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ASPERGILLUS TUBINGENSIS’IN DOGAL ORTAMDA
GELISIMI VE PLASTIK URUNLERI BIYOLOJIK
OLARAK PARCALAMA YETENEGININ ANALIZI

.
- = DEVELOPMENT OF ASPERGILLUS TUBINGENSIS IN
a.. NATURAL ENVIRONMENT AND ANALYSIS OF ITS

ABILITY TO BIODEGRADE PLASTIC PRODUCS

ANTALYA
IL MILLI EGITIM MUDURLUGU

OZET

Glinliik malzemelerde bulunan sentetik plastikler, Diinya {izerinde yok edilmesi ¢cok zor olan baglica atiklar
olusturmaktadir. Gida, enerji ve su gibi énemli ve degerli kaynaklar bu sebeple risk altinda oldugundan,
plastik kirliligi gibi etkenlerden kaynaklanan ekosistemdeki degisiklikler, kiiresel 6lgekte dramatik bir
etkiye sahiptir. Plastik atik sorunu hala ¢oziilememis olsa da ¢evre lizerindeki etkilerini azaltmak i¢in farkl
yollar giindemdedir. Bu konulardan birisi, plastigi pargalayabilen mikroorganizmalarin kullanilmasidir.
Aspergillus tubingensis’in dogada plastik birikimini kismen engelleyebilecegi bilinmektedir. Bu amacla
calismamizda temin ettigimiz A. tubingensis’in dogal ortamda yasayabilmesi i¢in optimum kosullar ve
besin kaynaklar1 olusturulmustur. Gelisimleri gozlenen mantarlarin ekildigi besiyerlerine esit miktarda
plastik poset ve plastik sise pargalar1 eklenmistir. 150 giin boyunca izlenmis, yapilan 6l¢iim ve tespitlerden
sonra bu ortamdan kiiltiire alinan izolatlar MALDI-Biotyper kullanilarak tanimlanmistir. Tiir tayini
yapildiktan sonra A. tubingensis’in in vitro olarak bazi 6zellikleri test edilmistir. Bu deneyler sonucunda 30
°C ve 37 °C’de gelisebildigi, diisiik pH’a dayanikli oldugu, antioksidan ve katalaz aktivitesi gosterdigi,
esteraz ve lipaz Uretebildigi belirlenmistir. Sonug¢ olarak, olusturulan farkli 6zellikteki ortamlarda A.
tubingensis’in plastigi ne kadar siirede yok ettigi incelenmis ve raporlanmistir. Mikroorganizmanin bu
biyolojik parcalanma siirecinde hangi 6zellikleri ve mekanizmalar1 kullandig1 agikliga kavusmus olup, 4.
tubingensis’in plastik atiklarin yol actigt ¢evre kirliligini Onlemede etkili bir ¢dziim olabilecegi
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aspergillus tubingensis, Plastik, Antioksidan Aktivite, Katalaz, Lipaz, Esteraz
enzimi

ABSTRACT

Synthetic plastics found in everyday materials constitute the main waste on Earth that is very difficult to
destroy. Since essential and valuable resources such as food, energy, and water are at risk, changes in the
ecosystem caused by factors such as plastic pollution have a dramatic effect on a global scale. Although the
problem of plastic waste has not yet been solved, ways of reducing its environmental impact are being
discussed. One such issue is the use of microorganisms that can break down plastic. It is known that
Aspergillus tubingensis can partially prevent plastic accumulation in nature. For this purpose, optimum
conditions and food sources were createdfor A. tubingensis, which we obtained in our study, to survive in
the natural environment. Equal amounts of plastic bag sand pieces of plastic bottles were added to the
medium in which the fungi were cultivated and their development observed. After monitoring for 150 days,
the isolates cultured from this medium were identified using MALDI-Biotyper after the measurements and
determinations were made. After the species determination, some characteristics of 4. tubingensis were
tested in vitro. As a result of these experiments, it was determined that it could grow at 30 °C and 37 °C,
was resistant to low pH, showed antioxidant and catalase activity, and could produce esterase and lipase.
The time taken by 4. tubingensis to destroy plastic in different environments was examined and reported.
It was clarified which features and methods the microorganism uses during this process, and it was shown
that 4. tubingensis can be effective in preventing environmental pollution caused by plastic waste.

Keywords: Aspergillus tubingensis, Plastic, Antioxidant Activity, Catalase, Lipase, Esterase Enzyme.
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1.GIRiS

Plastik kirliligi tim diinyanin ekolojisini etkiledigi gibi iilkemizde de artmakta olan ¢evresel bir
sorun haline gelmistir. Plastik atiklarin uzaklastirilmasi i¢in kullanilan yontemler yetersiz
kalmakta ve farkli ¢evresel sorunlar1 da beraberinde getirmektedir. Cesitli yapay polimerlerin
iiretimi ve kullanimindaki muazzam artis, bunlarin kontrolsiiz bir sekilde bertaraf edilmesi
nedeniyle ¢evre i¢in biiyiik bir tehdit haline gelmistir. Yaygin olarak kullanilan ¢esitli sentetik
plastikler polietilen, polipropilen, polistiren, polyester politiretan (PU), polivinilkloriir (PVC),
polietilen tereftalat (PET), politetrafloroetilen (PTFE), naylon ve polikarbonattir. PU; lastik,
conta, tampon, elyaf, plastik koplik, sentetik deri, yapistirici, boya, siinger, kauguk iiriinler,
otomobil ve buzdolab1 yalitimi1 vb. gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilan bir polimerdir ve

parcalanmalar oldukga giictiir (Khan vd. 2017).

