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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

MAGARA iZOLATLARININ POLIiETiLEN BiYODEGREDASYON
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

Sena GULER

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Nihal DOGRUOZ GUNGOR

Plastik, 19. yiizyildaki kesfiyle beraber hayatimizin her alanina yerlesmis 6nemli materyallerin
ana bilesenidir. Her endiistride kendine yer bulan plastiklerin kullanim1 ve atik orani her gecen
giin artis gostermektedir. Kutup boélgelerinde, derin denizler, magaralar ve uzay boslugu da
dahil olmak iizere her alana plastik atiklar yayilmis durumdadir. Bu durum canli yagsamini ve
sagligini, toprak, hava ve su temizligini ciddi derecede tehdit etmektedir.

Bircok ¢esit plastik tiirii bulunsa da ambalaj sektoriiniin yayginligi ve bu sektdriin ana bileseni
olmasi nedeniyle polietilen kiiresel 6lgekte en biiyiik atik ve tiretim hacmini olusturmaktadir.
Polietilen atiklarin bertarafi i¢in kimyasal ve fiziksel bozunma yolaklar1 olsa da bu yontemler
tam bir bozunma saglayamamakta veya bozunma siireci ve sonucunda ¢evreye ¢ok fazla ikincil
toksik kirleticiler salinmasina neden olmaktadir. Bu nedenle geri doniisiim uygulamalar1 ve
biyodegradasyon yollari son donemde 6nemli alternatif yollar olarak 6énem kazanmistir.

Geri doniisiim uygulamalarinin veriminin diisiik, kisa Omiirlii ve kiicliik hacimde olmasi
biyodegradasyonu = daha  avantajli = kilmaktadir.  Polietilenin = biyodegradasyonu
mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi ile gerceklesir. Plastik iizerine tutunan
mikroorganizmalarin biyofilm olusturmasi, biyofilm igerisinde ekzoenzimler ve c¢esitli
sekonder metabolitler salgilamasi ve bu bilesiklerin plastik yilizeyde elektrostatik kuvvetleri
parcalayarak degradasyonu baslatmasi ve biiylik molekiilleri daha kii¢iik molekiillere ¢evirerek
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hiicre i¢ine almasi ile gergeklesen biyodegradasyon siireci, fiziksel ve kimyasal degradasyona
gore toksik ikincil kirleticilere salinmasina olanak vermeyen cevreci bir yaklasimdir. Bu
degradasyon ¢esidinde en O6nemli ajanlar hiicre ig¢i ve dis1 metabolik aktiviteyi saglayan
enzimlerdir.

Ancak inorganik ve oldukca kararli yapida olan bu bilesiklerin degradasyonunda tiim
mikroorganizmalar aktivite gosterememektedir. Karbon kaynagi olarak cesitli bilesikleri
kullanabilecek metabolik aktiviteye sahip mikroorganizmalarin plastik degradasyonu igin
onemli potansiyel olusturdugu diisiiniilmektedir. Bu da besince fakir ve ekstrem sartlara
uyumlu metabolik aktivitelere sahip mikroorganizmalar1 6ne ¢ikarmaktadir.

Bu calismamizda bu potansiyelin arastirilmasi i¢in besin, 1s1, 151k ve oksijen gibi ¢ogu etmenden
fakir olan magara ortamlarindan izole edilen mikroorganizmalarin  polietilen
biyodegradasyonundaki yeteneklerinin incelenmesi amaglanmustir.

Bu amagla Tiirkiye’de bulunan Yarik Diideni, Dupnisa ve Morca Magaralarinin ¢esitli ylizey
ve toprak orneklerinden izole edilen suslarin degradasyon yeteneklerine bakilmistir. Bunun i¢in
rastgele segilmis 30 sustan; PE degradasyonunda etkinlik gosterdigi bilinen alkan
monooksijenaz gen bolgesine, lignolitik ve lipolitik enzim aktivitelerine gore 14 tanesi
secilmistir.

Secilen bu suglarin degradasyon yeteneklerinin analizi i¢in iki tiir PE (HDPE ve LDPE) ile 60
ve 120 giinliik inkiibasyon siireleriyle degradasyon deney diizenegi kurulmustur. Ayrica foto-
oksidasyon ve termal oksidasyonun degradasyon iizerine etkisin incelenmesi igin plastik
kuponlar UV 6n islem, sicaklik 6n iglem, UV+sicaklik 6n iglem ve 6n islem géormemis grup
olarak siniflandirilmistir.

Bu deneyin sonucunda kuponlarin agirlik degisim yiizdeleri, degradasyon hizlari, degradasyon
sabitleri ve degradasyon Omiirleri hesaplanmis ve biyoistatistik analiz ile degradasyonda
anlamli fark veren suslar saptanmistir. HDPE degradasyonunda yalnizca SG-9 (Pseudomonas
putida) susu anlamli bir degradasyon saglarken LDPE kuponlarinda SG-8 (Bacillus pumilus),
SG-10 (Micrococcus yunnanensis) ve SG-13 (Bacillus mycoides) anlamli (p<0,05) bir
degradasyon saglamistir.

Bu suslarin degradasyon yetenekleri agirhk degisim yiizdeleri ve FTIR analizi ile
dogrulanmustir.

Calismamizin sonucu; LDPE’nin biyodegrasyonunda foto-oksidasyon ve termal-oksidasyonun
avantaj saglarken HDPE’de bu oksidasyonlarin avantaj saglamadigin1 ve magara ortamlarindan
izole edilen suslarim plastik biyodegradasyonunda potansiyel tasidigini gostermektedir.

Ocak 2025,

88 sayfa.

Anahtar kelimeler: HDPE, LDPE, oksidasyon, biyodegradasyon, magara
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF POLYETHYLENE BIODEGRADATION
POTENTIALS OF CAVE ISOLATES

Sena GULER

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr, Nihal DOGRUOZ GUNGOR

Plastic is the main component of important materials that have settled in every aspect of our
lives with its discovery in the 19th century. Plastics find a place in every industry. For this
reason, its use and waste rate is increasing day by day. Plastic waste is spread everywhere,
including Antarctica, deep seas, caves and outer space. This situation seriously threatens living
life and health, soil, air and water cleanliness.

There are many types of plastic. One of these types is polyethylene. PE is the main component
of the packaging industry. Due to the prevalence of the packaging industry, polyethylene
constitutes the largest waste and production volume on a global scale. There are chemical and
physical degradation methods for the degradation of polyethylene waste. However, these
methods do not provide complete degradation or cause the release of too many secondary toxic
pollutants into the environment as a result of the degradation process. For this reason, recycling
applications and biodegradation routes have gained importance as important alternative routes
in recent years.

Recycling applications are realised with low efficiency, short life and small volume. This makes
biodegradation more advantageous. Biodegradation of polyethylene takes place with the
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metabolic activity of microorganisms. Microorganisms attached to the plastic form a biofilm;
exoenzymes and various secondary metabolites are secreted in the biofilm and these compounds
initiate degradation by breaking down the electrostatic forces on the plastic surface; large
molecules are converted into smaller molecules and taken into the cell. This process is defined
as Biodegradation. Biodegradation is an environmentalist approach that does not allow the
release of toxic secondary pollutants compared to physical and chemical degradation. The most
important agents in this type of degradation are enzymes that provide intracellular and
extracellular metabolic activity.

However, not many microorganisms can show activity in the degradation of these inorganic
and highly stable compounds. There are microorganisms with metabolic activity that can use
various compounds as carbon sources. It is thought that these are important potentials for plastic
degradation. This highlights microorganisms with metabolic activities compatible with
nutrient-poor and extreme conditions.

In this study, it was aimed to investigate the ability of microorganisms isolated from cave
environments, which are poor in most factors such as nutrients, heat, light and oxygen, in
polyethylene biodegradation.

For this purpose, the degradation abilities of the strains isolated from various surface and soil
samples of Yarik Sinkhole, Dupnisa and Morca Caves in Turkey were investigated. For this
purpose, 14 of 30 randomly selected strains were selected according to the alkane
monooxygenase gene region, lignolytic and lipolytic enzyme activities known to be active in
PE degradation.

In order to analyse the degradation ability of these selected strains, two types of PE (HDPE and
LDPE) were used in the degradation experimental setup with incubation periods of 60 and 120
days. In addition, the plastic coupons were classified as UV pre-treatment, temperature pre-
treatment, UV-+temperature pre-treatment, UV+temperature pre-treatment and no pre-treatment
group to analyse the effect of photo-oxidation and thermal oxidation on degradation.

As a result of this experiment, weight change percentages, degradation rates, degradation
constants and degradation lifetimes of the coupons were calculated and the strains giving
significant difference in degradation were determined by biostatistical analysis. Only SG-9
(Pseudomonas putida) strain provided significant degradation in HDPE degradation, while SG-
8 (Bacillus pumilus), SG-10 (Micrococcus yunnanensis) and SG-13 (Bacillus mycoides)
provided significant (p<0,05) degradation in LDPE coupons.

The degradation ability of these strains was confirmed by weight change percentages and FTIR
analysis.

The results of our study show that while photo-oxidation and thermal-oxidation are
advantageous in the biodegradation of LDPE, these oxidations are not advantageous in HDPE
and strains bed from cave environments have potential in plastic biodegradation.
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1. GIRIS

1950 yilinda yaklasik 1,5 milyon ton olarak {iretilen plastikler her gegen yil katlanarak
tiretilmesi ve atiklasmast sonucunda 2022 yilinda diinyada 400,3 milyon ton plastik
bulunmaktadir. Bir¢ok ¢esidi bulunan plastiklerin baglicalari polietilen (PE), polipropilen (PP),
polietilen tereftalat (PET), polivinil kloriir (PVC), poliiiretan (PU) ve polistren (PS)’dir. Bu
gesitler tiim plastik endiistrisinin yaklasik %90’ olustururken bunun i¢inde PE’ler yaklasik
%20’1ik oranla en biiyiik yiizdeyi olusturular (Wrébel ve dig., 2023; Europe Plastics 2024).

Etilen polimerizasyonu sonucunda sentezlenen ve uzun zincirli etilen polimerlerinden olusan
bir termoplastik olan polietilen ambalaj sektoriinii olusturmaktadir. En yaygin bilinen ve
kullanilan gesitleri yiiksek yogunluklu polietilen (HDPE/ High Density Polyethylene) ve diisiik
yogunluklu polietilen (LDPE/ Low Density Polyethylene)’dir. Uretim islemine bagl olarak yan
zincirleriyle ¢esitlilik saglanmaktadir. Yan zincirlerdeki g¢esitlilik molekiiler agirlik ve yapisal
dayaniklilik {izerinde etki goOstermekte ve bozunmasmi zorlastirmaktadir. Bu nedenle
bozunmasi siireci 20-1200 yil arasinda degisiklik gostermektedir (Mukherjee ve dig., 2017;
Bardaji ve dig., 2020; Chamas ve dig., 2020).

Bozunmasi i¢in gerekli olan bu siirenin uzunlugu cevrede birikmesine ve canli ve cansiz
sagligini tehdit eden 6nemli etmenlere donlismesine neden olmaktadir. Bunun oniine gecilmesi
icin ¢esitli degradasyon yollar1 uygulanmaktadir. Plastik degradasyonu, polimerler baglarmin
nem, oksijen, 1s1, 151k ve ¢esitli kimyasal etkileri sonucu pargalanmasiyla gergeklesebilir (Lenz

ve Marchessault, 2005; Nakei ve dig., 2022).

Yaygin olarak bilinen yakma ile atik bertarafi en yiiksek verimi saglasa da degradasyon siireci
ve sonrasinda ¢evreye daha fazla toksik bilesigin dagilmasina sebep olmaktadir. Bunun gibi
diger fiziksel ve kimyasal yontemler ayni nedenden dolay1 ¢evre i¢in dezavantaj saglamaktadir.
Bu dezavantajli yontemlere alternatif olarak son doénemde biyodegradasyon popiilarite
kazanmistir. Biyodegradasyon mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerinden yararlanilan,

toksik bilesik olusumuna izin vermeyen yesil bir degradasyon yaklagimidir.

Biyodegradasyon mikroorganizmanin, plastige tutunmasi ve daha sonra hiicre dis1 ve igi

metabolik aktiviteleriyle biiylik molekiillerin kii¢iik molekiillere donlismesi ve en sonunda



kendi i¢in enerji kaynagi haline getirdigi bir siirectir (Singh ve Sharma, 2008; Dang ve dig.,
2018).

Polietilen biyodegradasyonu i¢in ilk defa Streptomyces cinsi bakterilerin ekzojen enzimlerinden
yararlanilmistirmistir (Pometto ve dig., 1992). Daha sonra yapilan diger ¢alismalar ilegestli
ekosistemlerinden, dogal kosullarda izole edilen Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus, Alcanivorax, Rhodococcus, Streptomyces, Brevibacterium, Nocardia,
Moraxella, Pencillium, Fusarium ve Aspergillus cinslerinin polietilen biyodegradasyonda etkili
oldugu gozlemlenmistir (Restrepo-Florez ve dig., 2014; Abraham ve dig, 2017; Montazer ve
dig, 2019; Ren ve dig, 2019; Lv ve dig., 2024).

Son zamanlarda canlilarin hem cesitlilikten hem ug sartlara uyumdan hem de degradasyonda
etkili enzimlerden yararlanilmak i¢in ekstrem ortamlardan izole edilen mikroorganizmalarin

potansiyelleri arastirilmaktadir.

Ekstrem ortamlar i¢in 6nemli 6rneklerden birini magaralar olusturmaktadir. Magaralar besin,
sicaklik, 151k, oksijen gibi kosullarca fakir alanlardir. Bu durum buradaki ekosistemin bu
sartlara uyumlu olarak gelismesini ve ¢esitlenmesini saglar. Normale kiyasla anormal kalan bu
sartlara uyum saglamak i¢in daha farkli metabolik aktivitelere sahip mikroorganizmalarin ¢ok
cesitli biyoteknolojik potansiyeli oldugu diistiniilmektedir. Bunlar i¢in; izole bir alanda
yasadiklar1 ve diger mikroorganizmalara kars1 kullandiklar1 savunma mekanizmalari ile tip ve
tarim saghgindaki etkinligi; giines 15181 olmadiginda fotosentez yapamadiklari ve digsal besin
ve enerji eksikligini telafi etmek i¢in karbon, azot, kiikiirt ve demir, mangan gibi metallerin
biyojeokimyasal dongiilerinde metabolik aktivite gosterebilmeleri sonucu biyodegradasyon ve

biyobeton iiretme yetenegi olarak 6rneklendirilebilir (Zada ve dig., 2021; Zhu ve dig., 2022).

Calismamizda Tirkiye’de bulunan Yarik Diideni, Dupnisa ve Morca magaralarindan elde
edilen suslarin polietilen degradasyonundaki potansiyelinin incelenmesi hedeflenmistir.
Suslarin; enzim aktiviteleri, polietilen gesitleri, inkiibasyon siirelerinin, inkiibasyon 6ncesi 6n
islem uygulama farkliliklarindaki biyodegradasyon aktivitesi ve degradasyon karakterizasyonu

degerlendirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1.PLASTIiK NEDIiR?

1855 yilinda Ingiltere’de kesfedilen; ham petrol, dogal gaz ve komiir gibi fosil kaynaklardan
elde edilen plastikler, petrol tiirevi organik polimerler ailesine ait bir grup bilesik olarak
tanimlanir ve giinimiizde yaygin kullanim alanlarina sahiptir (Benavides ve dig., 2020). Bu
bilesikler ucuz tiretim maaliyetleri, diisiik yogunluk, yiiksek elastikiyet ve asinmaya direngli
yapilart gibi ¢ok yonlii 6zellikleri nedeniyle her endiistride kullanilabilir konumdadir. Basta
ambalaj sanayi olmak iizere, insaat ve yapi, otomotiv, elektrik-elektronik, tarim ve g¢iftgilik, ev
esyalari, eglence ve spor sektorlerinde plastikler 6nemli bilesenlerdir ( Nakei ve dig., 2022;
Wrobel, ve dig., 2023, Europe Plastics 2024).

1950 yilinda yaklasik 1,5 milyon ton olarak iiretilen plastiklerin, 2022 yilinda diinyada 400,3
milyon ton, Avrupa’da 64,5 milyon ton, Tiirkiye’de ise 7,3 milyon ton iiretimi gerceklesmistir.
Avrupa’daki tiretimin yaklasik %80°1 fosil kaynakli plastiklerdir. Yaklasik %20’lik kesimi ise
cesitli yollarla geri doniistiiriilen plastikler ve biyobazli plastikler olusturmaktadir. 2022 yilinda
%20 olan, dogrudan fosil kaynaktan iiretilmeyen plastiklerin oraninin, 2030 yilinda %25, 2050
yilinda ise %65’e yiikselecegi ongoriilmektedir (Europe Plastics, 2024; Benavides ve dig.,
2020; Wroébel ve dig., 2023).

Plastikler genel olarak iki ana grupta siniflandirilmaktadir. Bunlar termoplastikler ve termoset
plastiklerdir. Termoplastikler, monomerlerin u¢ uca, uzun, tek karbon zincirine birlestigi lineer
zincirli makromolekiillerdir. Bu tiir polimerizasyon, ekleme polimerizasyonu olarak
bilinmektedir. Polietilen ve polipropilen bu grubun 6rneklerindendir. Poliiiretan gibi termoset
plastikler ise, her reaksiyon adimida H2O, HCI gibi kiigiik yan iiriinlerin serbest birakilmasiyla
cift islevli molekiillerin, molekiiller aras1 yogunlagmasiyla uygun kosullar altinda asamali
bliylime polimerizasyonu ile olusturulur. Bu grupta, monomerler 1sil iglem altinda bazi
kimyasal degisimlere ugrar ve geri dondiiriilemez bir sekilde erimez bir katiya doniisiir (Singh

ve Sharma, 2008).

