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Bu calismada, nisasta bazli biyoplastik atiklarin kahverengi ¢iiriik¢iil fungus
Gloeophyllum trabeum ile biyolojik olarak pargalanabilirligi arastirilmustir.
Inkiibasyon siiresince numunelerin indirgen seker diizeyleri dinitrosalisilik asit
(DNS) yontemiyle belirlenmistir. Nisasta bazli biyoplastiklerin biyolojik olarak
pargalanmasi sonucunda elde edilen seker tlirleri HPLC analizleri ile saptanmistir.
Biyolojik par¢alanma sonucunda ortaya ¢ikan son liriinlerin belirlenmesi amaci ile
GC-MS analizleri gergeklestirilmistir. DNS metodu ile gergeklestirilen seker
analizleri, fermantasyon ortamlarina ait indirgen seker diizeylerinin; funguslarin
nisasta bazli biyoplastikleri pargalamalar1 sonucu artma, parcalanma sonucu ortaya
cikan sekerlerin funguslar tarafindan kullanilmasi1 sonucunda ise azalma egilimine
sahip oldugunu gostermektedir. HPLC analizlerine ait sonuglar, nisasta bazli
biyoplastiklerin yapisinda bulunan polisakkaritlerin; mannoz, arabinoz, glikoz,
galaktoz ve fruktoz gibi monomerlerine indirgendigini gostermistir. GC-MS
analizleri ile tanimlanan bazi kimyasal maddelerin miktarlarinda zamana bagh
meydana gelen azalmalar, bu par¢alanma friinlerinin G. trabeum tarafindan
kullanildigina isaret etmektedir.

Deneysel c¢aligmalar kahverengi ciiriik¢iil fungus G. trabeum’un nisasta
bazli biyoplastik atiklar1 parcalayabildigini ve parcalama sonucunda seker gibi
monomerlerin olustugunu gostermistir. Olusan bu pargalanma iriinlerinin uygun
kosullar altinda biyoetanol eldesi, tek hiicre proteini tiretimi gibi farkli amaglarla
kullanilmast miimkiin goriinmektedir.
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BIOPLASTIC WASTES BY THE BROWN ROT FUNGUS Gloephyllum
trabeum

Ezgi BEZIRHAN

ABSTRACT

In this study, biodegradation of starch-based bioplastic wastes by brown rot
fungus Gloeophyllum trabeum was investigated. The total reducing sugar levels of
samples was determined by the dinitrosalicylic acid (DNS) method. Type of sugars,
obtained from biodegradation of starch-based bioplastics, was determined by HPLC.
End products of the biodegradation process were identified by GC-MS analyses.
Results of DNS method sugar analyses showed that reducing sugar level of the solid
phase fermentation media had a trend of increasing with fungal attack to starch-based
bioplastics and decreasing with utilization of these sugars by fungi. HPLC analysis
results showed that polysaccharides in the structure of starch-based bioplastics were
separated monomers such as mannose, arabinose, glucose, galactose and fructose
during the biodegradation period. Time dependent changes of some chemical
substances obtained from GC-MS analysis as a end-product of biodegradation of
bioplastics indicated that these products has been used by G. trabeum during the
incubation period.

Experimental results showed that the brown rot fungus Gloephyllum trabeum
had an ability to biodegradate starch based bioplastics wastes and produced some
monomerssuch as sugars. It might be possible to use these monomers for different
purposes like bioethanol production, single cell protein production etc. at the suitable
conditions.

Key Words: Biodegradation, Gloephyllum trabeum, Starch-Based Bioplastics,
Brown Rot Fungi.
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1. GIRIS

Gegmisten giiniimiize kadar kullanilan tas, tung, bakir ve c¢elik gibi
malzemeler insanlik tarihinde ¢aglara isimlerinin verilmesine neden olabilecek kadar
biiyiikk 6neme sahip olmuslardir. Giiniimiizde ise plastikler ¢cagin malzemesi olarak
anilmaktadir. Kolay sekil almasi ve hafif olmasi nedeni ile depolama ve tasimada
sagladig1 avantajlar, plastiklerin otomotiv endiistrisinden tibba kadar hemen her

sektorde kullanilmasini saglamis ve modern yasamin bir pargasi haline getirmistir

[1].

Plastiklerin uygulama alanlarinin genisligi endiistriyel acidan bir avantaj
olmakla birlikte, diinyanin her yerinde her yil biiyiikk miktarlarda plastik atiklarin
olugsmasia neden olmaktadir [2]. Dolayist ile bu atiklarin yonetimi biiyiikk 6neme
sahip olmakta ve ozellikle geri doniisim ve geri kullanimin yeterli oranda
yapilamamas1 nedeni ile kentsel deponi alanlarmma gonderilen plastikler biiyiik
cevresel problemlere neden olmaktadirlar [3]. Ayrica giiniimiizde deponi arazisi
bulmasi giderek zorlagsmis ve atiklarin bertarafinin iyi bir atik yonetim yontemi

olmadig1 ortaya ¢cikmistir [3]

Petrol kokenli plastikler dogada mikrobiyal olarak kolaylikla
parcalanamadigindan g¢evresel bir endise haline gelmislerdir [1]. Bu nedenle son
yillarda biyolojik kdkenli olan ve dogada daha hizli pargalanabilen plastikler
gelistirilmis ve bunlar “biyoplastik” olarak adlandirilmistir.  Gliniimiizde petrol
kokenli plastik atiklarin azaltilmasi ve biyoplastiklerin kullaniminin 6zendirilmesi
amaci ile birgok iilkede cesitli yasal ve ¢evresel diizenlemeler yapilmaktadir. Ayrica
petrol fiyatlarindaki hizli artis da yenilenebilir kaynaklardan biyolojik kokenli

malzemeler gelistirilmesine imkan tanimistir [4].

Biyoplastikler; musir, seker, patates vb. yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen polimerlerdir.  Bu polimerler, kompostlasma gibi kontrollii biyolojik

pargalanma kosullarinda parcalanabilmektedirler [5].
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Biyoplastik  iiretiminde temel ham maddeler; nisasta ve seliiloz
polisakkaritleri gibi dogrudan biyokiitleden elde edilen polimerler; gliiten, soya ve
zein gibi proteinler ve g¢esitli lipitlerdir [6]. Nisasta, kolay bulunmasi,
yenilenebilirligi ve diisiik fiyat1 nedeniyle biyolojik parcalanabilir plastikler iiretmek
amaci ile kullanilan malzemelerin temelini olusturmaktadir [7]. Ticari 6neme sahip

biyoplastiklerin birgogunun ana ham maddesi olarak nisasta tercih edilmektedir.

Gilinlimiizde biyoplastiklerin tliketim miktarinin 750,000 ton/y1l oldugu
tahmin edilmektedir [6]. Bu miktar, yakin gelecekte petrol kdkenli plastiklerin yerini
alacag diislinlilen biyoplastiklerin dogru bir atik yoOnetimi yapilmadigi takdirde

olusturacag atik potansiyelinin olduk¢a yiiksek oldugunu gostermektedir.

Biyoplastikler ile ilgili giinlimiizde yapilan aragtirma ve gelistirme
faaliyetleri genellikle esnekligin, saglamligin ve dayaniklilifin arttirilmasi izerine
odaklanmistir. Endiistriyel AR-GE c¢alismalarindaki temel amag¢ geleneksel
plastiklerle rekabet edebilecek malzemenin olusturulmasidir.  Ancak biyolojik
kokenli olan ve dogada petrol kokenli plastiklere oranla daha kisa siirede
parcalanabilecegi diisiinlilen biyoplastikler 1ile ilgili biyolojik parcalanma
arastirmalarimin sayis1 oldukca diisiik olup hemen hepsi bakterilerle pargalanma
caligmalarini igermektedir. Bu plastiklerin fungal parcalanmalar ile ilgili yeterli

bilimsel literatiir bulunmamaktadir.

Ciirtik¢iil ~ funguslarin {rettikleri enzimler yardimi ile birgok aromatik
bilesigi pargalayabilme yetenegine sahip oldugu cesitli bilimsel calismalar ile
ispatlanmistir.  Ayrica bazi funguslarin, aromatik bilesenlerin genis bir kisminin
parcalanmasini saglayan ligninolitik enzimlerle birlikte amilazlar1 da tretebildigi
bilinmektedir [8].

Bu ¢alismanin amaci kahverengi ciiriik¢iil fungus Gloephyllum trabeum’un
nisastaylr parcalama yetenegi sayesinde, nisasta bazli biyoplastik atiklarin
parcalanabilirligini arastirmak ve olusan bu atiklarin yonetimine yardimci olmaktir.

Calisma Avrupa Birligi uyum kapsaminda {ilkemizde yapilacak olan cevresel
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diizenlemelere paralel olarak heniiz ortaya ¢ikmamig bir problemin ¢oziimiine 151k

tutmay1 ve litetatiire katkida bulunmay1 amaglamaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. GELENEKSEL PLASTIKLER

2.1.1. Plastiklerin Tarihgesi

Plastik Latince “plasticus” kokenli olup [10], el ile yogrulabilen, bi¢im
verilebilen anlamindadir. Teknolojik olarak makro molekiillerin kullanilmasina
dayanan, 1s1 ve basing etkisiyle kaliba dokiilerek, bicimlendirilebilen yapay organik
maddelerdir [9] ve gilinimiizde modern yasamin ayrilmaz bir pargasi olarak

nitelendirilmektedir [10].

Geleneksel plastikler her ne kadar modern malzemeler olarak nitelendirilse
de varlig1 20. yiizyildan &ncelere dayanmaktadir. Ingiliz mucit John Osborne 17.
yiizyilda dogal bir plastik olan boynuzu 1sitip kaliplamistir [11]. On dokuzuncu
yiizyilda orta gelirli insanlarin boynuz endiistrisini kesfetmesi ile bu sektér hizla
gelismigtir.  Tropikal agaclardan elde edilen sakizlar 1847°li yillarda biytik ilgi
gormiis ve o yillarda telgraf tellerinin kaplanarak korunmasi amaciyla kullanilmistir
[12].

Ticari olarak kullanilan ilk plastikler, genellikle pamuk artiklarindan elde
edilen seliilozdan fiiretilen yar1 sentetik plastiklerdir. Insan yapmmu ilk plastik
Alexander Parkes tarafindan 1862 yilinda pamuk artiklarinin nitrik asitle muamelesi
sonucu (seliiloz nitrat) kesfedilmistir [12]. Parkes olarak adlandirilan yar1 sentetik
plastigin kii¢iik miktarlar gerektiren iiretimleri (taki, bigcak saplari, kutular) kolay
olmus ancak endiistriyel iretimi miimkiin olmamistir. Amerikali matbaaci John
Wesley Hyatt 1870 yilinda ilk basarili plastik olan seliiloidi iiretmis, ancak yanici

olmalar1 endiistriyel gelisimlerini engellemistir [11, 12].

Plastik diinyasinin ilk énemli gelisimi, Belgikali kimyager Leo Backeland
tarafindan 1907 yilinda sentezi yapilan fenol-formaldehit reginesi (Bakelit) iledir [9,
11].
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Yakit ve kimyasallarin kaynagi olarak, 1900’li yillarin basinda petroliin
ortaya ¢ikmasiyla plastigin tarihi onemli 6l¢iide degismistir [1]. Alman kimyager
Hermann Staundinger’in 1922 yilinda plastiklerin binlerce molekiiliin birlesmesi ile
elde edilen zincirlerden olustugunu kesfetmesiyle de yeni plastiklerin kesfinin 6nii
acilmis, 1930’larda petrol ve tiirevlerinden plastik elde edilmistir. ikinci Diinya
Savas ise dogal polimerlere erisimin zorlugu nedeniyle sentetik plastik endiistrisinin
gelisiminde biiyiik bir rol oynamuistir [12]. Gilintimiizde ise plastikler, hizla biiyiiyen
diinya niifusu ihtiyaglari ile uyum halindedir [11].

2.1.2. Plastikler ve Kullanim Alanlari

Plastikler, ucuz, hafif ve dayanikli olmalari, kolay sekil almalar1 sebebiyle
tireticiler ve tiiketiciler tarafindan demir, ¢elik, ahsap ve cam gibi diger malzemelere
oranla daha ¢ok tercih edilmektedirler [11]. Bu sebeple plastik malzemeler insaat,
tekstil, gida, otomotiv ve tarim sektorii gibi bir¢ok alanda genis bir kullanim alani

bulmaktadir [12].

Insaat sektdriinde plastik malzemeler saglam, uzun Omiirlii olmalar1 ve
cevre sartlarina dayanikli olmalar1 sebebiyle yogun olarak kullanilmaktadirlar. Boru,
duvar kaplamalari, panjur-cerceve, c¢it-parmaklik, zemin kaplamasi, bina i¢i sthhi

tesisat1 ve bina yalitimi gibi oldukga genis bir kullanim alan1 mevcuttur [12].

Tekstil sektoriinde ise plastikler en ¢ok lif formunda kullanilmaktadir.
Polimerden sentetik lif tretilmekte; bunlar da dokuma, orme gibi tekniklerle

kullanima hazir hale getirilmektedirler [12].

Elektrik ve elektronik sanayinde plastikler ana salterden kablolara,
televizyon, radyo, Dbilgisayar ve telefona kadar bir¢cok elektronik iiriinde
kullanilmaktadirlar [11].

Glinlimiizde diinyada iiretilen plastik miktarinin %40 oraninda paketleme

endiistrisinde kullanildigi bilinmektedir (Sekil 1.1.) [13]. Paketleme sanayisi plastik
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endiistrisinin en genis endiistri kolunu olusturmaktadir [6, 12]. Onceligi iiriinii zarar
gormeden ve degerini kaybetmeden saklamak olan ambalaj sanayi, plastik tiikketen
sektorler arasinda en On sirada yer almaktadir [12]. Plastik ambalajlar; tarim
ilaglarinin, elektronik cihazlarin, gida maddelerinin, madeni yaglarin, deterjanlarin,
tibbi ilaclarmn, kimyevi maddelerin, kozmetik iriinlerin ve bir¢ok iirliniin

ambalajlanmasinda kullanilmaktadir [1].

Otomotiv sektoriinde plastikler, 6n konsol, kontrol panelleri, yer dosemeleri,
yakit deposu, tampon, ¢amurluklar, emniyet kemeri, vites kolu ve motor dahil
otomobil tiretiminin bir ¢ok alaninda kullanilmaktadir [1, 12]. Gilinlimiizde iiretilen
plastiklerin %7’sinin otomotiv sektorii igin kullanildigi bilinmekte ve bu oranin
ontimiizdeki yillarda artacagi tahmin edilmektedir (Sekil 2.1.) [13]. Tibbi iriinler,
oyuncak ve spor malzemeleri tiretiminin yapildigi diger pek cok endiistride de
plastikler kullanilmaktadir [11].

Yapim-
insaa
Paketleme %20
%40 T .
/Otomotlv
< %7
T Elektrikc
elektronik
%6
Diger %27
(Spor,oyuncak
2tarim vb.)