2024 yilinda, diinya ¢apinda kisi basina ortalama 28 kg olmak iizere 220 milyon ton plastik atik
iiretilecegi, bu atigin {icte biri veya 69,5 milyon tonunun yanlis yonetilip dogal cevreye
karisacagl ongorilmiistiir. Giiniimiizde diinya niifusunun %66's1, plastik atiklarin yerel atik
yonetim kapasitesini astigi bolgelerde yasamaktadir. Cin, Rusya, Hindistan, Brezilya ve
Meksika'nin da aralarinda bulundugu 12 iilkenin, diinyadaki yanlis yonetilen plastik atiklarin
%60'1ndan sorumlu oldugu bildirilmistir. Bu yilin raporunda sadece ambalaj degil, tekstil ve ev
esyalarindan kaynaklanan plastik atiklar da yer almaktadir. Uzmanlar, krize ¢6ziim igin
yenilik¢i, kirletmeyen alternatiflere ihtiya¢ duyuldugunu ve degisimin aciliyetini
vurgulamaktadirlar (Earth Action 2024). Bu ¢evre sorununa ¢dziim olabilecek etkili yontem
arayiglart kapsaminda mikroorganizmalarin plastik yiizeylerinde lireyebilmelerinin ve enzim
aktiviteleriyle plastik biyodegradasyonu gerceklestirebilmelerinin  miimkiin olabilecegi

potansiyel bir ¢6ziim olarak goriilmistiir.

Literatlirde, ozellikle bir kiif mantar1 olan 4. tubingensis'in plastik (poliiiretan) parcalama
yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Khan vd. 2017). 4. tubingensis ilk olarak 1934 yilinda
Raoul Mosseray tarafindan kesfedilmistir (Mosseray 1934). Bu tiir, 30—37 °C arasindaki yiiksek
sicakliklarda biiytiyebilir, optimum biiyiime 21-36 °C (70-97 °F) arasindadir (Botana ve Sainz
2015). Tiirtin diisiik pH ortamlarina dayanikli oldugu bir¢ok calismada gdsterilmistir (Irawan
vd. 2017; de Leon vd. 2019). Tayland ve Cin gibi farkli bolgelerden bildirilerek (Samson vd.
2007) A. tubingensis, diinyanin dort bir yaninda sicak iklim bdlgelerinde bulunur. Genellikle
Hirvatistan ve Tirkiye'nin i¢ mekan ortamlarinda goriiliir. Hollanda, Macaristan, Tayland ve

Cezayir'de de oldugu tespit edilmistir (Varga vd. 2014).
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A.tubingensis susunun 6nemli 6zelliklerinden biri de antioksidan aktivite gdsteren bir mantar
tiirli olmasidir. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana
getirdigi hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak {izere viicutta gorev yapan savunma
sistemlerine “antioksidanlar” ad1 verilir (Karabulut ve Giilay 2016). Yapilan bir ¢alismada A.
tubingensis AUMC 15759 susunun tarimsal atiklar, ozellikle piring samani iizerinde
yetistirildiginde antifungal ve antioksidan aktiviteler gosterdigi sonucuna varilmistir (Ramadan
vd. 2023). Benzer sekilde 4. tubingensis G131 susunun da antioksidan aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Choque vd. 2018).

Aspergillus tiirlerinde katalaz aktivitesi ile ilgili sinirli veri bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan
birinde A. tubingensis’in de bulundugu klinik ve ¢evresel baz1 Aspergillus izolatlarinin katalaz
aktivitelerini karsilastirmayr amacglamislardir. Sonugta tiim izolatlarin katalaz aktivitesi
gosterdigini, ¢evresel izolatlarin katalaz aktivitesinin daha yiiksek oldugunu, klinik ve ¢evresel
Aspergillus 1zolatlar1 arasinda toplamda anlamli bir fark bulundugunu bildirmislerdir
(Gharaghani vd. 2022). Bir bagka ¢alismada gida enzimi olarak katalaz (hidrojen-peroksit:
hidrojen-peroksit oksidorediiktaz; EC 1.11.1.6), genetigi degistirilmemis A. tubingensis susu
AE-CN ile iiretilmis ve gida enziminin bes gida tliretim siirecinde kullanilmasi amaglanmuistir.
Bu iiretimler; firinlanmis Griinlerin iiretimi, yumurta ve yumurta iirlinlerinin islenmesi, meyve
sular1 disindaki meyve ve sebze {iriinlerinin iiretimi, peynir tiretimi ve balik yumurtasi iiretimi
olarak belirlenmistir. Calismanin sonucunda toksisite diizeyinin olumsuz olmasi sebebiyle

panel gida enziminin giivenligi belirlenememistir (Lambré vd. 2023).

Esteraz ve lipaz, PU'nun biyolojik olarak par¢alanmasindan sorumlu iyi bilinen iki enzimdir.
Puspitasari vd. (2021), esterazin plastik polimerlerin biyolojik olarak pargalanmasinda rol
oynadigim1 gostermislerdir. Esteraz, polimer zincirlerini diisiik molekiil agirlikli parcalara
ayirmakta ve bunlarin daha sonra mikrobiyal hiicre zarindan adsorbe edilmesi saglanmaktadir
(Matsumura vd. 2006). Khan vd. (2017) calismalarinda A. tubingensis’i izole ettikten sonra
sicakligin, pH'in, ek karbon kaynaklarinin ve ylizey aktif maddelerin PU'nun biyolojik olarak
parcalanmasi ile biiylimesi tizerindeki etkisini, besiyeri kiiltliriindeki esteraz ve lipaz aktiviteleri
Ol¢iilerek incelemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda ylizey aktif maddeler arasinda Tween 80
varliginda esteraz ve lipaz enzim {iretiminin arttigin1 gozlemlemislerdir. Aspergillus suslarinin
%90 oraninda lipaz iirettigi ¢alismalar sonucu gosterilmistir (Bavadharani vd. 2022). Bir baska
calismada ise lipaz enzimi iiretim siire¢lerini optimize etmek amaciyla Aspergillus suslari
kullanilmis ve ozellikle A. niger susu ile pilot dlgekte yiiksek verimli lipaz tiretimi basariyla