Bu iki ana grup igerisinde plastikler bircok molekiiler farkliliklarina gore de cesitlenmektedir.

Bu cesitlerin baslicalari polietilen (PE), polipropilen (PP), polietilen tereftalat (PET), polivinil



kloriir (PVC), poliiiretan (PU) ve polistren (PS)’dir. Bu ¢esitler tiim plastik endiistrisinin
yaklagik %90’1n1 olugturmaktadir (Wrdbel ve dig., 2023, Europe Plastics 2024).

2.1.1.Polietilen Nedir?

1899 yilinda Alman kimyager Hans von Pechmann tarafindan kazara kesfedilen PE’nin
glinlimiizde, tiim enddistri tirlinleri i¢in ambalaj olarak yaygin bir kullanimi vardir. 2022
verilerine gore plastik iiretiminde polietilen, %26,3’liik bir yer kaplamaktadir (Wrobel ve dig.,

2023; Europe Plastics, 2024).

PE, etilen polimerizasyonu sonucunda sentezlenir ve uzun zincirli etilen polimerlerinden olusan
bir termoplastiktir. (ChH2n) formiilasyonuna gore farkli sayida karbon atomuna sahip yiiksek
yogunluklu polictilen (HDPE/High Density Polyetilene), diisiik yogunluklu polietilen
(LDPE/Low Density Polyetilene), lineer disiik yogunluklu polietilen (LLDPE/Lineer Low
Density Polyetylene) ve capraz bagli polietilen (XLPE/ Cross-Linked Polyethylene) gibi birkag
PE ¢esidi vardir (Bardaji ve dig., 2020; Rodriguez ve Duran 2020). Polietilenin katalitik ve
serbest radikal polimerizasyonu gibi iki farkli yolaktan sentezi saglanir (Stiirzel ve dig., 2016).
Uretim islemine bagli olarak yan zincirlerde cesitlilik saglanmaktadir. Bu nedenle oldukca
degisken yapidadir. Yan zincirlerdeki bu tiir modifikasyonlar molekiiler agirlik ve yapisal

dayaniklilik izerinde etki gostermektedir (Bardaji ve dig., 2020).

Polietilen; basit ve ucuz yapili, kimyasal direnci yiiksek, nispeten iyi fiziksel Ozellikler
gosteren, diger polimerlerin biiyiik cogunlugundan daha diisiik yogunlugu ve nispeten diisiik
cevresel etkisi nedeniyle endiistriyel alanda one ¢ikan plastik ¢esitlerindendir (Jeremic, 2014).
Polietilen igerisinde gesitlilik, polietilenin yogunlugu, dallanma derecesi, yiizeydeki islevsel
gruplarin varlig1 ve islevsel gruplarin gesitliligi ile saglanmaktadir. Mekanik dayaniklilig1 ise
hidrokarbon zincir konformasyonlarina ait bitisik parcalar arasindaki kovalent olmayan van der
Waals etkilesimlerinden kaynaklanir. Bu etkilesimlerle  olusan  kristal yapt mekanik

dayaniklilig1 artirmaktadir (Jeremic, 2014; Schwab ve dig., 2024).

Endiistride polietilen ¢esitlerinden, HDPE ve LDPE materyallerinin iiretim ve kullanim1 daha
yaygindir. HDPE yapisinda, LDPE'den daha yiiksek olan molekiiller aras1 kuvvet ve gerilme
dayanikliligi saglayan dal yapisi igerir (Bardaji ve dig., 2020). Kristal yap1 olustururken
dallanmas1 daha az oldugu icin kristal yapisi daha diizenli ve dayanikliligi daha fazladir

(Jeremic, 2014; Schwab ve dig., 2024). Ayrica HDPE, LDPE’e gore daha yiiksek sicakliklara



dayanabilen, daha sert ve opak olan fiziksel bir yapiya sahiptir (Balasubramanian ve dig., 2010;
Bardajive dig., 2020) LDPE daha disiik sicakliklara dayanabilir, opak cesitleri olsa da
genellikle yar1 saydamdir. Dalli kimyasal yapida olmasi LDPE’ye dayaniklilik ve esneklik
katar ancak yine de kirilabilir bir formu vardir (Abraham ve dig., 2017; Bardaji ve dig., 2020).
Polietilen materyallerin kullanim démiirleri kararli yapilarina gore degisiklik gosterirken LDPE
gibi kisa 6miirlii veya HDPE materyaller gibi 50 yildan fazla kullanilabilmektedir (Schwab ve
dig., 2024). Yogunluklarindaki farklilik disinda yapilarindaki dallanmalarin gesitliligine gore
gosterdigi farklilik ile LLDPE ve XLPE olarak bilinen tiirleri de mevcuttur (Restrepo-Florez ve
dig., 2014; Jeremic, 2014).

Polietilen eldesinde hammadde olarak fosil kaynaklar veya biyokiitle kullanilir. Fosil tiirevleri,
etilen gibi daha hafif hidrokarbonlar iiretmek icin yiiksek sicaklik ve basing kullanan bir
teknikle hidrokarbonlardan {tiretilir. Ham petrol ve dogal gaz, etilen iiretmek i¢in kullanilan
birincil hammaddelerdir (Benavides ve dig., 2020). Biyokiitle kaynakli etilen (biyo-etilen) ise
mustr, seker kamisi sapi, bugday gibi bitkilerden elde edilen katalitik olarak susuzlastirilmis
etanolden iiretilir. Biyoetilen daha sonra geleneksel polietilen polimerizasyon siireclerinde
kullanilabilir. Kullanilan hammaddenin tiirii ne olursa olsun, biyo-PE ve fosil PE, 6zdes

polimerler olduklar1 i¢in uyumludur (Benavides ve dig., 2020).

PE’nin bozunmasindaki zorluk, yiiksek kimyasal bag enerjisine ve yiliksek molekiiler agirligina
sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica PE, sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmesini engelleyen
giiclii hidrofobik bir yapiya sahiptir (Ren ve dig., 2019; Nakei ve dig., 2022). LDPE’lerden ¢ok
daha kararli yapida olan HDPE’lerin petrokimyasal veya organik orijinli olmasi fark etmeksizin
dogada bozunmasi igin 100 yildan fazla zaman ge¢mesi gerektigi kaydedilmistir (Oliveira ve
dig., 2021).

2.2. PLASTIK KiRLILiGi

Plastikler ¢evrede makro, mikro (¢ap1 1 mm’den kiiciik) ve nano (¢ap1 1 pm’den kiigiik) boyutta
bulunabilmektedir. Plastik ve atiklarinin tiim boyutlarmin g¢evresel, ekonomik ve saglik

alaninda ciddi etkileri mevcuttur.

Saglik ve cevre konusundaki dezavantajlarina ragmen kolay sekil alabilme, yiiksek esneklik,
asinmaya direngli yapilar1 ve ucuz iiretimi nedeniyle plastik liretim ve kullanimi hala

popiilaritesini korumaktadir (Nakei ve dig., 2022). Uretim maaliyetinin geri doniisiim



maaliyetinden oldukca diisiik olmasi da plastik atiklarinin c¢evrede birikmesinin Snemli
nedenlerindendir (Yao ve dig., 2022). Biriken bu plastikler denizel ve karasal kirliliklere sebep
olmaktadir. Bu da bu ortamlarda yasayan canlilarin olumsuz etkilenmesine yol agmaktadir.
Bunun yami sira bu kirlilikler yaydiklari sera gazlari, furan, poliaromatik hidrokarbonlar,
aldehitler gibi toksik bilesenlerle havay1 da kirletmektedir. Tiim bunlar genel anlamda iklim

degisikliklerine sebep olmakta ve kiiresel 1sinmay1 etkilemektedir.

Makro-plastikler; kanallarin tikanmasina, hayvanlarin solunum ve sindirim yollarinda
hasarlara, manzara estetiginde bozulma ve degerin diismesine sebep olarak ¢esitli olumsuz
etkiler gostermektedir. Mikro-plastikler; canli sistemlerinde tikanmalara, viicut icin toksik
etkiler olusturmaya veya patojen canlilarin iizerine yapismasi ile olusturdugu kolonilerle
enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Nano-boyuttaki plastiklere ise mikro-plastiklerin sebep
oldugu olumsuz etkilere ek olarak insan da dahil olmak tiizere c¢esitli canlilarin iireme

sistemlerinde bulunarak toksik etkiye sebep olabilmektedir (Nikiema ve dig., 2020).

2.2.1. Denizel Kirlilik

Su kiitlelerinde, okyanus tortularinda, Arktik ve Antarktika bolgelerinin derin deniz tortularinda
hatta diinyanin en derin noktasi olarak bilinen, Biiyliik Okyanus’taki Mariana (Challenger)
Cukuru’nda bile plastik ambalaj, lif, graniil atiklar1 bulunmustur ( Wright ve Kelly, 2017;
Sharma ve dig., 2021; Wrdbel ve dig., 2023).

Her yil yaklasik 8 milyon ton plastigin okyanusa salindig1 tahmin edilmektedir. Bunun yani sira
okyanustaki plastik kirliliginin %80’inin karada baslayarak nehirler araciligiyla okyanuslara
ulastig1 ve su anda okyanuslarda 5 trilyondan fazla plastik atiginin oldugu tahmin edilmektedir
(Rochman, 2018; Wang ve dig., 2020; El-Sherif ve dig., 2022). Nehirler ve yer alt1 sulariyla
taginan kirliligin yani sira kiy1 seritleri de denizel plastik kirliliginin 6nemli kesimlerini

olusturmaktadir.

Kiy1 bolgelerindeki mikro-plastik kirliliginin en 6nemli sorunlari, artan niifus yogunlugu,
turizm, deniz limanlar1 ve kiy1 faaliyetlerinin sonucunda tek kullanimlik plastik tirtinlerinin
bilingsiz salinimidir. Farkli kiy1 faaliyetleri sonucunda yillik, kisi basi, 8,8 kg makro-plastik ve
0,18 kg mikro-plastigin sulara salindigi tahmin edilmektedir. Salinan plastiklerin de %50’den
fazla kismini polietilen atiklar olusturmaktadir. Polietilen atiklari ise polipropilen ve polistiren

atiklar takip etmektedir (van Wijnen ve dig., 2019; Wang ve dig., 2020; Sharma ve dig., 2021).



Deniz ve kiy1 seritlerinde yiliksek miktarda bulunan bu plastik atiklar, deniz canlilarinin
dikkatini ¢ekerek atiklara yaklasmalar1 sonucu atiklarin onlara dolanmalaria ve bu nedenle
canlilarda organ, doku ve can kayiplarina sebep olmaktadir. Atiklari av sanan canlilar tarafindan
tiketilerek canli viicudunda toksik etkiler gostermese de, immiin ve ndrolojik sistem

bozulmalarina sebebiyet vermektedir (Zhang ve dig., 2021; Yao ve dig., 2022).

Zebra baliklartyla yapilan birka¢ calismada baliklarin solunga¢ ve midelerinde polietilen
parcaciklar1 bulunmus ve bagirsaklarinin %89'unun polietilenle kaplandig tespit edilmistir. Bu
plastik maruziyetinin bir sonucu olarak baliklarda dogurganlikta azalma, ndrotoksisite ve enerji
metabolizmalarinda bozulmalar nedeniyle davranislarda degisiklikler tespit edilmistir (Mak ve
dig., 2019; Zhang ve dig., 2021). Baska bir arastirmada balina ve deniz kuslarinin mikro-plastik
yutma oraninin ¢ok arttig1 gorilmistiir. Dogrudan mikro-plastik yemelerinin yani sira mikro-
plastik ile beslenen canlilarla beslenmeleri de bu orani arttirmistir. Mikro-plastik maruziyeti
viicutta toksik etkiler birakarak canlilarin yasam Omriinii kisaltabilmekte ve iireme
davraniglarin1 azaltabilmektedir (Fossi ve dig., 2018; Sharma ve dig., 2021). Bir diger
calismada ise 200’den fazla tiiriin mikro-plastik ile beslendigi ve bunlarin %50’den fazlasinin
ticari siireglerle ve gida sektoriiyle insanla etkilesimde oldugu tespit edilmistir (Lusher ve dig.,

2017).
2.2.2. Karasal/ Tarimsal Kirlilik

Karasal anlamda plastigin kirliligi en fazla ¢opliikklerde ve tarim alanlarinda goriilmektedir.
Plastik atiklarin yaklasik %801 ¢oOpliiklerde bulunmaktadir. Ayni zamanda tarim alaninda
depolama ve {riiniin korunmas i¢in yaygin bir plastik kullanim1 vardir. Cesitli tipteki plastik
atiklar, camur, giibre, atik su kullanilarak yapilan sulama, depolama, biyolojik kati maddeler ve
diger kaynaklar gibi farkli yollardan toprak yilizeyine yerleserek veya toprak katmanlarina niifuz
ederek topragi ve yer alti su kaynaklarini kirletmektedir (Ali ve dig., 2021; EI-Sherif ve dig.,
2022).

2012 yilinda tarimsal amaglar i¢in yaklasik 4,4 milyon ton plastik film tiiketimi gergeklestigi
ve bu filmin %40'1ndan fazlasi toprak malglama igin kullanilmig olabilecegi belirtilmistir.
Plastik film pazariin 2019-2027 yillar1 arasinda yilda ortalama %6 oraninda genisleyebilecegi
ongoriilmektedir (J. G. Lee ve dig., 2021). Plastik filmlerinin kiiresel pazar degerinin 2021'de
yaklasik 5 milyar ABD dolar1 oldugu ve 2026 yili sonuna kadar tahmini 6,7 milyar ABD



dolarina ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Bunun yaninda istatistiklere gore, Asya-Pasifik bolgesi,
kiiresel tarimsal plastik filminde en biiyiik pazar payna sahiptir. Cin Kirsal Istatistik Y1llig1'na
gore ise 2020 yilinda 1,35 milyon tondan fazla tarimsal malglama filmi tiiketilmis ve bu da

173,89 bin km?'lik bir alan1 kaplamustir (Tan ve dig., 2023).

Tarimda ekinlerin nem oksijen dengesinin saglanmasi, hava sartlarindan, g¢esitli bocek ve
yabani ot istilalarinda korunmasi i¢in veya ekin sonrasi elde edilen iiriinlerin depolanmasi i¢in

yaygin bir plastik kullanim1 goriilmektedir (EI-Sherif ve dig.s, 2022; Tan ve dig., 2023).

Ancak karasal alanin, basta LDPE olmak {izere plastikler ile kontaminasyonu sonucunda
topragin kimyasal bilesimi, yapist ve islevi degismis; topraktaki mikro ve makro organizmalar
degisim ve doniisiim gostermistir. Bu degisimler topragin azot, fosfor, mikroorganizma
metabolizmast gibi ¢esitli etmenleri etkilemis azalma veya kaybetme durumlarina sebep
olmustur. Bu da topragin iiriin i¢in verimini ve biyolojik bozunma etkisini diisiirmektedir (de
Souza Machado ve dig., 2019). Ayn1 zamanda mikro-plastikler topragin pH'in1 ve normal
mikrofloray1r degistirerek bitkilerin bodur biiylimesine neden olabilmektedir. Tiim bunlar

biyogesitlilik ve ekosistemi olumsuz yonde etkilemektedir (Somanathan ve dig., 2022).
2.2.3. Hava Kirliligi

Plastik atiklarin bertarafinda yakma yonteminin kullanilmas1 atmosfere gesitli kirleticiler salar
ve hava kirliliginin baslica kaynaklarindan birini olusturur. Yakma yoluyla salinan baglica
kirleticiler partikiil maddelerdir. Bunlar; metaller, aldehit, metan, azot oksitler, karbon
monoksit, karbondioksit, furan, poliaromatik hidrokarbonlar, ugucu organik bilesikler,
cevredeki agir metaller, inorganik tuzlar ve organik bilesiklerin seviyelerini artiran katt madde
(yani kiil, kalint1) gibi diger maddeleri igerir. Partikiil maddeler kat1 veya aerosol olarak
salmabilir ve agir metalleri, asitleri ve eser organik bilesikleri igerebilir. Yakma isleminde
partikiil maddeleri, kontrol seviyesi ve gaz sicaklig1 iiretilen emisyonlari etkiler. Ancak, cogu
yakma tesisi ek hava kirliligi kontrol cihazlar1 olmadan ¢alisir ve bu da atmosfere zararh
gazlarin salinmasina sebep olur (Ali ve dig., 2021). Havaya salinan bu toksik bilesenler tim
canlilarin sagligini etkilemekte ve c¢esitli riskler olusturmaktadir. Bununla beraber biiyiik
Olcekte ozon tabakasina zarar verebilmekte, iklim degisiklikleri ve kiiresel 1sinmay1

tetiklemektedir.



2.3. PLASTIK DEGRADASYONU

Plastik degradasyonu, polimerler baglarinin nem, oksijen, 1s1, 151k ve ¢esitli kimyasal etkileri
sonucu pargalanmasiyla gerceklesebilir (Lenz ve Marchessault, 2005; Nakei ve dig., 2022).
Plastik atiklar gilinlimiizde mekanik geri kazanim, yakma ve piroliz yOntemleriyle
islenmektedir. Yakma islemi atik miktarinin azaltilmasindaki en verimli yontemdir. Ancak bu
islem esnasinda ¢evreye makroalkil radikaller, peroksil radikalleri, formaldehit, asetaldehit,
formik asit, asetik asit gibi bircok toksik maddenin yayilmasina sebep olmaktadir (Singh ve
Sharma, 2008). Mekanik geri doniisiim uygulamalari son donemde oldukga popiiler olsa da atik
bertarafinda verimi diisiik bir yontemdir. Atik plastigin tiirii, temizligi ve saflig1 bu yontem i¢in
Oonemli parametrelerdir. Bir bagska yontem ise pirolizdir. Piroliz, oksijensiz ortamda yiiksek
sicaklik ile gergeklesen bir ayrigsma islemidir. Ancak pirolizden elde edilen iiriinlerin daha fazla
ayristirilmasi gerekmektedir bu nedenle daha ¢ok asamali ve uzun bir prosediirdiir (Song ve

dig., 2022).