Sekil 2.1. Plastik kullaniminin sektorel dagilimi [13]

Plastikler diisiik molekiil agirlikli, bir veya birkag organik polimer igeren
maddelerdir ve tiretimlerinde polimer &zelliklerinin gelistirilmesi igin kullanilan
4000 farkli katki maddesi bulunmaktadir [11]. Cizelge 2.1.°de yogun olarak

kullanilan plastik tiirleri ve kullanim alanlar1 verilmistir [15].
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Cizelge 2.1. Plastik tiirleri ve kullanim alanlar1 [15].

Plastik tiirii Kullanim Alam
Polietilentereftalat Gida ve Tekstil Endiistrisinde
Yiiksek Yogunluklu Polietilen Paketleme Endiistrisinde
Polivinil Kloriir Insaat Sanayiinde (Boru ve tesisat)
Diisiik Yogunluklu Polietilen Paketleme Endiistrisinde
Polipropilen Gida paketlemesinde
Polistiren Insaat Sanayiinde (K&piik yapiminda)
Polimetil metaakrilat Yapim-Ingaa Alaninda (pencere cergevesi
yapiminda)
Naylon 6 Tekstil Endiistrisinde(Hal1 ve lif iiretiminde)
Akrilonitril butadien stiren Otomotiv Endiistrisinde

Plastik malzemeler tiim diinyada gerek arastirma ve gelistirme, gerekse
kullanim alant bakimindan hizli bir gelisme gostermektedir. Giiniimiizde plastikler
diger malzemelerin yerini almis ve motor govdeleri, tiirbin kanatlari, ugak gévdeleri

gibi agir makine sistemlerinde bile kullanilir hale gelmislerdir [14].

2.1.3. Plastik Atiklarin Yonetimi

2.1.3.1. Plastik atik olusumu

Plastiklerin kesfinden bugiine plastik iiretimi ve dolayisiyla tiikketimi hizla

artmaktadir. Diinyada 2010 yilinda iiretilen toplam plastik miktar1 265 milyon ton
olarak belirlenmistir (Sekil 2.2.) [16].
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250 Milyon ton 265 Milyon ton

204 Milyon ton

99 Milyon ton

1,7 Milyon

1950 yili 1976 yil
1989 yili

2002 yili 2009 vil|

Y 5010 il

Sekil 2.2. Yillara gore Diinya ¢apindaki plastik {iretim miktarlar1 [16].

Tiirkiye’de ise plastik tiretiminde, ilk kullanildig1 giinden giiniimiize kadar
hizli bir artis gézlenmis ve 2010 yilinda 6,3 milyon ton plastik tretimi yapildigi
belirlenmistir (Sekil 2.3.) [17].

6,3 milyon ton

. 3,7 milyon ton
2,2 milyon ton

2000 yih
2005 yih
2010 yih

Sekil 2.3. Yillara gore Tiirkiye’deki plastik tiretim miktarlari [17]

Plastiklerin genis uygulama alanlarinda kullanilmasi ve tiikketiminin bu
kadar fazla olmasi nedeniyle, diinyanin her yerinde biiylik miktarlarda plastik atik

olusmaktadir [18, 19]. Bati Avrupa’da 1996 yilinda 2,6x10° ton kat1 atigm 1,7x10’
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tonunun sadece plastik atiktan olustugu agiklanmistir. Plastik atiklarin ise %63 linii
evsel atiklarin, ozellikle gida paketleme atiklarinin olusturdugu belirlenmistir.
(Cizelge 2.2.). Plastik atiklar, evsel atiklar igerisinde organik atiklar, cam, metal ve

ahsap gibi diger atiklarla birlikte bulunmaktadir [18].

Cizelge 2.2. Plastik atik olusum miktarlar1 [18].

Plastik Atik Kaynaklari Plastik Atik Miktarlar1 (Mt/yil)
Evsel atiklar 10,673
Dagitim ve ulastirma enddistrisi 3,291
Yapim-insaat endiistrisi 0,832
Elektrik-elektronik endiistrisi 0,828
Otomotiv endiistrisi 0,920

Tarim endustrisi 3,27

Toplam 16,871

2.1.3.2. Plastik atiklarin yonetimi

Dogal kaynaklarin ve c¢evrenin korunmas: ile ilgili olan genel endiseler,
farkli cesitlilikte olan atiklarin g¢evresel etkilerinin ve dogal kaynak tiiketiminin
azaltilmasi i¢in atik yonetimi tekniklerinin gelismesine yol agmustir [18, 20].

Giinlimiizde atik yonetimi hiyerarsisi 3R kurali yaklagimina dayanmaktadir;

e Azaltma (Reduction): Kullanilan kaynagin atik olmasina izin vermeden
tirtiniin tretilmesi sirasinda daha az kaynak kullanarak (kaynaginda onleme) ya da
tirlinlin kullanimini, tiiketimini azaltarak (minimize etme) atik miktarinin azaltilmasi

prensibine dayanmaktadir [18, 20].

e Yeniden kullanim (Reuse): Kullanilan iiriiniin, tiiketiciler ve endiistriler
tarafindan yeniden ayni amaglarla kullanilarak atik olusum miktarlarinin azaltilmasi
esasina dayanmaktadir. Ozellikle ambalaj iiriinlerinin endiistriler ve tiiketiciler

tarafindan yeniden kullanimi yasalarla tesvik edilmektedir [18, 20].
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e QGeri doniistirme (Recycling): Atiklarin yeniden tiiketim zincirine
katilmasin1 icermektedir.  Genellikle geri doniistiiriilen {irlinler, {rlintin 1lk
kullanildigindaki orijinal haline gore daha az kaliteli olmakla birlikte geri doniistimii
desteklenmektedir [17]. Bununla birlikte geri doniisiim yapilabilmesi i¢in geri
doniistiirme sirasinda harcanan enerjinin, yeni {iriin iiretme sirasindaki harcanan

enerjiden daha az olmasi gerekmektedir [18, 20].

e Enerji geri kazanimi:  Uriiniin {iretim asamasi sirasinda harcanan
enerjinin geri kazanilmasii igermektedir. Yakma islemi ile 1s1l degeri yiiksek olan
atiklarin yakma 1sisinin kullanilarak sicak su, buhar ve elektrik eldesi esasina

dayanmaktadir [18, 20].

e Uzaklagtirma (Bertaraf): Atigin, deponi alanlarima uzaklastirilarak
diizenli veya vahsi olarak depolanmasi olarak tanimlanmaktadir. Cop deponi
alanlarinin  azalmasi1 gibi problemler nedeniyle atigimm 3R kuralina gore

yonetilmesinden sonra en son segenek olarak degerlendirilmektedir (Sekil 2.4.) [15,
18].

En cok tercih
edilmesi gereken
yontem

Kaynaginda Onleme :|»Azaltma
Minimize etme

Yeniden Kullanim
Geri Donusum

Enerji Geri Kazanimi

Uzaklagtirma

Sekil 2.4. Atik yonetimi hiyerarsisi
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Gliniimiizde plastik atiklar, atik yonetimi hiyerarsisine gore
yonetilmektedir. Ancak bu hiyerarsi, baz1 agilardan plastik atiklarin yonetilmesinde
yetersiz kalmaktadir [18, 20].

Plastik atiklarin cevresel bir endise haline gelmesinden sonra plastik
kullanimimin kaynaginda azaltmasi yoluna gidilmistir. Cizelge 2.3.°de en fazla
plastik tiiketimine neden olan ambalaj endiistrisisin, 1970-1990 yillar1 arasinda bazi
plastik Triinlerin {iiretimindeki plastik kullanim miktarim1 kaynaginda azalttig
gosterilmektedir [18]. Ancak kaynaginda azaltmanin uygulanabilirlik alaninin kisitl
olmasi sebebiyle atik yonetiminin ilk kurali olan azaltma yoluyla atiklarin yonetimi

yetersiz kalmaktadir.

Cizelge 2.3. 1970-1990 yillar1 arasinda gida ambalaj miktarlarinin azaltilmasi [18].

Ambalaj 1970 yihindaki {1990 yilindaki Miktardaki Azalma
Cesidi Agirh@ Agirh@ Oram
(1 adet) (9) (9) (%)
Aligveris ¢antasi(PE) 23 6,5 70
Yogurt kab1 (PS) 6,5 3,5 45
Kola sigesi (PET) 66 42 35

Plastik atiklarin geri doniisiimiinde mekaniksel geri donilisim ya da
hammadde geri donisiimii olmak {izere iki farkli yontem kullanilmaktadir.
Mekaniksel geri doniisiimde plastikler polimerlerine, hammadde geri doniisiimiinde
ise plastikler kimyasal maddelere ya da petrole doniistiiriilmektedir [18]. Daha az
enerji ve daha az kaynak kullanmasi nedeniyle geri doniisiim gilinlimiizde daha ¢ok
tercih edilen bir yontem olarak ortaya ¢ikmaktadir [17]. Ancak plastiklerin farkli
tipleri arasindaki, Ozelliklerinin ve kimyasal bilesimlerinin ¢esitliligi nedeniyle
tizerlerinde bulunan geri donistiiriilebilir kodlarina ragmen (Sekil 2.5.), mekaniksel
geri doniigiimleri bazi problemlere neden olmaktadir [1, 17, 18]. Plastik atigin,
gazlastirma, hidrojenasyon ve kimyasal depolimerizasyon islemleri icin biiyiik
kapasiteli tesislerin ¢alistirilmas1 ve bu tesislerin ¢ok fazla alana ihtiyag duymasi

hammadde geri dontisimiinii kisitlamaktadir [18]. Plastigin hammadde geri
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dontigiimii sirasinda atmosfere yayilan sera gazlari da diger bir ¢evresel problem

olarak ortaya ¢ikmaktadir [17].

N\
AWAWAWL

PET HDPE PVC LDPE
ANV AYEFAS

Cy &N CD
PP PS DIGER

Sekil 2.5. Plastik malzeme kodlar1 [12, 18].

Plastik atiklarin yiiksek 1s1l degerlerine sahip olmalar1 nedeniyle enerji geri
kazanimi diger bir ¢ekici ¢ozlim olarak sunulmasina ragmen, yakma, gazlastirma gibi
geri kazanim yontemleri de atmosfere dioksin sera gazlarinin salinimina neden

olabilmektedir [1, 17].

Plastik atiklarin, 3R hiyerarsisine gore yonetimi yetersiz kalmakta, geri
dontisiim atiklarin hacimsel olarak c¢ok kiigiik bir yiizdesine uygulanabilmekte ve

¢ogu kentsel deponi alanlarina gonderilmektedir (Sekil 2.6.) [3].
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Sekil 2.6. Plastik atik yonetimi segenekleri ve uygulanma oranlari [18].
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Diger problemlerinin diginda plastik atiklar sikistirilmalari durumunda bile,
cok biiylik miktarlarda kullanilmasi nedeniyle deponi alanlarina uzaklagtirilmasinda
da problem olusturmaktadirlar. Uretilen plastiklerin artan miktarlar1 deponi alani
sikintisin1 da beraberinde getirmektedir. Giinliimiizde yeni arazi temini, onayi,
arazinin depolama kullanimi ve bertaraf {icretlerinin diizenlenmesi gibi problemler
yerel yonetimlerin en 6nemli sorunlarindan biri haline gelmistir [11]. Diger taraftan,
cogu plastigin parcalanabilir olmamasi nedeniyle, plastiklerin ¢op deponi

sahalarindaki bertarafinin ayrica énemli bir ¢evresel etkisi bulunmaktadir [17].

Son zamanlarda, atik yonetiminin 3R modelinin ¢evrenin korunmasinda
yetersiz kalmasi nedeniyle “kompostlama” ya da “dogaya kazandirma” yontemi
¢evre koruma sloganina 4’lincii R’si olarak (reduce-reuse-recycle-return to nature)
eklenmistir. Ancak plastiklerin ekolojik zararlar1 diistiniildigiinde son yontemin de

gelistirilmedigi takdirde etkisiz olacagi diisiiniilmektedir [11] .

2.1.3.3. Plastik atiklarin ekonomik ve ¢evresel etkileri

Ekonomik acidan plastik tiretiminde, 6zellikle hidrokarbonlar gibi 6énemli
kimyasal maddelerin ve enerji kaynaklarinin kullanildigi g6z ardi edilmemelidir [18].
Plastik tiretiminde kullanilan, yenilenemeyen ve sinirl bir kaynak olan, dogal gaz,
komiir ve petrol fosil yakit rezervlerinin giderek azaldigi bilinmektedir. Fosil
kaynaklarin siirekli azalmasi nedeniyle petrol fiyatlarinin artisi plastik malzemelerin
fiyatinin artigina sebep olmakta, plastik liretimini kaynak ve ekonomik agidan

olumsuz etkilemektedir [11].

Plastiklerin ¢evreye ve canli yasamina olan bazi etkileri ise su sekilde

siralanmaktadir;

1. Plastikler, renklendirici, dayaniklilik artiricy, plastiklestirici,
sabitlestirici ve dolgunlastirici 6zellikteki katki maddelerini igermektedirler [18].
Plastigin polimer Ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in eklenen bu katki maddeleri

kadmiyum ve kursun gibi agir metaller, bisfenol A, ftalat ve yanmay1 geciktiren bazi
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kimyasal maddelerdir [19]. Bazi plastiklerin yapiminda kullanilan kimyasal
maddeler son derece toksik olabilmekte ¢evre ve insanlar tizerinde olumsuz etkilere
neden olabilmektedir. Plastikte polistirenler, stiren biitadin kopolimerler,
akrilonitriller, bifeniller, asetil bibiiril sitratlar ve stiren oksitler gibi bazi zararli

sentetik organik bilesikler de bulunmaktadir [1].

2. Petrolden sentetik olarak tiretilen plastikler biyolojik olarak kolayca
parcalanamamaktadirlar [1, 11]. Plastiklerin par¢alanmaya kars1 dayanikli olmalari
¢Op deponi alanlarina bertaraflar1 yoniinden sakinca olusturmaktadir [19]. Yapisinda
toksik maddeleri barindiran plastiklerden polistiren (PS) ve polietilen (PE) gibi
plastiklerin tamamen dogada pargalanmasi i¢in ylizlerce hatta binlerce yil

gerekmektedir [3].

3. Toprakta oldugu kadar son yillarda okyanuslarda da biriken plastik atik
miktar1 giderek artmaktadir [1]. Okyanuslarda biriken plastik atiklar igindeki zararlt
kimyasal ve toksik maddeler, deniz yasamindaki canlilar tarafindan absorbe edilerek
besin zincirini olumsuz yonde etkilemektedirler [11, 19]. Sekil 2.7.’de plastik
atiklarin denizlere veya okyanuslara atilmasi sonucunda olusabilecek tehlikeler

gosterilmektedir [19].

Sekil 2.7. Plastik atigin deniz ortamindaki hareket yollar1 [19].
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Ayrica deniz i¢inde bulunan kirletici maddelerin de plastik atik tarafindan
absorbe edilerek topraga tasinmasi ve toprakta birikmesi canli yasamini daha
tehlikeli hale getirmektedir (Sekil 2.8.) [19].

@2® Fenantren O Plastik Partikald

Sekil 2.8. Denizde bulunan fenantren kirleticisinin tasinmasinda plastigin etkisi [19].