gerceklestirilmistir (Rai vd. 2014). Aspergillus oryzae CCUG 33812 tarafindan PET hidrolize
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eden lipaz iiretimi gerceklestirdigi ve PET'in modifikasyonu i¢in spesifik bir lipaz liretiminin
indiikleyicisi olarak Bis (2-hydroxyethyl) terephthalate kullandiklari rapor edilmistir (Wang vd.
2008).

2. MATERYAL VE METOT
2.1. A. tubingensis Susunun Temini

Calismada kullanilan A. tubingensis tiirii Aydin Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Daha sonra, PDA (Potato
Dextrose Agar) (Merck) iizerinde plaka yontemi ile aktiflestirme islemi gergeklestirilmistir.
PDA plakalar1 30 °C'de ve %5-CO2 atmosferine sahip bir karbondioksit inkiibatoriinde
(Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) 48 saat inkiibe edildikten sonra cogalma
gozlenmistir. Elde edilen A. tubingensis TSB'de (Tryptic Soy Broth) yetistirildikten sonra ve
%20 gliserolde -80 °C'de muhafaza edilmistir.

2.2. Yasam Alanimin Olusturulmasi ve Uygun Besinin Tespiti

A. tubingensis’e uygun nemli ve sicaklikta bir ortam olusturulmaya calisilmistir. Plastik
kaplarin altina 1slak talag ile nem kaynagi saglanmis ve ardindan ortam 21-36 °C olacak sekilde

ayarlanmigtir.

A. tubingensis’in hangi besin ortaminda optimum olarak yetistigini gozlemek i¢in bir dizi
caligsma yapilmistir. Seftali, muz, limon, elma, armut, kayisi, marul ve bugday gibi bir¢ok besin
iizerine asilanmis ve gelisimleri gozlenmistir. Uygun besin tespit edildikten sonra yeni
besiyerlerine tekrar ekimi yapilmis, A. fubingensis’in ekildigi besiyerlerine esit miktarda plastik

poset ve pet sise pargalari eklenmistir. 150 giin boyunca gozlem yoluyla tespitler yapilmistir.

2.3.MALDI Biotyper ile tanimlama

Gozlem sonrasinda izolatlar MALDI-Biotyper (Bruker Daltonics, Leipzig, Almanya)
kullanilarak tanimlanmistir. Bu amagla, besin ve plastik ortamindan alinan izolatlar PDA’ya
cizgi plaka yontemi kullanilarak asilanmustir. Petri plakalari, 30 °C'de %5 CO2 atmosferde
(Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda,
her bir 6rnek i¢in aseptik kosullar altinda tek bir koloniden 6rnekler toplanmis, cihazin
plakasina ¢izgi halinde eklenmis ve drneklere 1 plL matris ¢ozeltisi (%50 asetonitril %2,5
trifloroasetik asitte o-siyano-4-hidroksisinnamik, Bruker Daltonics, Bremen, Almanya)

eklenmigtir. Sistemle calisirken, mikroorganizma tanimlamasi i¢in optimize edilmis uygun
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yontem kullanilarak dogrusal pozitif iyon modunda ve 1.700—-1.999 Da kiitle araliginda ¢ift
olgiimler gerceklestirilmistir. Iyon kaynagi olarak 340 nm'de 60 Hz azot lazeri kullanildi. Her
numunenin dlglimlerinde, spektrumlart olusturmak i¢in toplam 240 ateslemeye denk gelen 40
paket lazer ateslemesi yapilmistir. Spektrumlar MALDI-Biotyper yazilimi (analiz 7.0)

kullanilarak analiz edilmistir.

2.4. 30 °C ve 37 °C’ de Gelisim, Diisiik Ph’a Dayamikhihik Testi

Izolatlar 30 °C ve 37 °C'de TSB ortaminda 48 saat inkiibe edilmistir. Biiyiime gdsteren tiipler
pozitif olarak kaydedilmistir (Kahraman vd. 2022).

Asit toleransini belirlemek i¢in, steril TSB'nin pH degerleri aseptik kosullar altinda HCl
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) kullanilarak 3,5'e ayarlanmistir. 18 saatlik kiiltiiriin %11
bu besi yerine asilanmustir. Inkiibasyonun baslangicinda ve {iciincii saatinde, mikrobiyal
biliylimeyi izlemek i¢in 650 nm dalga boyunda bir spektrofotometre (Thermo Labsystems
Multiskan Spectrum, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak optik
yogunluktaki degisiklikler 6l¢iilmiistiir (Kahraman vd. 2022).

2.5. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

[zolatlarm antioksidan aktivitesini belirlemek igin a,a-difenil-B-pikrilhidrazil (DPPH) yontemi
kullanilmistir. Kiiltiir iist sivis1 ve hiicre igerikleri Amaretti vd. (2013) tarafindan Gnerilen
yonteme gore elde edilmis ve 6rnekler DPPH yontemi i¢in hazirlanmistir. Etanoldeki DPPH
(500 uM, 2 mL), 2 mL test bilesigine eklenmistir. Daha sonra her karistm kuvvetlice
calkalanmis ve karanlikta oda sicakliginda 30 dakika tutulmustur. Olgiimler 517 nm'de bir
spektrofotometre (Thermo Labsystems Multi Skan Spectrum) kullanilarak etanole karsi
gerceklestirilmistir.  izolatlarin  antioksidan aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir (Lewis 2002).

