0.0000 1.0000  -4.6529  4.6529
1 Kontrol 0.6667 0.9660 -3.9862 5.3196
2 3 -1.6667 0.6733  -6.3196  2.9862
2 Kontrol -1.0000 0.8988  -5.6529  3.6529
3 Kontrol  0.6667 0.9660 -3.9862 5.3196

Cizelge 4. 44 S. Typhimurium disk difiizyonu Tukey HSD testi sonuglari

Grup1 Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit  Ust limit

1 2 0.0000 1.0000  -2.3955 2.3955
1 3 -0.3333 0.9602  -2.7289  2.0622
1 Kontrol 0.6667 0.7496  -1.7289  3.0622
2 3 -0.3333 0.9602  -2.7289  2.0622
2 Kontrol 0.6667 0.7496  -1.7289  3.0622
3 Kontrol 1.0000 0.5195  -1.3955 3.3955

Cizelge 4. 45 E. coli disk diflizyonu Tukey HSD testi sonuglari

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit Ust limit

Kontrol %1 EY 0.00 mm 1.000 -4.89 4.89
Kontrol %2EY 0.00 mm 1.000 -4.89 4.89
Kontrol %3 EY 6.33 mm 0.021 1.44 11.22
%lEY %2EY 0.00 mm 1.000 -4.89 4.89
%lEY %3EY 6.33mm 0.021 1.44 11.22
%2EY %3EY 6.33 mm 0.021 1.44 11.22

Yapilan antimikrobiyal diflizyon testleri sonucunda, biyoplastiklere eklenen
esansiyel yaglarin (%1, %2 ve %3 w/w) S. aureus, S. Typhimurium ve E. coli suslarina
kars1 gosterdigi etkinlik hem istatistiksel hem de biyolojik agidan analiz edilmistir. S.
aureus susunda, tim konsantrasyonlarda inhibitor ¢aplar kontrol grubuna kiyasla artig
gostermistir; 6zellikle %2 ve %3 esansiyel yag i¢eren biyoplastiklerde anlamli farkliliklar
gbzlenmis, bu da Gram-pozitif bakterilere kars1 daha diisiik konsantrasyonlarda dahi
biyolojik etkinligin basladigini gostermektedir. S. Typhimurium susunda ise etkinlik daha
secici seyretmis, yalnizca %3 esansiyel yag igeren biyoplastiklerde anlamli bir fark
olusmus, bu da Gram-negatif bakterilerin daha direngli yapisim1 ve daha yiiksek
konsantrasyon ihtiyacini teyit etmektedir. E. coli i¢in ise yalnizca %3 esansiyel yag
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir inhibisyon gézlenmis (p < 0.05), diger tiim
gruplar kontrolle benzer seviyede kalmistir. Bu bulgular, esansiyel yagin tiir ve
konsantrasyona bagli olarak seg¢ici antimikrobiyal etki gosterebildigini ve 6zellikle Gram-
negatif bakterilere kars1 daha yiiksek oranlarin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica, istatistiksel analizler (ANOVA ve Tukey HSD) biyolojik bulgular1 destekler

nitelikte olup, 6zellikle %3 konsantrasyonun esik deger olabilecegini gostermektedir.
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S. aureus S. Typhimurium E.coli

Sekil 4. 9 Disk diflizyonu zon caplar1 goriintiileri

Ug farkl: tekrarda elde edilen disk difiizyon sonuglari, kontrol gruplari dahil olmak
tizere S. aureus, S. Typhimurium ve E. coli’ye karsi belirgin inhibisyon zonlar1 ortaya
koymustur. Literatiirde, bitkisel esansiyel yaglarin tipik olarak gram-pozitif bakterilere
kars1 yaklasik olarak 6-19 mm, gram-negatif bakterilere kars1 ise 6—17 mm araliginda zon
capt olusturdugu belirtilmektedir (Silva ve ark., 2019). Bununla birlikte Origanum
vulgare ve Ocimum basilicum gibi bazi yaglar 17-45 mm’lik zonlarla daha giiglii etki
gosterebilmektedir (Helal ve ark.,, 2019). Ayrica gram-negatif bakterilerin
lipopolisakkarit tabakasi nedeniyle hidrofobik bilesiklere karst daha direngli oldugu ve
bu nedenle daha yiiksek yag konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyuldugu vurgulanmaktadir
(Silva ve ark., 2019)

Kontrol gruplarinda 15—18 mm araliginda inhibisyon zonu bulunmasi biyoplastik
matrisin (THP, jelatin, sitrik asit, gliserol) veya fermantasyon kaynakli metabolitlerin
dogrudan antimikrobiyal aktivite gosterebildigini diistindiirmektedir.