Bunlarin yan sira 1900’11 yillarin baslarinda biyolojik aktivite ile plastiklerin bozunabilecegi
belirlenmistir (Lenz ve Marchessault, 2005; Nakei ve dig., 2022). Dogada ise plastik
degradasyonu birka¢ yolagin beraber ve pes pese gerceklesmesiyle saglanmaktadir. Bu siireg
fizikokimyasal degradasyon ve biyolojik degradasyon (biyodegradasyon) yoluyla gergeklesir.
Fotodegradasyon, termo-oksidatif degradasyon, hidrolitik degradasyon ve biyodegradasyon

¢evrede plastik degradasyonunun ana mekanizmalarini olusturur (Ali ve dig., 2021).

Plastik tiretimindeki hammadde, plastik ¢esidi, tiretim teknikleri ve iiretim esnasinda eklenen
katki maddeleri dogada degradasyon yolaklarinin isleyisinde olduk¢a dnemlidir. Bu etmenler
plastiklerin fizikokimyasal degradasyon siirecini ve biyofilm olusumunu etkilemektedir. Bu
durum da bunlar1 takip eden biyolojik degradasyon siirecini etkilemektedir (Ali ve dig., 2021).
Parcalanma siirecinde fotokimyasal degradasyon toprak ve suyun kalitesini bozan yiiksek
toksik etkiye sahip bilesenlerin ortaya ¢ikmasini saglarken biyodegradasyonda bu durum s6z
konusu degildir. Ancak biyodegradasyon fotokimyasal degradasyona kiyasla oldukca yavas
ilerleyen bir siiregtir (Ali ve dig., 2021).

2.3.1. Biyodegradasyon

1961 yilinda Alman arastirmaci Fuhs ilk defa, bazi mikroorganizmalarin karbon kaynagi olarak

parafini tilketme kapasitesine sahip oldugunu bildirmistir (Fuhs, 1961). Bu kesfin ardindan
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farkli plastik gruplarinin biyolojik bozunma potansiyeli i¢in ¢esitli mikroorganizmalarin
arastirtlmasina devam edilmistir. Bu mikroorganizmalar arasinda Arthrobacter, Aspergillus,
Micrococcus,  Penicillum,  Pseudomonas ve Rhodococcus cinsleri  baglica  biyolojik
parcalayicilardir (Abraham ve dig., 2017; Bardaji ve dig., 2020).

Bu mikroorganizmalar karbon kaynagi olarak plastik kaynaklarini kullanabilme yetenegine
sahiptir. Metabolizmalar1 plastik parcalayici yapiya sahip endojen ve eksojen enzimler
sentezlemektedir ve bunlar ile yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerin CO2’ye ayrismasi veya
farkli alt birimlere pargalanmasi saglanabilmekte ve bu sayede plastigi kendisi i¢in karbon
kaynagina ¢evirebilmektedir. Bu yetenekteki mikroorganizmalar plastik degradasyonundaki
biyolojik faktorler smifini olusturmaktadir. Bu mikroorganizmalardan, bazilari dogada
bagimsiz ve tek basina bir yasam siirdiirebilirken; bitki, un kurdu, solucan, salyangoz ve bazi
bocek ¢esitleri gibi makro organizmalarla simbiyotik iliskiler kurup bu sekilde yasamin
stirdiiren gruplart da vardir ( Dang ve dig., 2018; Ren ve dig., 2019; Bardaji ve dig., 2020; El-
Sherif ve dig., 2022). Bu mikroorganizmalar tek baslarina degradasyon saglayabildikleri gibi
cesitli tiirlerin bir araya gelerek olusturduklart kompozisyonlarla da degradasyon siirecini

tamamlayabilmektedir (Shah ve dig., 2008; Nakei ve dig., 2022).

Degradasyon esnasinda saf suslarin kullanildigi deney diizeneklerinin kurulmasi ve/veya
gdzleminin saglanmasi degradasyon siirecindeki metabolik yolaklarin ve saf susun verim ve
yeteneginin aydinlatilmasimna olanak tanimaktadir. Ancak ayni zamanda karisik tiirlerle
olusturulan mikrobiyal topluluklar daha karmasik ve parcalanmasi zor polimerlerin
monomerlere parcalanmasina imkan vermekte ve cesitli tiirlerin bir arada yasayabilme,
birbirlerine destek verme ve ¢alisabilme yetenegi hakkinda bilgi vermektedir. Ek olarak, karisik
tirlerin beraber metabolik aktivite gdsterdigi durumlarda polimerin kiitlesinin topluluktaki

cesitlilikle ters orantili olarak azaldigi raporlanmistir (Bardaji ve dig., 2020).

Aerobik ve anaerobik ortam kosullarinin ikisinde de biyodegradasyon yetenegine sahip
mikroorganizmalar vardir. Mantarlar aerobik kosullara bagliyken bakteriyel bozunma her iki
kosulda da devam edebilir. Aerobik degradasyon toprak ve su ekosistemlerinde H20, CO- ve
organik molekiil iiretimiyle gerceklesirken anaerobik degradasyon genellikle ¢oplik ve
cokeltilerde H20, CO2 , mikrobiyal biyokiitle ve metan iiriin eldesiyle gerceklesir (Bhardwaj
ve dig., 2013; Abraham ve dig., 2017; Bardaji ve dig., 2020).
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Plastik biyodegradasyonu 4 asamali metabolik bir siirecle gergeklesir: 1) mikroorganizmalar
plastik yilizeye tutunur ve ekstraseliiler matriks vb. araciligiyla biyofilm tabakasi olusur ve
gelisir, ayn1 zamanda biyofilm yapisinin ¢ézlinmesinin ve par¢calanmasinin engellemesi i¢in
hidrofilik gruplarin {iretimini saglar; 2) gelisen biyofilm tabakasiyla beraber buradaki
popiilasyon tarafindan sentezlenen enzimler ile kisa zincirli hidrokarbonlar hidroliz edilirken
uzun zincirli hidrokarbonlar oksitlenir, bununla beraber yeni baglar olusur; 3) daha fazla
parcalanmanin gergeklestigi asamadir, kisa zincirli hidrokarbonlar yag asitlerine ve daha kiigiik
organik molekiillere ayrisir; 4) yag asitlerinin oksitlendigi, su, CO2 ve daha kii¢iik organik
molekiillere ayristigi son asamadir (Singh ve Sharma, 2008; Bhardwaj ve dig., 2013; Dang ve
dig., 2018; Ren ve dig., 2019).

4‘§

o ) =5 &idh %
: @ 2) Biyofilm icerisindeki enzimlerle
S kisa hidrokarbon zincirlerinin
hidrolizi ve uzun hidrokarbon
zincirlerinin oksitlenmesi
gergeklegir.

1) Mikroorganizmalar plastik
yuzeyine tutunur ve biyofilm yapisi
olugur.

(%] 3 /4
- ~ S _Of% .
0 OH
° — I
[®] C\

4) Su, karbondioksit ve daha kigik 3) Yag asitlerine ve daha kuguk
molekiiler gruplara pargalanma organik molekdllere pargalanma
gerceklesir. gergeklesir.

Sekil 2.1: Biyodegradasyon agamalarinin semasi.

Biyodegradasyon; diger yontemlere gore parcalama esnasinda toksik ikincil kirletici
iiretmeyen, ucuz ve verimli bir atik bertaraf yontemidir (Atanasova ve dig., 2021).
Biyodegradasyonda; polimerin yapist ve c¢esidi, mikroorganizma c¢esidi ve tiirii, metabolik
yolakta kullanilan enzim, 6ncesinde uygulanan 6n islem, pro-oksidan kullanimi 6nemli

etkenlerdir (Sen ve Raut, 2015; Bardaji ve dig., 2020).
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Bu etkenler bozunmanin kolaylasmasi i¢in; polimerlerin polilaktik asit (PLA), polikaprolaktum
(PCL) gibi biyolojik olarak pargalanabilen sentetik polimerlerle harmanlanmasi, degredasyon
verimi yiiksek mikroorganizmalarin kiiltiirlenmesi, mikroorganizmalara uygulanan genetik
modifikasyonlarla degradasyon yeteneklerinin iyilestirilmesi, yiizey aktif maddeler
kullanilarak  veya  mikroorganizmanin  siirfaktan  {iretiminin  tesvik  edilmesiyle
mikroorganizmalarin polimer yiizeyine tutunmasinin saglanmasi, on islem olarak sicak hava
firm ile termal, UV, mikrodalga, yiiksek enerjili radyasyon ve kimyasal islem uygulanmasi
gibi yollarla kullanilmaktadir (Bhardwaj ve dig., 2013).

2.3.1.1. Polietilenin Biyodegradasyonu

Polietilenin Biyodegradasyon Mekanizmasi

Polietilenin biyodegradasyonu ilk defa 1992°’de Pometto ve dig. tarafindan arastirilmaya
baglanmistir. Polietilen biyodegradasyonu igin Streptomyces cinsi bakterilerin ekzojen
enzimlerinden yararlanmistir (Pometto ve dig., 1992). Yapilan diger ¢alismalarla toprak ve su
ekosistemlerinden, dogal kosullarda izole edilen Bacillus, Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus, Alcanivorax, Rhodococcus, Streptomyces, Brevibacterium, Nocardia,
Moraxella, Pencillium, Fusarium ve Aspergillus cinslerinin polietilen biyodegradasyonun
efektif biyolojik ajanlar oldugu raporlanmistir. Bunlar plastigin kiitlesini azaltmanin yaninda
plastiklerin polihidroksialkanoatlara doniismesine de olanak taniyabilmektedir ( Restrepo-
Florez ve dig., 2014; Abraham ve dig., 2017; Montazer ve dig., 2019; Ren ve dig., 2019; Wrobel
ve dig., 2023; Lv ve dig., 2024).

Polietilen, 10C-50C atomu arasindaki n-alkanlarin f-oksidasyonuna benzer sekilde
oksitlenebilir ve ardindan bozunabilir. Ancak genelde bu bozunmay1 saglayan enzimler hiicre
ici enzimleridir ve bu nedenle daha ufak yapili polietilenler hiicre i¢ine alinarak bu siiregler
gerceklesir. Bu aerobik biyodegradasyon bakteriler tarafindan 4 ana asama (biyodegradasyon,
biyofragmentasyon, biyoasimilasyon ve minerilizasyon) ile gergeklesir: bakteriler tarafindan
salinan oksidatif enzimler ile uzun karbon zinciri boyunca karbonil gruplarin olusumu
katalizlenir, bunu takip eden daha fazla oksidasyon sonucunda karbonil gruplar karboksilik
asitlere katalizlenir; bu bozunmadan sonra karbon zincirlerinde pargalanmalar ve yan {iriinlerin
olusumu gerceklesir, malzeme yiizeyinden asinmalar gerceklesir; ortaya ¢ikan kiiciik

hidrokarbon zincirleri hiicre i¢ine alinarak B-oksidasyon mekanizmalar1 ve sitrik asit dongiisii
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ile metabolize edilir; son asama ise mineralizasyon asamasidir ve katabolize edilmis triinler
CO2, H20 ve mikrobiyal biyokiitleye doniistiiriiliir (Krueger ve dig., 2015; Montazer ve dig.,
2019).

PE'nin fiziksel 6zellikleri, ultraviyole (UV) 1s1nina maruz birakilarak degistirilebilir. Clinkii UV
karbon ve hidrojen baglarin1 kirarak serbest radikallerin serbest kalmasina neden olur. Bu
durum da PE’nin daha kii¢iik molekiillere par¢alanmasini saglar. UV ile yapilan 6n uygulama
bakterinin plastik yiizeye tutunmasini Ve bunu takip eden siiregte polimerin hidrofilik 6zelligini

artirarak degradasyonunun kolaylagsmasini saglar (Sen ve Raut, 2015; Bardaji ve dig., 2020).

Pro-oksidanlar; oksidatif stresi indiikleyebilir, reaktif oksijen tiirleri iiretebilir ve antioksidan
sistemleri  inhibe edebilir Ozellikteki  kimyasallardir.  Pro-oksidanlar  plastiklerin
degradasyonunda polimerin mikrobiyal faaliyet dncesinde daha dayaniksiz hale getirilmesi igin
kullanilan 6nemli ajanlardir. Aragtirmacilar, pro-oksidanlar sayesinde degradasyon siirecinin
cevrede uzun vadeli mikropartikiil birikiminin azaltilabilecegini ongdrmektedir. Ornegin
nisasta ve mangan iyonlarinin PE {iretimine dahil edilmesinin, PE’nin biyodegradasyona daha
duyarli hale gelmesine olanak verdigi kaydedilmistir. Bunlar PE’nin hidrofilik aktivitesini
degistirme yetenegine sahiptir. Mikroorganizmalarin amilaz aktivitesi bu bdlgelerde
biyodegradasyonun daha kolay ger¢eklesmesine olanak tanir ( Muthukumar ve Veerappapillai,
2015; Bardaji ve dig., 2020).

Polietilen Biyodegradasyonunda Mikroorganizmalar

Gilinlimiizde 90’dan fazla mikroorganizmanin PE degradasyonunda etkinlik gosterdigi
kaydedilmistir. Verimi yliksek olmasa da PE degradasyonunda etki gosteren diger bakteri
cinsleri Acinetobacter, Arthrobacter, Chelatococcus, Ideonella, Flavobacterium, Micrococcus,
Paenibacillus, Proteus, Ralstonia, Cupriavidus, Stenotrophomonas sp. iken, mantarlarda
Chaetomium, Phanerocheate, Trichoderma sp. olarak 6rnek verilebilir (Abraham ve dig., 2017;
Montazer ve dig., 2019; Bardaji ve dig., 2020). Mantarlarin degradasyondaki verimi ve yetenegi
bakterilere gore daha yliksektir ancak bakterilerin gesitliligi mantarlara gére daha fazladir

(Muhonja ve dig., 2018).

Her plastik c¢esidi iizerinde aktivite gosteren enzim degisebilmektedir. Genellikle
oksidorediiktaz ve hidrolaz enzimlerinin depolimerizasyonu ile degradasyon gerceklestirilir.

PET iizerinde lipazlar ve proteazlar; PU’lar igin lireaz ve esterazlar; PE i¢in lakkaz, esteraz,
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lipaz, manganez/lignin peroksidazlar ve kiitinaz belirgin bir rol oynayabilmektedir (Dang ve
dig., 2018; Bardaji ve dig., 2019). Bu enzimler temel prensipte polimerin kimyasal baglarini
kopararak daha kiiciik molekiillere pargalanmasini saglarlar. Bu parcalanmanin ardindan
mikroorganizmalar kiigiik molekiilleri hiicre i¢ine alarak karbon kaynagi olarak kullanabilirler

(Bardaji ve dig., 2020).

Lignin, fenolik olmayan aromatik halkalar, ¢esitli eter ve C-C baglar1 gibi yapisal elementelere
sahip olmas1 ve hidroliz edilememesi nedeniyle plastiklere benzemektedir. Yapisindaki bu
elementlerin oksitlenmesi ve pargalanmasi sonucu lignin bozunmasi gergeklesir. Polietilenin
C-C baglarinin pargalanmasi i¢in ligninin  bu yapilarini  oksitleyen enzimlerden
yararlanilabilmektedir. Bunlar lignolitik enzimler olan manganez peroksidaz (MnP) ve lignin
peroksidazlar (LiP) ve lakkazlar olarak one ¢ikmaktadir. LiP ekstraseliiler bir protein
peroksidazi/oksidorediiktazdir. MnP ise asidik bir glikoprotein yapiya sahip oksidorediiktazdir.
Lignolitik enzimler, tek elektronlu radikal oksidasyonunu katalizleyerek katyonik radikal ve
kininlerin ortaya ¢ikmasini saglar ve ardindan bu kininlerin de oksitlenmesini katalizlerler. LiP
fenolik ve fenolik olmayan bilesiklerin H2O;’ye bagimli oksidasyonunu, MnP ise fenolik
bilesikleri substrat olarak kullanirken H202’ye bagimli olarak Mn(II)’nin Mn(III)’e
oksidasyonunu ve fenol halkalarinin fenoksi radikallerine oksidasyonunu katalizlemektedir (

Manji ve Ishihara, 2004; Krueger ve dig., 2015; A. H. Lee ve dig., 2020; Shi ve dig., 2021).

Mavi bakir oksidazlari olarak bilinen, ¢oklu bakir oksidazlar (MCO) grubunun bir pargasi olan
lakkazlar (fenoloksidazlar) yapilarinda bakir igerirler. Aromatik ve fenolik bilesiklerin
oksidasyonu ve molekiiler oksijenin suya indirgenmesinde 6ne ¢gikmaktadir. Bu nedenle PE nin
hidrokarbon omurgasimnin oksidasyonunda etkili olabilmekte ve cogunlukla aktinomiset
tirlerinin bu enzim aktivitesine sahip oldugu gozlemlenmektedir. Her tiirtin lakkazi PE
degradasyonunda etkili degildir. PE iizerinde bilinen en etkili lakkaz Rhodococcus ruber’den
elde edilmistir. Burada degradasyon esnasindaki redoks yolagmin o6nemli oldugu
diistiniilmektedir ( Bhardwaj ve dig., 2013; Krueger ve dig., 2015; Bardaji ve dig., 2020; Zhang
ve dig., 2022).