. DPPH — Ornek
% Inhibisyon = DPPH x 100

2.6. Katalaz Testi

Katalaz aktivitesini belirleyebilmek i¢in 1 ml’lik kiiltiir tist s1vis1, 10 mM H»O, soliisyonundan
2.9 ml ve enzim soliisyonundan 0.1 ml (pH 7.0) konularak hazirlanmistir. Reaksiyon sicaklig
25 °C’ye ayarlandiktan sonra hidrojen peroksidin kaybolma hizi 240 nm’de oOlgiilerek
hesaplannustir. 1 Unite aktivite, 1 umol H»0’i 1 dakikada parcalayabilen enzime karsilik
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gelmektedir (Baykal Sar1 ve Yiiziigiilli Karakus 2020). Enzim aktivite analizlerinde “kontrol”

olarak reaksiyon ortamina enzim yerine tampon ¢dzelti eklenerek aktivite 6l¢ctimleri yapilmistir.
2.7. Esteraz Testi

Esteraz aktivitesinin belirlenmesi i¢in Tween 80 katkili agar yontemi kullanilmistir (Yiicesoy
ve Karaman 2003). 10 g pepton (Orlab), 5 g NaCl (Kimyalab), 0.1 g CaCl> (Merck), 15 g agar
(Millipore), 1000 ml distile su ile hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril
edilmistir. Sterilizasyon sonunda pH 6,8’e ayarlanmis ve 50 °C’ye kadar sogutulan besiyeri
icerisine 5 ml steril Tween 80 eklenmigstir. Sabouraud dekstroz agarda (SDA) iireyen 24 saatlik
A. tubingensis suslarindan 6ze ile alinarak besiyerine 1 cm ¢apli daireler ¢izilmistir. Besiyerleri
30 °C’de 13 giin siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi icinde ekim sahasi etrafinda
Tween 80’in hidrolizi ile ag18a ¢ikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller halinde

cokmesi; pozitif esteraz aktivitesi olarak degerlendirilmektedir.
2.8. Lipaz Testi

Lipaz aktivitesini belirlemek i¢in, fenol kirmizisi indikatore sahip Tween 80 agar plakalar
kullanilmistir (Rai vd. 2014). Lipaz aktivitesi, pembeden limon sarisina bir renk degisimi varsa
pozitif olarak kabul edilmistir. Ortam renginin kirmizimsi pembeden limon sarisina doniistimii,
Tween 80'in bozunmasi nedeniyle yag asidinin salinmasiyla olusan pH'in bazik durumdan

asidik duruma (pH 7,2'den 6,5'in altina) degismesi nedeniyle tespit edilmistir.
2.9. Istatistiksel Analiz

Projede uygulanan tiir belirleme yontemi MALDI-Biotyper yazilimi (analiz 7.0) kullanilarak
analiz edilmistir. Diisiik pH’a dayaniklilik, antioksidan aktivitenin belirlenmesi ve katalaz
testispektro fotometre verileri GraphPad Prisms8 istatistik programina yiiklenerek tanimlayici
testlerin sonuglarina gore ortalamalar arasindaki farkliliklar icin ANOVA testi uygulanmustir.

P<0.01’1n altinda olanlar anlaml1 kabul edilmistir. Veriler ortalama+-SEM olarak sunulmustur.
3. BULGULAR
3.1. Olusturulan Dogal Yasam Alam I¢erisinde Besin Secimi Sonuclar

A. tubingensis ig¢in literatiirde verilen bilgiler 1518inda uygun nem ve sicaklikta ortam
olusturulmustur. Sekil 1°de goriildiigii gibi seftali, muz, limon, elma, armut, kayisi, marul,
ekmek ve bugday gibi bir¢ok besin iizerine agilanmasi sonucu elde edilen gozlem verilerine

gore limon, elma, seftali, muz ve bugday ¢iiriigii lizerinde daha iyi yetistigi goriilmiustiir (Sekil
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2A). Uygun besin tespiti sonras1 yapilan ekimlerin {lizerine esit miktarda plastik poset ve pet
sise parcalart eklenmistir. 150 giiniin sonunda hem plastigin yiprandiginm1 hem de mantarlarin
kondugu plastik kaplarin agindig1 gozlenmistir. Limon, elma, seftali, muz ve bugday ¢iiriigii
iceren ortamlarda gelisen mantarlarda gozle goriiliir bir artis oldugu ve plastigin ise azaldigi
tespit edilmistir (Sekil 2B). Sekil 2C ve D’de ise 90 giin gegtikten sonra, kullanilan plastik poset

parcalari lizerinde gelisen A. fubingensis izolatlar1 goriilmektedir.

Plastik kap i¢indeki ortamlara ekilen mantarlarin birkac haftalik siirecte icinde bulunduklar

plastik kaplar1 da asindirdig1 gorilmiistiir.

_—4"- b d
Sekil 1: A. tubingensis i¢in hazirlanan ortam ve uygun besin se¢imi. Seftali, muz, limon, elma,
armut, kayisi, marul, ekmek ve bugday gibi besin maddeleri ayr1 ayr1 degerlendirme
yapabilmeye uygun olacak sekilde hazirlanmistir.