Buhar difiizyonu ile ilgili ¢aligmalara ait veriler ise Cizelge 4.46, 4.47, 4.48 ve
4.49°da verilmistir.

Cizelge 4. 46 THP-SH-EY biyoplastik buhar difiizyonu analizi sonuglari

Bakteri Doz Kontrol Ort.  Test Ort.
(KOB/mL)  (KOB/mL)
E.coli %l EY 6,41x10% 3,72x 108
E.coli %2EY 6,41 x10% 2,52x 108
E.coli %3 EY 6,41 x10% 1,72 x 103
S. aureus %1 EY 6,51 x10% 5,56 x 103
S. aureus %2 EY 6,52x 108 436x 103
S. aureus %3 EY 6,52x 108 2,49 x 108

S. Typhimurium %1 EY 6,87 x 108 7,10 x 10%
S. Typhimurium %2 EY 6,87 x 108 5,61 x 108
S. Typhimurium %3 EY 6,87 x 108 3,94x 108
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Cizelge 4. 47 S. aureus disk difiizyonu Tukey HSD testi sonuglari

Grupl Grup2 Ortalama fark p-degeri Alt limit Ust limit
%lEY %2EY -1,20x 108 0.042 -2,37x 108 -0,027 x 108
%l EY %3EY -3,07x108 0.000 -424x 108 -1,89x 108
%2EY %3EY -1,87x108 0.001 -3,04x 108 -0,69 x 108
Cizelge 4. 48 E. coli disk difiizyonu Tukey HSD testi sonuglari
Grup1 Grup2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit Ust limit
%l EY %2EY -1,20x 108 0.2034  -3,49x10% 1,09x 108
%l EY %3EY -2,00x 108 0.0233  -429x10% -0,29x 108
%2EY %3 EY -0,80x 108 04435  -3,09x10% 1,49x 108
Cizelge 4. 49 S. Typhimurium disk difiizyonu Tukey HSD testi sonuglari
Grup1 Grup2 Ortalama fark p-degeri  Alt limit Ust limit
%lEY %2EY 1,49x 108 0.001 0,317 x10* 2,663 x 108
%l EY %3EY 3,16x 108 0.000 1,987 x 108 4,333 x 108
%2EY %3 EY 1,67x108 0.000 0,497 x 108 2,843 x 108

Yapilan calismada, %1, %2 ve %3 oranlarinda SH-EY iceren biyoplastiklerin

antimikrobiyal etkileri ti¢ farkli bakteriyel patojen lizerinde (E. coli, S. aureus ve S.

typhimurium) test edilmistir. Buhar difiizyonu testlerinde log azalim1 goriillmemistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Plastik kirliliginin ¢evre ve insan saglig1 agisindan olusturdugu kiiresel sorunlar,
biyolojik olarak pargalanabilir alternatif materyallere yonelik ilgiyi her gegen giin
artirmaktadir. Bu c¢aligmada elde edilen sonuglar, fosil bazli plastiklerin yerine
gecebilecek  biyoplastiklerin  iiretiminde laktik asit bakterilerinden tiiretilen
ekzopolisakkaritler ve tek hiicre proteinlerinin kullanim potansiyelini kapsamli bigimde
ortaya koymustur. Bulgular, her iki biyopolimerin iiretim kosullari, elde edilen verim,
yapisal ve mekanik 6zellikleri ile biyobozunurluk performanslarini ortaya ¢ikararak, bu
hammaddelerin biyoplastik teknolojilerindeki yerini belirgin bigimde ayirt etmistir.

