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OZET

EISENIA FETIDA (SAVIGNY 1826)DA MiKRO PLASTIiK ABSORBSiYONU VE
BUYUME PARAMETRELERINE ETKIiSININ KARARLI iZOTOP
YONTEMIYLE ARASTIRILMASI

Elif MENTES
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman : Prof. Dr. Siikran YALCIN OZDILEK
02/02/2018, 43

Diinya iizerinde plastik kullanimmin artmasi ile birlikte zamanla asinarak
mikroplastik adi verilen daha kiigiik partikiiller dogal ortamlarda artis gostermektedir.
Mikroplastikler canlilar tarafindan istemsizce tiiketilebilir boyutlarda olmalar1 sebebiyle
tehdit olusturmaktadirlar. Literatiirde canlilarin  yiyecekleri ile birlikte aldiklar
mikroplastik pargaciklar1 kas dokularina alabilecekleri konusunda bilgi boslugu vardir. Bu
caligmada Eisenia fetida tiirii toprak solucaninda kararli karbon izotop oranlart kullanilarak
mikroplastiklerin kas dokularinda belirlenebilecegini test etmek amaglanmistir. Bununla
birlikte mikroplastige maruz kalan solucanlarin biiylime parametrelerine etkilerini ortaya
cikarmak amaclanmistir. Agir karbon izotop oraninda azalma ve artma saglamak {izere
solucanlar 50 giin siireyle cay (Camellia sinensis) ve semizotu (Portulaca oleracea) ile
beslenmislerdir. Daha sonra solucanlarin diyetine toplam besin gereksinimlerinin %25°1
oraninda <5mm olan ti¢ farkli PBP (plastik boya pigmenti), PMMA (polimetilmetakrilat)
ve PS (polistiren) ilave edilmis ve PBPI1 uygulamalarinda 21. ve 42., PBP1 tekrar
uygulamasinda 42. ve 84., PMMA ve PS uygulamalarinda 21. ve 42.giinlerindeki hem boy
agirlik hem de 8'3C oranlari 5lgiilmiistiir. PBP1 uygulamasinda ayrica kontrol ¢aligmasi da
yapilmistir. PBP1 tekrar, PMMA ve PS uygulamalarinda siirecte solucanlarin agirligina bir
azalma gozlenmistir. PBP1 tekrar ve PMMA uygulamalarmda §C kompozisyonu
solucanlarin mikroplastik cesitlerine dogru egilim gosterdigini géstermistir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 ve literatiir ¢alismalarinda da goriildiigii gibi mikroplastikler canlilar tarafindan

rastgele olsa da tiiketilmekte ve kas dokularina gegebilmektedir. Bu sekilde
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mikroplastiklerin besin agma girisi de miimkiindiir. Mikroplastiklerin besin ag1 yolu ile

taginimi1 ve hiicre diizeyinde olasi etkileri 8"3C oranlari kullanilarak gerceklestirilebilir.

Anahtar sozciikler: Mikroplastik, Kararli Izotop Orani, Iki Kaynak Karisim Modeli,
§°C
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ABSTRACT

THE ASSESSMENT OF MICRO PLASTIC ABSORPTION ON EISENIA FETIDA
(SAVIGNY 1826) AND EFFECTS ON GROWTH PARAMETERS USING STABLE
ISOTOPE ANALYSIS

Elif MENTES
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science in Biology
Advisor : Prof. Dr. Siikran YALCIN OZDILEK
02/02/2018, 43

With the increasing use of plastic on the earth, smaller particles, called microplastics,
wear out over time and increase in natural environments. Microplastics are a threat because
they are inadvertently consumed by living things. In the literature, there is gap on
information about whether they transferred to muscle tissue of micro-plastic particles taken
with food of living organisms. In this study, it was aimed to test that microplastics can be
determined in muscular tissues of worm, Eisenia fetida, by using stable carbon isotope
ratios. At the same time, it was aimed to reveal the effects of microplastics on the growth
parameters of worms. Worms were feed on tea (Camellia sinensis) and purslane
(Portulaca oleracea) in order to deplete and enriched the heavy carbon isotope ratio of
worms for 50 days. Than three kinds of smaller than <5 mm plastics which are Plastic Dye
Pigment (PBP1), polymethylmethacrylate (PMMA) and plystyrene (PS) were mixed to diet
by the 25% percentage of total food requirements. The length, weight and §*3C ratio of
worms during the experiment were measured in the worms samples collected in 21% and
42" in PBP1, in 42" and 84" in PBP1 reapplication, in 21% and 42™ days both in PMMA
and PS applications. In addition, during the PBP1 reapplication, 5"°C ratio of the worms as
the control group was recorded. There was a decrease in weight of worms in PBP1
reapplication, PMMA and PS applications during the process. The stable carbon ratio of
worms indicated the tendency toward micproplastics, in the treatments of PBP1
reapplication and PMMA. The results indicated that microplastics were consumed

randomly and may accumulate in the muscle tissue. The microplastics may transferred
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through food chain in natural environments and stable carbon isotope is a good tool in
order to understand the transfer mechanisms of microplastics through food web.