N ETEEI T S —
- 3 AVEL Y . ——— e
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Sekil 2: Cesitli besinler lizerine asilanmis A. tubingensis’in gelisimi ve plastik {irlinlerin
eklenmesi. (A) Elma ve seftali ¢liriigii tizerinde gelisen A. tubingensis. (B) Secilen besinlerin
iizerine eklenen plastik parcalar ve (C-D) 90 giin sonrasinda olusan degisiklikler.

3.2. Orneklerin MALDI Biotyper ile Tanimlanmasi ve Kiiltiire Alnmasi

Olusturulan dogal yasam alanmi igerisinde ve uygulanan plastik {riinlerin yipranmalarini
saglayan bolgelerden alinan izolatlar MALDI Biotyper ile analiz edilmistir. Farkli besin iceren
farklt plastik iiriin asinmast bulunan alanlardan izolatlar alinmasina 6zen gosterilmistir.
Morfolojisi 4. tubingensis tiirline benzemeyen suslar 6rnek olarak alinmamistir. Alinan 10
izolatin tamaminin A. tubingensis oldugu belirlenmistir. Belirlenen izolatlar ayr1 ayn

saflastirilmistir. Saflastirilan 6rneklerin bazilarinin fotograflar Sekil 3°de verilmistir.

Olusturulan ortam goézlenirken fark edilen bir durum da bazi bolgelerde morfolojileri farkli
koyu yesil ve mavi kiif gelismesidir. Bunun sebebinin meyvelerin kendi dogasindan olusan
farkl: tiir mantarlar oldugu diistiniilmiistiir. Ayrica bu bolgelerdeki plastik {irlinlerde yipranma
olmamas1 dikkati ¢ekmistir. Bu sonug aslinda ¢calismamizin igerisinde bir kontrol grubu etkisi

saglamistir.

Sekil 3: Farkli besin iceren farkli plastik {iriin asinmasi bulunan alanlardan alinan izolatlarin
saflastirma sonrasi secilmis bazi goriintiileri.

3.3. A. tubingensis Susunun Sicaklik ve Diisiikk pH’a Dayamklihg:

Tiim izolatlar (limon, elma, seftali, muz ve bugday ¢iiriigli) her iki sicaklikta da (37 °C ve 30

°C) gelisme gostermislerdir (Tablo 1).

Spektrofotometrik Ol¢timler, pH 3.5'te A. tubingensis Limon, A. tubingensis Seftali ve A.
tubingensis Elma’nin absorbans degerlerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugunu
ortaya koymustur (P<0,01). Geriye kalan muz ve bugday iizerinden alinan suslarin ise asidik
kosullar altinda hayatta kalabildiklerini gdstermistir. Baslangic ve 3. Saat sonrasi

Olciimlerinden elde edilen sonuglar Sekil 4A’de verilmistir.
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Sekil 4: Besin ve plastik ortamindan izole edilip tanimlanan ve saflastirilan 4. tubingensis

izolatlarinin Diisiik pH (A), Antioksidan Aktivite (B) ve Katalaz Aktivitesi (C) olglim
Sonuglari.
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3.4. Antioksidan Aktivite

Calismada kullanilan farkli besinlerde gelisen ve plastik pargalarini asimile edebildigi
belirlenen farkli izolatlarin antioksidan potansiyeli incelenmistir. Izolatlarm tamaminin
antioksidan aktiviteleri %50'nin iizerinde bulunmustur (P< 0,01). En yiliksek antioksidan
aktiviteyi 4. tubingensis Seftali (%72) ve A. tubingensis Elma (%68) olarak belirlenmistir. Sekil

4B’de her bir izolatin antioksidan aktivitesi (ICso) goriilmektedir.

3.5. Katalaz Testi

Her bir besin ve plastik ortamindan alinarak %1 (w/v) glukoz igeren besi ortaminda saflagtirilan
A. tubingensis izolatlarindan Olgiilen hiicre disi katalaz iiretimi ve biyokiitle tayin sonuglari
Sekil 4C’de gosterilmektedir. Buna gore, elde ettigimiz tiim izolatlarin katalaz aktivitesi
gosterdigi bulunmustur (P<0,01). Katalaz aktivitesi besin ortaminin ¢esidine gore de farkliliklar

gostermis, fakat bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir.

3.6. Esteraz Testi

Esteraz aktivitesinin belirlenmesi icin Tween 80 katkili agar yontemi kullanilmistir. Esterazin
hidrolitik aktivitesi, A. tubingensis bllylimesinin etrafinda goriilebilen kalsiyum kompleksinin
olusumuyla gosterilmistir. inkiibasyon siiresi i¢inde ekim sahasi etrafinda Tween 80’in hidrolizi
ile agiga cikan yag asidinin kalsiyum ile birleserek opak kristaller halinde ¢okmesi; pozitif
esteraz aktivitesi olarak degerlendirilmektedir (Sekil 5A). Izolatlarin tamam esteraz aktivitesi
gostermistir. Belirgin olarak en fazla A. tubingensis Bugday esteraz liretirken A. tubingensis

Limon en az esteraz liretimi géstermistir.