EPS iiretimi i¢in secilen LAB suslar1 arasinda tiirler aras1 farkliliklarin belirgin
oldugu saptanmistir. Azot kaynagi denemelerinde yeast ekstrakt kullaniminin verimi
dogrudan artirdigi, ozellikle %5 diizeyinde 8400 mg/L’nin iizerinde iiretim sagladigi
goriilmiistiir. ANOVA ve Tukey HSD analizleri, farkli yeast ekstrakt konsantrasyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundugunu dogrulamistir. Karbon
kaynag1 denemelerinde ise siikrozun diger sekerlere kiyasla daha yiiksek EPS f{iretimi
sagladig1 tespit edilmistir. Artan siikroz konsantrasyonu ortam viskozitesinde belirgin
artisa yol agcmis, bu durum ozmotik stresin yilikselmesine ve kiitle transferinin
sinirlanmasina neden olmustur. Elde edilen bulgular, literatiirde EPS {iretiminin karbon
ve azot kaynaklaria duyarli olduguna dair raporlarla uyumludur.

pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi gibi ¢evresel faktorlerin de EPS iiretiminde
kritik rol oynadig1 ortaya konmustur. Ozellikle pH 67 aralig1, 37 °C sicaklik ve 96 saatlik
inkiibasyonlar optimum kosullar olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, ¢ozelti dokiim
yontemiyle elde edilen EPS filmler mekanik acgidan yetersiz bulunmustur. Filmler asir1
stinek ve yapigkan ozellik gostermis, kopma gerilmesi ve uzama degerlerinin gecerli
sekilde oOl¢iilmesine imkan vermemistir. Bu sonuglar, EPS’nin tek basina biyoplastik
matrisi olarak degerlendirilemeyecegini, ancak protein ya da seliiloz temelli sistemlerde
baglayici veya yardimci polimer olarak iglev gorebilecegini gostermektedir.

THP {iretimi acisindan yiiriitiilen optimizasyon c¢aligsmalari, LAB suslar1 arasinda
ozellikle L. garvieae’nin en yiiksek biyokiitle verimini sagladigini gostermistir. Yaklasik
2.11 g/L diizeyinde elde edilen bu verim, PAS’1n mikrobiyal protein iiretiminde etkili bir
substrat oldugunu kanitlamistir. Azot ve karbon kaynaklarinin etkilerinin test edilmesi

sonucunda, %1,5 nohut ekstraktt ve %5 siikrozun en uygun kombinasyon oldugu
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belirlenmistir. Bu kosullar altinda iiretim verimi anlamli sekilde artmis, istatistiksel
analizler bu farkliliklarin giivenilirligini desteklemistir.

pH ve sicaklik optimizasyonlarinda, THP tiretiminin pH 7°de ve 37 °C civarinda
en yiiksek seviyeye ulastig1 tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresi denemeleri, 72 saate
kadar verimde anlamli artig gdsterirken, bu siireden sonra besin tiikkenmesi ve metabolit
birikimine bagli olarak verimde azalma goriilmiistiir. Dolayistyla THP iiretimi igin 72
saat optimum siire olarak belirlenmistir. Bu bulgular, mikrobiyal iiretim siire¢lerinin
genellikle besin sinirlamalart ve metabolik yan tirtinlerle iligkili oldugunu gosteren
literatiirle uyumludur.

THP ile gliserol, jelatin ve sitrik asit formiilasyonu kullanilarak ¢ozelti dokiim
yontemiyle biyoplastik filmler {iretilmistir. Filmlerin mekanik testlerinde ¢ekme
dayanimi ortalama 7.139 MPa olarak 6l¢iilmiis, kopmada uzama orani ise %18.56 olarak
belirlenmistir. Bu degerler, EPS filmlerine kiyasla cok daha dengeli ve uygulanabilir
mekanik ozellikler sergilemistir. Tukey HSD testleri, %12.5 THP igeren biyoplastiklerin
diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli bi¢imde daha yiiksek dayanim gosterdigini
dogrulamistir. %10 ve %7.5 oranlar1 arasinda anlamli fark bulunmamasi, bu diizeylerde
mekanik dayanimin bir esik noktasina ulastigini ortaya koymustur.

