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OZET

POLIETILENIN MUM GUVESI Galleria mellonella LARVALARI
TARAFINDAN BiYOBOZUNUMU

YIKILMAZ, Mehmet Salih

Yiiksek Lisans Tezi, Cevre Bilimleri Anabilim Dal1
Tez Danismani: Dog. Dr. Gamze TURGAY iZZETOGLU

Mayis 2024, 53 sayfa

Plastikler, oOzellikle de polietilen, dogada kolay ayrigmayan sentetik
maddelerdir. Polietileni bertaraf etmenin ¢esitli yollar1 vardir ancak bu yontemler
ya ¢ok fazla zararl yan {iriin olusturur ya da enerji gereksinimi gibi nedenlerden
dolay1 ¢ok pahalidir. Bu nedenle arastirmacilar daha ucuz ve zararli yan iiriin
salmayan alternatif yontemlere yoneldiler. Bu yontemlerden biri de biyolojik
bozunma olarak bilinen canli organizmalarin biinyesinde gerceklesen siirectir. Son
zamanlarda bazi bocek tiirlerinin plastik yedigi dikkat ¢ekiyor. Bu durum bilim
adamlarin1 boceklerin polietileni sindirip sindiremeyecegini arastirmaya yoneltti.
Bu boceklerden biri de balmumu giivesi Galleria mellonella'dir. Bu g¢alismada
Galleria mellonella'nin polietileni sindirip sindiremedigi test edildi. Polietilenle
beslenen Galleria mellonella larvalarinin digkisinda polietilen sindiriminin yan
tiriinlerinden biri olan etilen glikoliin varlig1 arastirildi. Ayrica bagirsak ve tiikiiriik
bezi ekstraktlarindan elde edilen enzimlerin in vivo kosullarda bu sindirimi
gerceklestirip gerceklestirmedigi test edildi. Bu ¢alismanin ilk agamasinda sadece
PBS tamponunda homojenize edilen ve tiikiirlik bezi, bagirsak ve tiikiiriik
bezitbagirsak homojenatlarinda ayr1 ayri sindirilen Orneklerde etilen glikoliin
varli§ina isaret eden bir absorbans bulunamadi. Ancak tiikiiriik bezi ve bagirsak
homojenizasyonunda proteaz inhibitdrleri kullanildiginda farkli bir durum ortaya
¢ikti. Proteaz inhibitorleri iceren homojenatlarda sindirilen numunelerde, zayif da
olsa absorbanslar elde edildi, bu da etilen glikoliin varligina isaret ediyordu.
Buradan ¢ikan sonug, ekstraksiyon sirasinda ortaya cikan proteazlarin ayni

zamanda polietilen sindiriminde yer alan enzimleri de bir sekilde sindirebilmesidir.
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Sonuglar tatminkar olmadigr ig¢in tlikiirik bezi homojenati ve bagirsak
homojenatindan olusan bir karisim kullanmanin iyi bir fikir olmadig1 ortaya ¢ikti.
Bu nedenle tezin ikinci asamasinda larvadaki siirekli sindirimi taklit edecek sekilde
bir plan yapildi. Burada diger deneme grubundan farkli olarak tek parca polietilen
once tiikiiriik bezi homojenatina, ardindan bagirsak homojenatina maruz birakildu.
Inhibitér kullanilmadan gerceklestirilen islemde, ilk deneyden farkli olarak kiigiik
de olsa etilen glikoliin varligin1 gosteren absorbanslar gézlendi. Homojenizasyonda
inhibitorler kullanildiginda birden fazla etilen glikol absorbansi elde edildi. Bu
sonuglar, Galleria mellonella larvalarinda polietilenin gergekten sindirildigine dair

giiclii olasiliga isaret etmektedir.

Anahtar sozciikler: Galleria mellonella, Polietilen, Biyobozunma, Plastik,
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May 2024, 53 pages

Plastics, especially polyethylene, are synthetic substances that do not easily
decompose in nature. There are various ways to dispose of polyethylene, but these
methods either create too many harmful byproducts or are too expensive for
reasons such as energy requirements. For this reason, researchers have turned to
alternative methods that are cheaper and do not release harmful byproducts. One
of these methods is the process that takes place within living organisms, known as
biodegradation. Recently, it has been noted that some insect species eat plastic.
This led scientists to investigate whether insects could digest polyethylene. One of
these insects is the wax moth Galleria mellonella. In this study, it was tested
whether Galleria mellonella could digest polyethylene. The presence of ethylene
glycol, one of the by-products of polyethylene digestion, was investigated in the
feces of Galleria mellonella larvae fed with polyethylene. Additionally, it was
tested whether the enzymes obtained from intestinal and salivary gland extracts
carried out this digestion under in vivo conditions. In the first stage of this study,
no absorbance indicating the presence of ethylene glycol was found in the samples
homogenized only in PBS buffer and digested separately in salivary gland,
intestine and salivary gland+intestinal homogenates. However, a different
situation emerged when protease inhibitors were used in salivary gland and
intestinal homogenization. In samples digested in homogenates containing
protease inhibitors, absorbances, albeit weak, were obtained, indicating the
presence of ethylene glycol. The implication here is that the proteases released
during extraction can also somehow digest the enzymes involved in polyethylene

digestion. It turned out that using a mixture of salivary gland homogenate and



intestinal homogenate was not a good idea because the results were not
satisfactory. Therefore, in the second stage of the thesis, a plan was made to
imitate continuous digestion in the larva. Here, unlike the other trial group, a
single piece of polyethylene was first exposed to salivary gland homogenate and
then to intestinal homogenate. In the process performed without the use of
inhibitors, absorbances indicating the presence of ethylene glycol, although small,
were observed, unlike the first experiment. When inhibitors were used in
homogenization, more than one ethylene glycol absorbance was obtained. These
results point to the strong possibility that polyethylene is indeed digested in

Galleria mellonella larvae.

Keywords: Galleria mellonella, Polyethylene, Biodegradation, Plastic
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ONSOZ

1940’1 yillarda ilk naylon dokumasinin iiretilmesinden bu yana 84 yil
geemis. Halk diliyle naylon, poset; biraz daha teknik bir dille plastik, bilimsel
dilde ise polimer olarak bilinen bu madde zaman i¢inde o kadar yaygin ve cesitli
kullanilmistir ki bunlardan olusan atik daglar1 karalara sigmamis, denizlere
tagmugtir. Ve artik bugiinlerde okyanuslarimizda yiizen dev bir kita biiyiikliigiinde
plastik adalarimiz var maalesef. Bu tehlikenin farkina o kadar uzun siire
varamadik ki korkarim artik ¢ok ge¢ olmus olabilir. Plastik atik yonetmeliklerine
harfiyen uysak ta bu konuda yaptirnmlar uygulasak ta artik biitiin diinyaya
yayilmis milyonlarca ton plastik atig1 nasil yonetecegimizi diisiinmek zorundayiz.
Oyle ki mikropartikiil boyutunda olanlar sindirim sistemlerimize, nanopartikiil

boyutunda olanlar ise hiicrelerimizin i¢ine kadar girmis durumda.

Doktora siirecimde hem tezimde hem de cesitli projelerde deney hayvani
olarak kullandigimiz mum giivesi de denen Galleri mellonella’nin bazen
yetistirdigimiz plastik kaplarda delik agtiklarina sahit olmustum. Ancak
larvalarinin ¢ok giiglii agiz aletlerine sahip olduklarimi bildigim i¢in sadece
esaretten kagmak i¢in yaptiklari bir eylem olarak diisiindiim. Daha sonra plastigi
sindiriyor olabileceklerine dair makaleler okuyunca agikcasi biraz hayiflandim.
Keske “biyolojisini bu kadar 1yi bildigim bir canli iizerinde bu tiir ¢alismalar1 ilk
yapanlardan biri ben olsaydim” dedim. Ancak zararin neresinden doniiliirse
kardir. Bu diisiince ile hareket ederek Cevre Bilimleri’'nde yeniden yiiksek lisans

yapmaya karar verdim. Bu maceraya atilisimin sebebi de kisaca budur.