3.7. Lipaz Testi

Fenol kirmizisi indikatore sahip Tween 80 agar plakalarinda lipaz aktivitesi, pembeden limon
sarisina bir renk degisimi varsa pozitif olarak kabul edilmistir. Ortam renginin kirmizimsi
pembeden limon sarisina doniisiimii, Tween 80'in bozunmasi nedeniyle yag asidinin
salinmasiyla olusan pH'in bazik durumdan asidik duruma (pH 7,2'den 6,5'in altina) degismesi
nedeniyle tespit edilmistir (Sekil 5B). Sar1 renge donen bdlgelerin caplarin o6lgiilmesi
sonucunda A. tubingensis Bugday en yiiksek lipaz tiretimi gosterirken A. tubingensis Limon en
az lipaz tiretimi gosterdigi belirlenmistir. Kontrol amagli ayni besiyerine Escherichia coli DSM
susu ekilerek lipaz iiretimi gozlenmistir (Sekil 5C). Kontrol grubunda sekil 5C’de goriildiigi

gibi lipaz aktivitesi goriilmemistir.
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Sekil 5: Besin ve plastik ortamindan izole edilip tanimlanan ve saflastirilan 4. tubingensis
izolatlarinin Esteraz (A) ve Lipaz aktiviteleri (B), Kontrol (£. col/i DSM) (C) deney goriintiileri.

Calismada A. tubingensis’in yasayabildigi ve c¢ogalabildigi bir ortam ve besin se¢imi
yapildiktan sonra izolatlar alinmistir. Alinan bu izolatlarin yeniden secilen (limon, elma, seftali,
muz ve bugday ciirtigii) besin ortamlarina ekimi ve {izerine plastik parcalar1 birakilmasi sonucu
gozlem yapilmaya devam edilmistir. Besin ve plastik bolgelerinden alinan izolatlarin tiir tayini
tekrar yapilmais ve ¢esitli 6zellikleri belirlenmek iizere deneyler diizenlenmistir. Her bir izolatin
30-37 °C’de yasayabilme, pH 3,5’e¢ dayanim, antioksidan aktivite, katalaz iiretimi, esteraz ve

lipaz enzim tiretimi verileri Tablo 1’de goriilmektedir.

Tablo 1: izolatlara gore yapilan deney verilerinin tablo halinde gdsterimi.

,iélz.otlbélzlz')ngensis(Limon ) 92-175 0,3 1,205 ) )
éoaﬁfli)”gensis (Elma ) 95-185 | 024 | 2087 | (0 | *)
1(4S ;ﬁgiﬁfﬁg{i) ) 04-188 | 022 | 1987 | (+) | ()
iAZ-O’l‘;fl")”ge’”"S (Muz ) 98-102 | 028 | 1753 | (+) |
g o Qo] e Juse] oo

4. SONUC VE TARTISMA

Daha once, Geomyces pannorum ve Phoma sp. topraktaki PU'yu biyolojik olarak
parcalayabilen baskin mantarlar olarak tanimlanmistir (Cosgrove vd. 2007). Literatiirde A.
tubingensis'in poliliretan (PU) parcalama potansiyeli ise ilk kez Khan vd. (2017) tarafindan

bildirilmistir. Aragtirmacilar, bir atik bertaraf sahasindan izole ettikleri bu tiiriin, PU filmi
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yiizeyinde renk bozulmasi, lekelenmeler ve ¢atlaklar olusturarak biyolojik pargalanma
sagladigini rapor etmislerdir. Onlarin bulgulariyla uyumlu olarak, mevcut ¢alismamizda da A.
tubingensis’in laboratuvar kosullarindan ziyade dogal olarak yagamini siirdiirebilecegi besin
ortamlarinda plastik pargalayabilme o6zelligi incelenmistir. Gozlemlerimiz sonucunda,
uygulanan plastik iiriinler lizerinde benzer sekilde renk degisimi ve belirgin yipranmalar tespit
edilmistir.

Mevcut ¢aligmanin amaci olusturulan dogal yasam ve besin ortaminda A. tubingensis’in plastik
parcalayabilme ozelligini gozleyebilmektir. Cogaltilan ortamdan alinan izolatlarin hangi
ozellikleri sayesinde plastik {lizerinde pargalanma veya yipranma etkisi gosterdigini anlamak
hedeflenmistir. Bos vd. (1999), gomiilii PU yiizeyine mikroorganizmalarin yapigsmasindan
sorumlu olan hidrofobik bir etkilesimin oldugunu ve bunun ¢evresel kosullardan
etkilenebilecegini gostermistir. Bu c¢evresel kosullardan sicaklik, nem, karbon kaynagi
bulunmasinin PU’nun biyolojik olarak par¢alanmasinda dnemli oldugunu gostermistir. Benzer
sekilde Abou-Zeid vd. (2001), polimerin dogasinin, parcalayan mikroorganizmanin ve ¢evresel
kosullarin (6rn. Besin tedarigi, sicaklik ve pH) biyolojik bozunma oranimi etkiledigini
gostermistir. Mevcut calismada, biyolojik olarak parcalanmanin etkinligi i¢in A. tubingensis’in
30-37 °C’de yasayabilme oOzelligi gosterilmistir. Ayrica kullanilan besin maddeleri karbon
kaynag1 olarak tasarlanmistir. Khan vd. (2017) calismalarinda sivi mineral tuzlu besiyerinde
(MSM) PU filminin yiizeyindeki mantarin bliyiimesinin 37 °C'de daha yiiksek ve 37 °C'nin

altindaki veya tizerindeki sicakliklarda bozunmanin daha yavas oldugu bildirilmistir.