Termogravimetrik analizler, THP temelli biyoplastiklerin ilk ciddi bozunma
asamasinin 200400 °C araliginda gergeklestigini gostermistir. Bu bulgu, biyoplastiklerin
belirli bir termal kararlilik sergiledigini kanitlamaktadir. Morfolojik incelemelerde
(SEM), filmlerin homojen bir yapiya sahip oldugu, protein orani arttik¢a daha kompakt
ve piiriizsiiz ylizeylerin olustugu gozlenmistir. FT-IR analizleri, protein ve polisakkarit
bilesenlerinin fonksiyonel gruplarinin birbirleriyle hidrojen baglari araciligiyla etkilesime
girdigini  dogrulamig, bu durum biyoplastik matrisin kimyasal biitiinliiglini
desteklemistir. SH-EY katkisi, THP biyoplastiklerin termal davranigini belirgin sekilde
degistirmistir. Katki ilavesiyle baslangic bozunma sicaklig yiikselmis, DTG pikleri daha
yiiksek sicakliklara kaymis ve bozunma siireci daha genis bir aralifa yayilmistir. Bu
durum, katkinin matris i¢inde yeni etkilesimler olusturarak sistemin termal stabilitesini
artirdigin1  diisiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, SH-EY ilavesi biyoplastiklerin termal
kararliligini iyilestirirken, bozunma mekanizmasini ¢ok asamali hale getirmistir.

Su ¢oziiniirliigii ve nem igerigi testlerinde, protein oraninin artist ¢oziiniirliigiin
azalmasia ve daha kompakt bir matris yapisinin olugsmasina yol agmistir. Bu bulgu,
protein i¢eriginin yalnizca mekanik 6zellikleri degil, ayn1 zamanda bariyer davraniglarini

da belirledigini gostermektedir. Boylece THP orani, biyoplastiklerin mekanik
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performansi ve fonksiyonel 6zellikleri arasinda denge kuran temel parametrelerden biri
olarak 6ne ¢ikmuistir.

Biyobozunurluk testleri, THP temelli biyoplastiklerin ¢evresel olarak
parcalanabilirligini ortaya koymustur. Toprak gémme deneylerinde 60 giin sonunda
biyobozunma orani %65’in lizerinde gerceklesmistir. ANOVA ve Tukey HSD analizleri,
kullanilan  formiilasyonun biyobozunurluk iizerinde Onemli etkiler yarattigin
dogrulamistir. Ozellikle %5 ve %7.5 THP igeren gruplar daha yiiksek biyobozunma
oranlar1 gostermis, buna karsin %10 ve %]12.5 gruplarinda oranlar belirgin bi¢cimde
diismiistiir. Bu durum, protein orani yiikseldik¢e matrisin daha kompakt hale geldigini ve
mikroorganizmalara karsi daha direncli bir yap1 kazandigini1 gostermektedir.

PAS bazli THP biyoplastiklere SH-EY eklenmesiyle elde edilen antimikrobiyal
performans disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir. S. aureus i¢in kontrol ve SH-
EY katkili gruplarda 13—-19 mm araliginda inhibisyon zonlar1 gézlenmis; ortalama
degerler sirasiyla kontrol 16.7 mm, %1 SH-EY 16.0 mm, %2 SH-EY 17.7 mm ve %3
SH-EY 16.0 mm olup ozellikle %2 SH-EY’de smirli bir artis saptanmistir. S.
Typhimurium’a kars1 etkinlik EY oraniyla belirgin bigimde yiikselmis; kontrol 8.3 mm,
%1 SH-EY 11.7 mm, %2 SH-EY 14.0 mm ve %3 SH-EY 17.3 mm ortalama zon ¢aplar1
elde edilmis, en yiiksek deger %3 SH-EY grubunda (tekil ol¢iimde 23 mm)
kaydedilmistir. E. coli iizerinde kontrol ile %1 ve %2 SH-EY gruplarinda inhibisyon
gbzlenmezken (0 mm), yalnizca %3 SH-EY iceren filmler 15—-16 mm zon olusturmus ve
bu patojene kars1 antimikrobiyal etkinligin SH-EY katkistyla kazanildigini gostermistir.
Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, SH-EY ilavesinin 6zellikle Gram-negatif
tirlerde (S. Typhimurium ve E. coli) doz-bagimli bir fayda sagladigi, S. aureus tizerinde
ise matrise bagli bazal etkinlik tizerine sinirli ek katki sundugu anlasilmaktadir. Bu
sonuglar, PAS-temelli LAB-THP biyoplastiklerin, uygun SH-EY oranlar1 kullanildiginda
aktif ambalaj uygulamalarinda fonksiyonel bir alternatif sunabildigini ortaya
koymaktadir.