Keywords: Mikroplastic, Stable Isotope Ratio, Two End Mixing Model, §**C
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BOLUM 1
GIRIS

Plastik kullanimindan elde edilen biiylik capta faydalara ragmen, ekosistemlerde,
ozellikle de mikroplastik madde birikimi artan bir ¢evresel kaygi haline gelmektedir.
Diinya {izerindeki deniz ve okyanuslar farkl tiirden bir tehdide maruz kalmaktadir (Van
Cauwenberghe ve ark., 2013). Plastiklerin rastgele satilmasi ve kullanildiktan sonra
rastgele atilmasi sonucu atiklar ¢cevrede kontrol edilemez oranda birikmektedir (Wright ve
ark., 2013). Bununla birlikte riizgar ve nehirler vasitasiyla tasinarak kiyilara kadar ulasmis
durumdadir (Wright ve ark., 2013). Calismalar ve raporlar genellikle biiyiik plastik deniz
debrisinin, deniz memelileri, kuslar ve baliklar i¢in hangi tehlikeleri olusturduguna
odaklanmistir (Setdld ve ark., 2014). Son on yil igerisinde deniz ¢evresindeki bu tiir biiytlik
plastik maddeler, birka¢ mikrometre kadar kiiciikk boyutlarda, ‘mikroplastik’ adi verilen
kiiglik fragmentlere ayrilmistir (Andrady, 2011; Cole ve ark.,, 2011). Cevredeki
mikroplastik debris, kutba ve okyanustan deniz dibine dogal habitatlarda tasinarak ve
yigilarak ¢ogalmaktadir; debris ayrica kent kiyilar1 ve bozulmamis sediment iizerinde
birikmektedir (Barnes ve ark., 2009; Thompson ve ark., 2009; Do Sul ve Costa, 2014).
Sediment icerisine mikroplastikler bir kere katildiginda segici olmayan kum kurtlart
tarafindan alinmasi olasidir (Green ve ark., 2016). Mikroplastikler, sudaki g¢evrelerde
yogun olarak calisilmistir ve ¢ok az sayida calisma topraklar {izerinde yogunlasmistir.
Ancak bununla birlikte giiniimiizde yapilan bir calismada mikroplastik pargaciklarin
(polietilen boncuklarin) toprak solucanlar1 vasitasiyla toprak yiizeyinden toprak profiline
tagmabilecegi test edilmistir (Rillig ve ark., 2017). Bu ¢alisma neticesinde toprak
solucanlarinin mikroplastik boncuklar1 topragin ¢esitli katmanlaina dogrudan yada dolaylh
olabilecek sekilde tasidiklar1 tespit edilmistir. Karasal ortamlarda polimer kaynakli
materyal enkazlarinin dolagsmasi ve canlilar tarafindan yutulmasi, deniz ortaminda oldugu
gibi literatiirde yer almistir ve ¢iftlik hayvanlarinin polimer kaynakli materyalleri tiikettigi
bilinmektedir (Lambert ve ark., 2014). Giincel bir aragtirmada, kurakligin sebep oldugu
yetersiz cayirlarin, Iran'da Birjand'da koyun ve kegilerin yabanci cisimleri yutmasinin
onemli bir nedeni olarak tespit edilmistir ve tiiketilen baskin yabanci maddelerin polimer
kaynakli materyaller olduklar1 saptanmistir (Lambert ve ark., 2014). Plastik torbalar gibi
yabanci cisimler, Giiney Afrika'daki c¢iftgilerin yasadigi bir¢ok hayvan yetistirme
sorunlarindan biri olarak da vurgulanmigtir (Lambert ve ark., 2014). Giiniimiize kadar