4. Plastik atiklarin yakilmasi sonucu olusan dioksinler Onemli ¢evre
Kirleticilerinden biridir. Dioksinler, yapisal olarak sentetik organik kimyasal bir grup
olup, deney hayvanlarinda 6liim dahil bir dizi olumsuz saglik etkilerine neden olan
maddeler olarak tanimlanmaktadirlar. Ayrica plastiklerin yakilmasi karbon dioksit
ve metan gibi diger toksik emisyonlar1 da olusturmaktadir. Bu sera gazlarinin ise

iklim degisikligine sebep oldugu bilinmektedir [1].
2.2. BIYOPLASTIKLER

Plastik yapiminda kullanilan katki maddelerinin doga tarafindan kabul
edilebilir 6zelliklere sahip olup olmadig, plastik atiklarin ¢cevrede yok olma siiresi,
tiretim ve islenme sirasinda olusan atiklar gibi konular geleneksel plastiklerin neden
oldugu temel kaygilar olarak ortaya ¢ikmaktadir [1]. Artan bu gevresel kaygilarla
birlikte petrol fiyatlarinin artmasi ve rezervlerin azalmasi, ¢evre ile ilgili ¢esitli ulusal

ve uluslararasi yasal diizenlemeleri de beraberinde getirmektedir [21]. Petrokimyasal
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hammaddelere olan bagimliligin azaltilmasi ve siirdiiriilebilirlik kavrami biyolojik
kokenli plastik malzemelerin {iretimini ve gelisimini tesvik etmistir (Sekil 2.9.) [1,
21, 22, 23].

Plastik Uretimi (Mt)

300 — Biyolojik
E ‘ Yasalar/sinirflamalar kﬁke!‘"

%0 4 / plastikler
- insan saglig igin kaygilar

200 4 /
- Vahsi yasam igin kaygilar

150 - /
1 Plastik atiklarin dogada birikimi

100 o
n Plastik iiriin gesitliliginin/kullaniminin artmasi

50 Wi
=|  Plastiin Kesfi ve geligimi Ld_,//f

0 1 — l E ]

Zaman (yil)
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Sekil 2.9. Diinya ¢apinda plastiklerin iretim miktarlari, sosyal kaygilar ve

biyoplastiklerin {iretimi arasindaki iliski [19].

Gerek bireysel, gerekse endiistriyel bazda artan c¢evresel biling ve cevre
yonetim sistemlerinin etkileri plastik malzemelerden kaynaklanan kirliligin
onlenmesi amaci ile ¢evre dostu, biyolojik kokenli plastikler {izerinde yapilan
aragtirma ve gelistirme ¢alismalarinin artmasina neden olmustur. Bununla birlikte
birgok isletme “biyoplastik” olarak adlandirilan malzemelerin iiretimi {iizerine

odaklanmustir [3].

2.2.1. Biyoplastiklerin Tarihgesi

Yesil plastikler veya biyolojik kokenli plastikler olarak da nitelendirilen
biyoplastikler giiniimiizde eskiye oranla olduk¢a fazla kullanim alanina sahip
olmasma ragmen, asil kesifleri 19. yilizyila dayanmaktadir [1]. Plastigin kesfi
sirasinda  kullanilan ke¢iboynuzu, pamuk artigi gibi bitki esashi kaynaklar

biyoplastigin kesfinde ilham kaynagi olmuslardir [1, 11].
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Bilardo toplarinin iiretiminde kullanilan fildisi yerine bir alternatif
aranmasiyla birlikte 1869 yilinda, Amerikali arastirmaci John Wesley Hyatt Jr
tarafindan fildisi olmayan bilardo toplar1 i¢in seliiloz tiirevi kaplamanin patenti
alimmigtir.  Ancak, yanan puronun yanliglikla toplara temas etmesiyle ateslenen
toplar bu girisimin kisa siireli olmasina neden olmustur. Hyatt projesi iizerinde
calismaya devam etmis ve giinlimiizde fotograf ve film bandi olarak bilinen, yaygin

olarak kullanilan ilk plastik olan seliiloidi gelistirmistir [1].

Petroliin 1900l yillarin basinda kesfedilmesiyle biyoplastikler geri planda
kalarak sentetik plastikler birgok alanda kullanilmaya baslanmistir [24].

Henry Ford, 1920’lerde otomobil iiretiminde soya fasulyesini kullanmay1
denemis ve o donemde tarimsal iiretim artig1 olan soya fasulyesinden iiretilen soya
plastiklerini direksiyon, i¢ donanim ve gosterge paneli gibi otomobil pargalarinda
kullanilmigtir. Bu arastirma ve gelistirme faaliyetlerinin sonunda Ford tam bir
"plastik otomobil" prototipi iiretmek igin girisimde bulunmus ve prototip 1941
yilinda sergilenmistir. Ancak Ikinci Diinya Savasinin da etkisiyle siirekli {iretime

gecilememistir [1].

Petrol krizinin 1970’li yillarda neden oldugu etki ile biyolojik kokenli
plastikler tekrar giindeme gelmistir. Biyolojik olarak parcalanabilen kagitlar ve
ambalajlar 1980°1i yillarda kullanilmaya baglanmistir [25].

Giliniimiizin en yenilik¢i biyoteknolojik iiriinleri olan biyolojik kdkenli
plastik tretiminin simdilerde ise 4,5 ile 12 milyon ton/yil arasinda oldugu
bilinmektedir [1, 24].

2.2.2. Biyoplastik Nedir?

Son yirmi yilda iiretim ve gelistirme agisindan 6nemli gelisim gdsteren

biyoplastikler farkli tanimlar ile karsimiza ¢ikmaktadir. ABD Tarim Bakanligi
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biyoplastikleri, “tamamen veya Onemli bir kisminda biyolojik {iriin, ormancilik
malzemeleri ya da bitki, hayvan ve deniz iirlinleri de dahil yenilenebilir yerli tarim
malzemelerinden olusan ticari veya endiistriyel {iriinler” olarak tanimlamaktadir.
Amerikan Malzeme Test Kurumu (ASTM, American Society Test for Materials)
biyoplastikleri, “karbonunun, biyolojik siirecler yoluyla yenilenebilir bir kaynaktan
elde edildigi organik bir malzeme” olarak tamimlamaktadir. Is adamlar ve
arastirmacilardan olusan bir organizasyon olan Business- NGO Working Group ise
“karbonunun %100, musir nisastasi, soya proteini ve seliiloz gibi yenilenebilir tarim

ve orman kaynaklarindan elde edildigi malzemeler olarak tanimlamaktadir [26].

Genel olarak biyoplastikler, nisasta, seker, bitkisel yag veya odun gibi
yenilenebilir kaynaklardan elde edilen ve biyolojik olarak parcalanabilen plastikleri

ifade etmektedir [19, 24, 27].

2.2.3. Biyoplastik Cesitleri

Biyoplastikler pargalanabilirliklerine gore ii¢ sinifa ayrilmaktadirlar;

1. Foto-parcalanabilir plastikler: Polimerleri iginde, katki maddeleri olarak
dogrudan 1s18a duyarli gruplar bulunan plastiklerdir.  Ultraviyole 1gmlar bu
plastiklerin polimerik yapilarini bozarak (birkag¢ haftadan aya kadar), bakteriyel
pargalanmaya direngsiz hale getirmektedir. Ancak bu tiir plastikler depolama
alanlarinin ~ glines 1s18indan  yoksun olmalart  nedeniyle biyolojik olarak

parcalanmadan kalabilmektedirler [1].

2. Kismi Dbiyolojik olarak pargalanabilen plastikler: Polietilen gibi
geleneksek plastik iiretiminde kullanilan kimyasal maddelerin nisasta ile
karistirilarak tretildigi plastik tiirleridir. Deponi alanlarina bertaraf edildiklerinde,
yapilarinda bulunan nigasta mikroorganizmalar tarafindan pargalanmakta ancak

polietilen gibi sentetik kimyasal maddeler pargalanmadan kalabilmektedirler [11].
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3. Biyolojik olarak pargalanabilen plastikler (biyoplastikler): Bakteriler
tarafindan biyopolimer olusturmak amaci ile aktif olarak kullanilan yeni, gelecek
vaat eden plastiklerdir. Bunlar Polihidroksialkanatlari (PHA), Polilaktik asitleri
(PLA), alifatik polyesterleri, polisakkaritleri ve bunlarin karisimlarindan olusan

biyolojik kdkenli polimerleri igermektedir [1].

Giliniimlizde “biyolojik olarak pargalanabilen” kavraminin yani sira,
yenilenebilirlik, geri dontstirilebilirlik ve siirdiriilebilirlik kavramlar1 da
biyoplastiklerin gelistirilmesinde etken olmaktadir [29]. “Biyolojik olarak
pargalanabilen” terimi malzemelerin, uygun sartlar altinda mikrobiyal olarak, dogal
yollarla biyogaza ve biyokiitleye (¢ogunlukla karbondioksit ve suya ) pargalanmasi

veya bozunmasini ifade etmektedir [6].

Biyoplastikler, nigasta ve seliilloz gibi bir¢ok polisakkaritlerden; gliiten,
soya ve zein gibi cesitli proteinlerden ve lipitler gibi yenilenebilir kaynaklardan
tiretilebildigi gibi, bakteriler tarafindan sentez yoluyla da iiretilebilmektedir [6, 27,
28, 29]. Bu nedenle iiretim kaynaklarina gore biyoplastikler iki temel smifa
ayrilmaktadirlar (Sekil 2.10.) [1, 11, 27].

BiYOPLASTIKLER

7 N

Yenilenebilir kaynaklarin I\2ikrobiya| sentez ile
kullanimi ile
y A
e Protein esasli biyoplastikler ¢ Polihidroksialkanatlar (PHA)
e Lignin esasli biyoplastikler e Polihidroksibutirat (PHB)
o Selliloz esasli biyoplastikler e Polihidroksivalerat (PHV)
o Nisasta esasli biyoplastikler e Polilaktik Asit (PLA)

Sekil 2.10. Biyoplastiklerin iiretim kaynaklarina gére siniflandirilmasi
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Mikrobiyal sentez amaci ile Alcaligenes, Pseudomonas, Bacillus,
Rhodococcus, Staphylococcus ve Micrococcus gibi bakterilerin  biyoplastiklerin
tiretiminde kullanildig1 bilinmektedir [31, 38].  Polihidroksi Alkanat (PHA),
Polihidroksi Biitirat (PHB), Polihidroksi Valerat (PHV) gibi polimerler bakteri
icinde sentezlendikten sonra immobilize edilerek biyoplastik iiretiminde
kullanilmaktadir. PHA, endiistriyel oOlgekte Alcaligenes latus, Azoto-bacter
vinelandii, rekombinat Alcaligenes eutrop-hus, Pseudomonas oleoverans, Ralstonia
eutropha, methylotrophs ve Escherichia coli gibi yiikksek PHA iiretim verimliligine
sahip saf kiiltiirlerle tiretilmektedir [40, 41, 42]. Mikrobiyal sentez ile elde edilen
biyoplastikler, tamamen biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerdir [24].

Yenilenebilir kaynaklardan tiretilen biyoplastik gesitleri dort grup altinda
toplanmaktadir [37];

1. Protein Bazli Biyoplastikler: Misir, bugday, piring gibi bitki
proteinlerinin islenmesi ile elde edilen biyoplastiklerdir [25, 37]. Biyoplastik
tretiminde, gliiten, soya ve zein gibi protein kaynakli polimerler kullanilmaktadir.
Soyalar, %40-50 oraninda protein igermektedir. Bununla birlikte suya karsi
dayanikliligr disiik oldugundan diger polimerlerle karistirilarak biyoplastik
tiretiminde kullanildigi bilinmektedir [11, 25]. Misirdaki proteinin yaklagik % 45-
50’si zeindir ve sert, parlak, hidrofobik, esnek ve sikistirilabilir olmasi nedeni ile

ambalaj iiretiminde kullanilabilmektedir [39].

2. Seliiloz Bazli Biyoplastikler: Selilloz bazli biyoplastikler genellikle
selliloz asetat gibi kimyasal olarak modifiye edilmis selilloz malzemelerden elde
edilmektedir. Selilloz kaynagi olarak, kagit hamuru, pamuk ve kenevir
kullanilmaktadir [37].

3. Lignin Bazli Biyoplastikler: Lignin bazli biyoplastikler kagit

endiistrisinin yan {iriinii olan odundan ya da lignoseliilozik materyalden elde edilerek

tiretilen biyoplastiklerdir [11,37].
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4. Nisasta Bazli Biyoplastikler: Nisasta bazli biyoplastikler ham veya
islenmis nisastadan {iretilen biyoplastiklerdir. Bu amagla genellikle misir, patates ve
bugday nisastalar1 kullanilmaktadir [11, 25, 37].

Biyolojik olarak parcalanabilen biyoplastiklerin iiretiminde kullanilan
yenilenebilir kaynaklar arasinda, dogal olarak elde edilmesinin kolay olmasi, diisiik
fiyati, fiyat rekabeti ve uygulanabilirligi nedeniyle en kullanisli malzeme nisastadir.
[4, 22, 32, 33, 34]. Nisasta, bitkilerde graniil seklinde bulunan bir karbonhidrat olup,
patates, musir, piring gibi bitkilerden elde edilmektedir. Misir nisastast  %20-30
amiloz ve %70-80 amilopektin gruplarini igermektedir [32, 33]. Nisastanin, tim
tohumlarda (bugday, misir vs.), yumrularda (patatesler), koklerde ve daha az bir
oranda bitki yapraklarinda bulundugu bilinmektedir. Nisasta, kolaylikla asimile
olan, gida endiistrisinde biiyiik 6nemi bulunan bir polisakkarittir [35]. Ayrica ¢ogu
endistride, inceltici, sabitleyici, hacim artirici, jellestirici ve akiskanlastirict olarak
kullanim alanina sahiptir. Nisasta, kimyasal ve/veya enzimatik olarak hidrolize
edilerek; glikoz, maltoz, maltodekstrin ve siklodekstrin gibi {irlinler elde
edilebilmektedir [39]. Misir, patates ve seker gibi nisasta formlarindan elde edilen
PLA biyoplastiklerinin, toprakta bakteriyel ataklar sonucunda ve enzimatik

ortamlarda sadece birkag haftada ayrigabildigi bilinmektedir [3].

Gilinlimiizde sadece yenilenebilir kaynaklardan {retilmeye bagslanan
biyoplastigin, talep artis1 ile farkli ham madde arayisina girecegi diisiiniilmektedir.
Yapilan baz1 ¢aligmalar, 6zellikle gida yan iirlinlerinin ve gida endiistrisi atiklarinin
gelecekte ana ham madde olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bununla
birlikte mikrobiyal kaynakli plastik iiretimi de yiiksek maliyeti nedeni ile minimize

edilecek gibi goriilmektedir [6].
2.2.4. Biyoplastiklerin Kullanim Alanlar1
Son on yilda, plastik secimi konusunda karar verme siirecine yardimci

olmasi igin ¢esitli araglar gelistirilmistir. “Plastik piramidi”, Thorpe ve Van der

Naalde tarafindan, malzeme se¢iminde farkli plastik yasam dongiilerinin tehlikelerini
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gorsel olarak gostermek icin gelistirilmistir (Sekil 2.11.). Bu siralama iiretim
tehlikeleri, zararli katki maddelerin kullanimi, kullannom ve bertaraf sirasindaki
tehlikeleri de goz oOniline alinarak malzemenin toksisitesi ilizerine odaklanmustir.
Piramit, en altta bulunan biyoplastiklerin, yenilenebilir kaynaklardan elde edilmesi
ve teorik olarak biyolojik parcalanabilir olmasi nedeniyle en ¢ok tercih edilen

malzemeler oldugunu gostermektedir [26].