Elde edilen tiim bulgular bir arada degerlendirildiginde, EPS ve THP’nin
biyoplastik tiretiminde farkli potansiyellere sahip oldugu net bicimde ortaya ¢ikmaktadir.
EPS yiiksek tiretim verimi ile dikkat cekmis olsa da film formundaki mekanik 6zellikleri
yetersiz kalmistir. Buna karsin THP, hem mekanik dayanim hem de biyobozunurluk
acisindan daha dengeli bir profil sergilemis ve siirdiiriilebilir biyoplastik {iretimi i¢in

giiclii bir alternatif oldugunu kanitlamistir.
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Bu sonuclar, PAS’in katma degerli iiriinlere doniistiiriilmesinde 6nemli bir
biyoteknolojik potansiyel tasidigini gostermektedir. Ayn1 zamanda, LAB kokenli THP
temelli biyoplastiklerin gida ambalajlama sektoriinde uygulanabilirligine dair giiglii
kanitlar sunulmustur. Cekme dayanimi, 1s1l kararlhilik, ylizey morfolojisi ve
biyobozunurluk testleri birlikte degerlendirildiginde, THP temelli biyoplastiklerin
cevreye duyarli ambalaj ¢ozlimleri i¢in umut verici bir alternatif sundugu sonucuna
ulasilmistir. EPS ise tek basina bir biyoplastik matrisi olarak yetersiz olmakla birlikte,
diger polimerlerle birlikte baglayici veya yardimer polimer olarak islev gorebilecek
niteliktedir.

Sonug olarak Lactococcus garvieae susu ile pH 7’de, 37 °C’de ve 72 saatlik
inkiibasyon siiresinde yiiriitiilen fermantasyon sonucunda, %1.5 nohut ekstresi ve %5
siikroz iceren peynir alti suyu ortaminda 2.663 g/L diizeyinde THP elde edilmistir.
Uretilen biyokiitle, %12.5 THP, %3 gliserol, %1 sitrik asit ve %2 jelatin oranlarinda
formiile edilerek c¢ozelti dokiim yontemiyle biyoplastik film haline getirilmistir.
Gelistirilen biyoplastikler 7.139 MPa ¢ekme dayanimi, %18.56 kopmada uzama ve 200—
400 °C araliginda termal stabilite gostermis; 60 giin sonunda %65’in {izerinde
biyobozunma sergilemistir. Ayrica %3 oraninda Satureja hortensis esansiyel yagi katkisi,
Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium ve Escherichia coli suslarina kars1 13—
23 mm araliginda inhibisyon zonlar1 olusturarak belirgin antimikrobiyal aktivite
kazandirmistir.

Bu ¢aligmanin genel ciktilari, atik azaltimi, gida giivenligi ve dongiisel ekonomi
cercevesinde biyoplastik teknolojilerine 6zgilin katkilar saglamaktadir. Fosil bazl
plastiklerin ¢evresel baskilarin1 azaltma potansiyeli, siit endiistrisi atiklarinin
degerlendirilmesiyle birlestiginde, bu yaklagimin siirdiiriilebilirlik a¢isindan 6nemli bir

yol haritas1 sundugu agiktir.

5.2 Oneriler

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglar, LAB kaynakli EPS ve THP’nin
biyoplastik tiretiminde farkli roller iistlenebilecegini ortaya koymus, ancak ayn1 zamanda
bu biyopolimerlerin daha ileri arastirmalarla gelistirilmesi gerektigini de gostermistir.