Calima siirecinde polietilen tiirii plastigin ger¢ekten de bir sekilde Galleria
mellonella larvalar tarafindan sindirildigine sahit oldum. Farkli test yontemlerini
ogrenmek durumunda kaldim. Kimya gergekten ¢ok onemliymis, tekrar emin
oldum. Bu konu iizerine yapilan ¢alismalarin bir sekilde ucundan tutmus olmakla

da igten i¢e gururlandim

[ZMIR
08/05/2024

Mehmet Salih YIKILMAZ
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1.GIRIS

Plastikler ilk olarak 1850°’li yillarda Ingiltere’de gelistirilmistir ve o
zamandan bu yana insan hayatinda giderek artan bir kullanim alanina sahip
olmustur. Plastikler aslinda sentetik polimerlerdir ve ilk yaygin iiretim ve
kullanim1 1940 yilinda Amerikan DuPont firmasinin ilk naylon dokuma iiretimini
yapmasi ile baslamistir (Sanluis-Verdes et al., 2022). Bilim ve teknolojik
ilerlemelerin de katkistyla plastigin kullanim alanlar1 artmis ve giderek agac,
metal ve cam malzemelerin yerine kullanilmaya baslanmistir. Bu nedenle diinya
plastik tiretimi her gecen yil diizenli olarak artmistir. Sadece 2022 yilinda diinya
genelinde plastik tiretimi 400.3 milyon ton olarak kayda ge¢mistir (Plasticseurope,
2023). Bugiine kadar iiretilen milyarlarca ton plastik iirlinlin biiylik bir kismu,
sonunda g¢evreye atilan tek kullanimlik hazir iriinlerden olusmaktadir. Plastigin
tiretim maliyeti geri doniisim maliyetinden ¢ok daha diisiiktiir. Bu durum plastik
tiretimi ile geri doniisiimii arasinda bir dengesizlik olusturmustur. Boylece
kullanim artisina paralel olarak biiyiik miktarlarda plastik atik ortaya ¢ikmis ve bu
atiklarin dogada birikmesi neticesinde kara ve deniz yasami olumsuz ydnde
etkilenmistir (Yao et al., 2022). Plastik ¢opler dogal bozunmaya kars1 direnglidir
ve kolay bertaraf edilemedikleri i¢in kat1 atik seklinde birikmektedir. Ayrica
plastik ¢Oplerin bir sekilde topraga karigmasi mikroorganizmalarin topraktaki
popiilasyonlarini ve aktivitelerini olumsuz yonde etkilemektedir (Lahive et al.,
2019). Bir dizi gevresel etki nedeniyle okyanuslarda biriken plastik atiklar deniz
yagsami tizerinde toksik etki yaratarak deniz ekolojisini de etkilemektedir (Jung et
al., 2020). Biiyiik Pasifik COop Alani olarak adlandirilan yap1 iizerindeki
calismalar, Hawaii dahil pasifik enlemlerinde 80.000 ton atik plastik bulundugu
ve atiklarin %54’iniin Kuzey Amerika ve Asya’dan geldigini belirlemistir
(Lebreton et al., 2018). Ayrica plastik atiklarin yakilmasi hava kirliligine neden
olmaktadir. Ozellikle mikroplastik seklinde cevrede ve diger canlilarda
birikmekte, dolayisiyla besin zinciri yoluyla insan viicuduna gegmekte ve halk
saglig1 agisindan da tehdit olusturmaktadir (Lwanga et al., 2017). Plastikler dogal
gaz, petrol ve komiir gibi farkli kaynaklardan elde edilen ¢esitli uzun zincirli
polimerlerden olusmaktadir (Ray and Cooney, 2018). Giiniimiizde en yaygin
kullanilan plastik tiirleri polietilen tereftalat (PET), polipropilen (PP) (Makhlouf



et ai., 2016), polietilen (PE) (Li et al., 2019), polivinil kloriir (PVC), polistiren
(PS) ve poliiiretan (PU)’dir (Plasticseurope, 2023). Farkli polimerizasyon
durumlarina gore iki gruba ayrilirlar. Ilk gruptaki polimerler monomerlerindeki
karbon ¢ift baglarinin yogunlagma reaksiyonlariyla yeni C-C baglar1 olusturdugu
ve sigma baglartyla baglanan C-C omurgalarindan olusan polimerlerdir. Bu grup
PE, PVC ve PP’yi igermektedir ve toplam pazar paymin %77’sini olusturmaktadir
(Sekil 1). ikinci gruptaki polimerler ise heteroatomlardan olusan polimerlerdir.
Bunlar hidroksil ve karboksil/amin gruplarinin yogunlasma reaksiyonlariyla ester
veya amid bagi yaparak poliamidler veya poliesterler meydana getirmesiyle
olusurlar (Sekil 2.1). Diger plastik tiirleriyle karsilagtirildiginda polietilen {iretimi
en yliksek seviyededir (Danso et al., 2019). Polietilen ilk defa 1898 yilinda Alman
kimyager Hans von Pechmann tarafindan bir deney siirecinde kaza ile
sentezlenmmistir. 1935 yilinda ICI Chemical’den Michael Perrin kontrol edilebilir
yiiksek basing metodu ile polietilen sentezlenebilecegini gostermis ve 1939
yilinda yiiksek basingli endiistriyel iiretim yoluyla diisiik yogunluklu polietilen
tretilmeye baslanmigtir. 1951°de Philips Petroleum kimyagerlerinden Robert
Banks ve John Hogan katalizor olarak krom trioksit kullanilan bir sentez yontemi
gelistirdiler. Polietilen yogunluguna ve molekiil zincirinin dallanmasina gore
siiflandirilmaktadir. Diiz zincirli yiliksek yogunluklu polietilen (High Density
Polietilen-HDPE), uzun dallanmis zincirli ve diisitk yogunluklu polietilen (Low
Density Polietilen-LDPE), kisa dallanmis zincirli ve diisiik yogunluklu polietilen
(Linear Low Density Polietilen-LDPE) (Sekil 2.2.A). Polietilenlerin mekanik
ozellikleri ise dallanma derecesi ve tiirli, molekiil agirlig1 ve kristal yapis1 gibi

degiskenler tarafindan belirlenir (Yao et al., 2022).



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Polietilenin o6zellikleri

(CH,-CHy), olarak ifade edilen polietilen uzun zincirli etilen polimerinden
meydana gelir ve HDPE, LDPE ve LLDPE olarak iretilir (Sekil 2.2.A).
Polietilen, etan polimerizasyonu yoluyla kimyasal olarak sentezlenir ve iiretim
siirecinde eklenen yan zincirlere gore biiyiik dl¢iide degisiklik gosterir. Polietilen
ana zinciri tamamiyla hidrolize olmayan C-C tekli baglarindan meydana
gelmektedir. Bu nedenle polietilen, poliolefinler arasinda en inert olanidir.
Polietilenlerin mekanik 6zellikleri gliglii degildir, siinme direngleri zayiftir, cekme
dayanimi distiktiir ve darbe dayanimlari oldukga iyidir (Yao et al., 2022).
Darbelere kars1 dayanim siralamast su sekildedir: LDPE>LLDPE>HDPE.
Kristallenme derecesi ve bagil molekiiler agirlik arttikca mekanik ozellikler de
artmaktadir (Abdul Kader et al.,, 2021; Koriem et al.,, 2021). Inert bir alkan
polimeri olan polietilen iyi bir kimyasal stabiliteye sahiptir. Polietilen oda
sicakliginda yaygin asit, alkali veya tuz cozeltilerine karsi direng gosterebilir
ancak oleum, konsantre nitrik asit ve kromik asit gibi gii¢lii oksidantlarin
olusturdugu korozyona karsi koyamaz (Yao et al., 2022). Sicaklik 60 "C’nin altina
distiigiinde polietilen yaygin solventlerle ¢0ziilmez, ancak halojenli
hidrokarbonlar, aromatik hidrokarbonlar veya alifatik hidrokarbonlarla uzun siire
temas ettiklerinde performanslar1 bozulmaya baslar. Polietilen 60 'C’nin
tizerindeki sicakliklarda trikloroetilen, toluen, parafin veya mineral yag gibi

organik ¢oziiciiler i¢inde az miktarda ¢6ziinebilir (Al-Salem et al., 2021).
2.2 Polietilenin kullanim alanlar1

Polietilen ambalaj sektoriinde en ¢ok kullanilan malzemelerin basinda
gelmektedir. Giinliik hayatta kullanilan aligveris posetleri, plastik siseler, siit
kaplari, filmler, tuvalet malzemelerinin ¢ogu polietilenden yapilmaktadir (Yao et
al., 2022). Giinliik kullanim alanlarmin fazlalig1 nedeniyle asir1 iiretilmekte ve
dolayisiyla ¢cogu uygun sekilde bertaraf edilemeyen biiyiik miktarda atifa neden
olmaktadir (Jambeck et al., 2015). Oldukga stabil bir molekiil olan polietilen bu

0zelligi nedeniyle yiizeydeki ilk birikme noktasindan itibaren toprak altina, oradan



yeralt1 su sistemlerine veya yagmur suyu tahliye sistemleri vasitasiyla akarsulara
ve oradan da denizlere ve okyanuslara kadar ulasabilir (Li et al., 2016). Zaman
icinde biriktigi bu yerlerde yavas yavas ayrisan polietilen bu siiregte bulunduklari
fiziki ¢evre ve bu cevredeki canlilarla etkilesime girmektedir (Gangadoo et al.,

2020).
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Sekil 1.1: En ¢ok kullanilan plastik tipleri ve yapilari (Yao et al, 2022- degistirilerek)

2.3 Polietilenin ¢evre ve canlilik iizerindeki toksik etkileri

Polietilen atiklar nereden kaynaklanirsa kaynaklansin ¢evrede birikmesinin
ciddi sorunlara yol a¢masi kacinilmazdir. Polietilen atiklarin dortte iiclinden
fazlas1 ¢opliiklerde depolanmaktadir (Canopoli et al., 2018; Ritchie and Roser,
2018). Zaman icinde bu atiklar dogal 151k nedeni ile oksidasyona maruz kalir.
Glines kaynakli 1s1 ve ultraviyole, polimer yapisindaki C-H baglarinin
parcalanarak polimerdeki bazi katki maddelerinin ve plastiklestirici maddelerin

cevreye salinmasiyla sera gazi olusmasina neden olur (Iskander et al., 2016).