yapilan calismalarda denizel ve karasal mikroplastik etkileri g¢esitli canlilarla ortaya
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konulmustur. Bununla birlikte toprak solucanlariyla ilgili kararli izotop analizi kullanilarak
yapilan mikroplastik ¢alismas1 mevcut degildir. Ancak toprak solucanlarinin ekosistemdeki
rolii gz oniinde bulunduruldugunda mikroplastiklerin bu canlilar iizerindeki etkilerinin
bilinmesi literatiire 6nemli bir katki saglayabilir. Toprak ekosistemlerinde, topragin fiziksel
ozelliklerinin diizenlenmesinde, nitrifikasyonun (azot doniisiimii) gerceklesebilmesinde,
humus olusumunun kolaylagmasinda, organik maddelerin ayrisarak doniismesi yaninda
tiineller kazarak topragin hava almasini saglama o6zelligindeki toprak solucanlar1t bir¢ok
alanda siklikla kullanilan ve 6nemli islevlere sahip canlilardir (Aydin, 2006). Mikroplastik
alimi, zararli etkileri gozlemlenerek hem laboratuvar (Browne ve ark., 2008; Van
Cauwenberghe ve ark., 2015) hem de saha kosullarinda, bir dizi omurgali ve omurgasiz tiir
tizerinde belirlenmistir (Courtene-Jones ve ark., 2017). Mikroplastik aragtirmalari,
gelismekte olan bir alandir ve sonug olarak bir dizi temel arastirma konusu igerir. Bununla
birlikte, bu arastirmalarda veri karsilastirilabilirligi a¢isindan ilerleme, metodolojik
eksiklik (kullanilan methodlarin standart olmayisi, degiskenlik goéstermesi) nedeniyle
engellenmektedir (Courtene-Jones ve ark., 2017). Metodolojik farkliliklarin ortadan
kaldirilmas: ve en iyi uygulamalarin olusturulmasi, karsilagtirilabilir ve anlamli veriler
saglamak ve mikroplastik arastirma sahasini gelistirmek i¢in zorunludur (Courtene-Jones
ve ark., 2017).

1.1. Toprak Solucanimin Biyolojisi

1.1.1. Genel Viicut Yapilan

Toprak solucanlarinin boylar1 ¢esitli uzunluklarda olmakla beraber ortalama 5-15 cm'
den, 50-100 cm' ye (Dev Avustralya Solucanlari, Megascolides australis) kadar
degismektedir (Tutar 2012). Toprak solucanlari omurgasiz hayvanlarin Annelida subesinde
yer alan viicutlar1 uzun ve “metamer” segmentlerden olusmus karasal canlilardir (Sekil

1.1) (Tutar 2012).



Kirmizi Kaliforniya Solucani Anatomisi

Klitellum

Sindirim
yolu

Nefridium

Ventral sinir kanali Mide ve Atiklar

Sekil 1.1. Toprak solucaninin anatomik yapisinin gosterimi (Tutar 2012)

Ekolojik yasam kosullar1 farkliliklar icermesine ragmen toprak solucan tiirlerinin
fizyolojik 6zelliklerinin oldukg¢a benzer olduklari gozlenmistir (Tutar 2012).

Toprak solucanlarinin viicudunu baslica kiitikul tabaka, epidermis tabakasi, sinir
dokusu, boylamsal ve halkasal kas tabakalari ve sdlom epitel dokusu sarar. Bu yapilarin
olusturdugu viicut duvari ayn1 zamanda deri-kas killifi olarak ge¢mektedir. Bagirsak
damarlar1 da dahil olmak ilizere damarlar iizerinde bulunan ve sari, kahverengi, yesile
benzer renk tanecikleri barindiran 6zellesmis hiicrelerden olusan sélom epiteli, viicut
duvari lizerinde ve septumlarda ince bir tabaka seklinde mevcuttur. Eseysel bezlerin, cesitli
lenfositlerin ve deforme olan klorogogen hiicrelerinin bulundugu renksiz sivi seklindeki
yap1 ise sdlom boslugudur. Viicudun sirt boliimiindeki baz1 segmentlerin orta boliimlerinde
sirt porlart mevcuttur ve viicut nemini kaybedecek ve kuruyacak olursa, bu porlardan viicut
stvisinin bir boliimii disariya salinarak derinin kurumasinin Oniine gecildigi saptanmistir
(Misirlioglu, 2011). Toprak solucanlarinin agiz kisimlari viicudun karin bolgesinde ve ilk
segmentin Onilinde bulunmaktadir. Yutak (farinks) 3-6. segmentlerin oldugu bdlgede,
Ozafagus (yemek borusu) 7-14. segmentlerin arasinda, crop (kursak) 14-16. segmentlerin
oldugu bolgede, gizzard (taslik) 17-18. segmentlerin oldugu boélgede ve bagirsak ise 19.
segment ile baglayarak son segmente kadar olan bolgede yer alir ve aniis sindirim

sisteminin son kismidir (Tutar, 2012).