PVC

PU, PS, ABS,
PC

PE, PP

BiYOPLASTIKLER

Sekil 2.11. Plastik piramidi [26].

Rossi ve arkadaslari tarafindan gelistirilen, “plastik spektrumu” plastik
piramidine ilaveten plastiklerin geri doniisiim 6zelliklerini de g6z oniine almaktadir
(Sekil 2.12.). Bu spektrum, kolaylikla geri doniistiiriilebilir ve siirdiiriilebilir olmas1
nedeniyle biyoplastikleri tercih etmektedir [26].

PVC Zararh ABS PEX Polipropilen BiYOPLASTIKLER
katka EVA PET Polietilen
maddeleri  Ssilikon Termoplastik
iceren Poliolefein (TPO)
Plastikler

SAKINILMALI TERCiH EDiLMELI

Geri donustirilebilir

Sekil 2.12. Plastik spektrumu [26].
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Plastik piramitlerin ve spektrumlarinin gelistirilmesinden bu yana,
biyoplastik malzemelerin ticari gelisimleri artmistir [26]. Farkli kaynaklardan
tiretilen biyoplastikler, ambalaj uygulamalar1 i¢in film ve kaplamalar da dahil olmak

tizere bir dizi amaglar i¢in arastirilmis ve son 20 yil igerisinde gelistirilmistir [36].

Giliniimiizde gida endistrisinde paketleme uygulamalarinda kullanilan
biyoplastiklerin ylizde olarak en biiyiik kismini nisasta bazli biyoplastikler
olusturmaktadir [23]. Aym zamanda biyoplastikler, doku miihendisligi yapilari
(protez, vida vb.) ve dogum ilaglarinin yapimi gibi biyomedikal alan dahil bir ¢ok
alanda uygulama alani bulmustur [22]. Giiniimiizde 6zellikle Kuzey Amerika ve
Avrupa’da oldukga genis pazar payina sahip olan biyoplastikler dis firgasi, tarak,
tilkenmez kalem ve kredi kartlar1 gibi kisisel esyalar, ekmek torbalari, siit siseleri
gibi ambalajlar dahil, tekstil iiriinlerinden, tutkal ve sivalara kadar birgok alanda
kullanilmaktadir (Sekil 2. 13.) [1, 11].

Elektronik
ekipman
urinleri

Gida
ambalajlari
ve tek
kullanimlik
trtinler

Biyoplastikler

Medikal
urunler

Sekil 2. 13. Biyoplastiklerin kullanim alanlar1 [11].

Cizelge 2.4.°de biyoplastiklerin tiirleri ve baz1 kullanim alanlar

Ozetlenmistir [30].
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Cizelge 2.4. Biyoplastik ¢esitleri ve kullanim alanlar1 [30]

Biyoplastik Tiirleri Kullanim alanlar

Nisasta bazli biyoplastikler Tek kullanimlik catal, kasik, bicaklar,
ilag kapsiilleri, soguk icecek siseleri ve

kutulari, elektrik yalitim iiriinleri

Lignin bazli biyoplastikler Prizler, elektronik donanim {irtinleri
Soya proteini bazli biyoplastikler Yapi izolasyon tiriinleri
Odun, pamuk veya kenevir Gida ambalajlari, tekstil tirinleri

seliilozundan tiretilen biyoplastikler

Nisastanin sentetik polimerle Plastik torbalar
karistirildig1 kismi parcalanabilir

biyoplastikler

Biyoplastiklerin artan AR-GE c¢alismalar1 ve iiriinlerdeki basarist bu
malzemelerin birgok iilkenin pazarmna girmesini saglamistir. Ornegin, Avustralya
hiikiimeti nisasta bazli plastiklerin arastirilmasi ve gelistirilmesi amaci ile 1 milyon
dolarlik bir biitce ayirmistir. Japonya bitkisel yagdan yapilmis ve geleneksel
plastiklerle ayn1 giice sahip olan biyolojik olarak parcalanabilen bir plastik iiretmis
ve piyasaya sunmustur. Italya biyolojik olarak parcalanabilen posetlerin kullanimni
tesvik edecek girisimlerde bulunmustur. Amerika’da gida alaninda biiylik pazar
paymna sahip olan McDonalds sirketi kendi gidalar1 icin biyolojik olarak
parcalanabilir kaplar gelistirmek amaci ile arastirmalar yaptirmaktadir. Bayer,
DuPont ve Dow Cargill gibi diger sirketler de biyolojik olarak pargalanabilir
ambalajlara ilgi gostermektedirler [1]. Giiniimiizde diinyada biyoplastik tiretimi

yapan bazi {iiretici firmalar ve iiretim kapasiteleri Cizelge 2.5.’de gdosterilmektedir
[30].
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Cizelge 2.5. Biyoplastik tiretimi yapan firmalar ve tiretim kapasiteleri [29].

Uretimini Uretim
Uretici fimanmin Ulke gerceklestirdigi Kapasitesi
adi biyoplastik (Milyon ton/y1l)
cesidi
NatureWorks ABD PLA 0,14
PURAC Hollanda PLA 0,08
Metabolix ABD PHB 0,05
GALACTIC Belgika PLA 0,0025
Innovia Films Ingiltere Seliiloz asetat 0,0025
Hycail Hollanda PLA Pilot tiretim
asamasinda

Biyoplastik tiirlerinin, biyoplastik endiistrisindeki paylagim oranlar1 Sekil
2.14. ‘de gosterilmektedir [37]. PHA ve PHB gibi mikrobiyal sentezle elde edilen
biyoplastikler iiretim maliyetlerinin diger biyoplastik tiirlerine gore daha yiiksek
olmasi sebebiyle tireticiler tarafindan daha az bir oranda tercih edilmektedirler [40] .

Seliiloz esasli Nisasta ve diger
biyoplastikler polimerlerin
(%15) karisimindan
retilen
biyoplastikler
PLA biyoplastikleri (%40)
(%15)
PHA
biyoplastikleri
(%10) ]
Nisasta esasl
biyoplastikler
(%20)

Sekil 2.14. Biyoplastik tiirlerinin biyoplastik endiistrisindeki paylasimi [37].
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2.2.5. Biyoplastik Atiklarin Yo6netimi

Avrupa’daki biyoplastik tiiketimi 2003 yilinda 40.000 ton olmustur. Bu
miktar biyoplastik tiiketiminin 2001 yilina gére 2 katina ¢iktigin1 géstermektedir [1].
2011 yilindaki biyoplastik tliketim miktarinin ise 750.000 ton/yil oldugu
bilinmektedir [6]. Biyolojik olarak pargalanabilen biyoplastik ambalaj talebinin,
yaklagik olarak yilda %16 oraninda bir biiyiime gdstermesi ve artan talebin biyolojik
olarak pargalanabilir plastiklerin iiretimi i¢in gereken teknolojinin daha uygun hale
gelerek tireticilerde bir artisa yol agmasina neden olmasi beklenmektedir [1]. Sekil
2.15.°de baz1 aragtirmacilar ve biyoplastik liretimi yapan firmalara tarafindan yapilan

tahmini biyoplastik {iretim kapasiteleri gosterilmektedir [30].

Milyon ton
5Mt
oo PROHEB Firmasirun max. Gretim tahmini 2005
7/
, 7 Crank ve ark.non max. Gretim tahmini, 2005,
4 Mt P ) N
7 s swe Biyoplastik dreticilerinin duyurulanna daysnan
7/ tahmin
7 oo === Bivoplastik Gretid firmatann beldentisi
3 Mt PROHIB Firmasinin ortalama Gretim tahemini
Crank ve arkonin min, dretim tahmind, 2005,
2 Mt
PROMIB Firmasanen minimun Gretim tahmini,
2005.
1Mt
0 T T
2000 2005 2010 2015 2020

Sekil 2.15. Zamana bagl biyoplastik {iretim miktar1 tahminleri [30]

Yapilan arastirmalara gore 2015 yilinda 150-350 milyon ton biyoplastik
tiretilmesi beklenmektedir [30]. Yakin gelecekte biyoplastiklerin bol bir gesitlilikle
giiniimiizde kullanilan geleneksel plastiklerin yerini alacagi belirtilmektedir [1].
Biyolojik olarak pargalanabilir olarak atfedilen ve ileride ¢ok biiyiikk bir atik
olusumuna neden olacak bu malzemelerin siirdiiriilebilirlik i¢in atik yonetimlerinin

dikkatli bir sekilde yapilmasi1 gerekmektedir (Sekil 2.16.) [26].
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Geri
Donlstirilebili

Biyolojik olarak

Yenilenebilir e
parcalanabilir

Dogamn kabul edebilirligi
£
Endiistriyel gelisim

e

sURDURULEBILIRLIK

Sekil 2.16. Biyoplastik malzemeler ile stirdiiriilebilirlikleri arasindaki iliski [26].

Biyoplastiklerin stirdiiriilebilirliklerinin degerlendirilmesinde, iiretiminden
nihai bertaraf veya geri doniisiimiine kadarki yasam ¢evrimi ve tasarimi dahil olmak
lizere cesitli parametreler géz 6nline alinmalidir (Sekil 2.17.) [29].

isleme,
kaliplama
g iy

Biyoplastik

ol malzemeler e
Biyoplastik E
eldesi
— Atiklarin depolanmasi

Polimer Gretimi

w ' Ko_ﬁl postlama

Yenilenehilir ":::‘M 1 |
kaynaklar St 2™ Fotosentez
(misir, seliloz vb.)

Sekil 2.17. Biyoplastiklerin yasam ¢evrimi [29].

Biyoplastiklerin yasam c¢evrimindeki ilk adim hammaddelerin elde
edilmesidir.  Uretici firmalar elde ettikleri hammaddeleri tasinma sirasinda
olusabilecek kontaminasyonlardan arindirmak i¢in hammaddeyi temizlemekte ve bir
takim islemler yardimiyla polimerlestirerek biyoplastik graniillerini elde
etmektedirler. Biyoplastik graniilleri islenerek veya kaliplanarak biyoplastik

malzeme elde edilmekte ve piyasaya siiriilerek kullanici tarafindan satin
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alinmaktadir. ~ Kullanilan  biyoplastik ~ yeniden  kullanabilmekte ya da
uzaklastirabilmektedir. Uzaklastirilan biyoplastik ise atik yonetimdeki bir alternatife
gore degerlendirilmektedir. Ancak biyoplastik malzemeler daha ¢ok tek kullanimlik

iriinler ya da ambalaj olarak tliketildigi i¢in ¢ogu deponi alaninda sonlanmaktadir
[43].

Biyoplastik atiklar, gliniimiizde kullanilan atik yonetimi hiyerarsilerine
benzer bi¢imde 4R (Reduction, Reuse, Recycle, Return to nature) yaklagimiyla

yonetilebilmektedir [43].

Biyoplastik malzemeler, plastikler gibi ¢ok biiylik miktarlarda tiiketilmedigi
ve iretimi yakin gelecekte gergeklesen bir iirlin olmasi nedeniyle heniiz minimize
edilmesi veya kaynaginda azaltilmasi giiniimiizde s6z konusu olmamaktadir. Fakat
parcalanabilirligi hala arastirilan bu iiriinlerin, yakin gelecekte ¢ok biiyiik miktarlarda
kullanilmasimin miimkiin olmas: sebebiyle kaynaginda azaltilmasi, minimize
edilmesi yoluna gidilmeli ve {ireticiler ve tiiketiciler tarafindan yeniden kullanimi

tesvik edilmelidir.

Kullanim 6mrii tamamlanan biyoplastik malzemeler geri donistiirtilebilir
ozelliktedir. Giiniimiizde iiretilen biyoplastik malzemelerin de geleneksel plastikler
gibi malzeme kodlar1 bulunmaktadir (Sekil 2.18.) [1, 11, 37]. Bu kodlar yardimiyla,
biyoplastik malzemelerin geri donilisiim islemleri sirasinda, geleneksel plastiklerle

kontamine olmamasi igin ayri toplanmasi gerekmektedir [37].

COMPOSTABLE

——
Blodagradabie |USEWGSHKG
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y
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Sekil 2.18. Biyoplastik malzeme kodlar1 [1, 11, 37].
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Biyoplastik atiklarin, enerji geri kazanimu ile atik yonetimleri hala arastirma
asamasindadir. Ancak yakin gelecekte biyoplastik atiklardan yakma gibi termal
yontemlerle enerji elde edilmesi miimkiindiir. Geleneksel plastikler ile
biyoplastiklerin atik yonetim alternatiflerinin  karsilastirilmas:  Sekil 2.19.°da

gosterilmektedir. [37].

GELENEXSEL PLASTIKLER
-

| | |

= T N

Piroliz insinerasyon p::' .

i : *
CO, Yakit Metan ve CO;
emisyonu {CO& Hz’ Emisyonu
1 4 !

Kompost Regine Eneji Uretimi

Sekil 2.19. Biyoplastiklerle geleneksel plastiklerin atik yonetimlerinin

karsilastirilmasi [37].

Nisasta bazli biyoplastiklerin ¢op deponi alanlarina bertarafi, sentetik
polimerlerden, lignin veya seliiloz bazli biyoplastiklerin bertarafindan daha kolay
olabilmektedir [44] .

Biyoplastiklerin, yenilenebilir ~kaynak kokenli olmasi nedeniyle
parcalanabilir olmast beklenmektedir. Ancak dayaniklilik dogasina ve yapisina baglh
olarak yenilenebilir kaynak esasli biyoplastiklerin biyolojik olarak parcalanamayan
Ozellikte olmasi da beklenmektedir [29].

Korner ve ark. [16] biyolojik parcalanmayir kompostlama gibi biyolojik

parcalanmanin kontrol sartlar1 altinda pargalanma olarak tanimlamislardir. Bir
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plastik “biyolojik kompostlasabilir” olarak adlandirildiginda, kompostlama esnasinda
diger kompostlagabilen malzemelerle benzer bir oranda ve goriiniir toksik bakiye

birakmaksizin biyolojik olarak ayristirilandir [16].
2.3. KAHVERENGI CURUKCUL FUNGUSLAR

Funguslar  fotosentetik olmayan bitkiler olarak tanimlanmaktadir.
Fotosentetik pigmentlerinin olmayisi, funguslari karbon ve enerji kaynagi olarak
organik maddeyi kullanmaya zorunlu kilmistir [45]. Dogada yaklasik 400.000 adet
cesidi bulunmakla birlikte olduk¢a gelismis hiicresel yapiya sahip Okaryotik
canlilardir [46].

Funguslarin hiicre duvarlarinda kitin ve seliiloz karakterinde maddelerin
bulunmasindan dolayi, devamli degisen ¢evre kosullarina uyum saglamada oldukca
direnclidirler. Funguslar genellikle diisik pH degerlerinde bile kolayca
tireyebilmekte ve zor kosullara adapte olabilmektedirler. Bu sebeple minimum ve
maksimum pH limitleri 2-11 arasinda degisebilmektedir. Funguslarin iireme 1s1
limitleri oldukg¢a genistir ve tiirler arasinda farklar gostermektedir. Bu smirlar 0-60
°C arasinda degismektedir. Hifalar maksimum 1s1 limitinin disinda kolayca
Olmelerine karsin, sporlari yiiksek 1siya ve degisik ¢evre kosullarina ¢ok fazla

dayaniklilik géstermektedirler [46].