2.3.1 PE’nin Deniz ve kiy1 iizerindeki kirlilik etkileri

Polietilen, deniz ve kiy1 ortamlarinin kirliliginden sorumlu olan en 6nemli
attk c¢esididir. Ayrica deniz suyunda c¢esitli boyutlarda plastik parcalar
bulunmaktadir (Andray, 2011). Suda yiizen bu polietilen parcaciklar1 rengi ve
kokusu dolayisiyla suda yasayan hayvanlar1 ¢eker ve bazi durumlarda onlar
tarafindan yenir. Buna bagl olarak organ hasarlari, apoptozis ve genotoksisiteye
neden olabilir (Laskar and Kumar, 2019). Her yil yiiz milyonlarca deniz canlisi
plastik kirliligine maruz kalmaktadir. Yutulan bu polietilen mikropartikiilleri
antarktika krili, planktonik baliklar ve tatli su amfipodlart tarafindan nano
boyutlara kadar pargalanabilir (Tanaka and Takada, 2016). Ornegin, kumlu
¢okeltilerde biriken yiiksek miktarda mikroplastik Arenicola marina’nin solunum
hizin1 artirmaktadir (Green et al., 2016). Istiridye ve midyeler okyanuslarda
yaygin olarak bulunan ikonik omurgasizlardir ve beslenmek i¢in yiiksek miktarda
suyu fitrelemek zorundadirlar ve buna bagli olarak viicutlarinda mikroplastik
pargalar1 birikmektedir. Her ne kadar plastik kirliligi avrupa yassi istiridyesi
Ostrea edulis’te sinirli bir hasara neden olsa da mikroplastige maruz kalma
sonucu tiir ¢esitliliginde gerileme olmustur ve toplam biyokiitle miktarin1 1.2 ve
1.5 kat azalmistir (Green, 2016). Plastik kirliligine maruz kalan midye ve
embriyolarinda 6nemli histopatolojik hasarlar ve yiiksek seviyede antioksidan
belirteclerinin gozlenmesi, mikroplastiklerin midyeler iizerindeki dogrudan toksik

etkilerini gostermektedir (Paul-Pont et al., 2016).

Polietilen mikropartikiillerinin baliklar tizerindeki toksik etkisi de oldukca
onemlidir. Besin zincirinde 6nemli bir avci olan akya baligi Decapterus muroadsi
mavi polietilen pargalarin1 av zannederek yemektedir (Ory et al., 2017). Buna
bagli olarak polietilen pargalar1 besin zinciri vasitasiyla artan miktarlarda daha
biiyiik ve gelismis yirticilarin biinyelerinde birikmektedir (Araujo et al., 2020).
Yetiskin zebra baliklar1 iizerinde yapilan ¢alismalarda solungaglarda, midede ve
bagirsaklarin %89’unda polietilen partikiillerine rastlanmistir. Bu durumda baligin
sindirim alan1 iyice azalmistir ve ayn1 zamanda anormal davranisglar ve iiremeyle
ilgili genlerin olagandisi ifade edildigi belirlenmistir (Mak et al., 2019). Bir bagka
calismada ise polietilen mikropartikiillerinin zebra balig1 embriyolarinda 6liimciil

olmayan subletal teratogenik toksisiteye neden oldugu belirlenmistir. Ayni



zamanda polietilen partikiilleri 9-nitroanthracene gibi organik zehirler tarafindan
tastyict olarak kullanilmakta ve baliklar {izerinde ¢ok daha belirgin toksik etkilere

neden olmaktadir (Mak et al., 2019).

Deniz kuslar, kaplumbagalar, foklar, yunuslar, balinalar ve kutup ayilari
gibi biliyliik deniz hayvanlar1 polietilen plastik atiklar1 dogrudan yutarak veya
polietilenle kontamine olmus baliklar1 yiyerek olebilirler. Okyanustaki en biiyiik
hayvanlardan olan ispermeget balinasi ve balenli balinalarin bu sebeple yetersiz
beslenmeye ve sindirim bozukluguna maruz kaldig1 ve fazla miktarda deniz ¢opii

yutma nedeniyle bagirsaklarinin tikanabildigi belirlenmistir (Barboza et al., 2019).

2.3.2 PE’ninTopraktaki etkileri

Polietilen iiriinler kompozit malzemelerin bilesenlerinde, ambalajlamada ve
tarimsal malclamada yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna karsin polietilen genel
olarak uygun sekilde geri dontistiiriilememektedir ve toprakta birikimi nedeniyle
ciddi bir kirlilik unsuru haline gelmistir (Yao et al., 2022). Toprakta biriken
polietilen mikroplastik kalintilar1 topragin adsorpsiyon kapasitesini, agregatlarin
boyutunu ve mikroorganizma ¢esitliligini azaltmaktadir (Hou et al., 2021). Aynm
zamanda topraktaki polietilen partikiilleri hidrofobik organik kirleticilerin
hareketliliginin artmasina, dolayisiyla kirliligin katlanmasina neden olmaktadir
(Hiiffer et al, 2019). Polietilen mikropartikiillerinin karasal hayvanlara verdigi

zararlar da azimsanmayacak boyutlara ulagsmstir.

Toprak solucan1 Lumbriculus variegatus polietilen mikropartikiillerini yutar
ve bunlart sindirim sisteminde daha da kiiglik pargalara ayirabilir. Bu sekilde
alinan polietilen miktar1 yetersiz beslenmeye bagli olarak organizmalardaki enerji
rezervlerini azaltmaktadir (Silva et al.,, 2021). Ayrica iki farkli g¢alisma,
polietilenin solucanlarda metal birikimini artirdigr ve bunun da anormal enzim
aktivitesi ve normal olmayan gen ifadelerine neden oldugu gozlenmistir (Li et al
2021). Salyangozlar iizerinde yapilan bir ¢alismada ise polietilen partikiillerinin
Olciilebilir hiicresel veya genotoksik etkilere neden olmadig1 ancak oksidatif strese

yol actig1 belirlenmistir (Colpaert et al., 2022).



Polietilen mikroplastikler yay kuyruklu boécek Folsomia candida’nin
tiremesini 6nemli Ol¢liide engellemis ve bagirsagindaki mikrobiota gesitliligini
azaltmistir (Ju et al., 2019). Daha yeni bir ¢alismada ise Folsomia candida’nin
polietilen partikiillerini yutmasiin onun hareketliligini 6nemli 6l¢iide azalttigini
gostermigtir (Kim and An, 2020). Ote yandan yiiksek oranda polietilen
mikropartikiillerine maruz kalan bal arilarinda 6liim oranlar1 da 6nemli artiglar

gorilmistiir (Balzani et al., 2022).

Cok sayida galisma mikroplastige maruz kalan sucul canlilarda tireme,
davranig, biligsellik, gen ifadesi gibi durumlarda olumsuz etkilerin arttigini
gostermistir. Buna karsilik karasal biyota lizerindeki etkilerine dair ¢ok fazla sey
bilinmemektedir. Karasal canlilarda polietilenin zararli etkileri iizerinde yapilan

calismalar omurgasiz olan toprak solucani iizerinde yogunlagmistir.

2.4 PE’nin geleneksel bozunma siirecleri

Biyolojik olmayan yoOntemler arasinda foto-oksidasyon (ultraviyole
yoluyla), termal oksidasyon (yakma, piroliz veya gazlastirma), hidrotermal
stvilagtirma ve kimyasal hidroliz (asitler, alkaliler ve solventler) gibi yontemler
sayilabilir. Bunlarin disinda uygulanan mekanik islemlerin amaci fiziksel veya
kimyasal yontemlerle polietilen mikropartikiilleri elde etmektir. Genellikle
yukarida sayilan yontemlerin erken asamalarinda uygulanir ve buradaki amag

nihai olarak polietilen degredasyon verimini artirmaktir (Yao et al., 2022).

2.4.1 PE’nin 151k etkisiyle bozunmasi (fotodegredasyon)

Polimerlerin dogada bozunmasinin en Onemli sebeplerinden birisi
fotodegredasyondur.  Fotodegredasyon  genellikle polimerden  bagimsiz
radikallerin aracilig1 ile meydana gelir ve giines 1s18indaki ultraviyole radyasyonla
tetiklenir (Liu et al., 2019). Polietilen kromoforlardan yoksun oldugu igin
fotodegredasyona direng gosterme egilimindedir ancak {iretim siirecinde meydana
gelen safsizliklar veya hava kosullarina maruz kalma sirasinda meydana gelen
yapisal kusurlar bu bakimdan kromoforlarin yerini alabilir (Fairbrother et al.,

2019). Bozunma siirecinde polietilen Norrish reaksiyonuna girer ve bunun



sonucunda serbest radikaller, vinil gruplart ve keton gruplar1 olusturarak ana
zincirde kesilmelere neden olur (Sekil 2.2.B) (Koriem et al.,, 2021). Serbest
radikaller oksijenle reaksiyona girerek peroksi radikallerini liretir ve bunlar daha
sonra peroksitlere doniistiiriiliir. Peroksitlerin ayrisma silirecinde alkoller,
karboksilik asitler, ketonlar, aldehitler veya esterler gibi bilesikler iretilebilir ve
boylece polimer zincirin kesilmesine neden olabilir (Haider et al., 2019). Acik
depolama alanlarindaki polietilenin biiyiik bir kismi1 fotodegredasyon yoluyla
bozunur. Ancak bu yontem zaman alir ve yiizeyin altinda kalan polietilen atiklar
1s518a maruz kalmadiklart i¢in verim diiser (Alassali et al., 2018). Ancak
verimliligi sinirlh  olmasmna ragmen Norrish reaksiyonu izopolimerlerin

fotooksidasyonunda olduk¢a 6nemlidir.
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bozunma