1.1.2. Beslenme, Sindirim ve Emilim

Oli bitki dokusu tiiketilen organik maddenin biiyiikk kismim igerir ancak
mikroorganizmalar, nematodlar ve diger mikrofauna, mezofaunalar ve bunlarin 6li
kalintilar1 da toprak solucanlarin tiikettikleri besin maddeleri arasina girmektedir (Curry
ve Schmidt, 2007). Beslenmelerinin direkt agizdan gerceklestirirler ve ayrica topragin
humuslu kismiyla beslendikleri de bilinmektedir. Aldiklar1 besin maddelerinin
cogunlugunu sindirdikten sonra biiylik bir kismini atik olarak viicudun disina atarlar. Bu
atiklan siiriikleyerek toprak ylizeyinde kiigiik topluluklar olustururlar (Misirhoglu, 2011;
Tutar 2012).

Besinlerin iletiminin kolaylagmasi i¢in alinan besinler agizda tiikriik islevi gibi rol
iistlenen bir siv1 ile muamele olur ve besinler yutaga geger. Besinler agizdan sindirim
sisteminin diger kisimlarina yutak sayesinde iletilir. Besinlerin tutuldugu bdlge ise
kursaktir ve besinlerin mekanik olarak parcalanmasi ise taglik bolgesinde gergeklesir.
Yemek borusu iizerinde segmentlerin her birinde en az bir ¢ift olmak {izere keseler
bulunmaktadir. Bu keseler besinlerin viicudun diger kisimlarina iletilmesi i¢in sindirilen
besinlerin kana aktarimini kolaylastirir. Keselerin bulundurduklari bezlerde kalsiyum
karbonat taneleri mevcuttur ve bezlerin humik asit miktar1 fazla olan besin maddelerinin
notr duruma getirdigi ongoriilmektedir. Ayrica kandaki asit-baz dengesi i¢in 6nemli bir
gorev lstlendigi de diisliniilmektedir. Alinan kalsiyumun fazlas1 olusan karbondioksiti
baglayarak dengenin bu sekilde korundugu One siiriilmektedir. Bagirsak diiz bir
dogrultudadir, bagirsak duvarlar1 ince ve genistir, kenarlarinda besinlerin emilimini arttiran
cikintilar ve dorsalinde tiflosis denilen girinti bulunmaktadir. Solucanlarda, omurgalilarda
bulunan karaciger gibi islev goren yap1 klorogogen hiicreleridir. Bu klorogogen hiicreleri
yesilimsi gorlinlimlidiir ve bagirsagin etrafinda bir tabakali olarak bulunmaktadir.
Glikojen sentezi, depo edilmesiyle beraber yaglarin, silisik asidin ve {irenin
sentezlenmesini de klorogogen hiicreleri iistlenirler. Atik maddelerin birikimi de yine bu
hiicrelerde gerceklesebilmektedir. Sindirim sisteminde aniise baglanan son bagirsakta,
sindirilen besin maddelerindeki organik kisim viicuda alimmak iizere emilirken mineral
kisim ise aniisten disar1 atilmaktadir (Misirlioglu, 2011; Tutar, 2012).

Solucanlarin bagirsak floras1 incelendiginde olduk¢a fazla miktarda bakteri
bulundurduklar1 saptanmistir. Dogal, verimli ve tahrip edilmemis toprakta bakteri sayisi
1,7 x 108 olarak saptanirken, toprak solucanlarinin bagirsaklarinda 2,1 x 109 adet olarak
bulunmaktadir (Pedersen ve Hendriksen, 1993). Toprak solucanlarinin bagirsaklarinda

barindirdiklar1 bakteri ve funguslar araciligiyla sindirim islevinin kolaylastig1 ve 6nemli



isleve sahip olduklari yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur (Byzov ve ark. 2009). Bir
takim toprak solucanlarinda ise bagirsaklarinda bulunan aktif sellobiaz, nitrat rediiktaz,
amilaz, ksilenaz, asit fosfataz, endoglukanaz, alkalin fosfataz ve seliilaz enzimlerin alinan
besinlerdeki organik maddelerin sindirimi ve humus olusumunda Onemli olduklar

saptanmustir (Prabha ve ark., 2007).