Funguslar taksonomik olarak, Ascomycota (sac fungi), Zygomycota
(Conjugation Fungi), Chytridiomycota (chytrids), Deuteromycota (The Fungi
Imperfecti) ve Basidiomycota (club fungi) olmak iizere bes ana gruba
ayrilmaktadirlar [45, 46].

Odunun yapisinda bulunan maddeleri pargalama oOzelligine gore ise
funguslar beyaz, kahverengi ve yumusak ciriik¢iil funguslar olarak ii¢ sinifa
ayrilmaktadirlar. Yumusak ¢iiriik¢iil funguslar, Ascomycete ve fungi imperfecti
(deutromycete) gruplarini igermekte ve selillozu ayristirirken lignini kismi olarak

parcalayabilmektedirler. Kahverengi ciiriikk¢iil funguslar, basidiomycetelerin bir

30



Bezirhan E. 2012. Nisasta-Bazli Biyoplastik Atklarinin Kahverengi Ciiriik¢iil Fungus Gloephyllum trabeum ile Biyolojik
Par¢alanabilirliginin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

kismini igermekle birlikte seliiloz ve hemiseliilozu pargalarken lignini ¢ok kiigiik bir
oranda pargalamakta, boylelikle odunun daha koyu bir renk almasina neden
olmaktadirlar [46]. Beyaz ciiriikk¢iil funguslar ise seliiloz ve hemiseliiloz gibi
polisakkaritlerin yaninda lignini de parcalamakta lignin de uzaklastirildigi igin

odununun daha agik bir renk almasina sebep olmaktadirlar [45, 47, 48].

Kahverengi ¢iiriik¢lil funguslarin  polimerleri parcalama yetenekleri
nedeniyle dogadaki karbon dongiisinde Onemli bir yerleri bulunmaktadir.
Kahverengi ciiriik¢iil fungus Gloephyllum trabeum hemiselilloz ve seliilozu
parcalayan birgok hiicre dis1 enzim tretmektedir [47,49]. Ciiriik¢lil funguslar
tirettikleri enzimler yardimi ile bircok aromatik bilesenlerin genis bir kismim
parcalayabilme yetenegine sahip olan funguslardir. Ayrica bazi funguslar, aromatik
bilesenlerin genis bir kisminin pargalanmasini saglayan ligninolitik enzimlerle
birlikte amilazlar1 da iretebilmektedirler [44]. Kahverengi ¢iiriikk¢iil funguslar
tarafindan iiretilen a-amilaz, B-amilaz ve glikoamilaz gibi enzimler yardimiyla, cok
sayida glikoz molekiiliiniin farkli sekillerde baglanmasiyla olusmus polisakkarit

Ozellikte bir bilesik olan nisasta da par¢alanabilmektedir [16, 48, 49].

Kat1 faz fermantasyon sistemleri, serbest suyun yoklugunda nemli kati
materyallerin iizerinde mikroorganizmalarin bilylimesi olarak tanimlanmaktadir.
Askida kat1 faz fermantasyon sistemleri ise, sivi silispansiyon i¢inde bulunan kati
materyaller iizerinde mikroorganizmalarin {retildigi bir sistemdir [50, 51].
Funguslar fizyolojik, enzimolojik ve biyokimyasal o&zelliklerinden dolayi

fermantasyon sistemlerine en iyi adapte olan mikroorganizmalardan biridir [51, 52].
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2.4. ONCEKI CALISMALAR

Gaspar ve arkadaslar1 [53] biyoplastiklerin dayanikliliklarini artirmak igin
biyoplastiklere seliiloz, hemiseluloz ve protein gibi dogal polimerleri eklemisler ve
en iyi dayanikliligin hemiseliilloz ile karigtirilan nisasta bazli biyoplastiklerde

oldugunu saptamislardir.

Dintcheva ve La Mantia [54] nisasta bazli biyoplastiklerin, mekaniksel
dayanikliliklarin bir gostergesi olan, foto-oksidasyon 6zelliklerini arastirmiglar ve bu
biyoplastiklerin giines 1181 varligindaki dayanikliliklarinin ¢ok diisiik oldugunu
saptamiglardir. UV stabillestirici gibi baz1 katki maddelerinin eklenmesi halinde bu

malzemelerin dayanikliliklarinin arttirilabilecegini rapor etmislerdir.

Lorcks [55] nisasta bazli biyoplastiklerin gegirgenligi gibi islenme sirasindaki
mekaniksel ozelliklerini aragtirmis, polietilen gibi geleneksel plastiklere benzer
bicimde bu biyoplastiklerin islenme sirasinda seffaf, opak ve renklendirilebilir

oldugunu saptamustir.

lles ve Martin [56] tarafindan biyoplastik malzemelerin piyasadaki
gelisimleri ve tliketimlerinin artirilmasi i¢in, siirdiirtilebilirliklerinin ve avantajlarinin

kanitlanmas1 gerektigi ileri stiriilmiistiir.

Yagi ve arkadaglart [57] biyoplastiklerin  anaerobik  biyolojik
parcalanabilirligini arastirmiglardir.  Biyoplastik atiklar, sebze atiklart ve atiksu
aritma tesisi ¢amuru ile karistirilarak dort farkli asamadaki (7 giin, 12 giin, 18 giin ve
40 giin) biyolojik parcalanabilirlik aktiviteleri belirlenmis ve en yiiksek biyogaz
eldesinin 18. giinde oldugu tespit edilmistir.

Accinelli ve arkadaslar1 ise [58] nisasta bazli biyoplastik bir ambalaji

topraga inkiibe ederek topraktaki parcalanabilirliklerini aragtirmiglar ve ¢alismanin 3.

aymda biyoplastik ambalajin kiitle azalisin1 %37 olarak saptamiglardir. Biyoplastik
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ambalajin pargalanmasinda bakterilerin ve oOzellikle funguslarin biyoplastikleri

karbon kaynagi olarak kullandig1 rapor edilmistir.

Yu ve ark. [59] seliloz bazli biyoplastigin yasam dongiisiinde
degerlendirilmesi gereken bir agama olan biyoplastigin {iretimi sirasinda olusan sera
gaz1 miktarin1 arastirmiglardir. 1 kg biyoplastik tiretimi sirasinda 0,49 kg CO;
emisyonu olusturuldugunu saptamislardir. 1 kg geleneksel plastigin iiretimi sirasinda
olusturulan 2-3 kg CO; ‘e kiyasla seliiloz bazli biyoplastigin sera gazi iiretimini %80

oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Carrillo ve arkadaslar1 [44] nisasta bazli biyoplastik polimerlerinin beyaz
ciirikgtil fungus Phanerochaete chrysosporium tarafindan pargalanabilirliklerini
arastirmiglardir. Bu amagla seker kamisi posasi ile doldurulmus bir reaktore nisasta
polimerinin eklenmesiyle ligninaz, amilaz ve seliilaz gibi metabolitlerin tiretimlerini
gozlemlemislerdir. Calismalarin 32. giinlinde seker kamisi iizerinde biiyliyen
Phanerochaete chrysosporium beyaz g¢iiriikgiil fungusunun nigastanin %74’{inii

parcaladigi saptanmustir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda biyoplastigin dayaniklilik, stabilite gibi
mekaniksel Ozelliklerinin gelistirilmesine odaklanildigi ve kahverengi ¢iiriikgiil
funguslarla biyolojik pargalanabilirlik {izerine yeterli arastirmanin yapilmadig tespit
edilmistir. Bu ¢alismada giinlimiizde kullanim alan1 genislemekte olan nisasta bazlh
biyoplastigin kat1 faz ve askida kat1 faz fermantasyon olmak tizere iki farkli kosul
altinda kahverengi ¢iiriik¢lil fungus Gloephyllum trabeum ile biyolojik

pargalanabilirligi aragtirilmastir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calismada Kullanilan Madde ve Malzemeler
3.1.1.1. Nisasta bazli biyoplastik

Arastirmada www.amazon.com adresinden temin edilen conserve marka 40

adet misir nisastasindan {iretilmis biyoplastik kasik kullanilmustir.
3.1.1.2. Funguslar

Calismanin hazirlik asamasinda kullanilan ¢iiriik¢iil funguslar Gloeophyllum
trabeum, Coriolus versicolor, Phanerohaete chrysosporium, Trichoderma reesei ve
Funalia trogii Mersin Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Cevre Miihendisligi
Béliimii laboratuvarlarindan +4 °C’de muhafaza edilen ve 15 giinde bir yenilenen

kiltlirlerden elde edilmistir.
3.1.1.3. Kimyasal maddeler

Calismada ciiriik¢lil funguslarin kati besiyerinde gelistirilmesi amaciyla
Merck marka 500g’lik patates dekstroz agar ve hazirlik asamasinda giiriikgiil
funguslarin nisasta polimerinin parcalama yetenegi testlerinde Merck marka 5009’ ik
¢Ozlinebilir nigasta, Aldrich marka potasyum iyodiir (KI) ve Sigma-Aldrich marka
iyodiir (1) kullanilmigtir.

Stok mineral besiyerinde kullanilan fosfat tamponu (pH=5) Sigma-Aldrich

marka potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) ve dipotasyum hidrojen (K,HPO,)

fosfat ile hazirlanmustir.
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Calismada stok mineral besiyeri bilesiminin hazirlanmasinda Merck marka
magnezyum  siilfat heptahidrat (MgSO4.7H,0), kalsiyum kloriir ~ dihidrat
(CaCl,.2H,0), demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H,0), manganez siilfat dihidrat
(MnSQ,4.2H,0) ve amonyum fosfat (NH4.H,PO,4) kullanilmistir.  Ayrica biyolojik
parcalanabilirlik ¢alismalarinda G. trabeum kahverengi ¢iiriik¢iil fungusunun pre-
kiiltir ortamiin bilesiminde Merck marka maya oziitii ve Sigma-Aldrich marka
glikoz kullamilmistir.  G. trabeum kahverengi g¢iiriikglil fungusunun pre-kiiltiir
ortamindan ayrilip stok mineral besiyerine ekilmeden once karbon kaynagindan

arindirilmasi amaciyla Sigma-Aldrich marka sodyum kloriir (NaCl) kullanilmstir.
Indirgen seker tiirlerinin analizinde Sigma-Aldrich marka 3,5- dinitro salisik
asit, Merck marka fenol sodyum siilfit (Na,SO3), sodyum hidroksit (NaOH) ve
sodyum potasyum tartarat (Rochelle tuzu) (KNaC4H4Os) kullanilmistir.
3.1.2. Calismada Kullanilan Cihazlar
3.1.2.1. Santrifiyj
Calismanin hazirlik ve biyolojik pargalanabilirlik ¢alismalari agamasinda
numunelerin kati ve sivi fazlarinin ayrilmasi amaciyla Hettich marka Eba 20 model
santrifiij kullanilmistir.
3.1.2.2. Spektrofotometre
Dinitrosalisik asit (DNS) metodu ile rediikte seker tayininde Hach/DR 2010
marka spektrofotometre cihazi kullanilmig, analizler 575 nm dalga boyunda
gergeklestirilmistir.

3.1.2.3. pH metre

Gergeklestirilen ¢aligmalarda stok mineral besiyerinin pH ayari i¢in Orion

3-Star marka pH metre kullanilmistir.
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3.1.2.4. Inkiibator

Hazirhk caligmalar1  asamasinda  gelistirilen  ¢iiriik¢iil ~ funguslarin

inkiibasyonunda Velp marka FTC 90E model inkiibator kullanilmastir.

Biyolojik pargalanabilirlik ¢alismalarinda G. trabeum kahverengi ¢iiriikgiil

fungusunun inkiibasyonunda Sanyo marka inkiibat6r kullanilmustir.

3.1.2.5. Otoklav

Calismada sterilizasyon i¢in JP Selecta marka otoklav kullanilmustir.

3.1.2.6. Gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometresi (GC-MS)

Biyolojik pargalanabilirlik ¢alismalarinda numunelerin sivi fazlarinda son

tirtinlerin analizi i¢in Agilent marka 5975 C89 model GC-MS cihazi kullanilmistir.

Ayrica GC-MS analizlerinde sivi fazin ugucu hale getirilmesinde O.L

Analytical Eclipse marka 4660 model purge and trap cihazi kullanilmistir.
3.1.2.7. Yiksek performans s1vi kromatografisi (HPLC)

Biyolojik parcalanabilirlik calismalarinda numunelerin sivi fazlarindaki
seker tiirlerinin belirlenmesi amaciyla Agilent marka 1200 model HPLC cihazi

kullanilmistir.  Cihazda, 4,6x250 mm S5p, Agilent marka Zorbax-Carbonhydrate

model kolon kullanilmistir.
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3.2. METOD
3.2.1. Hazirlik Calismalari

Arastirmanmn  hazirlik  ¢alismalart  Mersin  Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi su ve atiksu laboratuvart ile biyoteknoloji
laboratuvarinda ve ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezinde

gerceklestirilmistir.
3.2.1.1. Ciiriik¢iil funguslarin kiiltiire alinmast

+4 °C°de gliserin i¢inde muhafaza edilen giiriik¢iil funguslar Gloeophyllum
trabeum ve Trichoderma reesei Patates Dekstroz Agar (PDA) igerigine sahip
sterilize edilmis petri kaplarma ekilmis ve 24 °C’de 15 giin siire inkiibe edilmistir.
PDA besiyerinde, +4 °C’de muhafaza edilen Coriolus versicolor, Phanerohaete
chrysosporium ve Funalia trogii funguslari ise yeniden PDA besi yerine agilanarak

24 °C°de 15 giin siire ile inkiibe edilmistir.
3.2.1.2. Calismada kullanilacak ciiriik¢iil fungusun se¢iminin yapilmasi

Calismada kullanilacak olan fungusun belirlenmesi igin bes farkli ¢liriikgiil
fungus tiiriniin  (Gloeophyllum trabeum, Coriolus versicolor, Phanerohaete
chrysosporium, Trichoderma reesei ve Funalia trogii) nisasta polimerini par¢alama

yetenegi test edilmistir.

On ¢alismada %] nisasta igeren ¢dzeltinin her bir litresine 15 g agar-agar
eklenerek besiyeri hazirlanmis ve besiyeri 121 °C’de 1 atm’de 20 dk otoklavda
sterilize edilmistir. ~Sterilize edilen besiyeri, aseptik kosullar altinda steril petri
kaplarina esit hacimlerle (12 mL) dokiilmiis ve her fungus tiirii bu igerige sahip petri
kaplarina asilanmistir. Funguslar statik kosullarda 24°C°de 7 giin inkiibasyona
birakilmistir.  Yedi giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda fungus misellerinin petri

kabinin ylizeyini ortecek sekilde gelistigi gozlenmistir.
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Funguslarin salgiladiklar1 amilaz enzimi ile nisasta polimerini par¢alamalari
sonucu petri ylizeyinde olugmasi beklenen nisasta iceren ve igermeyen bolgelerin
belirlenmesi amac ile nisastanin indikatorii olan iyot ¢ozeltisi Kullanilmistir. Bu
¢ozelti 100 mL de-iyonize suda 0,5 g potasyum iyodiiriin (KI) ve 1 g iyodiiriin (I)

¢oziinmesiyle hazirlanmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, funguslarin nisasta polimerinin pargalama
yeteneklerinin ve bes farkli fungus tiirli arasindan (Gloeophyllum trabeum, Coriolus
versicolor, Phanerohaete chrysosporium, Trichoderma reesei ve Funalia trogii)
yiiksek aktivite ile amilaz iireten fungusun belirlenmesi amaciyla farkl tiirleri iceren
petri kaplarina 15’er mL iyot ¢Ozeltisi ilave edilmistir. Petri kaplarinda farkli

renklerde olusan bolgeler gézlenmis ve fotograflanmastir.