2.4.2 Polietilenin termal degredasyonu (piroliz, yakma ve gazlastirma)

Termal bozunma veya termoliz polietilenin yliksek sicakliklardan
kaynaklanan enerji girdisi ile parcalanmasini ifade eder (Grigore, 2017).
Polimerler yliksek sicakliklara maruz kaldiklar1 zaman termal oksidasyon

reaksiyonlart meydana gelir (Sekil 2 C). Polimer disaridan yeterli 1s1y1 aldiginda



ve enerji bariyerini kirdiginda, uzun polimer zinciri koparak serbest radikalleri
olusturmaktadir (Pirsaheb et al., 2020). Piroliz genellikle polietilen atiklarin
ayristirilmasinda  goérece verimli bir yontemdir (Sharuddin et al., 2016;
Sogancioglu et al., 2017). Calismalar, poliolefinlerin ve polistirenin (PE ve PP)
yiiksek kalorifik degerleri ve sivi yag verimi nedeniyle piroliz islemi i¢in iyi
adaylar oldugunu gostermistir (Lamnii et al., 2021). Ancak dogal ortamda
polietilenin yiiksek sicaklik gereksinimleri ve diisiik termal iletkenligi nedeniyle
ekzotermik oksidasyonun kendiliginden olusmasi pek miimkiin degildir. Buna
bagli olarak piroliz igleminin isletme maliyeti ve enerji tiiketimi ytliksektir. Bu da
yesil ve cevre dostu bir bozunma ydntemi olan pirolizin kullanimini sinirlar;

(Niaounakis, 2017).

Yakma su anda plastik atiklar i¢in en yaygin 1s1l islem yontemidir. Atik
yakma genellikle enerji liretmek i¢in kullanilir. Diinya ¢apinda her giin yaklasik
750.000 ton kat1 atik yakilir ve bu yolla enerji elde edilir (Makarichi et al., 2018).
Bu yontemin enerji geri kazanim verimliligi, kat1 atik tiirline gore degisen atigin
kalorifik degerine baghdir. Kalorifik deger ne kadar yiliksekse, yanma olayindan
geri kazanilan enerji de o kadar yiiksek olur. Bununla birlikte, polietilen ve diger
evsel kat1 atiklarin tamamen yanmamasi nedeniyele dioksinler (C4HgO>), karbon
monoksit (CO), hidrojen siilfit (H,S), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH)
furanlar (C4H40) igeren zehirli gazlar agiga ¢ikar(Verma et al., 2016).

Gazlastirma ise polimer kati atiklarin kullanilan oksidant, polimer tipi, ve
operasyon kosullaria bagli olarak degisen bir dizi faydali iirline doniistiirmek i¢in
kullanilabilecek bir diger 1s1l islem yontemidir (Heidenreich and Foscolo, 2015).
Gazlastirma, piroliz veya yakmaya gore daha az oksidan gerektirir ve gevreye
daha az toksik gaz yayar (Lopez et al., 2018). Yapilan caligmalar piroliz
yonteminin polietilen ve diger polimer atiklarin1i neredeyse tamamen ugucu
bilesiklere doniistiirebildigini gostermektedir (Sharuddin et al., 2016). Ancak bu
islem sonunda katran ve kok aciga ¢ikmaktadir ve bu da ¢oziilmesi gereken yeni

problemler demektir.
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2.4.3 Polietilenlerin kimyasal hidroliz yolu ile bozunmasi

Polietilen atiklarin kataliz yoluyla degerli sivi yakitlara veya kimyasal
hammaddelere doniistiiriilmesi, hem polimer atik kirliligine hem de azalan kiiresel
petrol rezervlerine potansiyel bir ¢dziim olabilir. Ornegin mesoporlarla kaplh
Pt/Si0 katalizérii HDPE’den %79 verimle Cg Ve Cig elde edilmesini saglamistir
(Tennakoon et al., 2020). Pt/SrTiO3 katalizorii ise polietilen veya tek kullanimlik
plastik posetleri 300 'C’de tamamen yaglara ve mumlara déniistirmiistiir (Celik et
al., 2019). Polietilen,y-aliminyum oksitle desteklenmis platin kullanimi1 sonunda
yilksek verimlilikle (%80’¢ kadar) diisik molekiil agirlikli  sivi/muma
donistiiriilmiistiir ve bu sirada neredeyse hi¢ gaz ¢ikisi olmamistir (Sekil 2 D)
(Zang et al., 2020). Ancak bu teknigin kullanimina iliskin raporlar sinirlidir.
Ayrica gazlastirmanin pratik kullanimi, nispeten diisiik ¢iktis1 ve yiiksek enerji
talebi ve ayrica mevcut yontemlerin fiili uygulamalara pek olanak vermemesi

nedeniyle su an pek te revacta degildir.
2.5 Polietilenin biyobozunumu

Artan kiiresel polietilen atik sorunuyla karsisinda geleneksel biyolojik
olmayan yontemlerin sinirlamalar1 g6z 6niine alindiginda, bu atiklar1 depolimerize
etmek veya degerli lriinlere doniistiirmek i¢in biyolojik yontemler giderek daha
fazla degerlendirilmektedir. Polietilen {izerinde yasayan ve onu kolonize edebilen
mikroorganizmalar ilk defa 1970’li yillarda kesfedilmistir. O zamandan beri
mikroorganizmalar polietileni parcalamak i¢in bir ara¢ olarak kullanilmak tizere

stirekli olarak arastirilmaktadir.

Polietilenin biyobozunmasi, organizmalarin (temel olarak omurgasizlar,
algler, bakteriler, mantarlar vs.) polietileni parcaladigr ve onu bir gida kaynagi
olarak kullandig1 bir siire¢ olarak tanimlanir. Geleneksel bozunma yontemleriyle
karsilagtirildiginda, biyolojik bozunmanin avantajlart diisitk maliyetli ve kolay
caligilabilir olmasidir. Ayrica zehirli gazlar ve zarali bilesikler acia ¢ikarmamasi
nedeniyle biyobozunma cevre dostu bir silire¢ olarak dikkat c¢eker (Yao et al.,
2022)
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Son zamanlarda yaymlanan ¢aligmalar bazi omurgasiz hayvanlarin
polietilenin pargalanmasinda 6nemli rol oynayabilecegini gdstermistir. Bazi
aragtirma gruplari, farkli bocek tiirlerinin polietileni gergcekten sindirip
sindiremedigini tartismis ve bagirsaklardaki mikrobiyotanin bununla iligkisini
arastirmustir (Przemieniecki et al., 2020). Ornegin un kurtlari, bityiikk mum giivesi
ve un bitlerinde polietilenin biyobozunumu iizerine aragtirmalar yapilmistir
(Bombelli et al., 2017; Brandon et al., 2018; Ibrahim et al., 2021; Kundungal et
al., 2019, Peng et al., 2020; Yang et al., 2014). Bu calismalarda polietilenin
biyobozunuma ugradigi iddia edilmistir ancak bunun bu canlilarin

bagirsaklarindaki mikrobiota kaynakli olup olmadig tartigma konusudur.

Un kurdu olarak bilinen Tenebrio molitor larvalarmin polietileni
sindirebildigi ve bagirsaklarindaki mikrobiotanin bunda rol oynadig
belirlenmistir (Brandon et al., 2018; Luo et al., 2021a; Yang et al., 2014). Son
yillarda yapilan bir ¢alismada T. molitor ve T. obscuros larvalarinin polietileni
sindirdikleri rapor edilmistir. Ancak bagirsak mikrobiotas1 antibiyoktikle
baskilandiginda dahi polietilen sindirimi devam etmistir (Yang et al., 2021).
Benzer bir ¢alisgmada da T. molitor larvalarinin bagirsaklarinda antibiyotik
baskisina ragmen hala LDPE sindiriminin siirdiigiinii ve bunun bagirsaklardaki
mikrobiota ile ¢ok ta baglantili olmadig1 6ne siiriilmistiir (Li et al., 2020). Buna
karsin Zophobas altratus larvalarinda yapilan bir ¢alismada antibiyotik
kullanilmast sonucu bagirsaklardaki LDPE sindiriminin neredeyse tamamen
durdugu belirlenmistir (Peng et al., 2020). 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada
Galleria mellonella larvalarinin polietilen posette delikler actigi, yani onu
cigneyebildikleri ve bagirsaklarinda da daha ileri bir sindirime ugratabildikleri
belirlenmistir (Bombelli et al., 2017). Bir baska c¢alismada Galleria mellonella
larvalarinnin  tlirkiirik  bezinin polietilen biyobozunumunda is gordiigi
belirlenmistir fakat bunun sinirh diizeyde kaldig1 da vurgulanmistir (Kundungal et
al.,, 2019; Peng et al., 2020). Polietilen sindirimi ile bagirsak mikrobiotasi
arasindaki iliski iizerinde duran bir baska c¢alismada G. mellonella larvalarindaki
bagirsak mikrobiotasinin baskilanmasinin baskilanmasinin sindirime 6nemli
Olctide ket vurdugu gosterilmistir (Cassone et al., 2020). Bunun tam aksi sonuglar,
yani bagirsak mikrobiotasinin G. mellonela’da polietilen sindirimiyle iliskisi

olmadig1 (Kong et al., 2019; Peydaei et al., 2020) tarafindan vurgulanmistir.
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Birbiri ile ¢elisen sonuclarin bu kadar yaygin olmasi g6z 6niine alindiginda
Galleria mellonella’da daha ileri ve karmasik denemeler yapilarak polietilen
biyobozunmasi siirecinin biraz daha aydinlatilabilecegi diisiiniilerek bu ¢alismanin

yapilmasina karar verilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Galleria mellonella’nin yetistirilmesi