Bir aragtirmada asitli piring ortaminin spor liretimi ve 4. tubingensis'in canlilig1 da dahil olmak
izere inokulum tretimi iizerindeki etkisini anlamak amaglanmistir. pH 3.0, 3.4, 4.0, 4.4, 5.0,
5.4 ve 6.0'dan olusan ortamin asitliginde 6l¢iilen degiskenler spor sayist ve Koloni Olusturan
Birim (CFU) olarak belirlenmistir. Sonucta ise A. tubingensis sporlarin iiretiminin ve
canliliginin sirasiyla 4.63 x 10% spor / ml ve 3.0 x 108 CFU / ml ile pH 6.0'da optimum oldugunu
gostermistir (Irawan vd. 2017). Aspergillus suslarinin 6zellikle 4. tubingensis’in metabolit veya
enzim iiretimi i¢in gerekli olan pH miktar {izerine birgok ¢alisma yapilmistir. de Leon vd.
(2019), Naphtho-Gamma-Pyrones (NGP) gibi yiiksek degerli bir metabolit iiretimi i¢in pH’1n
5 olmasi gerektigini ¢alismalarinda belirtmislerdir. Baska bir arastirmada Katalaz iiretimi igin
optimum pH degerinin 7,4 olmasi gerektigi bildirilmistir (Yao vd. 2023). PU’nin bozunmasi
icin Uretilen enzimlerin miktar1 da ortamin pH’1 ile ilgilidir. 4. tubingensis'te esteraz ve lipaz
enzimlerinin aktiviteleri i¢in farkli pH denemeleri yapilmis ve optimum degerin 5-9 oldugu

belirlenmistir (Khan vd. 2017). Mevcut calismada ise 4. tubingensis i¢cin optimumun altinda
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olan asitlik ortamda (pH 3,5) yasayabildigi hatta gogalabildigi gosterilmistir. Ozellikle pH 3.5'te
A. tubingensis Limon, A. tubingensis Seftali ve A. tubingensis EIma’nin absorbans degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli artiglar oldugu goriilmiistir (P<0,01). Muz ve bugday izolatlarina
kiyasla bu grupta goriilen bu istatistiksel farklilik, elma, seftali ve limon gibi asidik yapili
meyvelerden izole edilen suglarin, genetik veya metabolik olarak diisiik pH stresine daha giiclii

bir adaptasyon yetenegi kazandigini1 gostermektedir.

Bir¢ok mikroorganizmanin cesitli sebeplerle antioksidan aktivite gostermesi istenmektedir.
Genellikle saglik acisindan ve 6zellikle biyoteknolojik alanlarda antioksidanlar gibi ikincil
metabolitler onem tasimaktadir. Bir ¢alismada iclerinde A. fubingensis’inde bulundugu birgok
Aspergillus cinsinin ikincil metabolit potansiyeli arastirilmistir. Caligma sonucu ise A.
tubingensis G131 susunun 6zellikle antioksidan, antikanser veya antibiyotik 6zellikler gosteren
TAN-1612, asperazin ve NGP’ler i¢in metabolit iiretimi potansiyelinin yiiksek oldugunu
vurgulamaktadir (Choque vd. 2018). Literatiir incelendiginde 4. tubingensis'in antioksidan
potansiyelinin farkli substratlar ve fermantasyon yontemleriyle desteklendigi goriilmektedir.
Ornegin, Ramadan vd. (2023), A. tubingensis AUMC 15759 susunun piring samani gibi
tarimsal atiklar lizerinde kati hal fermantasyonu ile yetistirildiginde askorbik aside yakin (%95)
ve oldukg¢a giiclii bir DPPH radikal siipiirme aktivitesi (IC50: 1,2 mg/ml) sergiledigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde, Wang vd. (2018) A. tubingensis kullanilarak daldirmali
fermantasyon yontemiyle iiretilen ¢ay ekstraktlarmin in vitro kosullarda yiiksek theabrownin
icerigine bagl olarak belirgin serbest radikal siiplirme yetenegine ve antioksidan etkilere sahip
oldugunu gostermislerdir. Biyoteknolojik uygulamalardaki bu gii¢lii antioksidan {iiretim
potansiyeli plastik sektoriine de uyarlanabilir. Plastik bilesikleri isleme &zelliklerini,
performansini ve dayanikliligini iyilestirmek i¢in farkli formiillere sahip ¢ok sayida katki
maddesi kullanilmaktadir ve bu katki madde listesinin i¢inde antioksidanlar da yer almaktadir.
Antioksidanlarin plastik sektoriinde kullanilmasi agisindan avantajlarinin yani sira siirlamalar
da s6z konusudur. Asir1 miktarda kullanildiklarinda ¢ekme mukavemetinde ve esneklikte
azalma olusturdugu icin optimum diizeyde kullanilmalidir. Khan vd. (2017) PU biyolojik
bozunumunu test ederken A. tubingensis'in PU filminin ylizeyinde biiyiidiiglinii, ylizey
catlamasi, aginma, gdzenek olusumu veya ¢ekme mukavemetinde kayip gibi biyolojik bozunma
yeteneklerine sahip oldugunu gostermislerdir. Mevcut ¢alismada A4. tubingensis 1zolatlariin
yliksek antioksidan aktivite (0.22-0.3 ICso) (P< 0,01) gdstermeleri sebebiyle Khan vd. (2017)
caligmasina benzer sekilde c¢cekme mukavemetinin azalmasi yoluyla plastik bozunmasi