Bu calismada kullanilan  suslar LAB  olup, GRAS statiislinde
degerlendirilmektedir. Ancak gida ile temas eden biyoplastiklerin endiistriyel dlgekte
uygulanabilmesi i¢in yalnizca GRAS kabulii yeterli degildir. Kapsamli biyogiivenlik

degerlendirmelerinin yapilmasi zorunludur. Bu kapsamda dncelikle sitotoksisite testleri,
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akut ve kronik toksisite analizleri, allerjenite potansiyelinin belirlenmesi, agir metal ve
katki migrasyon testleri, ayrica antimikrobiyal etkinligin giivenli sinirlarinin belirlenmesi
gereklidir. Bu tiir kapsamli biyogiivenlik degerlendirmeleri, gelistirilen biyoplastiklerin
yalnizca laboratuvar dlgeginde kalmayip, gida ambalaji ve saglik sektoriinde giivenle
kullanilabilmesine yonelik en kritik adim1 olusturacaktir.

EPS’nin tek bagina film olusturma kapasitesinin sinirli kalmasi, fakat protein ya
da seliiloz temelli sistemlerde ara faz baglayici olarak katki saglayabilmesi, ileride farkl
polimerlerle birlikte degerlendirilmesi gerektigini isaret etmektedir. Bu noktada
yapilabilecek en 6nemli ¢aligmalardan biri, EPS filmlerinin ¢ozelti dokiim yontemine ek
olarak sikistirma kaliplama yontemiyle tretilmesidir. Cozelti dokiimiinde elde edilen
yapiskan ve siinek filmler, sikistirma kaliplama altinda farkli basing ve sicaklik
kosullarinda farkli mekanik 6zellikler gosterebilir. Termo-mekanik presleme sirasinda
EPS’nin zincir yapisinda kismi reorganizasyon gerceklesebilecegi ve jelatin, gliserol gibi
destek polimerlerle birlikte daha kompakt bir matris olusturabilecegi diisiiniillmektedir.
Boylece EPS’nin tek basina yetersiz goriinen mekanik performansi, uygun kosullar
altinda iyilestirilebilir.

EPS’nin  gelistirilmesine yonelik bir diger oOneri, farkli polimerlerle
kombinasyonlarin  sistematik olarak denenmesidir. Ozellikle seliiloz tiirevleri
(karboksimetil seliilloz, nanokristalin seliiloz), kitosan, nisasta ve pektin gibi
biyopolimerlerle EPS’nin birlikte kullanilmasi, matrisin dayanimim1 ve bariyer
ozelliklerini artirabilir. Literatiirde kitosan—EPS kombinasyonlarmin antimikrobiyal
ozellik kazandirabilecegi, seliiloz nanokristalleriyle birlikte kullanildiginda ise ¢ekme
dayaniminin anlamli bi¢imde artabilecegi raporlanmistir. EPS ayrica protein temelli
polimerlerle capraz baglanarak ara faz baglayici gorevi gorebilir. Bu tiir kompozit
yaklasimlar, EPS’nin tek basina sinirli olan mekanik performansii biiyiik Olciide
tyilestirme potansiyeline sahiptir.

PAS’1n verimli kullanimi1 agisindan da ¢esitli stratejiler onerilebilir. Bu tezde PAS
dogrudan substrat olarak degerlendirilmis ve iyi diizeyde THP iiretimi saglanmistir.
Ancak daha yiiksek verim icin PAS’in farkli sekilde zenginlestirilmesi miimkiindiir.
Bunun yaninda, PAS’1n fraksiyonlara ayrilarak laktoz, protein ve mineral kisimlarinin
ayr1 ayr1 degerlendirilmesi, LAB metabolizmasint daha kontrollii bigimde
yonlendirebilir. Laktozun fermantasyon sirasinda laktaz enzimleriyle hidrolize edilmesi,
LAB i¢in daha kolay kullanilabilir glikoz ve galaktoz kaynaklari olusturabilir ve boylece

biyokiitle verimini artirabilir. Ayrica PAS’in farkli mikroorganizma kokiltiirleriyle
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kullanilmasi, 6rnegin LAB ile maya veya Bacillus sp. tiirlerinin birlikte kiiltiire edilmesi,
besin bilesenlerinin daha verimli doniistimiine yol acabilir.