3.2.2. Biyolojik Pargalanabilirlik Caligmalar1

Arastirmanin  biyolojik pargalanabilirlik calismalari Mersin Universitesi,
Miihendislik  Fakiiltesi, Cevre Miihendisligi su ve atiksu laboratuvart ile
biyoteknoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir. Ayrica ¢alismalarin HPLC ve GC-
MS aletsel analizleri ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama Merkezinde

gerceklestirilmistir.
3.2.2.1. Biyoplastik numunelerinin hazirlanmasi

Biyolojik pargalanabilirlik ¢aligmalar1 i¢in nisasta bazli biyoplastik kasik
numuneleri gercek atiklarla esdeger olmasi agisindan bir siireligine kullanildiktan

sonra yikanarak temizlenmis, yaklasik esit boyutlarla graniil hale getirilmis ve hassas

terazide tartimlari i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.2.2. Gloeophyllum trabeum’un kiiltiire alinmas1

G. trabeum (ATCC 11539), PDA igerigine sahip besiyerinde miselleri petri
kabimin yiizeyini kaplayacak sekilde vetistirilerek 7 giin siire ile 24°C’de statik
kosullar altinda inkiibe edilmistir. Fungusun kat: kiiltiiriinden yaklasik 1 cm? olacak
sekilde kesilerek alinan agar pargalari, sterilize edilmis pre-kiiltiir besiyeri igeren
erlenlere agilanmistir (Cizelge 3.1.). Erlenler, 24 °C ve 150 rpm’de orbital

calkalamal1 inkiibatoérde 7 giin siire ile inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.1. Pre-kiiltiir besiyeri [60].

Kullanilan Kimyasallar Miktar (g/L)
Glikoz 10
Yeast malt broth 5

Yedi giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda erlenler igerisinde G. trabeum
biyokiitlesi steril sartlarda filtrasyon ile sivi fazdan ayrilmis ve steril izotonik serum
(%0.09’luk NaCl ¢ozeltisi) ile iki kez yitkanmistir. Boylece pre-kiiltiir ortamindan
gelmesi muhtemel karbon kaynagindan arindirilmistir. Ardindan sterilize edilmis de-
iyonize su ile yikanarak NaCl c¢ozeltisinden gelmesi muhtemel tuzdan da
arindirilmistir.  Yikanan fungus biyokiitlesi 100 mL steril deiyonize su igeren 250
mL’lik erlene koyularak biyolojik pargalanabilirlik ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
steril sartlarda, el tipi doku homojenizatoriinde 13500 rmp’de 30 sn boyunca
homojenize edilmistir [1]. Olusan misel siispansiyonunun kuru kiitle igerigi 14,70 +

1,50 mg kuru kiitle/mL olarak belirlenmistir (Boliim 4.2.5.).
3.2.2.3. Kat1 faz ve askida kat1 faz fermantasyon caligmalari
Nisasta bazli biyoplastik atiklarinin G. trabeum kahverengi ciirtikgiil

fungusu tarafindan parcalanabilirlik ¢alismalar1 “kat1 faz fermantasyonu” ve “askida

kat1 faz fermantasyonu” olmak tizere iki farkli kosul altinda gergeklestirilmistir.
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Calismalarda kullanilan stok mineral besiyerinin igerigi Cizelge 3.2.°de
goriilmektedir. Calismada ortam pH’min ayarlanmasi i¢in 0,1 M pH=5 fosfat

tamponu kullanilmis, besiyerine karbon kaynagi eklenmemistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan stok mineral besiyeri

Kullanilan Kimyasallar Miktar (g/L)
MgSO,4.7H,0 0.005
CaCl,.2H,0 0.005
FeS0,4.7H0 0.001
CuS04.5H,0 0.001
NH4.H2PO4 0.005

Kat1 faz fermantasyon c¢aligmalar1 20 mL’lik cam siseler igerisinde
gerceklestirilmistir. Calismada 2,5 - 5 ve 10 g biyoplastik graniilleri iceren siseler
hazirlanmistir. Her bir siseye karbon kaynagi igermeyen stok mineral besiyerinden
12 mL eklenmis ve siseler 121 °C¢de 20 dakika siire ile otoklavda steril edilmistir.
Farkli biyoplastik miktarlar1 i¢eren siselere homojenize edilmis G. trabeum misel
stispansiyonundan farkli miktarlarda (2 mL ve 4 mL olmak {izere) asilama yapilmis
ve her biri 3 tekrar olan deney setleri olusturulmustur (Cizelge 3.3.). Asi, 14,70 +

1,50 mg kuru kiitle/mL G. trabeum misel siispansiyonu igermektedir.

Askida kati1 faz fermantasyon caligsmalari 250 mL’lik erlenler icerisinde
gerceklestirilmistir. Calismada 2,5 - 5 ve 10 g biyoplastik graniilleri igeren erlenler
hazirlanmistir. Her bir erlene karbon kaynagi igermeyen stok mineral besiyerinden
25 mL eklenmis ve erlenler 121 %C¢de 20 dk siire ile otoklavda steril edilmistir.
Sterilize edilmis siv1 besiyeri ve farkli miktarlarda biyoplastik graniilleri igerigine
sahip erlenlere, homojenize edilmis G. trabeum misel siispansiyonundan farkli
miktarlarda (2 mL ve 4 mL) asilama yapilmis ve her biri 3 tekrar olan deney setleri
olusturulmustur (Cizelge 3.3.). Asi, 14,70 £ 1,50 mg kuru kiitle/mL G. trabeum

misel slispansiyonu icermektedir.
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Hazirlanan kati faz ve askida kati faz fermantasyon numuneleri c¢alisma
boyunca 24 °C’de inkiibe edilmistir. Numunelerin st sivi fazlarindan gerekli
analizler i¢cin 1 hafta ara ile aseptik kosullar altinda 10 mL alinmis ve hemen
ardindan ayni kosullar altinda numunelere 10 mL sterilize edilmis 0,1 M pH=5 fosfat
tamponu ilave edilmistir. Numunelerin iist sivi fazlarindan alinan sivilar biyolojik
pargalanabilirlik caligmalart i¢in toplam indirgen seker tayini Dinitrosalisik asit

(DNS) metoduna, HPLC ve GC-MS analizlerine tabi tutulmustur.
3.2.2.4. Sahit numunelerinin hazirlanmasi

Kat1 faz fermantasyon ve askida kati faz fermantasyon ¢alismalarinda her
biri ti¢ tekrar olan ti¢ farkli sahit numune seti kullanilmistir. Birinci set sadece 10 g
biyoplastik graniilleri ve 25 mL stok mineral besiyeri igeren, ikinci set 2mL fungus
astlanmis 25 mL stok mineral besiyeri igeren ve iiclincii set ise sadece 25 mL stok
mineral besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlerden olusturulmustur (Cizelge 3.3.). Sahit
numune setlerine ait erlenler 121 °C¢de 20 dk siire ile otoklavda steril edilmistir.
Ikinci sete fungus asilamasi sterilizasyonun ardindan aseptik sartlarda
gerceklestirilmistir.  Sahit numunelerin inkiibasyonu diger deney setleri ile ayni
sartlarda (24°C) gergeklestirilmis ve bu numunelerden belirlenen siirelerde alinan
sivi kisimlar, HPLC ile seker tiirlerinin analizi ve GC-MS ile son iiriin analizleri i¢in

kullanilmistir.
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Cizelge 3.3. Askida kat1 faz, kat1 faz fermantasyon ve sahit numune deney setleri

Set | Biyoplastik Asilanan Stok Biyoplastik
Graniil Fungus Mineral | miktari/Besiyeri
Miktan (g) | Miktar1 (14,70 | Besiyeri hacmi
+ 1,50 mg hacmi (mL) (o/L)
kuru
kiitle/mL)

1 2,5 2mL 12 mL 208

2 5 2 mL 12 mL 416

E 3 10 2mL 12 mL 832

5 1 2,5 amL 12 mL 208

5 5 4 mL 12 mL 416

6 10 4 mL 12 mL 832

7 2,5 2 mL 25 mL 100

5 8 5 2mL 25 mL 200

£ [ 9 10 2 mL 25 mL 400

E 10 2,5 4 mL 25 mL 100

é 11 5 4 mL 25 mL 200

12 10 4 mL 25 mL 400
_ 13 10 - 25 mL -
% % 14 - 2mL 25 mL -
AN T : : 25 mL :

3.2.2.5. DNS metodu ile indirgen seker analizi

Sabit sicaklikta (24 °C) inkiibe edilen askida kati faz ve kati faz
fermantasyon deney setlerinin sivi  fazlarindan haftalik alinan numuneler
Dinitrosalisik asit (DNS) metodu ile glikoz cinsinden indirgen seker tayini igin
kullanilmistir [44].
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DNS metodunda 10 g dinitrosalisik asit, 2 g fenol, 0,5 g sodyum siilfit ve 10
g sodyum hidroksit kimyasal maddelerinin 1 L deiyonize suya tamamlanmasi ile
olusturulan dinitrosalisik asitin %]1°lik ¢ozeltisi ve potasyum tartaratin %40’lik
cozeltisi (Rochelle ¢ozeltisi) kullanilmis ve yontem asagidaki adimlarla

gerceklestirilmistir.

1. Setlerin ust sivi fazlarindan aseptik kosullar altinda 10’ar mL’lik

numuneler alinmig ve santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

2. Santrifij tliplerindeki numuneler ortamdan gelmesi muhtemel fungus
misellerinin ¢oktiirilmesi amaci ile 4 °C’de 6000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij

edilmistir.

3. Santrifiij edilen tiiplerdeki numunelerin st fazlarindan 3 tekrar olmak
tizere 3’er mL’lik numuneler alinmig ve cam deney tiiplerine aktarilmistir. Her bir

tiipe 3 mL dinitrosalisik asit ¢ozeltisi ilave edilmistir.

4. Ortamlarda renkli kompleksin olugmasi i¢in cam tiiplerdeki numuneler

90 °C’lik su banyosunda 15 dk siireligine beklemeye birakilmustir.

5. On bes dakikalik siirenin sonunda cam tiiplerdeki numunelerin her birine
rengi sabitlemesi amaciyla 1 mL Rochelle tuzu ilave edilerek oda sicakliginda 15 dk

sogumaya birakilmigtir.

6. Oda sicakligina gelen numunelerin spektrofotometrede, 575 nm’de
absorbansi okunmustur. Okunan absorbans degerleri olusturulan glikoz standart

egrisi yardimiyla glikoz cinsinden konsantrasyonu saptanmustir.
Glikoz standart egrisi 0,7 g/L’lik glikoz ¢ozeltisinin 0,1 g/L, 0,2 g/L, 0,3

o/L, 04 ¢g/L, 05 g/L, 0,6 g/L ve 0,7 g/L konsantrasyonlarindaki seyreltilmis

cozeltilerinin 3 mL’lik 3 tekrar numunelerine DNS metodunun uygulanmasi ve 575
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nm’de spektrofotometrede absorbans degerlerinin okunmasi ile belirlenmistir (Sekil

3.1).

1.8 A =3.0571x - 0.2663

' / RZ = 0.9994
1.6
1.4
1.2 v
) N
0.8
0.6 pd
0.4
0.2 A
&

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Konsantrasyon, g/L

Absorbans

Sekil 3.1. DNS metod glikoz standart egrisi

3.2.2.6. Seker tiirleri analiz ¢alismalar1 (HPLC)

HPLC analizlerinden once kati faz fermantasyon ve askida kati faz
fermantasyon deney setlerinden alinan sivi faz numuneleri 0,45 pm’luk enjektor tipi
filtrelerden (Millipor) gegirilmistir. HPLC’de seker tiirlerinin (glikoz, fruktoz,
galaktoz, arabinoz, mannoz, siikroz, ksiloz) analizi; tasiyict fazin 75/25
Asetonitril/deiyonize su olarak kullanildig: 1,4 mL/dk akis hiziyla, 30 °C’de, 10 uL

ornekleme yapilarak, 15 dakika kromatografi uygulanmistir.

Numunelerin analizlerinden once heksozlar i¢in ayr1 ayri standart egriler
olusturulmustur. Analizler i¢in standart derisimleri 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ve 4,0 g/L
olarak hazirlanan 7 farkli seker tiiriiniin (arabinoz, glikoz, fruktoz, galaktoz, mannoz,
siikroz, ksiloz) HPLC cihazinda standart egrileri olusturulmustur. (Sekil 3.2.-Sekil
3.8.).
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Sekil 3.3. Glikoz standart egrisi
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Sekil 3.5. Galaktoz standart egrisi
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Sekil 3.7. Siikroz standart egrisi
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Sekil 3.8. Ksiloz standart egrisi

3.2.2.7. Son iirlin analiz ¢alismalar1 (GC-MS)

Kati faz ve askida kati faz deney setlerinden haftalik olarak alinan sivi
numunelerdeki pargalanma {iriinlerinin belirlenmesi i¢cin Gaz kromatografisi-kiitle
spektrofotometresi cihazi kullanilmistir. Analizlerde, tasiyict gaz olarak helyum (55

ml/dk. ) kullanilmis olup ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.4.’de verilmektedir.

Cizelge 3.4. GC-MS caligsma kosullari

Max firin sicakhgi 325°C
Operasyon siiresi 28 dk
Injeksiyon hacmi 3 uL, split
Split sicakhg 110°C
Split toplam akis 194,61 mL/dk
Split oram 100:1

48



Bezirhan E. 2012. Nisasta-Bazli Biyoplastik Atklarinin Kahverengi Ciiriik¢iil Fungus Gloephyllum trabeum ile Biyolojik
Par¢alanabilirliginin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

3.2.2.8. Kuru fungal biyokiitlenin belirlenmesi

Calismalarda  kullanilan ~ homojenize  edilmis  fungusun  misel
stispansiyonunun 1 mL’sinde bulunan biyokiitlesinin belirlenmesi amactyla darasi
alinmig kaplara 3 tekrar olmak tizere 10 mL misel siispansiyonu eklenmistir. Tartim
kaplar1 80 0C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmis, bu stirenin sonunda 30 dakika siire
ile desikatorde bekletilmis ve hassas terazide tartimlart yapilmistir. Tartim
sonucunda 1 mL misel siispansiyonun igerdigi fungusun kuru biyokiitlesi

belirlenmistir (Bolim 4.2.1.).