Alkan-1-monooksijenazi (alkb) alkan hidroksilazini saglamaktadir. Monooksijenaz enzimleri
hem alkan oksidasyonunun baslangi¢ asamasinda hem de yag asitlerinin dikarboksilik asit
olusumunu saglayan son oksidayon asamasinda bu siirece katilmaktadir. Pseudomonas,

Streptomyces, Gordonia ve Geobacillus sp. suslarinda bu enzime ait gen bolgeleri mevcuttur.
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Etkinlik gosterdigi alkan zincirler PE’nin sahip oldugu alkan zincirlerinden ¢ok daha kisa olsa
da bir Pseudomonas susunun alkb ile PE degradasyonunda etkinlik gosterdigi kaydedilmistir.
Bu enzim ile C-C baglarinin kirilarak alkanlarin aldehit veya ketonlara oksitlenmesi saglanir ve
bunu takip eden siirecte hidrofilik karboksilik asitlere doniisiim gerceklesir. Monooksijenaz
grubunun diger enzimleri de bozunma siirecinde gorev alirlar. Terminal oksidasyon
monooksijenaz ve subterminal oksidasyon monooksijenaz tarafindan alkanlar hidroksile
edilebilir. Ardindan oksitlenen terminal okside alkanlar, alkol dehidrojenaz ve aldehit
dehidrojenaz tarafindan yag asitlerine pargalanirken subterminal hidroksile alkanlar Baeyer-
Villiger monooksijenaz (BMVO) tarafindan esterlere doniistiiriiliir ve yag asitleri tiretmek igin
esteraz veya lipaz tarafindan daha fazla pargalanir ( Yoon ve dig., 2012; Krueger ve dig., 2015;
Montazer ve dig., 2019; Frantsuzova ve dig., 2022; Lv ve dig., 2024;).

Lipolitik enzimler hidrolaz enzimleridir. Bunlar kendi iclerinde esteraz ve lipaz olarak iki
ceside ayrilir. Yag zincir baglarinin hidrolizini katalizleyerek serbest yag asitlerine ve gliserole
par¢alanmasini saglar. Esterazlar daha kisa zincirli yag asitlerinin karboksilik ester baglarini
hidrolize ederken lipazlar daha uzun zincirler i¢in aktivite gostermektedir (Kumar ve dig., 2012;
Lv ve dig., 2024).
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Sekil 2.2: PE degradasyonunda enzim etkinlikleri ve elde edilen tiriinlerin semasi (Lv ve dig., 2024).

Normal kosullarda canlilik siirdiiren bakterilerin biyodegradasyon ¢aligmalarinda tespit edilen
etkileri duisiiktiir. Bakteriler biyodegradasyon igin gerekli sartlara uyum saglayamamakta,
plastiklerin giiclii kimyasal yapisin1 parcalayabilecek gerekli enzimleri tiretememektedir.
Ancak bu durum mantarlarda farklidir. Mantarlarin polimerlerin hidrofobik yiizeyine tutunmasi
daha kolay ve ¢ozlinmesi gii¢ yapilar1 hedef alabilen hiicre dis1 enzim iiretme kapasitesi daha
fazladir. Ayni1 zamanda stresli biiyiime kosullarina bakterilere gore daha kolay uyum
saglayabilmektedir. Mantarlarin bu 0zellikleri mantarlar1 plastik biyodegradasyonunda
bakterilere gore daha avantajli ve verimli kilabilir (Lv ve dig., 2024; Nakei ve dig., 2022;
Wroébel ve dig., 2023). Ancak mantar hiflerinin yiizey iizerinde biiylimesi ve i¢ yapisina niifuz
edememesi, bunun sonucunda yalnizca iist katmanmi hidroliz edebilmesi ve alt katmanlari
edememesine sebep olur. Ayn1 zamanda yliizeyi sarmalayan yapisi ile materyalin yiizeyine en

yakin hiicrelerin zamanla oksijen ve besinlerden mahrum kalmasina sebep olmaktadir. Bu
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durumda bakteriler daha avantajli olmaktadir. Ciinkii bakteriler alt katmanlara niifuz edebilen
ve parcalanmasina sebep olan oksidatif enzimler salgilayabilmektedir. Bu sayede omurga

yapisina ulasarak orada da bozunma saglayabilmektedir (El-Sherif ve dig., 2022).

Son zamanlarda canlilarin avantajli oldugu tiim Ozelliklerin kullanilabilecegi caligmalar
yapilmaktadir. Hem cesitlilikten hem ug sartlara uyumdan hem de degradasyonda etkili
enzimlerden yararlanilmak i¢in genetik modifikasyonlar ve/veya ekstrem ortamlardan izole

edilen mikroorganizmalarin potansiyelleri arastirilmaktadir.
2.4. MAGARA VE MAGARA MiKROORGANIZMALARI

Diinya yiizeyinin %80’den fazla bir yiizdesi ekstrem ortamlar: igerir. Ekstrem ortamlar, ug
sartlarin etkin oldugu alanlardir. Bu alanlarda sicaklik, 151k, pH, basing, oksijen ve diger element
ve bilesiklerce zenginlik veya fakirlik s6z konusudur. Bu ortamlar magaralar, derin denizler,
volkanik tepeler gibi dogal veya ameliyathane, denizalt1 gemileri gibi yapay ortamlar olabilir
(Jorquera ve dig., 2019).

Magaralar; yeryliziinlin altinda, bir insanin girebilecegi biiyiikliikte, yiizeyde ag¢ikligi olan,
besin ve oksijence fakir olan dogal olusumlu bosluklardir. Diinyadaki magaralarin heniiz
%10’unun kesfedildigi tahmin edilmektedir (Lee ve dig., 2012; Palmer, 1991; Park ve dig.,
2020; Kosznik-Kwasnicka ve dig., 2022).

Magaralar; kimyasal reaksiyonlar, kaya ¢oziinmesi ve aginmasi, buzul erimesi, su ve tektonik
hareket ve kuvvetler, atmosferik etkiler ve ayrica mikroorganizma aktiviteleri sonucunda
gerceklesen speologenez siiregleri ile olusur. Speleogenez (dogal magara olusumu), ¢ozlinebilir
kaya ve catlaklarin arasindan sivilarin ge¢mesiyle magara olusum siireci olarak

tanimlanmaktadir (Barton ve dig., 2014; Zada ve dig., 2021).

Magaralar aldiklar1 151k, sicaklik ve nem miktarlarindaki farklilifa gore ii¢ ana bolgeye
ayrilmaktadir: (1) giris bolgesi yliksek 1s18a, degisken sicakliga, yesilligin ve vejetasyonun
oldugu, aerobik canlilarin yagam siirdiirdiigti yesil bolgedir; (2) alacakaranlik bolgesi, diisiik
151k alan, kismen degisken ve daha diisiik sicakliga sahip, vejetasyonun nadir oldugu bolgedir;
(3) karanlik bolge 151810 olmadigi, sicaklik, nem ve CO; basincinin sabit oldugu, magaranin dis
kismindan bagimsiz bir ekosisteme sahip olan bir bdlgedir. Bu durum her magaranin fiziksel,

kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin ¢esitli ve biricik olmasina sebep olmaktadir. Bolgelerin
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yatay veya dikey uzanmasi, magaranin bulundugu bolgenin iklim vb. sartlarinin degiskenligi
ekosistemlerin birbirinden farkli olmasinin 6nemli sebeplerindendir ( Mejia-Ortiz ve dig., 2020;

Park ve dig., 2020; Kosznik-Kwasnicka ve dig., 2022).

KARANLIK BOLGE
Sabit sicaklik,
yiiksek nem,
diigik oksijen,
karanhk

GIiRI$ BOLGESI . ALACAKARNLI

Sicaklik, nem ¢ BOLGESI ,

defjigken. Igik ve ¢ Sicaklik kismen : GECIS

oksijen yiiksek : degigken, disik ‘BOLGESI ;
t151k ve vejetasyon :

Sekil 2.3: Magaranin bolgeleri.

Magaralardaki canlilik ve canlilarin ozellikleri bulunduklar1 bolgeye gore degisim
gostermektedir. Ayni zamanda bolgelerin ulasilabilirligi de oradaki ekosistem igin onemli
etkenlerdendir. Magaralarin giris bolgesi hem insanlar hem de yer yliziindeki diger
organizmalarin etkilesim kurduklar1 alandir. Bu bolgeler fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
hasar almaya acik alanlardir. Alacakaranlik bolgesi giris bolgesine gore daha nig bir bolgedir.
Ancak burada da yarasa vb. organizmalar yasam siirdiirebildigi i¢in dis kisimla etkilesim devam
etmektedir. Karanlik bolge tamamen yeryliziiyle kopuk bir ekosisteme ve 6zelliklere sahiptir.
Buradaki canlilar buranin ekstrem kosullarina gore adapte olmus canlilardir. Diisiik oksijen
karsisinda kemosentetik Ozellikler, diisiik besin karsisinda gesitli metabolizmalar ile farkli
karbon kaynaklari, diisiik sicakliga dayanikli hiicresel yap1 formlar1 kazanmis canlilar varlik

gostermektedir (Sarbu ve dig., 2018; Zhu ve dig., 2019).
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Magaralar heniliz tam olarak aydinlanmamis genis bir biyogesitlilik sunmaktadir. Makro
organizmalarin yani sira ekstrem 6zelliklere sahip mantar ve bakteri izolasyonlar1 son dénemde
oldukca popiilerdir. Buradaki mikrobiyal topluluklar magaradan beslendikleri gibi magaray1 da
beslemektedir. Magara yapilarinin bir kismi mikrobiyal topluluklarin magara minerallerinin

¢okmesi ve ¢Oziilmesi gibi metabolik aktiviteleri sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Zhu ve dig.,
2022).

Mikroorganizmalar beraber biyofilm olusturup simbiyotik bir beraberlikle birbirlerini
destekleyerek yasam siirdiirebildigi gibi baz1 tiirler diger mikroorganizmalarla beraber yasam
slirdiirmez. Bunun sonucunda ise digerlerini kendinden uzak tutmak igin ¢esitli mikrobiyal

aktivite sergilerler (Wu ve dig., 2015).

Magarada topragm/tortulun grami basina ortalama 10° mikrobiyal hiicre bulunmaktadir. Bu
hiicrelerin cesitliligi magaranin bolgelerine gore degisim gosterirken
Chloroflexi, Planctomycetes, Bacteroidetes, Firmicutes, Acidobacteria, Nitrospirae, Gamma

proteobacteria, Verrucomicrobia, Proteobacteria ve Actinobacteria 6rneklerine toprak/tortul
kayalar, su ve hava Orneklerinde yaygin olarak rastlanmaktadir. Bunun yaninda yeryiizii
hayvanlartyla etkilesimde bulunan bolgelerde Mycobacterium cinsi bakterilerine daha ¢ok
rastlanmaktadir. Bakterilerin yani sira basta Penicillium, Aspergillus ve Mortierella olmak
tizere 500’den fazla mantar cinsi ve arke de izole edilmistir (Wu ve dig., 2015; Sarbu ve dig.,

2018; Zhu ve dig., 2019; Hubelova ve dig., 2021; Zhu ve dig. 2022).
2.4.1. Magara Mikroorganizmalarinin Biyoteknolojik Potansiyelleri

Magara mikroorganizmalar1 ekstrem ortam kosullarina kars1 ekstrem 6zelliklere sahip olmalari

nedeniyle biiyiik biyoteknolojik potansiyel sunmaktadirlar.

Nispeten izole bir alanda yasadiklar1 ve diger mikroorganizmalara kars1 kullandiklar1 savunma
mekanizmalari ile antimikrobiyal, antifungal, antiviral ve antikanser 6zellikte enzimlere ve
sekonder metabolitlere sahip olduklar1 raporlanmistir. Bu 6zelliklerin tip ve tarim sagligi i¢in

onemli potansiyelleri oldugu 6ngoriilmektedir (Zada ve dig., 2021).

Magara ortamindaki mikroorganizmalar giines 15181 olmadiginda fotosentez yapamazlar ve
digsal besin ve enerji eksikligini telafi etmek i¢in karbon, azot, kiikiirt ve demir, mangan gibi

metallerin biyojeokimyasal dongiilerine yogun olarak katilirlar ve nitrifikasyon ve kiikdirt
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oksidasyonuyla yonlendirilen kemolitotrofik mikrobiyal topluluklari olustururlar. Bu nedenle
Magara ekosistemleri, kiiresel biyojeokimyasal dongii i¢in biiylik bir yeralt1 kaynagi olusturur
(Zhu ve dig., 2022). Bu biyojeokimyasal yetenekler sayesinde kendi besinlerini elde etmekle
kalmaz ayni1 zamanda mineralleri kullanabildikleri metabolizmalar1 ile biyodegradasyon ve

biyobeton eldesi gibi siireclerde de rol oynayabilmektedir.

Magara mikroorganizmalar1 izole bir ortamda yasiyor olsa bile yer alti kaynaklarindan
beslenmektedir. Bunun sonucunda yeryiiziindeki sular ile yer alt1 kaynaklar1 karisabilir. Sularin
hidrokarbon veya baska bilesenlerle kirlenmesi, bu suyun yer altinda sizma hareketi ile
magaralara ulagsmasi o bolgedeki ekosistemin yeni sartlara uyum saglamasini zorunlu kilar. Bu
sartlar cergevesinde magara canlilar1 cesitli adaptasyonlar gelistirir. Ortamdaki besin
kaynaklarin1 pargalayabilecek metabolik aktiviteler kazanir. Genel gergevede magaralar hala
insanlarin ve hayvanlarin ulagsamadigi ve ulasmakta zorlandigi izole alanlardir. Bununla beraber
magaralar yer alt1 sizintilar1 sonucunda yeni ¢evresel kosullara uyum saglamis izole alanlara ve
ekosistemlere doniisebilmektedir. Boylece kirliliklere karsi degradasyon yetenegi kazanmig

yeni mikroorganizmalar elde edilmektedir. (Marques ve dig., 2019).

Yapilan calismalarda tortullarda naftalin, asenaftin (bir ¢esit ham petrol bilesenidir) gibi bazi
polisiklik hidrokarbonlarin degrade edildigine dair sonuglar gozlemlenmistir. Sphingopyxis,
Pseudomonas, Bacillus, Stenotrophomonas ve Sphingomonas sp. gibi  bazi
mikroorganizmalarin bu bilesikler1 karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabildigi

raporlanmistir (Marques ve dig., 2019).

Bunun yani sira mezofilik ortamlarda yasayan mikroorganizmalarin enzimleri ekstrem ortamlar
icin kararsiz bir yap1 gostermektedir. Ancak ekstrem ortamlardan izole edilmis
mikroorganizmalarin enzimleri ekstrem ortamlara uyumlu oldugu i¢in kararli yapilarimi ve
aktivitelerini koruyabilir. Bir¢cok mezofilik mikroorganizmanin lignolitik, lipotik enzimlere ve
cesitli monooksijenazlara sahip oldugu raporlanmistir. Ancak endiistriyel anlamda
kullanimlarinda ekstrem sartlar altinda verimsiz sonuclar verdigi gozlemlenmistir. Bu nedenle,
magara mikroorganizmalarindan elde edilen bu ve benzeri enzimler, endiistriyel uygulamalar
ve biyodegradasyon alaninda biiyiik bir potansiyel tasimaktadir (Gran-Scheuch ve dig., 2018;
Salwan ve Sharma, 2020).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MAGARA iZOLATLARININ TURLERi VE KODLARI

Calismada Dupnisa, Morca ve Yarik Diideni Magarasi’nin ¢esitli toprak ve yiizeylerinden izole
edilmis 30 bakteri kullanilmistir (Tiirkgenci ve Dogruéz Giingor, 2021; Colak, 2023; Arslan
Aydogdu ve dig., 2023).

Tablo 3.1: izolatlarm izolasyon yerleri, mikroorganizma isimleri ve benzerlik yiizdeleri ve filumlari.

izolasyon Mikroorganizmanin Lzole
Bakteri Kodu Y g Edildigi Filum
Kodu Ad1 <
Magara
SG-1 Y13 Bacillus pumilus Y'arlk 4 Firmicutes
Diideni
SG-2 Y61 Arthrobacter sp. S{arlk. Actinobacteria
Diideni
SG-3 Y66 Bacillus pumilus S{arlk. Firmicutes
Diideni
SG-4 Y83 Bacillus pumilus S{arlk. Firmicutes
Diideni
SG-5 Y86 Bacillus mycoides S'('arlk. Firmicutes
Diideni
Bacillus Yarik L
SG-6 Yol weihenstephanensis ~ Diideni Firmicutes
Yarik .
SG-7 Y102 Pseudomonas sp. . . Proteobacteria
Diideni
SG-8 Y140 Bacillus pumilus Y'arlk- Firmicutes
Diideni
Pseudomonas putida . .
SG-9 3YT215 strain Atol3T Dupnisa Proteobacteria
SG-10 48MT2 Mlcrococcu's Morca  Actinobacteria
yunnanensis
SG-11 61MY3 Microbacterium sp. Morca  Actinobacteria
SG-12 57TMY3 Microbacterium sp. Morca  Actinobacteria
Bacillus mycoides . L
SG-13 YT214 strain TS27 Dupnisa Firmicutes
Bacillus cereus strain . L
SG-14 3YT413 MCMI1Y2 Dupnisa Firmicutes
Pseudomonas
SG-15 YT424 baetica strain Dupnisa Proteobacteria
S42 BP2TU
Bacillus cereus strain . Lo
SG-16 YT413 LA322 Dupnisa Firmicutes
SG-17 yr213  Bacillus mycoides — p o Firmicutes

strain TS27
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Tablo 3.2 (Devam): izolatlarin izolasyon yerleri, mikroorganizma isimleri ve

filumlari.
SG-18 2YT241 Bacillus cereus strain Dupnisa  Firmicut
DFT-5 16S up irmicutes
Bacillus cereus strain . L
SG-19 YT514 AHSM 124 Dupnisa Firmicutes
Bacillus cereus strain . oo
SG-20 YT411 MIL272 Dupnisa Firmicutes
Bacillus pumilus . -
SG-21 YTI116 strain R245 Dupnisa Firmicutes
SG-22 3YT311 Serratia sp. DM109  Dupnisa Proteobacteria
SG-23 YT619 Serratia sp. 1D1416  Dupnisa Proteobacteria
Enterobacter sp. . .
SG-24 YS432 UTWRF0456 Dupnisa Proteobacteria
Enterobacter sp. . .
SG-25 Y S433 UTWRF0454 Dupnisa Proteobacteria
SG-26 YS132 Alcaligenes sp. J12 Dupnisa Proteobacteria
SG-27 YS133 Lellppivia sp segm Dupnisa Proteobacteria
Gamma-59
SG-28 ayT341  Acinetobactersp.py o ica  Proteobacteria
strain Ap6
Bacillus mycoides . L
SG-29 3YT512 strain TS27 Dupnisa Firmicutes
Bacillus safensis . b,
SG-30 YT312 strain Rb7S3 Dupnisa  Firmicutes

3.2. BAKTERILERIN CANLANDIRILMASI VE COGALTILMASI

-86 °C’de muhafaza edilen 30 magara susu izole edildikleri besiyerlerine (TSA, 2 TSA, R2A)
ekilmistir. 30 °C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra besiyeri iizerinde ¢ogalan kolonilerden

azaltma yontemi ile ekim yapilmistir.
3.3. BAKTERILERIN SECILMESI

Yarik Diideni’nden izole edilmis 8, Dupnisa’dan izole edilmis 1 bakterinin propilen
degradasyonu lizerinde anlamli bir verimlilik gosterdigi farkli ¢alismalarla raporlanmigtir
(Arslan Aydogdu ve dig., 2023). Bunun iizerine bu ¢alismada polietilen degradasyonu igin
kullanilan ilk 9 bakteri (SG1-SG-9) olarak bu bakteriler segilmistir. Bu segilen 9 bakteri igin

DNA izolasyonu gergeklestirilmis ve spesifik gen bolgesi arastirilmistir.