olabilecegi diisliniilmektedir.
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Aspergillus suslari lizerinde ¢alisilan bir diger 6nemli konu ise katalaz aktivitesidir. Baykal Sar1
ve Yiizigilli Karakus (2020) tarafindan yapilan ¢calismada, bir diger Aspergillus tiirii olan A.
niger’den l¢lii-faz ayirma sistemi ile saflagtirilan katalaz enziminin genis bir pH araliginda
(4.0-9.0) kararliligin1 koruyabildigi ve ikincil oksidaz aktiviteye sahip oldugu detaylica rapor
edilmistir. Enzimin bu tiir zorlu kosullara ve genis pH araliklarina olan dayanikliligi, uzun siiren
cevresel ve endiistriyel biyobozunum siire¢lerinde mikroorganizmalara ciddi bir adaptasyon
avantaj1 saglamaktadir. Nitekim bu enzimin nano plastikler ile olan etkilesimlerini konu alan
giincel ¢aligmalar da bulunmaktadir. Buradan yola ¢ikarak, mevcut ¢aligmamizda da diisiikk pH
stresine maruz birakilabilen A. tubingensis izolatlarinda katalaz aktivitesinin yiiksek oldugu (P<
0,01) belirlenmistir. Elde ettigimiz bu yiiksek aktivite, ilgili literatiirle uyumlu olarak mantarin
plastik parcalanmasi gibi zorlu c¢evresel silireglerde katalaz enziminin sundugu direng
mekanizmalarindan aktif olarak faydalandigini diisiindiirmektedir. Bu enzimin nano plastikler
ile olan etkilesimlerini konu alan ¢aligmalar bulunmaktadir (Hu vd. 2023; Yao vd. 2023).
Polikaprolakton (PCL) termoplastik kristalin bir polyesterdir ve topraktan izole edilen
Aspergillus sp. susu ST-01 tarafindan {iretilen katalazin etkisiyle tamamen pargalandigi
gosterilmistir (Feng vd. 2020). Buradan yola ¢ikarak mevcut calismada elde edilen izolatlarda
katalaz aktivitesi yiiksek oldugu (P< 0,01) belirlenmis ve bu agidan degerlendirildiginde plastik
parcalanmasi agisindan etkili olabildigi diisiiniilmiistiir. Ayrica izolatlar arasindaki katalaz
aktivitesi farkinin istatistiksel olarak anlamsiz bulunmasi, 4. tubingensis'in katalaz enzim
iiretiminin bulundugu cevresel besin kaynagindan ziyade tiiriin genetik stabilitesine bagl

oldugunu gostermektedir.

Enzimlerin PET ve polimamidlerin ylizey modifikasyonu i¢in yiiksek potansiyeli bir¢ok kez
rapor edilmistir. Literatiirde PET'1 hidrolize eden sadece birka¢ enzim tanimlanmig, bu enzimler
oncelikle lipazlar ve esterazlar olarak bildirilmistir (Alisch vd. 2004; Heumann vd. 2006). Yine
Nakajima-Kambe vd. (1995) ve Howard vd. (1999) daha 6nce benzer ¢alismalar yapmislar ve
PU’m biyolojik bozunmasinin ester baglarinin hidrolizinden kaynaklandigini gdstermislerdir.
Khan vd. (2017) ¢alismalarinda MSM asilanmis A. tubingensis'te esteraz ve lipaz enzimlerinin
aktiviteleri icin farkli sicaklik, pH, karbon kaynag1 ve yiizey aktif maddeleri test etmislerdir.
Optimum kosullarda lipaz aktiviteleri, maksimumda oldugunu ve ardindan kademeli olarak
azaldigin1 bildirmislerdir. Benzer sekilde mevcut calismada hem esteraz hem de lipaz
aktiviteleri biitiin izolatlarda tespit edilmistir. Plastik {iriin par¢alanmasi agisindan esteraz ve
lipaz varligi ¢alismamiza deger kazandirmistir. Zon ¢api1 6lgiimlerine gore yapilan istatistiksel

analizlerde, izolatlar arasindaki enzim aktivite farklar anlamli bulunmustur (P<0.01). Ozellikle
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A. tubingensis Bugday izolatinin istatistiksel olarak en yiiksek lipaz {iretimini gdstermesi,
bugdayin yapisindaki karbon kaynaklarinin enzim indiiksiyonunu diger besin ortamlarina gore

cok daha giiclii tetikledigini kanitlamaktadir.

Arastirmamizda, sicaklik, pH ve besin ortami ¢alismalari, A. tubingensis i¢in en uygun ¢evresel
kosullarin belirlenmesine ve antioksidan aktivite ile esteraz, lipaz, katalaz gibi enzim

calismalar plastik parcalama yeteneginin daha iyi anlagilmasina yardimci olmustur.

Sonug olarak mevcut ¢alismada, 4. tubingensis'in laboratuvar kosullarindan alinip, dogal bir
ortam olusturularak tekrar ¢ogalmasi saglanmistir. Bu yeni ortamda plastik parcalayabilme
ozelligi gézlenmis ve bu 6zelligi hangi yollar ile yapabildigi belirlenmeye ¢calisilmistir. Yiiksek
sicaklik ve diisik pH kosullarina diren¢li oldugu hatta cogalabildigi belirlenmistir. A.
tubingensis'in plastik yilizeyinde renk degisikligi ve lekelenmeler olusturdugu gdézlenmis, bu
asinmanin ise antioksidan aktivite etkisi ile gekme mukavemetinde kayip veya esneklik kayb1
olusturmasi yoluyla oldugu disiiniilmektedir. Katalaz, lipaz ve esteraz gibi enzimlerin
salgilanmasi plastik iirtinlerin pargalanmasinda etkilidir ve elde edilen veriler ile bozunumun
bu yolla desteklendigi netlesmektedir. Bu oOzellikler ile dogal olarak olusabilen A.
tubingensis’in plastik iirlinleri biyolojik olarak pargalayabilmesi miimkiindiir. Ancak yliksek
enzim aktivitelerini ve biyolojik bozunma yollarinda yer alan mekanizmay:r daha iyi

anlayabilmek i¢cin molekiiler anlamda daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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