3.2.2.9. Biyolojik olarak pargalanan biyoplastik atik kiitlesinin saptanmasi

Deneysel calismalarin tamamlanmasindan sonra askida kati faz ve kat1 faz
fermantasyon deney setlerine ait ortamlar siizge¢ yardimiyla siiziilerek kati ve sivi
kisimlar1 birbirinden ayrilmigtir.  Kati kisim iki kez distile su ile yikanarak
biyoplastik kiitlesi ile fungusun ayrilmasi saglanmigtir. Kati kisimda kalan
biyoplastik kiitlesi 80°C’de 24 saat boyunca kurutulduktan ve desikatérde 30 dk
boyunca bekletildikten sonra hassas terazide tartimi yapilmistir. Tartim degerleri,
baslangi¢ kiitleleri bilinen biyoplastik numunelerinin biyolojik par¢alanma siiresince

kaybettigi kiitlenin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. HAZIRLIK CALISMALARI BULGULARI

4.1.1. Fungus Se¢imi Calismalart

Bolim 3.2.1.2.°de belirtildigi gibi bes farkli fungus tiirtiniin (Gloeophyllum
trabeum, Coriolus versicolor, Phanerohaete chrysosporium, Trichoderma reesei ve
Funalia trogii) bulundugu %1 ¢oziinebilir nisasta igerigine sahip petri kaplarindaki
kiiltiirlere 7 gilinliikk inkiibasyonun ardindan iyot ¢dozeltisi ilave edilmis petri
yiizeyinde nisasta igeren mor renkli bolgeler ve nisasta igermeyen renksiz bolgeler
gdzlemlenmistir (Sekil 4.1.). Iyot ¢dzeltisi, nisasta varliginda mor —siyah renk alan
bir indikatordiir [62,63].

G.1trobeum C. versicolor F. ho&ll Treseii P.u‘hsogonum

Sekil 4.1. Petri kaplarinda (%1 ¢oziinmiis nisasta) gelisen farkli tiirlerin kiiltiirlerine

1yot ¢ozeltisi ilavesinden sonra gbzlenen bolgeler

Iyot ¢ozeltisinin kiiltiirlere ilave edilmesinden sonra bes farkli kiiltiirde de
renksiz ve mor bolgeler gozlenmistir.  Gozlenen renksiz bolgeler, c¢alismada
kullanilan tiirler tarafindan nisasta polimerinin karbon kaynagi olarak kullanilmasi
icin gerekli enzim veya enzim gruplarinin iretildigini ve nisastay1r parcalama
yeteneklerinin bulundugunu gostermektedir. Kiiltiirlerde, en genis koloni ¢apina ve
renksiz bolgeye sahip olmasi nedeniyle hiicre disina salgilanan amilaz enzimini [50],

yiiksek aktivite ile treten fungusun G. trabeum giiriikglil fungusu oldugu

50



Bezirhan E. 2012. Nisasta-Bazli Biyoplastik Atklarinin Kahverengi Ciiriik¢iil Fungus Gloephyllum trabeum ile Biyolojik
Par¢alanabilirliginin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

belirlenmistir. Bu nedenle nisasta bazli biyoplastik polimerinin biyolojik olarak

pargalanabilirlik ¢alismalar1 G. trabeum ile gergeklestirilmistir.

4.2. BIYOLOJIK PARCALANMA CALISMALARI

4.2.1. Kuru Fungal Biyokiitlenin Belirlenmesi

Bolim 3.2.2.8.°de belirtildigi gibi, fermantasyon calismalar1 deney setlerine
astlanmasi i¢in homojenize edilmis G. trabeum misel siispansiyonunun 1 mL’sindeki
kuru kiitle miktarinin belirlenmesi amactyla yapilan ¢aligmalar sonucunda belirlenen
tartimlar Cizelge 4.1.’de gosterilmektedir. Tartim sonuglarina gore 1 mL G. trabeum

misel siispansiyonunun igerdigi kuru kiitle 14,70 = 1,50 mg olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.1. Kuru fungal biyokiitle tartimlari

Tartim No mg kuru kiitle/mL G. trabeum misel siispansiyonu
1 13,10
2 16,10
3 14,60
Ortalama deger 14,70 + 1,50

4.2.2. Deney Setlerine Asilanan G. trabeum Fungusunun Geligimi

Belirli miktarlarda nisasta bazli biyoplastik graniilleri ve stok mineral
besiyeri igeren kat1 faz ve askida kat1 faz fermantasyon calismalar1 deney setlerine
(Boliim 3.2.2.3.) 14,70 £ 1,50 mg kuru kiitle/mL G. trabeum misel siispansiyonu
iceren asilamalar yapilmistir. Asilamalarin ardindan 1 hafta sonra tiim deney
setlerinde, G. trabeum un biyoplastik graniillerine tutunarak miselyum olusturdugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.2.). G. trabeum fungusunun biyoplastik graniilleri {izerinde
miselyum olusturarak gelismesi nisasta bazli biyoplastik graniillerini karbon kaynagi

olarak kullandiginin bir gostergesidir.

51



Bezirhan E. 2012. Nisasta-Bazli Biyoplastik Atiklarimn Kahverengi Ciiriik¢iil Fungus Gloephyllum trabeum ile Biyolojik
Par¢alanabilirliginin Arastirilmasi, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

(a) (b)
Sekil 4.2. Asilamadan 1 hafta sonra askida kati1 faz (a) ve kati faz (b) fermantasyon

caligmalar1 deney setlerinde G. trabeum’un biyoplastik graniilleri tizerindeki gelisimi

Calismalarda deney setlerinde bulunan G. trabeum fungusunun sivi ortamin
yiizeyini ortecek sekilde miselyum gelistirdigi gézlemlenmistir (Sekil 4.3.). Bunun
nedeni yeterli oksijen alabilmek i¢in miselyal yapinin yilizeyde gelismesi olarak

distiniilmektedir.

(a) (b)
Sekil 4.3. Calisma boyunca askida kati faz (a) ve kat1 faz (b) fermantasyon

caligmalar1 deney setlerinde G. trabeum’un biyoplastik graniilleri tizerindeki gelisimi

Bolim 3.2.2.4.°de belirtildigi gibi hazirlanan G. trabeum ve stok mineral
besiyeri igerigindeki 14 numarali sahit numunede (Cizelge 3.3.) c¢alisma siiresi
boyunca fungus gelisimi gozlemlenmemistir (Sekil 4.4.). On dort numarali sahit
numunede G. trabeum fungusunun gelisememesinin sebebi stok mineral besiyerinin

herhangi bir karbon kaynag1 icermemesidir.
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Sekil 4.4. On dort numarali sahit numune deney setlerinde G. trabeum’un gelisimi

4.2.3. DNS Metodu ile Toplam indirgen Seker Analizi Sonuglart

4.2.3.1. Kat1 faz fermantasyon ¢aligsmalarinin zamana bagli toplam indirgen seker

analizi sonuglari

Kati1 faz fermantasyon g¢alismalarmin, 2 mL G. trabeum igeren 1, 2, 3
numarali setlerinde ve 4 mL G. trabeum fungusu igeren 4, 5, 6 numarali setlerinde
DNS metodu ile saptanan toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin zamana bagh

degisimleri Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Kat1 faz fermantasyon ¢alismalarmin 2 mL G. trabeum igeren 1, 2, 3

numarali setlerin toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi.
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==/ numarali set (208 g Biyoplastik Atik/ L Stok Besiyeri)
== 5 numarali set (416 g Biyoplastik Atik/L Stok Besiyeri)
=6 numarali set (832 g Biyoplastik Atik/L Stok Besiyeri)

Sekil 4.6. Kat1 faz fermantasyon ¢alismalarinin 4 mL G. trabeum igeren 4, 5, 6

numarali setlerin toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi.
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4.2.3.2. Askida Kat1 faz fermantasyon c¢alismalarinin zamana bagli toplam indirgen

seker analizi sonuglari

Askida kati faz fermantasyon ¢alismalarinin, 2 mL G. trabeum fungusu igeren
7, 8, 9 numarali setlerine ve 4 mL G. trabeum fungusu igeren 10, 11, 12 numarali
setlerinin DNS metodu ile elde edilen toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin

zamana bagl degisimleri Sekil 4.7. ve Sekil 4.8.’de verilmistir.
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== 8 numarali set (200 g Biyoplastik Atik/L Stok Besiyeri)
=9 numarali set (400 g Biyoplastik Atik/L Stok Besiyeri)

\,

Toplam indirgen Seker (g/L)

Sekil 4.7. Askida kati faz fermantasyon ¢aligsmalarinin 2 mL G. trabeum igeren 7, 8,
9 numaral1 setlerin toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin zamana bagh

degisimi
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Sekil 4.8. Askida kat1 faz fermantasyon ¢aligmalarinin 4 mL G. trabeum igeren 10,
11, 12 numarali setlerin toplam indirgen seker konsantrasyonlarinin zamana bagl

degisimi

DNS yontemi ile yapilan analiz sonuglari, kati faz ve askida kati faz
fermantasyon c¢alismalarinda glikoz cinsinden Olgiilen toplam indirgen seker
miktarlarmin en yiiksek degerlerine ¢aligmanin 1. veya 3. haftasinda ulasildigini

gostermistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Askida kat1 faz ve kat1 faz fermantasyon ¢alismalarinda DNS metodu

ile belirlenen en yiiksek toplam indirgen seker miktarlar

Set | Fungus | Biyoplastik DNS metodu ile DNS metodu ile en
Miktari graniil saptanan en yiiksek yiiksek seker
miktari toplam indirgen [ konsantrasyonunun
(g9/L) seker saptandigi hafta
konsantrasyonu
(9/L)

1 2mL 208 43,834 3
2 2mL 416 131,698 1
S [ 3] 2m 832 74,975 1
E 4| amL 208 37,03 3
5 4 mL 416 101,717 1
6 4 mL 832 84,462 1
7 2mL 100 28,249 4
N 8 2mL 200 52,131 3
E 9 2mL 400 119,235 3
g 10 4 mL 100 27,453 4
f@; 11 4 mL 200 53,713 3
12 4mL 400 168,831 1

4.2.4. Seker Tiirleri Analiz (HPLC) Sonuglari

Askida kat1 faz ve kat1 faz fermantasyon ¢alismalarindaki seker tiirlerinin ve

miktarlarinin  belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.2.6.°da belirtildigi gibi HPLC

analizleri, DNS metodu ile belirlenen en yiiksek indirgen seker miktarlar1 igerigine

sahip 2 ve 12 numarali deney setlerinden alinan sivi numunelere uygulanmaistir.

Ayrica sahit numunelere de HPLC analizleri uygulanarak sonuglar karsilastirilmistir.
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4.2.4.1. Sahit numunelere ait HPLC analiz sonuglari

Sahit numunelerde seker tiirlerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan HPLC

analizi sonuglar Sekil 4.9.-4.11.”de verilmistir.
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Sekil 4.9. Biyoplastik graniilleri ve besiyeri i¢eren ancak fungus igermeyen sahit

numunenin HPLC analiz sonucu
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Sekil 4.10. Fungus ve besiyeri igeren ancak biyoplastik graniilleri icermeyen sahit

numunenin HPLC analiz sonucu
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Sekil 4.11. Yalnizca besiyeri igeren sahit numunenin setin HPLC analiz sonucu

o
o
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Sahit numunelere (Cizelge 3.3.) uygulanan HPLC analizlerinde herhangi bir
seker tiirli tespit edilememistir (Sekil 4.9.-4.11.). Sahitler diger numuneler ile ayni
sartlarda hazirlanmis, otoklavlanmis ve inkiibe edilmistir. Bu numunelerde seker
tiirliniin tespit edilememesi, herhangi bir fiziksel/’kimyasal etken nedeni ile (sicaklik,
pH, basing vs.) biyoplastik graniillerinden besiyeri ortamina seker salinimi

olmadigini géstermektedir.

4.2.4.2. Kat1 faz fermantasyon ¢alismalart HPLC analiz sonuglar1

Kati1 faz fermantasyon deney setlerinin 2 numarali setinden alinan sivi

fazlarin HPLC analiz sonuglar1 Sekil 4.12.”de verilmektedir.
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Sekil 4.12.(a). Iki numarali setin (5 g biyoplastik, 2 mL fungus, 12 mL besiyeri)
zamana bagli (2.-6. hafta) HPLC analiz sonuglari
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Sekil 4.12.(b). iki numarali setin (5 g biyoplastik, 2 mL fungus, 12 mL
besiyeri) zamana bagli (7.-12. hafta) HPLC analiz sonuglari
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Sekil 4.12.(c). Iki numarali setin (5 g biyoplastik, 2 mL fungus, 12 mL besiyeri)

zamana bagli (15-16. hafta) HPLC analiz sonuglari

Kat1 faz fermantasyon deney setlerinden 2 numarali sete uygulanan HPLC

analizleri

sonucunda belirlenen seker tiirleri

gosterilmektedir.

ve miktarlar

Cizelge 4.3.°de

Cizelge 4.3. ki numarali setin HPLC analizlerinde zamana bagli olarak belirlenen

seker tiirleri ve miktarlari

Zaman Mannoz Glikoz Fruktoz Galaktoz | Arabinoz
(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (9/L)
2.hafta 11,805 3,131 0,347 - -
3.hafta 15,380 - - - 0,262
4.hafta 8,292 - 0,107 - -
6.hafta 2,968 - - 4,124 0,117
7.hafta 2,258 - 0,032 3,845 -
8.hafta 2,762 - 0,142 0,667 0,104
9.hafta 2,452 - 0,041 - 0,075
10.hafta 1,891 0,0364 - 0,4434 -
11.hafta - - 0,077 0,0921 0,161
12.hafta 1,199 0,150 0,046 0,038 0,679
15.hafta - - 0,128 1,414 -
16.hafta - - - - -
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4.2.4.3. Askida kat1 faz fermantasyon ¢alismalart HPLC analiz sonuglar

Askida kat1 faz fermantasyon deney setlerinin 12 numarali setinden alinan

s1v1 fazlarin HPLC analiz sonuglar1 Sekil 4.13.”de verilmektedir
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Sekil 4.13.(a). On iki numarali setin (10 g biyoplastik, 4 mL fungus, 25 mL
besiyeri) zamana bagli (1.-6. hafta) HPLC analiz sonuglar1
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Sekil 4.13.(b). On iki numarali setin (10 g biyoplastik, 4 mL fungus, 25 mL
besiyeri) zamana bagl (7.-13. hafta) HPLC analiz sonuglari
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Sekil 4.13.(c). On iki numarali setin (10 g biyoplastik, 4 mL fungus, 25 mL besiyeri)

Askida kati faz fermantasyon deney setlerinden 12 numarali setin siv1 fazina

uygulanan HPLC analizleri sonucunda belirlenen seker tiirleri ve miktarlar1 Cizelge

4.4.°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.4. On iki numaral1 setin HPLC analizlerinde zamana bagli olarak

belirlenen seker tiirleri ve miktarlar

Zaman Mannoz Glikoz Fruktoz | Galaktoz( | Arabino
(9/L) (9/L) (9/L) g/L) z (9/L)
L.hafta 50,463 - 0,424 - 1,328
2.hafta 36,425 0,113 0,441 - 1,280
3.hafta 15,749 - 0,051 - 0,703
4.hafta 27,137 0,021 0,029 - 1,192
5.hafta 10,793 0,247 0,078 - 2,047
6.hafta 10,772 - - - 2,543
7.hafta 8,174 0,0397 0,053 0,070 -
8.hafta 3,223 0,094 - 0,352 2,267
9.hafta 27,834 0,058 - - 0,362
10.hafta 0,511 - 0,157 - 2,941
11.hafta 6,582 0,031 0,086 - 0,536
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Cizelge 4.4. (devami)

12.hafta 0,285 0,017 - 0,038 0,391
13.hafta 17,221 0,069 0,011 - 2,768
15.hafta 1,986 0,147 0,133 0,251 0,142
16.hafta 5,617 - - 1,008 1,750

Her iki ortam i¢in de fungal par¢alanma sonucunda bes temel seker tiiriiniin
aciga ciktigi belirlenmistir. Hemen her 6rnekte alt1 karbonlu bir monosakkarit olan
mannoz [64, 65, 66] saptanmistir. Bu durum bir polisakkarit olan nisastanin 6ncelikle
alt1 karbonlu monosakkarit mannoza indirgendigini gostermektedir. Orneklerin
biiyiik bir ¢ogunlugunda fruktoz saptanmistir. Fruktoz genellikle meyve sekeri
olarak bilinmesine ragmen en temel kaynaklarindan birisi misir olup [67], bu durum
biyoplastik yapiminda kullanilan nisastanin misir nisastast oldugunu da
gostermektedir. Orneklerde ayrica alt1 karbonlu galaktoz [64, 65] ve bes karbonlu
arabinoz [68] saptanmistir. Bazi 6rneklerde ise nisastanin tamamen pargalanmasi

sonucu olugan temel monomer olan glikoz belirlenmistir.