Geri kalan 21 bakteri i¢inden secim, spesifik gen bolgesinin bakilmasi ile gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in 6ncesinde DNA izolasyonu yapilmistir.
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3.3.1. DNA izolasyonu

DNA

izolasyonu, izolasyon Kiti (GeneAll Exegene Cell SV mini) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak gergeklesen DNA izolasyonunun

basamaklari asagida aciklanmistir.

10.

11.

Saf olarak iiretilen bakteri suslari, hiicre yogunlugu standart 1 numarali McFarland
bulaniklik tiipiine gore ayarlanmis ve 1.5 ml santrifiij tiipline eklenmistir. Santrifiij
tiipleri 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi tiip igerisindeki stipernatant uzaklastirilmistir. Pelletin {izerine 180 pl
lizozim (30mg/ml) enzim karisimi eklenmis ve pellet eklenen siviyla ¢oziilmiistiir.
Ornekler 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda &rneklerin iizerine 20 pl Proteinaz K (20mg/ml) ve 200 ul BL
tamponu eklenmistir.

Vorteks sonrasinda 56°C’de 30 dakika, ardindan 70°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda érneklere spin atilmis ve ardindan iizerlerine 200 pl saf etanol
eklenip vorteks ve spinden gecirilmistir. Bu esnada bulutumsu/jelimsi yap1
gozlemlenmistir.

Karisimin tiimii Kit igerisindeki SV kolonu olarak isimlendirilen filtre igeren tiiplere
aktarilmig ve 10.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

SV kolon toplayici alt tiip igerisinden alinmis, yeni tiip icerisine konmus ve kolon
tizerine 600 ul BW tamponu eklenerek 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Kolonun toplayicr tiipii tekrar degistirilmis ve ardindan tizerine 700 pl TW tamponu
eklenip 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Toplayic tiip degistirildikten sonra herhangi bir ekleme yapilmadan kolon tekrar 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasinda toplayici tiip atilmis ve kolon 1.5 ml ependorfa konmus, kolon
tizerine 100 pul AE tamponu eklenmis ve 1 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij uygulanmistir.

Ependorf i¢erisinden kolon ayirilmis ve 6rneklerin DNA konsantrasyonlart mikrodrop
cthazi (MicroDrop spektrofotometre-Thermo Scientific) kullanarak belirlenmistir.

Ardindan PZR i¢in -20°C’de stoklanmustir.
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3.3.2. alkB gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

alkB gen bolgesinin varlig1 bakterinin alkan dehidrojenez yetenegine sahip oldugunu ve bu da
polietilenin kimyasal baglarin1 pargalayabilecek yetenege sahip oldugunu gdstermektedir.
Bunun i¢in Tablo 3.2°deki alkb gen dizileri ile 2 farkli PZR reaksiyonu kurulmustur. PZR
reaksiyonlar1 icerikleri Tablo 3.3°te ve reaksiyon dongiileri Tablo 3.4’te verilmistir. PZR i¢in

DNA konsantrasyonlart VI1XC1 = V2xC2 formiilii kullanilarak 10 ng/ul olacak sekilde

sulandirilmastir.
Tablo 3.2: alkB gen bolgesi primer dizileri.
Primer Sekans %GC Tm (°C) Referans
(alk-b)
Forward 5’-TCGAGCACATCCGCGGCCACCA-3* 68 73.1 (Shahreza ve
1) dig., 2019)
Reverse  5’-CCGTAGTGCTCGACGTAGTT-3’ 55 60.5
@
Forward 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ 50 59.3 (Bardaji,
2) Furlan  ve
Reverse  5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’ 48 59.7 Stehling,
(2 2019)
Tablo 3.3: PZR reaksiyon igerigi.
Master Mix (EmeraldAmp® MAX HS PCR Master Mix, Takara) 12,5 pl
DNA 1 ul
Forward Primer 1 ul (20 pmol/ pl)
Reverse Primer 1 ul (20 pmol/ pl)
dH0O 9,5 ul
Toplam hacim = 25 pl
Tablo 3.4: PZR dongiisii (BIORAD T100 Thermal Cycler)
alk-b/1 alk-b/2
98°C 3dk 98°C 3dk
*98°C 10sn *98°C 10sn
*58°C 30sn *56°C 30sn
*72°C 1dk *72°C 1dk
4°C o0 4°C o0

*98°C, 58°C ve 72°C aras1 30 tekrar ile gergeklesir.
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3.3.3. Jel Elektroforezi ve Goriintiileme

%1°lik agaroz jel 1x TBE soliisyonuyla mikrodalga ile ¢oziilmiistiir. Donmadan ancak biraz
soguduktan sonra agaroz jele %1 olacak sekilde Gel Red (Fisher Biotec) ilave edilmistir. Iginde
tarak bulunan agaroz jel tankina dokiilerek 20 dakika donmasi beklenmistir. Donduktan sonra
taraklar ¢ikarilmistir. Jel 1XTBE dolu tanka yerlestirilmis ve iizerine kuyucuklarin igleri
dolacak sekilde 1XTBE eklenmistir. Agaroz jelin ilk kuyucuguna 5 pl marker (1kb
Thermofisher DNA Ladder) sonraki kuyucuklara izolatlara ait amplifiye edilmis PZR
iiriinlerinden 5 pl alinip eklenmistir. Ornekler 70 voltta 50 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir.

Ardindan UV Transilluminator cihazinda goriintiilenmistir.
3.4. BIYOKIMYASAL TESTLER

Secilen suslarin PE degradasyonunda rol alan enzim aktivitelerinin incelenmesi igin
biyokimyasal testler yapilmigtir. Lignolitik aktivitenin varligmin kontrolii i¢in lakkaz,
manganez peroksidaz ve lignin peroksidaz testleri gerceklestirilmistir. Bunun yaninda lipolitik

aktivite i¢in de lipotik enzim testi yapilmigtir.
3.4.1 Lakkaz Testi

Tek cizgi ekim yOntemiyle lakkaz testi besiyerine ekilen izolatlarin 14 giin 30°C’de inkiibe
edilmistir.  Cevresinde kahverengi renk zonlar lakkaz aktivitesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Kavitha ve Bhuvaneswari, 2021).

Sekil 3.1: Lakkaz aktivitesi pozitif SG-13 (a) ve negatif SG-11 (b) susu agar gorselleri.
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3.4.2 Manganez Peroksidaz Testi

McFarland 0,5 standardina gore hazirlanan izolatlar hazirlanan besiyerine 10 ul damlatilmustir.
14 giin 30°C’de inkiibe edilmistir. Damlatilan izolatlarin ¢gevresinde sari/turuncu renkten pembe
renge donilisiim manganez peroksidaz aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Pangallo ve
dig., 2007).

Sekil 3.2: Manganez peroksidaz aktivitesi pozitif SG-5 susu ve aktivite dncesi besiyeri goriintiisii.
3.4.3. Lignin Peroksidaz Enzim Testi
McFarland 0,5 standardina gore hazirlanan izolatlar hazirlanan besiyerine 10 ul damlatilmas.

14 giin 30°C’de inkiibe edilmistir. Damlatilan izolatlarin ¢evresinde renk agilmalari lignin

peroksidaz enzim aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Yang ve dig., 2019).

Sekil 3.3: Lignin peroksidaz aktivitesi, neutral red agarda pozitif sonu¢ veren SG-8 susu (sol) ve negatif
sonug veren SG-3 susu (sag).
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Batirma ekim yontemiyle LiP testi besiyerine ekilen izolatlar 14 giin 30°C’de inkiibe edilmistir

ve ¢evresinde seffaflagsma incelenerek LiP aktivitesi degerlendirilmistir.

Sekil 3.4: Lignin peroksidaz aktivitesi, kristal viyole agarda pozitif sonu¢ veren SG-10 susu (sol),
negatif sonug veren SG-8 susu (sag).

3.4.4. Lipolitik Enzim Testi

McFarland 0,5 standardina gore hazirlanan izolatlar hazirlanan besiyerine 10 pul damlatilmistir.
14 giin 30°C’de inkiibe edilmistir. Damlatilan izolatlarin ¢evresinde bulaniklik olugmasi

lipolitik enzim aktivitesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Kumar ve dig., 2012).

Sekil 3.5: Lipolitik enzim aktivitesi pozitif olan SG-13 susu (sol) ve negatif olan SG-2 susu(sag).

3.5. PLASTiK KUPONLARIN HAZIRLANMASI

Saf HDPE ve LDPE olmak iizere iki ¢esit polietilen grubuyla calisilmistir. HDPE kuponlari
15x20x1 mm boyutunda, LDPE kuponlar1 4x11x1mm boyutunda kesilmistir. Kesilen kuponlar

%70’lik etanol ve ekiivyon yardimiyla temizlenmis ve Pastor firmminda 10 saat, 50°C’de
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kurutulmustur. Kurutma islemi sonrasi her kupon numaralandirilmis ve 3 tekrarli olarak
tartilmis ve ortalamalar1 6n islem Oncesi plastigin kiitlesi olarak kaydedilmistir. Tartim
isleminden sonra kuponlar gruplandirilarak 3 farkli 6n isleme tabii tutulmus, bir grubuna ise 6n

islem uygulanmamustir (Sekil 3.6).

HDPE LDPE

LN L]

"'-"",.., ry .
Her bir yiz . Her bir yiiz . _
72 saat "'-"" . " Herhangi 72 saat T - Herhangi

0 .

olmak s 8 bir &n olmak <L N bir &n
lizere 72 saat islem lizere 72 saat iglem
toplam H 50°C uygulamasi toplam | s0°C uygulamasi
s e tam W e Tk
'}';Te?r? Her bir yiz 72 uygquiamas ll';fe‘ﬁ: Herbir yiz 72 uyqusmas:
saat olmak lamasi saat olmak
uygulamasl  zere toplam uygu lizere toplam
144 saat UV ve 144 saat UV ve
72 saat 50°C 72 saat 50°C
sicakhk on sicaklik on
islem iglem
uygulamasi uygulamasi

Sekil 3.6: Plastik kuponlara uygulanan 6n islemler.

On islem uygulamalarindan sonra her kupon ii¢ tekrarli olmak iizere tekrar tartilmis ve

tekrarlarin ortalamasi 6n islem sonrasi kiitlesi olarak kaydedilmistir.
3.6. PLASTIK DEGRADASYON DENEYI

Plastik kuponlar deney kurulmadan once her iki yiizli i¢in 20’ser dakika UV altinda steril

edilmis ve iclerinde 18ml BH besiyeri bulunan tiiplere eklenmistir.

PZR sonucunda her iki alkb gen bolgesi i¢in de pozitiflik gosteren bakteriler izole edildikleri
besiyerlerinde ¢ogaltilmis ve hiicre yogunlugu standart 0,5 numarali McFarland bulaniklik
tiipiine gore ayarlanmistir. Ardindan 107 oraninda sulandirilms ve ierisinde 18ml BH besiyeri

ve plastik kuponu olan tiipler lizerine 2’ser ml eklenmistir. Her bakterinin, her bir 6n islemi 2
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ve 4 ay inkiibasyon siiresi ve 3’er tekrardan olusacak sekilde deneyi kurulmustur (Sekil 3.7)

(Harshvardhan ve Jha, 2013; Auta ve dig., 2018).

Izolatlar

McFarland 0.5 ‘ ‘ ‘ ‘

standardina gore
hazirlamir 100 102 103 104 4 ay inkiibasyon

-

‘ ‘ ‘ ‘ 2 ay inkiibasyon

(o llla -l = Mt

-

|9A% UV + Sicakhk Bos
Sicakhik

— XL N

T L 2 ay inkiibasyon
D .
Plastik kuponlarin her iki P
yiiziine 20 dakika UV E ‘ ‘ ‘ ‘
uygulanarak sterilizasyon 4 ay inkiibasyon

saglamir

Sekil 3.7: Degradasyon deney diizenegi.

Inkiibasyon siiresini tamamlayan kuponlar tiiplerin igerisinden alinarak %70’lik etanol ve
ekiivyon yardimiyla temizlenmis ve Pastor firininda 32 saat, 50°C’de kurutulmustur. Kurutma
sonrast 3 tekrarli olarak tartilmis ve ortalamalar1 inkiibasyon sonrasi plastigin agirligi olarak

kaydedilmistir.

3.7. ON ISLEM UYGULAMALARININ VE BiYODEGRADASYON HIZININ
BELIiRLENMESI

PE degredasyonu, asagidaki formiiller kullanilarak yiizde agirlik kaybi (Dt), degradasyon
hizi(r), degredasyon kinetik sabiti (K) ve plastik 6mrii (t) olarak degerlendirilmistir (Mohan ve
dig., 2016; Schwab ve dig., 2024).

(Baslangi¢ Agirhk(Wo) — Final Agirhik(W))

Yiizde Agirlik Kaybi (Dt) = Baslangic Agirik(Wo) x 100
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PE biyodegredasyon hizi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmstir.

A(Wo — W)
————F  veyar = KxSA

Degradasyon hizi (r) = Atgin

PE biyodegredasyon kinetik sabiti asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

r
Degredasyon kinetik sabiti (K) = A

Plastigin omrii (t) asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
Wo
Plastigin 6mri (t) = - /365

tglin, giin cinsinden zaman

W, biyodegredasyona ugramis PE plaka agirlig1 (g)

W, PE plakalarin (g) baslangi¢c agirligidir.

r, degredasyon hizi (g/giin)

K, sabit (g/(mm?x giin)

SA, yiizey alan1 (mm?)

t, plastigin 6mrii (plastigin tamamen degrade olmasi i¢in gereken siire) (y1l)

3.8. KUPONLARIN KARAKTERIZASYONU

Bakteriyel inkiibasyona sahip olan polimerlerin yapisindaki degisiklikler, 4000-450 cm-1
frekans araliginda Fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kullanilarak analiz
edilmistir. Analiz, bakteri suslari ile inkiibe edilmis HDPE ve LDPE kuponlar1 ve bakteri ekimi
yapilmayan kontrol HDPE ve LDPE kuponlari tizerinde yapilacaktir.

3.9. BiYOISTATISTIK ANALIiZ

SPSS Statistic V27 programinda ANOVA analizi yapilmigstir.
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3.10. BESIYERLERI VE SOLUSYONLAR
3.10.1. BH Besiyeri

Magnezyum siilfat: 0,2 g/L

Kalsiyum klorid: 0,02 g/L

Monopotasyum fosfat: 1g/L

Dipotasyum fosfat: 1 g/L

Amonyum nitrat: 1g/L

Demir (IIT) klortir: 0,05g/L

pH: 7.0+ 0.2

Litre basina yukaridaki miktarlarda kimyasallar eklenmis ve ¢oziinene kadar karistirilmistir.
Cozeltinin pH’1 1M HCl kullanilarak pH:7’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.
3.10.2. TSA Besiyeri

Kazein: 15 g/L

Soya pepton: 5 g/L

Sodyum klorid: 5 g/L

Agar: 15 g/L

pH: 7.3+ 0.2

Litre basina 30 g olacak sekilde distile su igerisinde ¢6ziilen hazir toz TSB besiyeri ve 15g/L
agar, 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 90 mm ¢apindaki Petri
kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.



32

3.10.3. Reasoner’s 2 Agar (R2A)
Glikoz: 0.5 g/L

Proteoz pepton: 0.5 g/L
Maya ekstrakti: 0.5 g/L
Kazein hidrolizat: 0.5 g/L
Maya ekstrakti: 0.5 g/L
Nisasta: 0.5 g/L

Sodyum piriivat: 0.3 g/L
Di-potasyum fosfat: 0.3 g/L
Magnezyum siilfat: 0.024 g/L
Agar: 15.0 g/L

pH: 7.2+0.2

Litre basma 18.12 g olacak sekilde distile su igerisinde ¢oziilen hazir toz R2A besiyeri, 121
°C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 90 mm c¢apindaki Petri
kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.

3.10.4. Lakkaz besiyeri

% TSA besiyerine 0.5 gr/L gayakol eklenerek besiyeri hazirlanip ve otoklavda 15 dk steril
edilmistir. 90 mm ¢apindaki Petri kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.