Calismada, Galleria mellonella (Lepidoptera:Pyralidae)’nin son evre
larvalar1 kullanilmistir (Sekil 3.1). Larvalar 30+£1°C sicaklik ve %40-60 orantili
nem kosullarinda, biiylik boy petrilerde, inkiibatdr icinde yetistirilmistir. Yem
olarak siyez unu, misir unu, siit tozu, bal mumu, kuru maya, bal ve gliserinden

meydana gelen karisim kullanilmistir. (Marston et al., 1975; Frobius et al., 2000)

Sekil 3.1 Galleria mellonella son evre larvasi

3.2 LDPE iceren besi ortaminin hazirlanmasi

Son evre olana kadar yukarida tarif edilen besi ortaminda yetistirilen
larvalar, bu asamada besi ortamindan alinmis ve 24 saat boyunca a¢ birakilmistir.
Bu larvalardan 20 ser tanesi i¢inde ince kesilmis PE seritleri olan petri kaplarina
konmus ve bir hafta boyunca standart besi ortami yerine PE ile beslenmesi
saglanmigtir (Sekil 3.2). Bir hafta boyunca besi ortaminda biriken diskilar
toplanmis ve de daha sonra digkida etilen glikol varlig1 arastirilmak iizere -20
°C’de saklanmistir. Bu siirecte her bir petri kabindan yaklasik 100’er mg diski
toplanmistir. Ayrica normal besin ile beslenenen larvalardan da her bir petri i¢in
toplam 100’er mg disk1 toplanmis ve kontrol grubu olarak kullanilmak tizere -20

°C ‘de saklanmustir.
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Sekil 3.2 Plastik seritlerle beslenen son evre larvalar

3.3 Diskidaki etilen glikol varhginin kimyasal yontemle saptanmasi

Larvanin son bagirsagindaki diski iceriginde etilen glikol varlig1 asagidaki

kimyasal yontem uygulanarak test edilmistir.

LDPE seritleriyle beslenmis larvalaridan toplanan diskilar 1.5 mlilik
ependorflara alinmis, {izerine yavas yavas saf su eklenerek sonik banyo icerisinde
bekletilmis ve olas1 etilen glikoliin suda ¢ozilinerek diskidan ayrilmasi
saglanmistir. Digskinin gevsemesi i¢in 6nce 1 mg digki igin 1 pl saf su eklenmis ve
sonik banyoda 15 dakika boyunca bekletilmistir. Uzerine tekrar 1 mg diski igin 1
ul saf su eklenmis ve ikinci kez 15 dakika boyunca sonik banyoda tutulmustur.
Diskr ve su karisimi ¢ivik bir camur haline gelince 15 dakika boyunca 20000
RPM’de sanrifiij edilmis ve barraklagsan iist faz HPLC’de incelenmek {izere

almmustir.

Normal besi ortaminda beslenen larvalardan toplanan diskilar da yukarida
tarif edildigi gibi islemlerden gecirilmis ve kontrol grubu olarak HPLC’de

incelenmek {lizere alinmustir.

Etilen glikol (EG) analizi igin refraktif indeks (RID) dedektorii (Agilent
Technologies, 1200 serisi, Santa Clara, CA, ABD) ile baglantii HPLC
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kullanilacaktir. Ayirma, ligand degisimi prensibiyle negatif yiikler ile regine
yiizeyine sabitlenmis metal iyonunun katkida bulundugu pozitif yiik arasindaki
etkilesime bagli ¢alisan hidrojen temelli Hi-Plex H kolonu ile (7.7%x300 mm, 8
um) (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, ABD) izokratik kosul altinda mobil
faz olarak 0.0005 M H,SOQq ile gergeklestirilmistir. Akis hiz1 0,600 mL, kolon ve
dedektor sicakligi analiz siireci boyunca 45 °C olarak belirlenmistir. Enjeksiyon

hacmi 100 pL olacak sekilde ayarlanmistir (Aksu et al., 2021).
3.4 In vitro uygulamalarla etilen glikol varhgimin saptanmasi:

In vitro uygulamalar, PE’nin canli ortam disinda hazirlanan diizenekte
sindirilip sindirilemeyecegini test etmek {lizere hazirlanmigtir. Burada iki farkli

sekilde homojenizasyon yapilmistir.

Ik grup denemeler icin sadece fosfat tampon (PBS) pH:7.2 kullanilmustir.
Bu amaca uygun olarak larvalarin tiikiiriik bezleri ve orta bagirsaklarit 10 mM
pH:7.2 olan +4 °C deki fosfat tampon (PBS) i¢inde disekte edilerek ¢ikarilmigtir
(Sekil 3.3) ve her 100 mg doku igin 1 ml PBS eklenerek +4°C deki tampon iginde
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat 15 dakika boyunca 15000 RPM’de
santrifiij edilmis ve silipernatantlar alinarak in vitro sindirim reaksiyonlar1 i¢in

kullanilmistir.

Sekil 3.3 Disekte edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak
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Ikinci grup denemeleri i¢in PBS’e proteaz inhibitdrleri ve bazi enzim
diizenleyicileri (DTT: Dithiothreitol, PMSF: phenylmethylsulfonyl fliorid,
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic asit) eklenmis ve PE’nin sindiriminde etkili
olabilecek diger enzimlerin sindirilmesi olasiligi ortadan kaldirilmistir. DTT,
PMSF ve EDTA 100mM olacak sekilde hazirlanmis ancak homojenizasyon
sirasinda toplam hacimdeki final konsatrasyonlart 1-2 mM olacak sekilde

ayarlanmistir.

LDPE oldugu bilinen plastik posetten 1 cm x 0.5 cm boyutlarinda (her biri
yaklasik 1,5-2 mg agirlikta) plastik parcalart kesilmis ve asagidaki cizelgelerde
belirtildigi sekilde homojenatla yiizlestirilerek inkiibe edilmistir.

Tiikiirtik bezi ve bagirsak homojenatlar1 elde edildikten sonra iki farkli

yontem izlenmistir ve yontemler (Cizelge 3.1 ve 3.2) gosterilmistir.

Cizelge 3.1 PBS tamponda homojenize edilmis tiikiirik bezi ve bagirsak igerigi kullanilarak

yapilan farkli deneme prosediirleri

Sadece PBS (pH:7.2) tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak

Tiikiiriik bezi (TB)
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alindi

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu

w. |:| LDPE

U TB homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
iizere 4 dongii iizerinden
toplam 16 saat boyunca
inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikandi

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
iizere ayrildi

Bagirsak (B)
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu

w. D LDPE

U B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
tizere 4 dongii tizerinden
toplam 16 saat boyunca

inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikand1

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
iizere ayrildi

TB+B
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu

w. D LDPE

U TB+B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
iizere 4 dongii lizerinden
toplam 16 saat boyunca
inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikandi

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
tizere ayrildi




Cizelge 3.2 PBS tampon ve DTT+PMSF+EDTA karisiminda homojenize edilmis tiikiirik bezi ve
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bagirsak icerigi kullanilarak yapilan farkli deneme prosediirleri

PBS (pH:7.2) tampon ve DTT+PMSF+EDTA karisiminda homojenize edilmis

tiikiiriik bezi ve bagirsak

Tiikiiriik bezi (TB)
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alindi

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu
/

w. D LDPE

U TB homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
lizere 4 dongii lizerinden
toplam 16 saat boyunca
inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikandi

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
iizere ayrildi

Bagirsak (B)
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu

w. D LDPE

U B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
tizere 4 dongii lizerinden
toplam 16 saat boyunca
inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikandi

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
iizere ayrildi

TB+B
LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml homojenat

kondu
w |:| LDPE

U TB+B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak
iizere 4 dongii lizerinden
toplam 16 saat boyunca
inkiibe edildi

15 dakika boyunca sonik
banyoda saf su ile yikand

Kimyasal analiz ile etilen
glikol varligina bakilmak
tizere ayrildi

Yukaridaki yontemle yapilan denemelerde sadece tiikiiriik bezi, bagirsak ve
tiikkiiriik bezi + bagirsak homojenat karisimlarinda inkiibasyon yapilmistir. Ancak
bir bagka ek deneme ile larvalardaki sindirim siras1 dikkate alinarak sirasiyla dnce
tikiiriik bezi sonra da bagirsak homojenatlar ile yiizlestirilen LDPE par¢asindaki
durum da incelenmistir. Bu iglemler yapilirken yine sadece fosfat tampon ve
fosfat tampon + DTT, PMSF ve EDTA karisiminda homojenize edilmis tiikiiriik

bezi ve bagirsak homojenatlart kullanilmistir (Cizelge 3.3).