4.2.5. Parcalanma {iriinlerinin arastirilmasi-GC-MS analiz sonuglar1

Askida kat1 faz ve kat1 faz fermantasyonu sonucunda biyoplastiklerin fungal
parcalanmalar1 sonucu olusan triinlerin tespit edilmesi amaci ile Boliim 3.2.2.7.°de
belirtildigi gibi bir dizi GC-MS analizi gerceklestirilmistir. Bu analizler i¢in ¢alisma
stiresince elde edilen en yiiksek seker degerlerine sahip numuneler (2 ve 12 numarali

deney setleri) se¢ilmistir.

4.2.5.1. Sahit numunelere ait GC-MS analiz sonuglari

Askida kati faz ve kati faz fermantasyon calismalar1 deney setleri ile
karsilastirilmas1 amaci ile 13, 14 ve 15 numarali sahit numunelerden ¢alisma
boyunca haftalik olarak alinan sivi numunelere de GC-MS analizleri uygulanmistir.
Analiz sonuglari, beklenildigi ilizere bu numunelerde herhangi bir parcalanma

tirlinliniin olmadigin1 gostermistir.
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4.2.5.2. Kat1 faz fermantasyon ¢alismalart GC-MS analiz sonuglari

Kat1 faz fermantasyon ¢alismalarindan 2 numarali deney setlerinden alinan
(5 g biyoplastik, 2 mL fungus, 12 mL besiyeri) sivi kisimlara uygulanan GC-MS
analizlerinde saptanan kimyasal maddeler Cizelge 4.5.’de verilmektedir

Cizelge 4.5. ki numarali setten zamana bagli alinan numunelerin GC-MS analiz

sonugclari
Kimyasal maddenin adi Hafta Amprik formiilii
Ethanol 1 C,HsO
izopropanol 2 C3HgO
Dimetilamin 2 CH7/N
Etilamin 2 CoH;N
Etilen glikol monometileter 6 C3HgO,

4.2.5.3. Askida kat1 faz fermantasyon ¢alismalar1 GC-MS analiz sonuglari
Askida kati faz fermantasyon ¢alismalarindan 12 numarali deney setlerinden
alinan (10 g biyoplastik, 4 mL fungus, 25 mL besiyeri) siv1 kisimlara uygulanan GC-

MS analizlerinde saptanan kimyasal maddeler Cizelge 4.6.” da verilmektedir.

Cizelge 4.6. On iki numarali setten zamana bagli alinan numunelerin GC-MS analiz

sonuglar1
Kimyasal madde ad1 Gozlenen Haftalar Amprik formiilii
Metaraminol 1 CyH13NO,
Etanol 1-2 CyHgO
Dimetil amin 1-2 CoH;N
Etilamin 1 CoH;N
Izopropanol 1 C3HgO
Piridin 1 CsHsN
Etilen glikol 1-2 C3HgO,
Etanol 2 C2HsO
Linoleik asit 2 CisH320,
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Cizelge 4.6. (devami)

Kaprik asit 2 C10H2002
Arabinoz 3 CsH100s

Asetaldehit 4-5-6-8-10-11 C2H40.

Etilen oksit 4-5-6-8-10-11 C,H,40.

GC-MS analiz ¢alismalarinda, nisasta bazli biyoplastiklerin G. trabeum ile
biyolojik olarak pargalanmalari sonucu aciga ¢ikan son {irlinler tespit edilmistir.
Parcalanma sonucu olusan iirlinlerin tespiti, biyoplastiklerin hangi asamaya kadar

fungal pargalanmaya ugradiklarinin belirlenmesinde 6nem tasimaktadir.

4.2.6. Biyolojik Olarak Parcalanan Biyoplastik Atik Kiitlesinin Belirlenmesi
Fermantasyon caligmalarinin 2, 7 ve 12 numarali deney setlerinden alinan

ortamlar Boliim 3.2.2.9.’da belirtildigi gibi fungus kismindan ayrilmis ve biyoplastik

graniillerinin tarttimi1 yapilarak G. trabeum fungusu tarafindan biyolojik olarak

pargalanan biyoplastik graniil miktar1 saptanmistir (Cizelge 4.7.).

Cizelge 4.7. Biyolojik olarak parcalanan biyoplastik kiitle miktarlari

Set Calisma Calisma sonunda Toplam Biyolojik olarak
baslangicinda biyoplastik biyoplastik parcalanma
Biyoplastik graniil graniil miktar: graniilii kiitle verimi %
miktari icerigi (Q) icerigi (g) kaybi (9)
7 2,5 1,7553 0,7447 29,79
2 5 3,3254 1,6746 33,49
12 10 5,5816 4,4184 44,18

Inkiibasyonun sonunda, baslangi¢ biyoplastik miktar icerikleri 2,5-5-10 g olan
fermantasyon ¢alismalarinda sirasiyla %29,8-%33,5-%44,2 oraninda biyolojik
pargalanmanin gergeklestigi tespit edilmistir (Sekil 4.14.). Biyolojik parg¢alanma
verimlerinin, setlerin igerdikleri biyoplastik kiitlesi ile dogru orantili olarak arttigi

belirlenmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. SONUCLAR

DNS metodu ile gergeklestirilen analizlerde en yiiksek indirgen seker
miktarlar1 ¢aligmanin ilk haftasinda, kat1 faz fermantasyon c¢alismalarinin 2 mL G.
trabeum fungusu ve 416 g/L biyoplastik graniilii i¢ceren 2 numarali deney setinde
131,698 g/L olarak; askida kat1 faz fermantasyon g¢aligmalarinin 4 mL G. trabeum
fungusu ve 400 g/L biyoplastik graniilii igeren 12 numarali deney setinde 168,331
g/L olarak belirlenmistir. Indirgen seker miktarlar1 1. ile 10. haftalar arasinda
zamana bagli olarak artis ve azaliglar gostermistir. Indirgen seker miktarlarindaki
zamana baglh degisimler G. trabeum’un ortamda olusturdugu sekerleri karbon
kaynagi olarak kullandigini gostermektedir. Bu arastirmanin bir sonraki adiminda
kurulmas1 muhtemel pilot sistemde giinliik olarak ortam sivisinin yenilenmesi ve
sistemden elde edilen indirgen sekerlerin farkli amaglarla kullanilmasi miimkiin

olabilir.

Askida kat1 faz fermantasyon caligmalarinda, baslangi¢ biyoplastik graniil
miktar1 artttkca DNS metodu ile elde edilen toplam indirgen seker miktar1 da
artmaktadir. Ancak kati faz fermantasyon calismalarinda bu oran gézlenmemistir.
En yiiksek toplam indirgen seker miktarinin 832 g/L biyoplastik graniilii igeren 3
numarali deney setinde elde edilmesi beklenirken, 416 g/L iceren biyoplastik graniilii
igeren 2 numarali deney setinde elde edilmistir. Bu duruma kat1 faz fermantasyonda
biyokiitle miktar1 arttirildiginda biyoplastik graniillerinin birbirine yapigsmasi sonucu
fungusun misellerinin tiim ylizey alanina etkin olarak ulagamamasinin neden oldugu

distiniilmektedir.

Kat1 faz (1 ve 4; 2 ve 5; 3 ve 6) ve askida kat1 faz fermantasyon (7 ve 10; 8
ve 11; 9 ve 12) caligmalarinda, ayni1 biyoplastik graniil miktarlar1 igerigine sahip
deney setlerinde fungus miktar arttik¢a elde edilen toplam indirgen seker miktarinda

belirgin bir artis saptanmamustir.
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HPLC analizleri sonucunda, kati faz ve askida kati faz fermantasyon
calismalarinda mannoz, glikoz, arabinoz, fruktoz ve galaktoz seker tiirlerinin
saptanmasi fakat sahit numunelerde herhangi bir seker tiirliniin saptanamamis olmasi,
nisasta bazli biyoplastigin kahverengi ¢iiriikk¢iil fungus G. trabeum tarafindan
parcalandigini gostermektedir. Yapilan analizlerde, en yiiksek miktarda elde edilen
seker tliriiniin askida kat1 faz fermantasyon caligmalarinda 50,563 g/L. ve kat1 faz
fermantasyon c¢alismalarinda 15,380 g/l konsantrasyonlarinda mannoz oldugu
belirlenmistir. Mannoz alt1 karbonlu bir seker olup nisastanin par¢alanmasi sonucu
ac1ga ¢ikmustir. Ozellikle bir monomer olan glikozun ortamlarda daha az bulunmasi
bunlarin fungus tarafindan enerji kaynag: olarak oncelikle tercih edildigi goriisiinii

ortaya ¢ikarmaktadir.

Mikroorganizmalarin bulundugu dogal ortamlarda serbest halde su
bulunmamasindan dolay1r genelde mikroorganizmalar kati1 faz sistemlerinde askida
kati faz sistemlerine gore daha fazla adapte olmaktadirlar [69]. Ancak DNS yontemi
ile elde edilen indirgen seker miktarlar1 ve HPLC analizleri sonucunda elde edilen
seker miktarlarinin askida kati faz fermantasyon c¢alismalarinda, kat1i faz
fermantasyon caligmalarina gore daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Kat1 faz ve
askida kat1 faz fermantasyon calismalarinda fungusun gelisimi sicaklik, pH, oksijen
transferi gibi bazi parametrelere baghdir [50, 51]. Ortamdaki oksijenin azalmasi
durumunda funguslarin yeterli diizeyde biiyiiyemedigi rapor edilmistir [51, 52]. Bu
caligmada kat1 faz fermantasyon calismalarinda askida kati faz fermantasyon
caligmalarindan daha kiiciik hacimlerde sise kullanilmis olmasi, kati faz
fermantasyon ¢alismalarindaki oksijenin ortamda daha az olmasina dolayisiyla
oksijenin fungusun {iremesi ve enzim iretiminde simirlayict bir faktor haline

gelmesine neden oldugu diistiniilmektedir.

Ortamdaki polisakkarit makromolekiiliiniin hiicre igine alinabilmesi igin
funguslar ekstraseliiler enzimler iretmektedirler [61, 70]. Ekstraseliiler enzimin
hiicre i¢inden hiicre disina fungus tarafindan aktarilmasinda ortamdaki sivi miktari
olduk¢a 6nemlidir [62, 63]. Bu nedenle yiiksek oranda biyoplastigin pargalanmasi

(%44,2) askida kat1 faz fermantasyon calismalarinda daha fazla stok mineral sivi
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besiyeri kullaniminin bir sonucu oldugu fikrini vermektedir. Ayrica sivi ortama
aktarilan enzimlerin suyun yarattig siiriicii gii¢ ile biyoplastik yapinin tiim yiizey
alanina ulasabilmesi yani enzim-substrat temas olasiliginin artmasi, ancak bu
durumun kati fazda ger¢eklesmemis olmasi durumu deneysel sonuglarla

desteklenmektedir.

GC-MS analizleri sonucunda, ksiloz, arabinoz ve linoleik asit kimyasal
maddeleri saptanmig, sahit numunelerde ise herhangi bir kimyasal madde tespit
edilememistir. Sahit numunelerde herhangi bir maddenin tespit edilememesi ve
fermantasyon calismalarinda ksiloz ve arabinoz gibi nisasta monomerlerinin tespiti,

nisasta bazli biyoplastigin yapisindaki nisastanin parcalandigini gostermektedir.

Misirda bulunabilen linoleik asitin tespit edilmesi ise, nisasta bazl
biyoplastigin misir nisastasindan iretildigine isaret etmektedir [71]. Ayrica zamana
bagl olarak uygulanan analizlerde bir maddenin diger haftadaki varliginin tespit
edilememesi, biyolojik pargalanma iiriinlerinin G. trabeum tarafindan kullanildiginin

bir gostergesidir.

Sahit numunelere uygulanan GC-MS ve HPLC analiz sonuglarinda herhangi
bir maddenin tespit edilememis olmasi, sahit numune deney setlerinin otoklavda
sterilize edilmesi sirasinda, biyoplastik graniillerinin yapisinda herhangi bir

degisimin gerceklesmedigini gdstermistir.

5.2. ONERILER

Calisma sonuglari, nisasta bazli biyoplastik atiklarmin kahverengi ¢iirtikgiil
fungus  Gloephyllum trabeum tarafindan pargalandigini  gdstermektedir.
Fermantasyon ¢aligsmalarinda, oksijen transferini saglayacak yeterli hacimde
malzemelerin kullanilmasinin nisastanin pargalanmasi sirasinda elde edilen seker

miktar1 verimini artirabilecegi diistiniilmektedir.
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Ayrica ¢aligma sonucunda nisastanin parcalanmasi ile ortaya ¢ikan indirgen
sekerin farkli proseslerde substrat olarak kullanilarak mevcut atigin ekonomik degeri
yiiksek olan iirlinlere (biyoetanol, tek hiicre proteini v.b.) doniistiiriilmesi miimkiin
olabilecegi ve bu amagla daha ayrintili bir g¢alismanin yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.

Calismanin bir sonraki asamasinda bu arastirmada eclde edilen tiim
parcalanma iriinleri incelenerek bunlarin  sistem  performansina etkileri
aragtirtlmalidir. Ayrica biyoplastik tlirleri degistiginde olusan son iriinlerin de

degisecegi goz oniinde bulundurulmalidir.

Calismanin bir sonraki asamasi ayrica pilot sistemin kurulmasmni ve
sistemden elde edilen ekonomik degeri olan iiriinlerin farkli amaglar ile kullanim
olasiliginin aragtirllmasini igermelidir. Pilot sistemin amortisman siiresinin ve
ekonomik getirisinin saptanmasi1 amaci ile ftretilen {iriiniin ekonomik degeri

belirlenmeli ve sistemin toplam maliyet analizi ¢ikartilmalidir.
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