THP temelli biyoplastiklerin mekanik o6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in gesitli
yollar bulunmaktadir. Oncelikle farkli ¢apraz baglayicilarin denenmesi, matrisin daha
dayanikli ve suya karsi direngli hale getirilmesini saglayabilir. Bu tezde sitrik asit
kullanilmistir ancak genipin, transglutaminaz veya dogal fenolik bilesikler gibi capraz
baglayicilarin kullanilmasi, protein zincirleri arasinda daha gii¢lii kovalent baglarin
olusmasina ve filmlerin daha dayanikli hale gelmesine yol acabilir. Plastiklestirici olarak
kullanilan gliserol yerine sorbitol, mannitol ya da polietilen glikol gibi alternatiflerin test
edilmesi de mekanik Ozellikler ilizerinde farkli etkiler yaratabilir. Gliserol esnekligi
artirirken dayanimi diisiirebilmektedir. Buna karsin sorbitol veya polietilen glikol gibi
molekiiller farkli hidrofilik etkilesimler sayesinde dayanim ve esneklik arasinda daha
dengeli sonuglar verebilir.

THP biyoplastiklerinde nanomalzeme katkilarinin kullanimi da Onerilebilir.
Seliiloz nanokristalleri, seliiloz nanofibrilleri, kil nanopargaciklar1 veya grafen oksit gibi
nanomalzemeler, biyoplastiklerin ¢ekme dayanimini ve termal kararliligini belirgin
sekilde artirabilir. Bu katkilar, ayn1 zamanda biyoplastiklerin gaz bariyer 6zelliklerini
gelistirerek Ozellikle gida ambalaji uygulamalarinda daha islevsel hale gelmesini
saglayabilir. EPS’nin bu tlir nanomalzemelerle birlikte kullanilmasi ise, bariyer
ozellikleri ve biyobozunurluk agisindan daha optimize edilmis kompozit biyoplastiklerin
gelistirilmesine olanak verebilir.

Biyoplastik iiretiminde kullanilan yontemlerin ¢esitlendirilmesi de onemlidir.
Cozelti dokiim yontemi basit ve laboratuvar kosullarina uygun bir yontem olmakla
birlikte, endiistriyel Ol¢ekte uygulanabilirligi sinirlidir. Bu nedenle, sicak presleme,
ekstriizyon, enjeksiyon kaliplama ve elektrospinning gibi yontemlerin THP ve EPS
temelli biyoplastiklerde uygulanmasi onerilmektedir. Ozellikle ekstriizyon yontemi,
siirekli iiretim i¢in uygundur ve endiistriyel ambalaj film iiretimine gegciste kritik rol
oynayabilir. Elektrospinning ise daha ince lifli yapilar elde edilmesini saglayarak
biyoplastiklerin doku miihendisligi veya yara Ortiisii gibi biyomedikal uygulamalarda
kullanilmasina olanak taniyabilir.

Biyoplastiklerin fonksiyonel 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik Oneriler de
dikkate degerdir. Antimikrobiyal 6zellik kazandirilmasi, gida ambalaj1 uygulamalari i¢in
ozellikle onemlidir. Ancak esansiyel yaglarin dogrudan eklenmesi mekanik dayanimi

diisiirebilmektedir. Bu nedenle nanoenkapsiilasyon tekniklerinin kullanilmasi, esansiyel
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yaglarin kontrollii salimin1 saglarken mekanik ozellikler lizerindeki olumsuz etkiyi
azaltabilir. Benzer sekilde, antioksidan 6zellikli katkilar (6rnegin yesil ¢ay polifenolleri,
askorbik asit tiirevleri) biyoplastiklerin gida ambalajinda oksidatif bozulmay1 yavaslatici
bir fonksiyon iistlenmesini saglayabilir.