3.10.5. Manganez Peroksidaz Besiyeri

¥, TSA besiyeri hazirlanmis, besiyerine ek olarak 0,5gr/L MnSO4 eklenmis ve 121 °C’de 1 atm
basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Distile suda ¢ozilindiiriilmiis 0,2 gr/L fenol
kirmizis1 0.22 um ¢apindaki filtreden gegirilmis ve steril edilen besiyerine eklenmistir. 90 mm

capindaki Petri kutularina yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.
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3.10.6. Lignin Peroksidaz Besiyeri

1. besiyeri: Litrede 20 gr glikoz, 30 gr malt 6ziiti, 1 gr pepton, 15 gr agar olacak sekilde
besiyeri hazirlanmig ve 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Distile suda ¢oziindiiriilmiis 0,2 gr/L neutral kirmizis1 0.22 pm ¢apindaki filtreden gegirilmis
ve steril edilen besiyerine eklenmistir. 90 mm ¢apindaki Petri kutularina yaklasik 15 ml olacak

sekilde dagitilmistir.

2. besiyeri: Litrede 20 gr glikoz, 30 gr malt Oziitii, 1 gr pepton, 15 gr agar olacak sekilde
besiyeri hazirlanmisg ve 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Distile suda ¢oziindiiriilmiis 0,2 gr/L kristal viyole 0.22 um ¢apindaki filtreden gecirilmis ve
steril edilen besiyerine eklenmistir. 90 mm ¢apindaki Petri kutularna yaklasik 15 ml olacak

sekilde dagitilmistir.
3.10.7. Lipolitik Enzim Besiyeri

Litrede 1 gr pepton, 5 gr NaCl, 0,1 gr CaCl2.H20, 15 gr agar olacak sekilde besiyeri hazirlanmis
ve 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 10 ml/L Tween80 0.22
um capindaki filtreden gegirilerek besiyerine eklenmistir. 90mm capindaki Petri kutularina

yaklasik 15 ml olacak sekilde dagitilmistir.
3.10.8. Lizozim ve lizozim tamponu

Molekiil agirligr 121.14 olan Trisma Base 0.30 g tartilarak 80 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.
Cozeltinin pH’1 1M HCI kullanilarak ile 8.0’e ayarlanmistir. Molekiiler hacmi 372.24 olan
EDTA 0.09 g tartilmis ve ¢oziinme tamamlanana dek karistirilmig ve ¢ozelti tizerine 1 ml Triton
X-100 eklenmistir. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan her bir
tampon 15ml’lik falkon tiiplerine paylastirilmis ve oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Steril
kosullarda 30 mg/ml olacak sekilde lizozim tartilmis ve hazirlanan tampon ¢6zeltiye eklenmis

ve ¢ozlinmesi saglanmistir.
3.10.9. 10X TBE Hazirlanmasi

10.8 g Tris Base, 5.5 g Borik Asit, 0.75 g EDTA, disodium tuz, 100 ml distile su igerisinde
¢Oziilmiis ve son pH 1M HCI kullanilarak 8.0’e ayarlanmustir.
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3.10.10. 1X TBE (Stok cozelti kullanilarak)

100 ml 10X TBE stok ¢ozeltisi 900 ml distile su ile seyreltilerek 1 L 1X TBE tamponu

hazirlanmistir.

3.10.11. %71’lik agaroz jel

1 g agaroz, 100 ml 1X TBE i¢inde mikrodalga firin yardimiyla ¢oziilerek %1°lik agaroz jel elde

edilmistir. Elde edilen bu ¢6zelti i¢ine %1 oraninda GelRed eklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. SUSLARIN SECIMIi VE TANIMLANMASI
4.1.1. DNA izolasyonu

30 bakteri izole edildikleri besiyerlerinde canlandirilmigtir. Canlandirilan suslarin DNA’lar
GeneAll Exegene Cell SV mini kiti aracilifiyla izole edilmis ve MicroDrop spektrofotometre-

Thermo Scientific cihaziyla 260/280 nm absorbans ve miktar analizi yapilmastir.
4.1.2. alkB gen bolgesinin PZR ile ¢cogaltilmasi

Iki farkli alk-b primer dizisi kullanilarak 30 bakterinin alk-b gen bdlgesinin varlig
incelenmistir. Her iki alk-b primeriyle de 300-400 bp boyutunda bant veren suslar degradasyon
deneyi ve biyokimyasal testler i¢in se¢ilmistir. Bu suslar; SG-1, SG-5, SG-6, SG-9, SG-10, SG-
11, SG-12, SG-13, SG-14, SG-15 ve SG-16 suslaridir. PZR esnasinda primer ve reaksiyon

dogrulugu i¢in E. coli pozitif kontrol, S.aureus ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.
4.1.3. Suslarin Koloni ve Gram Morfolojisi

Suslar izole edildikleri besiyeri hangisi ise o besiyeri kullanilarak azaltilmistir, koloni ve gram

morfolojisi incelenmistir.

Tablo 4.1: Secilen suslarin kiiltiir ve morfolojik 6zellikleri.

Sus Koloni Gram

Kodu Morfolojisi | Morfolojisi
Beyaz, ince Gram )

SG-1 seffaf  sekilsiz '

kenar sporlu gomak

Sarimsi,  oval,
diizgiin kenar

Gram (+),

5G-2 tombul gomak




Tablo 4.1 (Devam): Segilen suslarin kiiltiir ve morfolojik 6zellikleri.
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SG-3

Krem, ortast
¢ukur, bombeli,
kenarlari
seffafimsi

SG-4

Krem, ortasi
bombeli,
kenarlari
seffafims1

SG-5

Krem, sa¢ gibi
dall1, dagiik

SG-6

Krem, sa¢ gibi
dall1, dagiik

SG-7

Ortasi cukur,
ikinci  katman
krem,  igilnci
katman
seffafims1

SG-8

Krem, ortasi
bombeli,
kenarlar
seffafimsi1

SG-9

Beyaz, yuvarlak,
diizgiin kenar

Gram (+),
¢omak
Gram (+),

sporlu gomak

Gram (+),
tombul ¢omak

Gram (+),
comak
Gram (+),
comak
Gram (+),
comak
Gram QF
comak
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Tablo 4.1 (Devam): Segilen suslarin kiiltiir ve morfolojik 6zellikleri.

] Acik sari, kiigiik Gram (+),
SG-10 | yuvarlak kokobasil
Acik sart,

Gram (+),

SG-11 yuvarlak, kokobasil

diizgiin kenar

Sar1, yuvarlak,
diizgiin kenar

Gram (+),

SG-12 comak

Krem, bombeli,
SG-13 sekilsiz,
seffafims1 kenar

Gram (+),
¢omak

Gram (+),
¢omak

Krem, diizgiin

SG-14 kenar

4.2. BIYOKIMYASAL TESTLER

Secilmis tiim izolatlar c¢ift tekrar olmak {izere biyokimyasal testler icin hazirlanmig
besiyerlerine ekilmis, 14 giin 30°C’de inkiibe edilmistir. Lakkaz testinde sadece SG-13 izolatin
cevresinde 4. giin itibartyla kahverengi zon olusumu gézlemlenmistir. Diger suslarda pozitif
sonu¢ alinmamistir. Manganez peroksidaz testinde SG-13 disinda diger tiim suslarda 1. giin
itibariyle, SG-13 susunda ise 2. giin itibariyle pembe zon olusumu gézlemlenmistir. 7. Giin
itibariyle tiim suslar bulunduklar1 besiyerinin rengini tamamen pembeye ¢evirmistir. Lignin

peroksidaz i¢in iki farkli besiyeri hazirlanmistir. Biri neutral red digeri kristal viyole
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kullanilarak hazirlanmistir. Neutral red besiyerinde 10. giin SG-3, SG-4, SG-7, SG-8 suslarinin
cevresinde renkte agilma gozlemlenirken; kristal viyole besiyerinde 4. giin itibariyla SG-10 ve
SG-12 izolatlarinda bakteri etrafinda seffaflasan zon olusumu gozlemlenmistir. Lipolitik
aktivite icin tween-80 besiyerine ekilen izolatlardan 7 giin itibariyle SG7, SG-13, SG-14
izolatlariin etrafinda bulaniklik olusumu gozlenmeye baslanmis; 9. giin itibariyle SG-1, SG-3
ve SG-8 izolatlarinin etrafinda bulaniklik olusumu gozlemlenmistir. Biyokimyasal test

sonuglari ve alk-b gen bdlgesine ait sonuglar Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: Secilen suslarin alk-b gen bolgesi ve enzim aktiviteleri.

s a'/"l‘b a'/"z'b L akkaz 'EQQE (n(IE_L,IIE’aI (k_IFiIsPtaI 'gr']‘z’f’rufg:
capr/cm) red) viyole)
sG-1 | + + 4 2%;?;? ] i + (9. Giin)
o | | |- e
sG3 | - : 4 +2(_12bciﬁ?) + (13. Giin) i + (9. Giin)
SG-4 | - . . OO (5G| - .
n | o [ | e ]
oo | | | e
sG7 | - : : 1%&;?) + (13. Giin) : + (7. Giin)
sG8 | - : i 1%5%%‘) + (13. Giin) : + (9. Giin)
o | | | e
SG-10 | + + i +2(.116(Zi$1) ; +(4.Gin) | +(7. giin)
sG-12 |+ ¥ : * (5 o . + (4. Giin) .
SG-13 |+ + | +(4. Gin) 2%&‘3?) ; i + (7. Giin)
SG-14 |+ ¥ i T i . + (7. Giin)
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4.3. PLASTiK DEGRADASYONU

Degradasyon deneyi her iki plastik i¢in, 2 ay ve 4 ay olmak tlizere, dort farkli 6n islem grubunda
ve hepsi 3 tekrarli olacak sekilde kurulmustur. On islem 6ncesi, sonrasi ve inkiibasyon sonrasi
agirlik dlgtimleri yapilan kuponlarin agirlik degisim yiizdesi, degradasyon hizi, degredasyon
kinetik sabiti ve plastigin 6mrii hesaplanmistir. Biyoistatistik analizde agirlik degisim yiizdesi
p<0.05’ten diisiik sonug veren suslarin kuponlarina ait agirlik degisim yiizdesi, degradasyon
hizi, degradasyon kinetik sabiti ve plastigin 6mrii Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’te gosterilmistir. Tim

kuponlara ait tablolar ‘Ekler’ boliimiine eklenmistir.
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HDPE degradasyon deneyi degisim yiizdesi (Dt), degradasyon hizi (r), degredasyon kinetik

sabiti (K) ve plastik omrii (t) sonuglart; A) 2. Ay, B) 4. Ay.

Tablo 4.3

O 60359 36T G0 |z 6030Le 90-Fee w0 | 68 606y 9036 800 | €65 60dve %30T W00 | 69S

] X J 1 ] N 1 1a ! X I 1a ] N J 14 |naoy$ns
MOA WATSINQ WATSI NO MITAYDIS WATST NQ MITIYOIS+AN WATSINQ AN (g

68 80-390T 903069 gro | ¢T¢  60-38Y9  90-368C 800 | o1 60T N-FEY  gp | ¢ 60-U8L  W0TFULY 600 695

] X J 1 ] N 1 10 ! A I 1 ] N J 14 |naoy$ns
SMOAWATSING WATSTNO JITIVIS WATSTNO MITIVDIS+AN WATSINO AN (v
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Tablo 4.4: LDPE degradasyon deneyi degisim yiizdesi (Dt), degradasyon hizi (r), degredasyon

kinetik sabiti (K) ve plastik 6mrii (t) sonuglari; A) 2. Ay, B) 4. Ay.

- 60-J¢g'e-  L0-3€€'8-  G20- | SOT  60-3/8C  L0-3SC9 120 v0T ~ 60-3¢8'€  L0-Je€'8 ¥2'0 6 80-380T  90-39€C 06'0 £1-9S
29T  60-366C  10-39G'S 02'0 - 60-3T6'T-  L0-3/T%-  2T'0 2 60-3€/'S  90-3SC'T S7'0 €6T  60-36GT  L0-3AL¥'E 02'0 0T-9S
veT  60-2/87  /0-35¢'9 610 | v2T  60-3€C  L0-360'S 0€'0 9 60-39T'9  90-IET 280 90T  60-388%Y  90-390'T 2€'0 8-9S

1 M 1 a 1 M 1 a 1 M 1 a 1 M 1 a nao sns

SOA WATSI NQ NATSI NQ MITMVOIS INATST NQ ITAVOIS+AN NATSI NQ AN (a

- 60-3¢5'G-  90-30¢T-  820- | v 60-39%'y  10-32.'6  SEO €2 80-3/2T  90-38.C 8.0 9 60-359'.  90-3/9'T Lv'0 £1-9S
1S 60-3€/'S  90-39C'T LE0 8¢ 60-370'.  90-3eS'T 150 - 60-36T'€-  /0-3v6'9-  L0°0- 44 60-3T€'S  90-39T'T 6.0 0T-95
6 60-3/€'9  90-36E'T 82'0 16 60-398'.  90-3TL'T 240 0 80-390T  90-31€C 85'0 05 60-3¢6'8  90-I6'T v€'0 8-9S

1 M J 1a 1 M 1 a 1 M 1 a | M 1 a nao sns

SIOA WATSI NO HTSI NQ SITIVOIS NHTST NQ SITIVOIS+AN INFTIST NQ AN (v
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4.4. FOURIER DONUSUMU KIZILOTESI SPEKTROSKOPISI (FTIR)

Fourier doniisiimii kizil6tesi spektroskopisi ile anlamli agirlik kaybi orani veren kuponlar ve
kontrolleri ile inkiibasyon sonrasi kimyasal baglarin absorbans ve yogunluk miktar1 dlgtimii

yapilmustir.

3360-3380 cm™ piki oksidasyon sonucu olusmus hidrojen baglarina titresimini gdstermektedir.
Bu baglar hidrofilikligin artisina isaret etmektedir. Bu pikin derinliginin artist PE’nin
hidrofilikliginin artisina isaret eder. 2900-2920 cm™ ve 2840-2850 cm™ dalga boylarindaki
pikler C-H (alkil grubu/ -CH ve -CH3) baglarinin absorbanslaridir. Bu baglar PE’nin ana
yapisindaki baglar1 gdstermektedir. 1700-1750 cm™ dalga boyundaki pikler C=0 baglari
(karboksil gruplar1) gerilimini gosterir. Polietilenin oksidasyonu sonucu olusan ester, keton gibi
karboksil gruplarina ait olabilir. 1600-1650 cm™’deki pikler C=C bag gerilme titresimleridir.
Bu genellikle polietilenin oksitlenmesi sonucu ortaya ¢ikabilir. 1500-1300 cm™’deki pikler C-
H (-CH: gruplar1) kayma titresimini gosterir. PE'nin diizenli yapisindaki simetrik kayma
titresimlerine karsilik gelir. 500-800 cm™ dalga boyundaki pikler ise C-H baglar1 arasindaki

gerilmeye isarettir. Bu durum polietilenin kristal yapisini korudugunu gostermektedir.

54_
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Sekil 4.1: UV-+sicaklik 6n islemi gérmiis, SG-8 susu ile 4 ay inkiibasyon sonrast 54 numarali LDPE
kuponunun FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.2: UV 6n islemi gormiis, sirasiyla SG-10 ve SG-13 susu ile 4 ay inkiibasyon sonrasi 153 ve 172
numarali LDPE kuponlarinin FTIR spektrumlari.
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Sekil 1.3: Yalnizca UV 6n islemi gérmiis ancak herhangi bir inkiibasyon saglanmamis 199 numarali
kontrol LDPE kuponunun FTIR spektrumlari.
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Sekil 4.4: HDPE kuponlariin FTIR spektrumlart. 238) SG-9 ile inkiibe edilmis 6n igslem gérmemis
kupon; 478) inkiibasyon saglanmamis ve 6n islem uygulanmamis kupon spektrumudur.

4.5. BIYOISTATISTIK ANALIiZ

SPSS Statistic V27 programinda ANOVA analizi, Tukey Testi yapilmistir ve p<0,05
veya p<0,01'de anlamli kabul edilmistir
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HDPE sonuglarinda 6n islem ve zaman i¢in anlamli bir fark gdzlenmemistir. 14 sus arasinda

agirlik yilizde degisimi i¢in SG-9 i¢in p=0,02 olarak gozlemlenmistir.

UV On Islem Uygulamas:

Sus Kodu

B EONTROL
| e

ik}
06

04

Agnhim Yirzde Degisim Orflannas: (Dt ort)

]

Zaman (giin)

Sekil 4.5: UV 6n islem grubunda, HDPE nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore grafigi.
UV + Sicakhk On islem

Sus Kodu
W KONTROL

08 Wsc2
06

04

Agnhim Yiizde Degisim Ortaunas: (Dt art)

oo

120

Zaman (giin)

Sekil 4.6: UV+sicaklik 6n islem grubunda, HDPE’ nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara
gore grafigi.
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o Sicakhik On islem

Sus Kodu
[ KONTROL

Agnhsm Yitzde Desisim Ortalamas (Dt ort)

120

Zaman (giin)

Sekil 4.7: Sicaklik 6n islem grubunda, HDPE’nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore
grafigi.

On islem Uygulamas:1 Yok
' Sus Kodu

B KONTROL
WsG1
WsG2
EsG-3
HWsc4
WsGs
BscEe
Bsc7
HsGs
Wsco
W sG-10
WsSG-11
Esc-12
sG-13
WsG-14

Agmhim Yirzde Degisim Ortalamas (Dt art)

120
Zaman (giin)

Sekil 4.8: On islem uygulanmayan grup, HDPE’nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore
grafigi.
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LDPE sonuglarinda 6n islem ve zaman i¢in anlamli bir fark gézlenmemistir. 14 bakteri arasinda
agirlik yilizde degisiminin istatistik analizinde SG-8’de p=0,01, SG-10’da p=0,032 ve SG-13’te

p=0,04 olarak gézlemlenmistir.