Cizelge 3.3 LDPE parcalarinin once tiikiiriik bezi sonra bagirsak homojenatlari ile ytizlestirildigi

deneme prosediirleri
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Sadece PBS (pH:7.2) tamponda homojenize
edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak

PBS (pH:7.2) tampon ve DTT + PMSF +
EDTA karisiminda homojenize edilmis
tiikiiriik bezi ve bagirsak

LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml tiikiiriik bezi homojenati

kondu

w4 |:| LDPE

U TB homojenat

30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii
iizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe
edildi

15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikand1

0,5 ml lik ependorfa alind1
Uzerine 0.4 ml bagirsak homojenat: kondu

v [

U B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii
iizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe
edildi

15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikand1

Bu sekilde sirasi ile 6nce tiikiiriik bezi, sonra
da bagirsak homojenati ile yiizlesen LDPE
parcasi i¢in dogal sindirim simiile edilmis
oldu

Kimyasal analiz ile etilen glikol varligina
bakilmak iizere ayrildi

LDPE (1cm x 0.5 cm)
0,5 ml lik ependorfa alind1

Uzerine 0.4 ml tiikiiriik bezi homojenati

kondu

w4 |:| LDPE

U TB homojenat

30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii
tizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe
edildi

15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikand1

0,5 ml lik ependorfa alind1
Uzerine 0.4 ml bagirsak homojenat: kondu

v [

U TB homojenat

30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii
tizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe
edildi

15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikand1

Bu sekilde sirast ile 6nce tiikiiriik bezi, sonra
da bagirsak homojenati ile ylizlesen LDPE
parcasi i¢in dogal sindirim simiile edilmis
oldu

Kimyasal analiz ile etilen glikol varligina
bakilmak iizere ayrildi
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3.5 In vitro uygulamalar sirasinda LDPE parcalarina biyolojik

makromolekiil yapismasi kaynakh kontaminasyon olasiliginin test edilmesi

Bu tiir uygulamalarda ne kadar yikama yapilirsa yapilsin bazi durumlarda
homejenat icerigindeki makromolekiillerden proteinler ve yaglar LDPE
pargalarina yapisarak kontaminasyona sebep olabilir ve takip eden kimyasal
analizlerde etilen glikol ile girisim yaparak veya onu maskeleyerek ya da etilen
glikol benzeri pikler vererek yanilgiya sebep olabilir. Bunu test etmek i¢in ayrica

homojenat igeriginin denatiire edildigi uygulamalar yapilmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Denatiire edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak igeri ile yapilan deneme prosediirleri

Denatiire edilmis tiikiiriik bezi (TB) | Denatiire edilmis bagirsak (B) homojenati

homojenati ile yapilan uygulama ile yapilan uygulama

0,5 ml lik ependorftaki TB homojenat1 10 0,5 ml lik ependorftaki B homojenatt 10
dakika boyunca 100 °C su iginde bekletilerek | dakika boyunca 100 °C su iginde bekletilerek
denatiire edildi. denatiire edildi.

LDPE (1cm x 0.5 cm) denatiire edilmis LDPE (1cm x 0.5 cm) denatiire edilmis
homojenata kondu homojenata kondu

w. D LDPE w D LDPE

Denatiire Denatiire
TB homojenat B homojenat

30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii 30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii
tizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe tizerinden toplam 16 saat boyunca inkiibe
edildi edildi

15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile 15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikand1 yikand1

Kimyasal analiz ile etilen glikol varligina Kimyasal analiz ile etilen glikol varligina veya

veya kontaminasyona bakilmak tizere ayrildi | kontaminasyona bakilmak iizere ayrildi

3.6 In vitro uygulamalar sirasinda LDPE parc¢alarina DTT + PMSF + EDTA

karisiminin yapismasi kaynakh kontaminasyon olasiliginin test edilmesi

Baglikta adi gecen enzim diizenleyici veya inhibitdrlerin de LDPE

parcalarina yapigm riski olabilecegi géz oniine alinarak PBS’in toplam haciminde
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2 mM olacak sekilde DTT + PMSF + EDTA karisim1 hazirlanmais ve LDPE
pargalart 30 °C de 4 er saat olmak iizere 4 dongii lizerinden toplam 16 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Ardindan 15 dakika boyunca sonik banyoda saf su ile
yikanan Ornekler kimyasal analiz ile etilen glikol varligina veya kontaminasyona

bakilmak iizere ayrilmistir.
3.7 Kontrol 6rneklerinin hazirlanmasi

Kontrol o6rnekleri hazirlanirken LDPE parcalar1 sadece PBS’e maruz
birakilmistir. LDPE pargalar1 30 °C de 4 er saat olmak {izere 4 dongii iizerinden
toplam 16 saat boyunca sadece PBS de inkiibe edilmistir. Ardindan 15 dakika
boyunca sonik banyoda saf su ile yikanan ornekler kimyasal analizi yapilmak

tizere ayrilmistir.

3.8 LDPE parc¢alarindaki etilen glikol varhginin Fouirer Transform Infrared

Spektrofotometre (FTIR) yontemi ile belirlenmesi

Yukarida belirtildigi sekilde ayrilan 6rnekler 600-4000 cm™ araliginda
spektrum alacak sekilde ayarlanmig cihaz ile incelenmistir. Oncelikle LDPE’nin
sindirim iirlinii oldugu disiiniilen etilen-glikole ait pikler arastirilmistir. Burada
karsilagtirma yapmak {izere saf etilen glikoliin de spektrumuna bakilmis ve
kontrol grubu ve uygulamalar arasinda karsilagtirmalar yapilarak yoruma

gidilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Polietilen ile beslenme siireci

Bir hafta boyunca ince kesilmis LDPE seritleriyle beslenen son evre
larvalarda ilk birkag¢ gilin boyunca herhangi bir anomali gézlenmemistir. Yalniz 5.
giinden sonra bazi larvalarin kisalip kiigiildiigii goriilmustiir (Sekil 4.1). Larvalarin
polietilen seritlerini gergekten yedikleri LDPE seritlerindeki 1sirik izlerinden

goriilmektedir (Sekil 4.2).

Sekil 4.1 Polietilenle beslenmis son evre
larvadaki viicut anomalisi

Sekil 4.2 Polietilen seritlerdeki 1sirik izleri

4.2 HPLC ile diskida etilen glikol varhigimin tespiti

HPLC analizlerinde saf etilen glikol 15.935 dakikada pik vermistir. Kontrol
grubunda bu dakikada bir pik gézlenmemistir. Uygulama grubunda ise buna ¢ok
yakin bir noktada 16.294 dakikada pik go6zlenmistir. Bunlar iist {iste
getirildiklerinde uygulamadaki pik saf etilen glikol piki ile neredeyse
cakismaktadir (Sekil 4.3).
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= Kontrol
1 Uygulama
1 Saf etilen glikol

25
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Sekil 4.3 Kontrol, uygulama ve saf etilen glikoliin HPLC pikleri

16.294 dakikadaki pikin etilen glikol ile iliskili olup olmadigini anlamak

icin kontrol grubuna da saf etilen glikol eklenerek HPLC de analiz edilmis ve

buradan elde eilen pik saf etilen glikoliin pikiyle ¢akistirilinca ikisinin de 15.935

dakikada sinyal verdigi tespit edilmistir.

nRU

17500 o

15000

12500 o

10000 o

TE00 o

5000 4

2500

-2500

1 Kontrel

1 Kontrol + saf etilen glikel
J Uygulama

1 Saf etilen glikol

16.294 - Etilen glikol 777

Sekil 4.4 Kontrol, kontrol+saf etilen glikol, uygulama ve sadece saf etilen glikoliin HPLC pikleri
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4.3 FTIR spektrofotometre sonuclari

4.3.1 Saf etilen glikoliin ve kontrol LDPE parcacigimin spektrumu

Saf etilen glikol spekrumunda biiylikten kiiciige dogru siralanabilecek
anlamli pikler isaretlenmistir (Sekil 4.5) Sadece PBS de inkiibe edilip yikanan

kontrol 6rneginin spekrumu ve anlamli pikler isaretlenmistir (Sekil 4.6).

99
95
1953.15 em-1
901
656.27 em-1
ol 1257.70 em-1 67138 cm-1
80 1204.11 em-1
1330.16 cm-1
75
N 2873.52 em-1
x 1413.91 em-1
65_ /
- 2934.90 em-1 88188 emed 862.59 cm-1
56 3291.91 em-1
501 /
1083.32 em-1
45
N <« 1035.41 cm-1
2000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

~m-

Sekil 4.5 Saf etilen glikoliin spektrumu A : karsilastirma yapilacak pikleri isaret etmektedir.

1334
1304

1207

1104
1375.85 cm-1

100

719.73 cm-1
90+

1453.41 cm-1

%T

80

704

60+

501
T T 2847.91cm-1

40 2915.57 cm-1 —Nh\

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

Sekil 4.6 Kontrol grubu LDPE parg¢asinin spektrumu
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4.3.2 Sadece PBS tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak

iceriklerinde sindirilmis LDPE parcaciklarina ait spektrumlar

Sadece tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi, bagirsak ve tiikiiriik
bezi+bagirsak iceren homojenatlarda inkiibe edilmis LDPE parg¢alarinin hi¢birinde
etilen glikol varligina isaret eden 3300 cm™ ile 1085 ve 1033 cm™ civarlarinda pik
gozlenmemistir (Sekil 4.7, 4.8, 4.9).