Uretim  dlgeginin  genisletilmesi, biyoplastiklerin laboratuvar 6lgeginden
endistriyel boyuta tasinmasi agisindan kritik bir adimdir. Bu kapsamda, pilot 6lgekli
fermentorlerde  THP {iretiminin gergeklestirilmesi, PAS’in endiistriyel yan iiriin
akiglarindan dogrudan kullanilmasi ve bu siireglerin siirekli iiretime uyarlanmasi
onerilmektedir. Ayn1 zamanda biyoplastiklerin tiretiminde ekstriizyon ya da enjeksiyon
kaliplama hatlarinin devreye alinmasi, endiistriyel dlgekte film, tabaka veya kap liretimini
miimkiin kilacaktir.

Uriinlerin ticarilestirilmesine yonelik Oneriler de 6nem tasimaktadir. LAB
kaynakli biyoplastikler, gida ambalaj sektoriinde c¢evre dostu alternatif olarak
degerlendirilebilir. Bu biyoplastiklerin seffaf film, vakum ambalaj, meyve-sebze kaplama
filmleri veya tek kullanimlik tabak-catal iiretiminde kullanilmasi1 miimkiindiir. Bunun
yaninda, biyoplastiklerin yara ortiisii, dikis materyali, kontrollii ila¢ salim1 sistemleri gibi
biyomedikal uygulamalarda degerlendirilmesi de gelecek arastirmalar i¢in cazip bir
yonelimdir. THP nin protein temelli yapisi, biyouyumlulugu artirabilir ve saglik alaninda
yeni uygulamalarin 6niinii acabilir.

Biyoplastiklerin farkli sektorlerde uygulanabilirligi i¢in uzun vadede yasam
dongiisii analizlerinin yapilmasi gereklidir. Bu analizler, PAS temelli tiretimin fosil bazli
plastiklere kiyasla ¢evresel avantajlarini ortaya koyacaktir. Karbon ayak izi, su tiiketimi,
enerji ihtiyact ve atik yOnetimi agisindan yapilacak kapsamli degerlendirmeler, bu
biyoplastiklerin siirdiiriilebilirlik profiline iliskin 6nemli veriler saglayacaktir. Ek olarak,
ekonomik fizibilite caligmalar1 {iretim maliyetlerinin diisiiriilmesi i¢in stratejiler
gelistirilmesine olanak taniyabilir.

Gelecekte  yapilacak  ¢alismalarda, dirlinlerin  pazar uyumunun da
degerlendirilmesi onemlidir. Tiiketici farkindahigi, gida giivenligi standartlari,
biyoplastiklerin ulusal ve uluslararasi regiilasyonlarla uyumu gibi faktorler, ticarilesme
siirecini dogrudan etkileyecektir. Avrupa Birligi Yesil Mutabakat ¢ergevesinde biyobazli
ve biyobozunur plastiklere yonelik tesvikler, bu tiir {irlinlerin pazara girisini
hizlandirabilir. Tirkiye’de de gida ambalajinda biyoplastik kullanimiyla ilgili

regiilasyonlarin gelistirilmesi, yerli liretimin Oniinii acacaktir.
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Sonug olarak, bu tezde ortaya konulan EPS ve THP temelli biyoplastik tiretimi,
hem bilimsel hem de endiistriyel agidan giiclii bir baslangi¢ noktasi sunmaktadir. EPS’nin
farkl1 iiretim yontemleri ve polimer kombinasyonlariyla daha islevsel hale
getirilebilecegi, THP nin ise mekanik dayanim ve biyobozunurluk agisindan gelecekte
daha da gelistirilebilecegi goriilmektedir. PAS’in degerli bir substrat olarak yeniden
degerlendirilmesi, dongiisel ekonomi ve siirdiiriilebilir iiretim agisindan biiylik 6nem
tasimaktadir. Ileri calismalarla bu biyoplastiklerin mekanik, fonksiyonel ve g¢evresel
performanslar1 optimize edilebilir; endiistriyel Olgekte {iiretimleri miimkiin hale
getirilebilir ve gida ambalaji basta olmak lizere saglik, tarim ve tekstil gibi farkli

sektorlerde uygulanabilir hale gelebilir.
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