UV On islem
50
’ Sus Kodu
W KONTROL
W sG-1
Wsc2
HsG3
| Efe®!
WsGs
Wsce
WsG-7
W8
Wsc9
WsG10
W sSG-11
Esc-12
[JsG-13
WS4

40

a0

o

Agnhém Yirzde Degisim Ortakmmast (Dt ort)

120

Zaman (gfin)

Sekil 4.9: UV 6n islem grubunda, LDPE’nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore grafigi.

o UV + Sicaklik &n islem
’ Sus Kodu

W KONTROL
M=ot
W sc2
[0 Elek]
[ X
W=c-s
W=cs
[ sc7
W=l
Wsco
M=o
M=ot
[Esc-12
[Jsc-13
W=c-14

A0

30

0o

Agnhm Yikzde Degisio Ortalaas: (Dt ort)

120

Zaman (giin)

Sekil 4.10: UV+sicaklik 6n islem grubunda, LDPE’nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara
gore grafigi.
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- Sicaklik On islem
Sus Kodu

B KONTROL

40

B

30

.20

,10

Agrhim Yitzde Degisim Ortalmas: (Dt ort)

60 120
Zaman (giin)

Sekil 4.11: Sicaklik 6n islem grubunda, LDPE’nin ylizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore
grafigi.

On islem Uygulamas: Yok
40

Sus Kodu
B XONTROL
| e8]
Wsc-2
M=o
| X
Wsc-s
Bsc6
Bsc-7
H=c-s
Wsc-o
Bso-10
Wsc-1t
Hsc-12
[J5G-13
Bso-14

Agmhsm Yitzde Degisim Ortalanast (Dt ort)

-.30

g

Zaman (giin)

Sekil 4.12: On islem uygulanmayan grup, LDPE’nin yiizde agirlik degisiminin zaman ve izolatlara gore
grafigi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Magara ortamindaki mikroorganizmalar giines 15181 olmadiginda fotosentez yapamazlar ve
dissal besin ve enerji eksikligini telafi etmek i¢in karbon, azot, kiikiirt ve demir, mangan gibi
metallerin biyojeokimyasal dongiilerine yogun olarak katilirlar ve karbon ve enerji kaynagi
olarak toksik veya toksik olmayan, ortamdaki organik ve inorganik bilesikleri kullanma
yetenegine sahip mikrobiyal topluluklar olustururlar. Bu yetenekler sayesinde kendi besinlerini
elde etmekle kalmaz aymi zamanda mineralleri kullanabildikleri metabolizmalar1 ile
biyodegradasyon siireglerinde de rol oynayabilmektedir (Bhapkar ve dig., 2022; Zhu ve dig.,
2022).

Calismamizda gesitli magaralardan izole edilen bakterilerin, PE biyodegradasyonu iizerinde

metabolik aktivite gosterme potansiyelini belirlemek amaglanmustir.

PE, poliolefinlerin en inert olant olmasina ragmen, dogal ortamda yavas bir sekilde pargalanir.
Polietilenin ¢evreye atilmast durumunda 100 yilda 9%0,5'ten daha az karbonun
minerallesebilecegi ve polietilenin giines 15181 altinda 2 y1l dogal olarak asinmasindan sonra
ayni zaman diliminde sadece %1 karbonun minerallesebilecegi raporlanmistir. HDPE, LDPE
ve LLDPE temelde aynmi kimyasal bilesikleri tagisalar da ¢ok farkli kristallik derecelerine
sahiptir. Bozunma hizi, polimerin amorf yapisina biiyiik 6l¢tide baglidir. Bu nedenle daha diistik
zincir hareketliligi ve radikal yayillma reaksiyonlarina ragmen HDPE’nin radikal
rekombinasyonunu destekleyen kristalin yapisinda olmast HDPE’de bozunma siirecini
uzatmaktadir. HDPE plastikler 58 yil ile 1200 yil arasinda degisen bir bozunma siirecine
sahipken bu siire LDPE plastikler i¢in 20 yil ile 450 y1l arasinda degismektedir (Mukherjee ve
dig., 2017; Chamas vd., 2020).

PE'nin omurga zincirleri, kolayca hidrolize ugramayan ve UV-goriiniir kromoforlarin eksikligi
nedeniyle foto-oksidatif bozunmaya direnen yalnizca C—C tek baglarindan olusur. PE ayrica
ana zincirde ve zincir uglarinda az sayida doymamis (C=C) bag icerebilir. Bu bolgeler Os,
NOx veya diger troposferik radikaller tarafindan kolayca oksitlenir, genellikle olduk¢a kararsiz
hidroperoksitlere doniisiir ve bunlar daha sonra daha kararli UV emici karbonil gruplarina
dontstiiriiliir. Distik yogunluklu polimerde reaktif dallanma noktalarinin daha yiiksek
frekansta olmasi, daha kisa zincir yapilarina sahip olmasi nedeniyle, LDPE i¢in HDPE'ye

kiyasla foto-oksidasyon ve bunu takip eden siirecte biyolojik bozunma oraninin arttigi
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bildirilmistir. Ayn1 zamanda foto-oksidasyon disinda da ¢esitli abiyotik 6n islemler keton,
aldehit, alkol ve karbonil gruplar1 gibi ¢esitli fonksiyonel gruplar1 inert karbon omurgasina
ekleyerek polimer hidrofobisitesini azaltabilir ve biyolojik bozunma oranini artirabilir (Chamas
ve dig., 2020; Rad ve dig., 2022).

Plastige 6n islem uygulanmasi/asindirilmasi biyolojik bozunma verimliligini artirmanin 6nemli
yollarindan biridir. On islemler; kimyasal, termal veya foto-oksidatif ydntemlerle
saglanabilir. Kimyasal 6n islem uygulamalar1 biyolojik bozunma oncesinde yiiksek verim
saglar ve biyolojik bozunma siirecini kolaylastirir. Ancak uygulanan kimyasalin sonrasinda
ortamdan geri alinmasi gerekir ve ¢evreye ikincil kirleticilerin, toksik bilesenlerin yayilmasina
neden olur. Bunun yaninda termal ve UV 6n islemi ¢ok daha ¢evreci bir yaklagim imkan1 sunar.
Ayni zamanda ¢ok daha ucuz ve uygulanabilirligi kolay yontemlerdir (Taghavi ve dig., 2021;
Muangchinda ve Pinyakong, 2024).

LDPE vyiizey hidrofobitesi nedeniyle biyolojik olarak pargalanabilirligi diisiik bir plastiktir.
Yiizey hidrofobitesinin g¢esitli 6n islem uygulamalariyla azaltilabildigi yoniinde ¢alismalar
mevcuttur. Ayn1 zamanda On islem uygulamalari yiizeydeki pirizliligi artirarak
mikroorganizmalarin tutunmasini kolaylastirmaktadir. Hidrofobikligi azaltilan ve piiriizii
arttirilan  ylizeyler sayesinde LDPE’nin biyodegradasyon verimi de arttirilmaktadir

(Muangchinda ve Pinyakong, 2024).

UV veya 1siya maruziyetin polimerik yapidaki oksijenin serbest radikallerini iiretebilecegi,
yeniden diizenlemeler, zincir kopmalar1 ve ¢apraz baglanmalara neden olabilecegi tahmin
edilmektedir. Bu radikaller daha sonraki bozunma siirecinde keton ve olefin gibi daha kisa
zincirli bilesikler olusturmak icin polimerik yollara (baslatma, yayilma ve sonlandirma)
katilabildigi diisiiniilmektedir. Kisa zincirli bu molekiiller mikrobiyal ekzoenzimlerin daha
kolay bir sekilde saldirisina ugrayarak bozunmanin ve tiiketimin artmasina olanak tanir

(Taghavi ve dig., 2021; Ciuffi ve dig., 2024).

Ayn1 zamanda UV uygulamas: ile olusan polar fonksiyonel gruplarin ylizey yogunlugundaki
degisimleri, sivilarla temas acisindan yansiyan ylizey enerjisinde degisimlere neden olur.
Hidrofilikligi fazla olan yiizeyler daha yiiksek yiizey enerjilerine ve suyla daha diisiik temas
acilarina sahiptir. Oksidatif bir 6n islem olan UV ile fotodegradasyon uygulamalar1 yiizey

hidrofobitesini azaltarak, yiizeyde catlak ve yariklar olusturur. Bu da mikrobiyal
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kolonizasyon/biyofilm olusumunu kolaylastirmakta ve mikrobiyal tutunmay1 artirmaktadir

(Chamas ve dig., 2020; Taghavi ve dig., 2021; Ciuffi ve dig., 2024).

Zincirde bulunan bag tiiriine bagli olarak, her polimer farkli dalga boylarinda fotodegradasyona
ugrar. PE durumunda, hidroperoksit grubu (CHOOH) fotodegradasyonun birincil oksidasyon
triiniidiir ve hem fotolitik hem de termal olarak karasiz bir yapidir. Her biri, zincirleme
reaksiyon siirecine katilabilen karbon ve oksijen radikalleri iiretmek i¢in ayrigir. Oksitlenmis
ornek, fotolabil (fotonlarin etkisiyle kimyasal degisime ugrayabilir 6zellikte olan yapi1) oldugu
icin Ornegi daha fazla biyolojik bozunmaya gétiirebilen gruplara sahiptir. Bu gruplardan
karbonil grubunun varligi oksidasyon sonrasi daha fazla gozlemlenmektedir. Bu nedenle,
poliolefinlerde UV 6n islemi, polimerlerin hidrofobisitesini azaltir, yiizeye C, O ve OH gruplari
yerlestirir, bu da agiga ¢ikan polimerik zinciri biyolojik bozunmaya daha elverisli hale getirir.
UV, yeni karboksil, karbonil, ester gibi hidrofilik fonksiyonel yan gruplarin olugsmasina izin

vermektedir (Arkatkar ve dig., 2009; Ciuffi ve dig., 2024).

Fotooksidatif 6n islem i¢in tipik olarak kullanilan ¢alisma kosullar, minimum 3 ile maksimum
14 giinliik siireler boyunca yakin UV'de (245-300 nm) 1sinlamadir. UV'ye maruz kalma
siiresinin artmastyla polietilenin biyolojik bozunmasinda bir artis gozlendigi kaydedilmistir.
Ayni zamanda UV ¢esidi de bozunmada oldukg¢a etkilidir. Dogrudan giinesten alinan UV; UV-
A, UV-B, UV-C olmak tizere ii¢ farkli ¢esidin karisimi olarak gelir. Ve cevre sartlarina gore
siddetleri degisim gosterir. Calismamizda laboratuvar sartlarinda UV 6n islemi
uygulandigindan, yalnizca UV-C uygulamasi gergeklestirilmistir. UV-C diger ¢esit ve
karigimlarina gére en ¢ok oksidasyon verimi veren uygulama gesididir (Arkatkar ve dig., 2009;
Montazer ve dig., 2018; Ciuffi ve dig., 2024; Muangchinda ve Pinyakong, 2024).

Plastigin biyolojik bozunumunda termal 6n islemin etkileri ise, UV 1sinimimnin etkilerine
olduk¢a benzerdir. Termal-oksidasyonunda polimerin matrisine oksijenin dahil edilmesini
saglar ve bu sayede polimerin gegirgenligini arttirir. Ancak UV ile 6n islem gormiis LDPE,
termal olarak on islem gormiis LDPE ile karsilastirildiginda daha fazla sayida karbonil ve
hidroksil grubu igerdigi raporlanmistir. Bu nedenle biyolojik bozunmada UV uygulamasinin
termal uygulamadan daha verimli oldugu soylenebilir. Ayn1 zamanda termal 6n islem tavlama
etkisi olusturarak omurga yapisinin dayanikliligini artiracak etkide bulunabilmektedir (Rad ve

dig., 2022; Crystal Thew ve dig., 2024).
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Calismamizda uygulanan 6n islemler, doga sartlarinin laboratuvar boyutunda taklidi olarak
diistintilmiistiir. LDPE’de anlamli bozunma degeri veren suslarin degradasyon yetenekleri
kiyaslandiginda en yiiksek verimin; iki sus (SG-10 ve SG-13) i¢in yalnizca UV, bir sus i¢in
(SG-8) UV + sicaklik 6n islem uygulamasinda vermesi bu bilgiyi desteklemektedir. Ayni
zamanda dogadaki LDPE atiklar1 igin glinesten gelen sicakliktan daha ¢ok UV nin veya sicaklik

ve UV’nin beraber etkisinin biydegradasyona katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Bir ¢aligmada denizden izole edilen suslarin, ¢alismamizda da kullandigimiz BH besiyerinde
on islem uygulamasi gérmemis LDPE degradasyonu incelenmistir. Bu deneyde 90 ve 120
giinliik inkiibasyon siireleri sonunda sirastyla %0.22-1 ve %0.97-1.72 oraninda agirlik degisimi
gozlemlenmistir (Khandare ve dig., 2021). Bir baska ¢alismada toprakta, karisik mikrobiyal
topluluklarla yapilan 120 giinliik bir ¢alismada 6n islem uygulanmamig LDPE filmleri %1,3-
2,8 oraninda agirlik kaybi gosterirken, UV-C ile 6n islem uygulamast gérmiis filmler %2,2-
5,27 oraninda, termal 6n islem gérmiis filmler %1,4-3,2 oraninda agirlik kaybi gdstermistir.
Bunun yani sira 6n iglem gormiis ve gormemis kontrol grubu LDPE’lerde bir agirlik azalmasi
goriilmemistir (Muangchinda ve Pinyakong, 2024). Calismamizda ise LDPE kuponlari
tizerinde anlamli fark veren SG-8, SG-10 ve SG-13 suslari, en yiksek verimi UV ve
UV+sicaklik 6n islem uygulamalarinda sirasiyla %0,40 (UV-+sicaklik), %0,35 (UV), %0,35

(UV) oraninda vermistir.

Ayni zamanda 6n islem gormiis ve géormemis olan tiim kontrol LDPE kuponlarinda kiitle artis1
gozlemlenmistir. Kiitle artisinin nedeninin LDPE’nin su ¢ekme yeteneginden kaynaklandigi
distiniilmektedir. LDPE sicak sivilarda daha fazla olmak iizere su c¢ekme davranisi
gostermektedir (Kojnokova ve dig., 2020). Kontrol gruplarinin 6n islem uygulamasi gérmiis
kuponlar1 yaklasik olarak ayni oranda agirlik artis1 gosterirken, 6n islem uygulamasi gérmemis
kontrol kuponlar1 daha fazla agirlik artis1 gostermistir. Bu durumda 6n islem uygulamalarinin
su cekme kapasitesini diisiirdiigii tahmin edilmektedir. On islem uygulamasimin neden oldugu

oksidasyon sonucu hidrofilikligin artmasi ile su ¢ekim kapasitesinin azaldig1 6n goriillmektedir.

PE plastiklerinin dogada biyolojik bozunma oranlar1 %15 civarindadir (Taghavi ve dig., 2021).
Cogu biyolojik bozunma ¢alismasinda mikroorganizmalarin kolay tutunmasi ve tiiketebilmesi
icin kullanilan materyal kalinliklar1 genellikle 0,5 mm ile 0,001 mm arasinda degisiklik
gosteren film, pellet veya toz formunda yani kiiciik pargalar olarak hazirlanmistir. Burada

materyalin daha kii¢iik parcalarimin kullanilmasindaki ama¢ mikroorganizmanin tutunacak
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ylizey alanim arttirmak istenmesidir (Crystal Thew ve dig., 2024). Ancak kupon kalinlig
plastigin degradasyon Omriinii etkilememektedir. Degradasyon omrii agirlik degisiminin
degradasyon hizina orani ile hesaplanmaktadir. Degradasyon hizi ise agirlik degisiminin,
agirlik degisiminin gergeklestigi siireye oranidir (Schwab ve dig., 2024). Kalinligin
degradasyon hizinda etkisinin olmamasi ve bu calismada ¢evrede bulunan PE atiklarinin

degradasyonun incelenmesi amaglandigi i¢in kupon kalinligi 1 mm olarak tercih edilmistir.

Calismamizda LDPE ve HDPE olmak iizere iki farkli PE ¢esidiyle ¢alisilmistir. Her iki grupta
da aktivite gosteren suslar farklilik gostermistir. LDPE’de Firmicutes ve Actinobacteria
filumlarina; Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait SG-8, SG-10 ve SG-13 suslar1 aktivite
gosterirken; HDPE kuponlarinda Proteobacteria filumuna ait Pseudomonas putida (SG-9)

degradasyon aktivitesi gostermistir.

Actinobacteria filumuna ait tiirler, LDPE de dahil olmak tizere karmasik hidrokarbonlari
pargalamadaki rolleriyle iyi bilinmektedir. Bu bakteriler, uzun zincirli polimerleri pargalayan
hiicre dis1 enzimler iiretir ve bu da onlari LDPE par¢alanmasinda dogrudan yer alan birincil
pargalayicilar haline getirir (Muangchinda ve Pinyakong, 2024). Bu filuma ait Micrococcus
yunnaensis tiirli ¢alismamizda LDPE bozunmasinin istatistik analizinde p<0,05’ten (p=0,032)
kiiciik deger vermistir. Micrococcus luteus basta olmak tizere bu cinsin LDPE degradasyonunda
etkili oldugu diger calismalarda raporlansa da (Banerjee ve dig., 2024) Micrococcus
yunnaensis e ait bir bilgi bulunamamistir. SG-10 (Micrococcus yunnaensis) susu iki alk-b gen
bolgesinde de pozitif sonug vermis ayrica manganez peroksidaz ve lignin peroksidazin kristal
viyole testinde enzim aktivitesi gostermistir. %0,40 agirlik degisim oraniyla en yiiksek verimi
4. ay UV+Sicaklik grubu vermistir. Bu grubun 2. ay degisim oran1 %0,34 ken iki ayin ortalama
agirlik degisim yiizdesi %0,37’dir. Bu grubu takip eden en yakin degisim oran1 UV uygulanan
gruba aittir; 2. ayda %0,31, 4. Ayda ise %0,38 oraninda degisim gdstermistir.