1204

1104

1376.58 em-1
1004

719.38 em-1
904

%T

1462.95 cm-1

80

70

60

2847.88 cm-1

501
2915.31 em-1

44
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600
cm-1

Sekil 4.7 Tiikiiriik bezi homojenati ile inkiibe edilmis LDPE’nin spektrumu

1317
1307

120+

1104 1711,48 cm-1

1376.72 cm-1
1004

a0 719.34 cm-1

%T

1463.18 cm-1
80+

704

60+

2847.95 cm-1
504

2915.31cm-1

43
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Sekil 4.8 Bagirsak homojenati ile inkiibe edilmis LDPE’nin spektrumu
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132,
1301
1201
104 1711.73 em-1 137656 cm-1
1001
719.39 tm-1
901
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40
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Sekil 4.9 Tiikiiriik bezi + bagirsak homojenat ile inkiibe edilmis LDPE’nin spektrumu

4.3.3 PBS tampon ve DTT+PMSF+EDTA karisiminda homojenize edilmis
tiikiiriik bezi ve bagirsak iceriklerinde sindirilmis LDPE parc¢aciklarimin ait

spektrumlar

PBS tampon ve DTT + PMSF + EDTA karisiminda homojenize edilmis
tikiiriik bezi, bagirsak ve tiikiiriik bezi+bagirsak iceren homojenatlarda inkiibe

edilmis LDPE parcalarinin {i¢iinde de yaklasik 3300 cm-1 de absorbans alinmistir
(Sekil 4.10, 4.11, 4.12).

1304

1204 >
1104 3281.94 cm-1
1649.68 cm-1 1376.72 cm-1
100
1536.20'cm-1
901 719.44 em-1
] 1463.25 cm-1
804
0]
604
501 2915.38 cm-1 2847.91 cm-1
43
4000 3500 3000 2600 2000 1500 1000 500
cm-

Sekil 4.10 DTT + PMSF + EDTA igeren tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi ile inkiibe
edilmis LDPE’nin spektrumu. A : 3300 cm-1 deki absorbansi gostermektedir.
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Sekil 4.11 DTT + PMSF + EDTA igeren tamponda homojenize edilmis bagirsak ile inkiibe edilmis
LDPE’nin spektrumu. A : 3300 cm-1 deki absorbansi gostermektedir.
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Sekil 4.12 DTT + PMSF + EDTA igeren tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak
karigtmi i¢inde inkiibe edilmis LDPE’nin spektrumu. A : 3300 cm-1 deki absorbansi
gostermektedir.

4.3.4 PBS tamponda homojenize edilmis tiikiiriik bezi (TB) ve bagirsak (B)
iceriklerinden once TB’de sonra B’de sindirilmis LDPE parcaciklarina ait

spektrumlar

Orneklerin her ikisinde de 3300 cm -1 de ve 1085 ile 1033 cm-1 de zayif da
olsa absorbans alinmistir (Sekil 4.13, 4.14).
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Sekil 4.13 Sadece fosfat tamponda homojenize edilmis ve sirasi ile once tiikiiriik bezi sonra
bagirsakta inkiibe edilmis LDPE parcasinin spektrumu. A : 3300, 1085 ve 1033 cm-1 dekKi

absorbanslar1 gostermektedir.
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Sekil 4.14 Sadece fosfat tamponda homojenize edilmis ve sirasi ile once tikiiriik bezi sonra
bagirsakta inkiibe edilmis LDPE pargasinin spektrumu. A : 3300, 1085 ve 1033 cm-1 deki

absorbanslar1 gostermektedir.

4.3.5 PBS tampon ve DTT + PMSF + EDTA karisiminda homojenize edilmis
tiikiiriilk bezi (TB) ve bagirsak (B) iceriklerinden 6nce TB’de sonra B’de

sindirilmis LDPE parcaciklarina ait spektrumlar

Orneklerin her ikisinde de 3300 cm -1 de daha giiglii, 1085 ile 1033 cm-1 de
ise biraz daha zayif absorbans alinmistir (Sekil 4.15, 4.16).
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Sekil 4.15 DTT + PMSF + EDTA igeren tamponda homojenize edilmis ve sirasi ile dnce tiikiiriik
bezi sonra bagirsakta inkiibe edilmis LDPE parcasinin spektrumu. A: 3300, 1085 ve 1033 cm-1
deki absorbanslari gostermektedir.
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Sekil 4.16 DTT + PMSF + EDTA iceren tamponda homojenize edilmis ve sirasi ile dnce tiikiiriik
bezi sonra bagirsakta inkiibe edilmis LDPE pargasinin spektrumu. A: 3300, 1085 ve 1033 cm-1

deki absorbanslar1 gostermektedir.

4.3.6 Denatiire edilmis tiikiiriik bezi ve bagirsak homojenat1 ile yapilan

uygulama

Oreneklerin her ikisinde de etilen glikol veya herhangi bir baska kirleticiye
ait absorbansa rastlanmamistir (Sekil 4.17, 4.18).
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Sekil 4.17 Denatiire edilmis tiikiirik bezi homojenatinda inkiibe edilmis LDPE pargasinin

spektrumu
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Sekil 4.18 Denatiire edilmis bagirsak homojenatinda inkiibe edilmis LDPE par¢asinin spektrumu

4.3.7 DTT, PMSF ve EDTA iceren fosfat tampon karisiminin olusturabilecegi

kirliligin test edilmesi

DTT, PMSF ve EDTA’dan kaynaklanan bir kirlilige isaret edecek herhangi

bir absorbansa rastlanmamustir (Sekil 4.19).
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TARTISMA

En yaygin kullanilan sentetik maddelerden biri olan plastikler dogada kolay
kolay bozunmazlar ve bu nedenle ¢evre kirliliginin énemli bilesenlerinden biri
olarak kabul edilirler. Kirlilige bagl olarak canli sagligini etkilemeleri nedeniyle
biiyiik bir sorun olmaya baslamistir. Plastik kullaniminin yillar i¢inde artmasi ve
gelecek yillarda da katlanarak artacagi ongoriileri (Yao et al., 2022) onlarin bir

sekilde dogaya en az zarar verecek bicimde bertarafini zorunlu kilmaktadir.

Geleneksel biyolojik olmayan yontemlerle polietilen bertarafi 1s1k, 1si,
kimyasal ve de kimyasal+is1 olmak fizere ¢esitli yontemlerle gerceklesmektedir
(Yao et al., 2022). Bunlardan en dogal olan1 giines 15181 ve radyasyon kaynakli
bozunmadir ancak bu zaman alan bir siirectir ve bu sekilde bir bozunma i¢in 12-
32 yil gibi siirelerde beklemek gerekebilir. Her yil tek kullanimlik plastik
tiriinlerin bir sekilde dogaya atildigi gz Oniine alinirsa bu yontemle plastik
atiklardan kurtulmay1 beklemek hayalciligin 6tesine gitmeyen bir anlayis olarak
karsimiza c¢ikacaktir. Ayrica acik alanda depolanan plastik atiklarin zamanla
topraga karistig1 ve bir sekilde giinesin radyasyon etkisinden kendini kurtardigi da
hesaba katilmalidir (Alassali et al., 2018). Dolayisiyla giines radyasyonuna maruz
kalmayan plastik atiklar bir sekilde toprakta birikmeye devam edecek ve zamanla
yeralti sularina karisacak, topragin yarattigi basing etkisiyle kiigiik pargalara
ayrilacak ve mikro-nano boyutta plastik atiklariyla bas etmek gibi daha ciddi bir

sorunla kars1 karsiya kalinmasina neden olacaktir.

Polietilenin 1s1 yoluyla veya yakarak bertarafi da c¢esitli sorunlari
beraberinde getirmektedir. Ozellikle termoliz yolu ile bertaraf siirecinde sisteme
disaridan hatirt sayilir miktarda enerji verilmesi gerekmektedir (Grigore, 2017).
Yakma yolu ile bertaraf yontemi giliniimiizde plastiklerden kurtulmak i¢in en ¢ok
kullanilan yontemdir ve tek artis1 bu atiklar yakilirken elde edilen enerjidir. Ancak
bu yakma islemi sonucu agiga ¢ikan dioksinler (C4HgO5), karbon monoksit (CO),
hidrojen siilfit (H,S), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve furan (C4H,O)
gibi gazlar oldukca toksiktir ve bertaraf tesislerinde Ozensiz yapilan islemler
sonucunda halk sagligini tehdit edecek boyutta ciddi saglik problemleri meydana

gelebilir (Verma et al., 2016). Gazlagtirma yontemi sonunda daha az toksik gazlar
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olusur ancak bunun yan iriinleri de katran ve koktur ve bu sefer de bunlarin
bertarafi ile ilgili prosediirleri kullanmak zorunlulugu ortaya ¢ikmaktadir (Lopez

etal., 2018).

Kimyasal yolla polietilen bertarafi ise olduk¢ca pahali ve zahmetli
prosediirler gerektirmektedir. Bu yontem kullanildiktan sonra genellikle mum,
gres yagl vb. iriinler elde edilmektedir ve neredeyse hi¢ toksik gaz aciga
¢ikmamaktadir. Ancak bu islemlerin oldukc¢a zahmetli ve pahali olmasi yaygin

kullanim potansiyelini engellemektedir (Lopez et al., 2018).