Bacillus safensis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus ve
Bacillus subtilis tiirlerinin LDPE biyodegradasyon aktivitesi ¢esitli calismalar ile raporlanmistir
(Kavitha ve Bhuvaneswari, 2021; Yaove dig., 2022a; Ji ve dig., 2024). Bu ¢alismalarda
genellikle film ve pellet formunda PE’ler ile plastik kirliligi bilinen alanlardan izole edilmis
suslar ile calistlmistir. Agirhik yiizde degisim oranlart %1 ile %30 arasinda degisiklik
gostermektedir. Bu durum Bacillus cinsi bakterilerin PE’nin degradasyonundaki potansiyelini

gostermektedir. Ayn1 zamanda Bacillus tiirlerinin degradasyon igin lignolitik ve lipolitik
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enzimler kullandig1 raporlanmistir (Kavitha ve Bhuvaneswari, 2021; Yaove dig., 2022a; Ji ve
dig., 2024).

SG-8 susu bir Bacillus tiirii olan Bacillus pumilus olarak isimlendirilmis, LDPE bozunmasinin
istatistik analizinde p<0,05’ten (p=0,01) kiigiik deger vermistir. alk-b gen bolgelerinin ikisi de
negatif sonug vermistir. Ancak manganez peroksidaz, lignin peroksidaz (neutral red) ve lipolitik
enzim testlerinde aktivite gostermistir. Bu durum Bacillus 'un diger suslarinin degradasyondaki
enzim yetenekleriyle paralellik saglamakta ve degradasyon yetenegini desteklemektedir. 2. ay
(%0,36) ve 4. ayda (%0,46) en yiiksek agirlik ylizde degisim oranlarint UV + sicaklik 6n islemi
uygulanmis LDPE kuponlarinda verirken en diisiik agirlik yilizde degisim oranlarini 6n islem
uygulanmamis kuponlarda (2. ayda %0,28; 4. ayda 0,34) vermistir. Bu iki grup disinda 2. ve 4.
ayda, UV ve sicaklik 6n islem gruplarindaki agirlik yiizde degisim oranlari sirastyla %0,38
(UV/ 2. ay), %0,36 (Sicaklik/ 2. ay), %0,44 (UV/ 4. ay), %0,42 (Sicaklik/ 4. ay) olarak
bulunmustur. 2. ayda tiim gruplarin ortalama agirlik degisim ytizdesi %0,36 degerindeyken bu
oran 4. ayda %0,42’ye yiikselmistir. Bu durum literatiirdeki UV ve UV+sicaklik

uygulamalarinin biyobozunma verimini arttirdig1 yoniindeki bilgiyi dogrulamaktadir.

SG-13 susu Bacillus mycoides olarak isimlendirilmis ve LDPE bozunmasinin istatistik
analizinde p<0,05’ten (p=0,04) kii¢iik deger vermistir. alk-b gen bolgelerinin ikisi de pozitif
sonug vermistir. Bununla beraber SG-13 izolati lakkaz, manganez peroksidaz ve lipolitik enzim
aktivitesi de gostermistir. Bu durum literatiir ile karsilastirildiginda degradasyon potansiyelini
dogrulamaktadir. En yiiksek agirlik degisim yiizdesini UV+sicaklik (9%0,33/2. ay; %0,39/4. ay)
grubunda gostermistir. En diisiik agirlik ylizde degisim oranlarini 6n islem uygulanmamis
kuponlarda (2. ayda %0,21; 4. ayda 0,37) vermistir. Yalnizca UV uygulanan grupta %0,30 (2.
ay), %0,36 (4. ay); yalnizca sicaklik uygulanan grupta ise %0,28 (2. Ay), %0,35 (4. Ay) agirlik
yiizde degisim oranlarim1 vermistir. SG-13 susu bu ¢alismada lakkaz aktivitesi gosteren tek
izolattir. Bu durumun, literatiirdeki lakkaz aktivitesinin polietilen degradasyonu iizerine etkisini

destekleyen bir veri sagladig: diistintilmektedir.

LDPE kuponlar1 iizerinde anlamli degradasyon gdsteren ii¢ susun en yiiksek verimini SG-8 susu

(Dtort: %0,39) saglarken, SG-10 %0,33 ve SG-13 %0,31°lik bir degisim orani saglamustir.

LDPE’de anlamli agirlik kayb1 veren suslarin en fazla agirlik degisimi veren kuponlari i¢in

FTIR analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz SG-8 / 54 (UV+Sicaklik), SG-10 / 153 (UV), SG-
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13 /172 (UV) ve kontrol olarak inkiibasyonu saglanmamis, yalnizca UV 6n islem uygulanmis
199 numarali kuponlarla gerceklestirilmistir. Kontrol kuponunda bulunan 3361.99 cm™ dalga
boyundaki pik oksidasyon nedeniyle olusan hidrojen baglarina ve plastigin hidrofilikligine
isaret etmektedir. Bu pik kontrol kuponu disindaki diger kuponlarda varlik goéstermemistir. Bu
durumun, inkiibasyon esnasinda besiyerinin su temelli olmasi ile hidrofilik baglarin ¢éziinmesi
veya hidrofilikligi artmis bolgelere suslarin etki ederek bu baglar1 pargcalamasi ile gerceklestigi
on goriilmektedir. 3360-3380 cm™ piki oksidasyon sonucu olusmus hidrojen baglarina
titresimini gostermektedir. Bu baglar oksidasyon sonucunda hidrofilikligin artis1 veya nem
tutma davranisi sonucunda olusmaktadir. 2910-2840 cm™ araligindaki dalga boylar1 CH:
asimetrik gerilme, CH> simetrik gerilme ve biikiilme baglarin1 belirtmekte ve PE’nin temel
yapist hakkinda bilgi vermektedir. Kontrol kuponu ile kiyasladigimizda 153 ve 172
kuponlarinda absorbans degeri azalma saptanmis ve bu azalmada bu kuponlarda degradasyon
gerceklestigini gostermektedir. SG-8 susu ile inkiibe olan 54 numarali kuponda ise dalga
boyundaki absorbans artis gostermektedir. Bunun nedeninin UV 6n islemine ek olarak sicaklik
uygulamasinin tavlama etkisi goOstererek omurga yapisini saglamlastirdigi seklinde
yorumlanabilir. Bununla beraber 1700-1750 cm™ araligindaki dalga boylarinin absorbansi
kontrol grubuna gore iic kuponda da azalmistir. Bu dalga boyu karboksil gruplarina isaret eder.
Oksidasyon sonucunda karboksil gruplarinin olusumunun goézlenmesi beklenmektedir. Ancak
aynt zamanda On islem uygulamasi sonrasinda mikroorganizmalar ile inkiibasyonda
mikroorganizmalarin karboksil gruplarini parcalamasiyla biyolojik bozunmanin basladig:
bilinmektedir. Bu durumda karboksil gruplarin azalmasi degradasyonun gergeklestigi yoniinde
kanit sunmaktadir. 1600-1650 cm™ dalga boyu aromatik bilesiklerin C=C baglarim
gostermektedir. Oksidasyon sonucu olugsan bu baglar mikroorganizmalarin bu baglar
parcalamasiyla biyolojik bozunma esnasinda azalma gostermektedir. Kontrol kuponuna kiyasla
3 kupondaki bu dalga boyunun absorbansi azalma gdstermistir. Bununla beraber 1450-1480
cm™ dalga boyundaki pikler ise alifatik C-H baglar1 hakkinda bilgi saglamaktadir. Bu dalga
boyundaki absorbansin yiiksekligi polimer yapisinin diizenliligine isaret etmektedir. Kontrol
kuponuna kiyasla diger iic kuponun bu dalga boyundaki absorbansi daha diisiiktiir. Ayni
zamanda 500-800 cm™ dalga boyundaki pikler ise C-H baglar1 arasindaki gerilmeye isarettir.
Bu durum polietilenin kristal yapisin1 ve dayanikliligini korudugunu gostermektedir. Bu dalga

boyundaki absorbans kontrol kuponuna kiyasla diger li¢ kuponda azalma gostermistir. Tiim bu
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sonuglar ise SG-8, SG-10 ve SG-13 ile biyodegradasyonun saglandigina dair kanitlar
sunmaktadir(Chaudhary ve dig., 2021; Sandt ve dig., 2021).

Pseudomonas sp.’ye ait bazi tiirler PE biyodegradasyonunda bilinen, alk-b pozitif bakterilerdir.
Bu cinsin tiirii olan Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida ve Pseudomonas
knackmussii’nin PE iizerinde etkili bir biyodegradasyon potansiyeli oldugu ¢esitli ¢alismalar
ile kamtlanmistir. PE degradasyonunda aktivite gosteren Pseudomonas suslarmin genellikle
alkan monooksijenaz (alk-b), lakkaz, peroksidaz ve lipaz enzimlerinin gen bolgelerine sahip
olduklar1 raporlanmistir. PE {izerinde %3-35 araliginda agirlik degisimi gosterebilmektedir

(Jeon & Kim, 2015; Hou ve dig., 2022).

Bu ¢alismadaki SG-9 susumuz Pseudomonas putida ’dir. Pseudomonas putida, Proteobacteria
filumuna ait bir bakteridir. Biyoistatistik analizde p<0.05’ten (p=0,02) kii¢iik deger vermistir.
Calismamizda en yiiksek agirlik degisim yiizdesini UV uygulanmis grupta (UV Dtort: %0,097)
verirken, en diisiik degisimi termal 6n islem gérmiis grupta vermistir (Sicaklik Dtort: %0,077).
Zaman ve 0n islem gruplarinin agirlik yiizde degisimine baktigimizda da oranlar UV/2. ay
%0,095, UV/4. ay %0,098; UV+sicaklik/2. ay %0,083, UV-+sicaklik/4. ay %0,085; sicaklik/2.
ay %0,075, sicaklik/4. ay %0,078; 6n islem uygulamasi yok/2. ay %0,089, 6n islem uygulamasi
yok /4. ay %0,091 olarak belirlenmistir.

Bu susun degradasyon sagladig1 kuponlar i¢in agirlik degisim yiizdesinin hesaplanmasinin yani
sira FTIR ile spektrum o6lgiimii saglamistir. FTIR’da %T degeri azaldikca absorbans seviyesi
artmaktadir. Ayn1 zamanda absorbans seviyesinin yiiksekligi ise o dalga boyundaki bagin
yogunlugunun ve konsantrasyonunun fazla oldugu anlamma gelmektedir. Olgiim, en yiiksek
agirlik kaybr saglayan 4. ay; on islem uygulanmamis 238 numarali kupon ve higbir islem
uygulanmamis 478 numarali kontrol kuponunda gerceklesmistir. 2916.83 cm™ ve 2847.89cm
dalga boylarinda kontrole kiyasla 238 numarali kuponun absorbansi diismiistiir. Bu dalga
boylart sirastyla CH» asimetrik gerilme, CH> simetrik gerilme ve biikiilme piklerine karsilik
gelmektedir. Bu pikler polietilen yapisinin saglam ve diizenli yapis1 hakkinda bilgi verir. Deney
grubundaki kuponun bu piklerdeki absorbansinin diismesi degradasyonun gerceklestigine kanit
saglamaktadir. Degradasyona isaret bir diger pik aralig1 da 1700-1750 cm™ dalga boyudur. Bu
araliktaki pikler ester, keton gibi karboksil gruplarin1 ifade eder. Buradaki absorbansin artisi
degradasyonun gerceklestigine isaret etmektedir. Polietilenin bozunma siirecinde ilk asamalar

karboksil gruplara doniisiimdiir. 238 numarali kuponun bu araliktaki absorbansi kontrol
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kuponuna gére daha fazladir. Ayrica 1460 cm™ civarindaki pikler C-H baglarina sahip alkil
gruplar1 ve yapinin kristal bolgelerini temsil eder. Buradaki belirgin pik yani yiiksek absorbans
PE’nin dayanikliligini gosterir. Kontrol grubunun bu dalga boyundaki absorbansi, 238 numarali
kupona gore daha fazladir. EK olarak 500-800 cm™ dalga boyundaki pikler ise C-H baglar
arasindaki gerilmeye isarettir. Bu durum polietilenin kristal yapisim1 korudugunu
gostermektedir. Kontrol grubunda buradaki piklerin absorbansi daha fazlayken 238 numarali
kuponun bu araliktaki absorbansi kontrole gére daha diistiktiir. Bu durumlar da degradasyonun

gerceklestigine dair veri saglamaktadir (Chaudhary ve dig., 2021).

Sonuglar degerlendirildiginde HDPE {izerinde UV 6n islem grubundan sonra en yiiksek verimi
veren grubun 6n islem uygulamasi olmayan grup olmasi; aym1 zamanda uygulanan UV’nin
yalnizca UV-C olmasi ve glinesten dogrudan gelen UV’ye gore daha kuvvetli etkide bulunmasi
dogada atik olarak bulunan HDPE’nin bozunmasini doga sartlarinin etkilemeyecegi veya

olumsuz etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Alkanin terminal CHz kalintisi, bir alkan hidroksilaz (AH) sistemi tarafindan katalize edilir.
Alkan hidroksilaz (AH) sisteminin baslica enzimi ise Alkan-1-monooksijenaz (alk-b)
enzimidir. alk-b alkan hidroksilazin1 saglamaktadir. Monooksijenaz enzimleri hem alkan
oksidasyonunun baglangic asamasinda hem de yag asitlerinin dikarboksilik asit olusumunu
saglayan son oksidayon agsamasinda bu siirece katilmaktadir. Alk-b ile baglayan bu par¢alama
slirecinin bilesiklerini ise lignolitik, lipolitik enzimlerin beraber ve/veya sirayla aktivitesi
sonucunda oksitlenir ve yag asidine doniistiiriiliir; bu da B-oksidasyonun CO>'ye doniisiimii
sayesinde mikrobiyal biiylime i¢in enerji saglar (Yoon, ve dig., 2012; Jeon ve Kim, 2015;
Krueger ve dig., 2015; Montazer ve dig., 2019; Shi ve dig., 2021; Frantsuzova ve dig., 2022;
Lv ve dig., 2024).

Bu nedenle ¢alismamizda izolatlarimizin se¢imi alk-b gen varligina gore yapilmistir. Bununla
beraber ilk 9 sus i¢in de alk-b gen bdlgesi bakilsa da polipropilen aktivitesi iizerine yapilan
calismada degradasyon yetenegi sagladigi icin alk-b gen bdlgesine sahip olmayan suglar da
calismaya dahil edilmistir. SG-8 alk-b gen bolgesine sahip olmasa da degradasyon gosterirken,

degradasyon aktivitesi gosteren diger ii¢ sus alk-b gen bolgesine sahiptir.

Anlamli aktivite gosteren tiim suslar lignolitik enzim aktivitesi gostermistir. Lignolitik

enzimlerden manganez peroksidazda tiim suslar aktivite gosterirken lignin peroksidaz
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aktivitesini SG-8 ve SG-10 suslari, lakkaz aktivitesini ise yalnizca SG-13 susu gostermistir. Bu

durum lignolitik enzim aktivitesinin degradasyon etkili oldugu bilgisini desteklemektedir.

SG-9 disinda diger ii¢ sus lipolitik aktivite gdstermistir. SG-9’un HDPE, diger {i¢ susun LDPE
tizerinde aktivite gostermesi lipolitik aktivitenin LDPE degradasyonunda daha etkili oldugu

tahminini olusturmaktadir.

Enzim aktiviteleri disinda mikroorganizmanin biyodegradasyon verimini etkileyen bir¢ok
faktor vardir. On islem uygulamalari, plastik ve mikroorganizmanm inkiibasyonun saglandig
ortam sartlar1 plastigin yiizey alani olduk¢a &nemlidir. On islem uygulamalari plastigin
baglarinin 6nceden pargalanmasini saglayarak avantaj saglar. Inkiibasyon ortamindaki besin
miktari, pH, sicaklik ise dogrudan mikroorganizmanin biyodegradasyon yetenegini
etkilemektedir. Ayni zamanda degrade edilen plastigin formu ve ylizey alan
mikroorganizmanin tutunma verim ve oramini etkiledigi icin degradasyon verimini
etkilemektedir (Skariyachan ve dig., 2018; Taghavi ve dig., 2021; Rad ve dig., 2022; Crystal
Thew ve dig., 2024).

Genellikle minimum besin maddeleri igeren biyobozunma ortaminin optimum formiilasyonu,
plastik biyobozunma siirecine pozitif yonlii etkide bulunarak iyilestirir ¢iinkii ortamin bilesimi
mikroorganizmalarin biiylimesini ve hayatta kalmasini etkiler ve bunu takip eden siirecte
mikroorganizmalarin plastik tizerindeki kolonizasyonunu etkiler. Bazi ¢aligmalarda tamamen
karbon acligi olusturarak ortama yalmizca plastik iizerinden bir karbon kaynagi verilir. Bu
durumda, ortamda alternatif karbon kaynaklarinin bulunmamasi, mikroorganizmalari 6n islem
sirasinda polimer zincirinde olusan organik asit ve alkol gruplarini tek karbon kaynag: olarak
kullanmaya zorlar. Ancak bazi c¢alismalarda karbon agliginda degradasyon yetenegi
sergilemeyen mikroorganizmalarin ortama az miktarda farkli kaynaklardan karbon saglanmasi
ile degradasyon yetenekleri gosterdigi ve plastikleri pargaladigi raporlanmistir (Crystal Thew
ve dig., 2024).

Sicaklik ve pH optimizasyonu da oldukca etkilidir. Mikroorganizma yeteneklerini optimum
olarak gosterebildigi sicaklik ve pH’tan daha