Polietilenin biyobozunumu ise olduk¢a karmasik bir konudur. Polietilenin
dogada kendiliginden kolay kolay bozunmadigi ilk fark edildiginde bunun
nedenleri ilizerinde durulmus ve sentetik bir madde olmasinin ve bu maddeyi
biyolojik olarak bozunmaya ugratabilecek evrimsel adaptasyonlarin hicbir canlida
olmadigi/olamayacagi hiikmiine varilmistir (Yuo et al., 2022). Bu anlamda bir
stire sonra ekstramofillerin bu iste rol oynayabilecegi fikri ortaya atilmis ve bazi
bakterilerin ya da bakteri kokteyllerinin bu isin iistesinden gelecegi varsayimi
iizerinde durulmustur. Ancak yapilan ¢alismalarda ¢ok az sayida bakteri ¢esidinin
plastik yiizeye tutunma, orada ¢ogalma ve onu biyobozunuma ugratacak siireclere
sahip oldugu gorilmistiir (Glaster, 2019). Ancak bazi omurgasiz hayvanlar,
ozellikle bocekler iizerinde yapilan caligmalar bunlarin bazi tiirlerinin plastik
biyobozunumunda rol oynayabilecegini gostermistir (Bombelli et al., 2017,
Brandon et al., 2018; Kundungal et al., 2019, Peng et al., 2020). Ozellikle G.
mellonella, T. molitor, gibi bocekler larva evrelerinde tam bir beslenme ¢ilgiligi
yasamaktadirlar. Ozellikle G. mellonella erginlerinde sindirim sistemi k&relmistir
ve beslenme gozlenmez. Larva evresinde elde ettikleri besini bdcek yag
dokusunda depolayip ergin hale gectikten sonra buradan elde ettikleri enerjiyi
ireme siireclerinde kullanirlar. Bu tiir bir beslenme c¢ilginlhiginda bazen ne
yediklerinin de pek 6nemi kalmaz. Bir¢ok calismada G. mellonella larvalarinin
plastik parcalarii agiz aletleri yardimiyla cignedikleri ve ozellikle ince plastik
yiizeylerde kiiciik delikler agtiklari gozlenmistir. Bunun {izerine arastirmalar
derinlestirilmis ve G. mellonella larvalarinin plastikleri ve 6zellikle polietileni
gergekten sindirip sindirmedikleri sorusuna cevap aranmistir (Bombelli et al.,

2017). G. mellonella larvalarmin polietileni gercekten sindirip sindirmedikleri
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sorusunun en kolay yaniti polietilen monomer birimlerinin 6zellikle etilen-glikol
molekiiliiniin digkilarinda veya sindirim sitemlerinde olup olmadigini test
etmektir. Ilk soruya verilen cevap eger olumlu ise bu kez baska bir soru ortaya
cikmaktadir. Buradaki gerg¢ek sindirim hayvanin kendi enzimleri iizerinden mi
gerceklesmektedir yoksa bagirsak mikrobiotasindaki bir veya birden ¢ok
bakterinin karistigi bir siire¢ sonunda mi sindirim olmaktadir. Bu siiregte daha
once yapilmis c¢alismalardan elde edilmis farkli sonuglar goze g¢arpmaktadir.
Ornegin T. molitor larvalarinda poietilenin bagirsakta sindirildigi ve bu
sindirimde bakterilerin hatir1 sayilir rol oynadigini vurgulayan ¢alismalar (Luo et
al., 2021a) yaninda antibiyotik kullanilarak mikrobiotanin baskilandigi
durumlarda bile polietilen sindiriminin devam ettigini (Yang et al., 2021; Li et al.,
2020a) rapor eden ¢alismalar da vardir. Ornegin Zophobas atratus larvalarinda
polietilen sindiriminin tamamiyla sindirim sitemindeki mikrobiotaya bagimli
oldugu konusunda neredeyse bu konu iizerine calisan biitiin arastiricilar ayni
fikirdedir (Peng et al., 2020; Luo et al., 2021a). Belki de bundan polietilen
sindirimi tamamen ilgili bocegin bagirsaginda bazen bagirsak mikrobiotasina
bagimli bazen den ondan tamamen bagimsiz gerceklesen, heniiz aydinlatilamayan
baska siireclerin de dahil oldugu, tiire 6zgii karmasik durumlar oldugu sonucunu

¢ikarmak mimkiindiir.

Celiskili bir durum bu tezin de ¢aligma materyali olan G. mellonella
larvalar1 tlizerinde de goriilmiistiir. baz1 c¢alismalar polietilen sindiriminde
bakterilerin de 6nemli rol oynadigin1 gésterirken, bazi arastirmacilar da sindirim
olaymin bakterilerle iliskilendirecek sonuclara ulasmamislardir (Kong et al., 2019;
Peydaei et al., 2020). Baz1 arastirmacilar ise G. mellonella larvalarinda polietilen
sindiriminin tliklirik bezindeki baz1 enzimlerin etkisi ile gerceklestigini

vurgulamiglardir (Sanluis-Verdes et al., 2022).

Biitiin bu verilerin 1s18inda yapilan bu tez ¢alismasinda ilging sonuglara
ulagilmistir.  G.  mellonella larvalarinda polietilen sindirimine iliskin ilk
caligmalardab biri de Bombelli et al., tarafindan 2017 yilinda yapilmistir. Bu
calismada G. mellonella larvalarinin polietileni yedikleri goriilmiis ancak
sindirimine iligkin tartismali sonuglar ortaya atilmistir. Tartismali durumlardan

biri de biitliin bir hayvam1 homojenize ederek polietilen yiizey iizerine
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uygulamalaridir. Biitiin hayvanin homojenize edilmesi hayvandaki yogun fat body
dokusunun ve ayrica okside oldugu zaman olduk¢a yapigkan bir hal alan
hemolenfin de polietilenle yiizlesmesine neden olur ve bunlar1 temizleyerek net
bir spektrum olmak zorlasir. Ayrica homojenat elde edilirken ortama proteaz
inhibitorii eklenmemesi LDPE sindiriminde is gorebilecek olasi diger enzimlerin
de zarar gormesine neden olmus olabilir. Boylesi olumsuzluklart 6nlemek i¢in bu
tez ¢alismasinda hem inhibitorlerin kullanildigi hem de kullanilmadigi deneme
planlar1 yapilmis ve sonuglar ona gore degerlendirilmistir. Sanluis-Verdes et al.,
2022°de yaptig1 bir ¢caligmada benzer bir denemeyi sadece hayvandan elde ettigi
tiikiirik sivisiyla yapmis ve burada oksidasyona neden oldugu diisiiniilen birkag
enzimi izole etmeyi basarmistir. Ancak bu calismada da sindirimin bir biitiin

oldugu ve agizda baslayip bagirsakta son buldugu goz ardi edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda ilk asamada sadece tamponda homojenize edilen ve
tikiirik bezinde, bagirsakta ve tiikiiriikk bezi +bagirsak homojenatlarinda tutulan
orneklerde hicbir sekilde etilen glikol varligina isaret eden absorbanslara
rastlanmamistir. Ayni prosediir tampon ve proteaz inhibitorii karigimlarinda
homojenize edildikten sonra elde edilen homojenatlarin kullanildigi 6rneklerde az
da olsa etilen glikol varligina isaret edecek absorbanslar alinmistir. Buradan
cikarilan sonug¢ proteazlarin bir sekilde polietilen sindiriminde gorev alan
enzimleri de sindiryor olabilecegidir. Ayrica tiikiiriik bezi homojenati ile bagirsak
homojenatinin karisim halinde kullanilmasinin da 1y1 bir fikir olmadig: elde edilen

sonuglarla gorilmiistiir.

Tezin ikinci asamasinda larvadaki siirekli sindirmi taklit edecek bir
planlama yapilmis ve Orneklerin Once tiiklirik bezi, sonra da bagirsak
homojenatiyla muamele edilmesinin daha yerinde olacagina karar verilmistir.
Inhibitér kullanilmayan siiregte ilk denemenin aksine kiiciik de olsa etilen glikol
varligina isaret eden absorbanslar gozlenmistir. Burada diger deneme grubundan
farkli olarak tek bir polietilen parcasi Once tiikiiriik bezi, sonra da bagirsak
homojenat1 ile yiizlestirilmistir. Bu prosediir homojenzasyonda inhibitor
kullanildiginda ¢ok daha etkili olmus ve birden fazla etilen glikol absorbansi elde
edilerek polietilenin ger¢ekten sindirime ugradigina dair kuvvetli bir olasilik

ortaya koymustur.
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Weber et al., 2017 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada Bombelli ve arkadaslarinin
yine ayni yil yaptiklart ¢alismayr elestirmis ve total larva homojenatindan
kaynaklanabilecek kirliliklerin  etilen glikol ile karistirilabilecegini  One
siirmiiglerdir. Bu elestiri 1s1ginda bu tez calismasinda olas1 kontaminasyonlarin
test edilmesine karar verilmis ve denatiire edilmis homojenatlarla da ayni
prosediirler bire bir tekrarlanmistir. Buradan elde edilen absorbanslar neredeyse
kontrol grubu ile aym1 ¢ikmis ve uygulama siiresinde herhangi bir bulasmanin

meydana gelmedigi de ispatlanmustir.

Sonug olarak O6zellikle protez inhibitorlerinin kullanildigi ve sindirimin
devamliliginin da taklit edildigi siireglerde daha basarili sonuglar alinmistir. Bu da
baz1 proteazlarin polietilenin sindiriminde is gorebilecek diger enzimleri veya
makromolekiilleri etkisiz hale getirdigini isaret etmektedir. Ancak biitiin bu
sonuglar polietilen sindirmine dair kesin delil olarak degerlendirilebilir mi orasi
tartisthir.  Yine de polietilenin biyobozunumunda model hayvan olarak G.
mellonella larvalarinin kullaniminin ¢ok 6nemli oldugu ve eger bu problem
coziilecekse buradan elde edilecek verilerin ileride ¢ok biiyiik katki saglayacagi

sOylenebilir.
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