1.1.3. Ureme ve Gelisim

Toprak solucanlar1 hem disil hem de eril 6zellik gosterebilmektedirler. Ventral ve
ventro-lateral viicut bolgelerinde mevcut olan disi ve erkek genital porlar disar1 agilirlar.
Bu porlarin bulunduklar1 bolgeler farkli familyalarda degisik segmentler olabilir (Tutar,
2012). Ayni segmentte bulunan ve bir ¢ift ovaryum igeren disi lireme sisteminde
yumurtalar da ayni segmentte ancak sélom sivisi igerisinde bulunur. Yumurta kanali
aracigl ile yumurtalar disar1 ¢ikarlar. Sperm keselerindeki spermler aktarildiktan sonra
depolanir. Depolanan spermler kokonlardaki yumurtalar doélleninceye kadar burada
kalmaktadir. Toprak solucanlarinin aktivitesi en yiiksek i1liman ve nemli havalardadir.
Toprak solucanlar1 yilin her periyodunda ireyebilmektedirler. Ciftlesme gece
gerceklesmektedir ve birkag giin gegmesiyle klitellumun ¢everesinde, bezler ile salgilanan
maddelerle, bir kokon (yumurta kapsiilii) olusmaktadir. Toprak solucanin yasadig1 ortamda
bulunan toprak ve kalintilar icine birakilan kokonda dollenme gergeklesir. Kokon
icerisindeki yumurtalarda gergeklesen zigot sonrasi olusan solucanlar yumurtalardan disari
cikarlar. Eisenia fetida tiirii toprak solucanlarinin 3-5 giinde bir 2-10 adet civarinda kokon
olusturduklari, bir kokonda yaklagik 1-8 adet yumurta bulundugu ve bu yumurtalardan 2
tanesinin gelisebildigi saptanmistir (Misirhioglu, 2011; Tutar 2012).

Toprak solucanlarinin kirleticilere maruz kalmasi, solucan iiremesini dogrudan ve
dolayli yollarla degistirebilmektedir. Ureme {izerinde dolayli toksik etkiler, cevresel
kirleticilere maruz kalan organizmalarda olusan enerji biit¢esinde bir degisiklik ile
aciklanabilmektedir (Savard ve ark., 2006). Cevrede meydana gelen agir metal kirliligi,
toprak solucanlarinin; kokon sayisini, kokondan ¢ikan yavru birey sayisim1 ve geng
bireylerin hayatta kalmalarin1 olumsuz yonde etkilemektedir (Dominguez ve ark., 2012 ).

Toprak solucanlarinin yumurtadan ¢ikma ve erginlesme siireleri sicakliga ve ¢evre
kosullarina gore degisir. Yavas gelisim gosterirler ve bulunduklar1 ortamda uygun sicaklik
olmadan yumurtadan ¢ikmazlar. Toprak solucanlarinin gelisim evreleri geng, Onergin ve
ergin olmak iizere 3 kisma ayrilabilir. Gelisim evrelerinde baskalasim ve serbest larva

donemi bulunmaz. Geng bireylerde eseysel yapilar ve klitellum gelismemistir. Klitellum



ergin bireylerlerde bulunur, Onergin bireylerde eseysel yapilar olusmasimna ragmen
klitellum tam olarak gelismemistir. Toprak solucanlari yenilenme ozellikleri sayesinde
viicutlarinin gerek 6n gerekse arka kismindan ayrilan ¢ok kiiciik parcalar1 dahi tamamen

yenileyebilir (Misirlioglu, 2011; Tutar 2012).

1.2. Toprak Solucaninin Ekolojisi

Baslica 3 temel ekofizyolojik gruba ayrilan toprak solucanlari;

1) Olii toprak ortiisii veya kompost tiiketen "epigeic" toprak solucanlar1 (6r: Eisenia
fetida )

2) Ust toprak katmani veya orta toprak katmaninda yasayan "endogeic" toprak
solucanlari (6r: Allolobophora caliginosa)

3) Toprakta 50-150 cm' ye kadar kalici kanallar agabilen ve yaprak veya besin
maddesi olabilecek bitkisel kalintilar i¢in ylizeye ¢ikabilen "anacic" toprak solucanlart (6r:
Lumbricus terrestris)' dir (Sekil 1.2) (Edwards ve ark. 2011; Tecimen 2013).

Epigeic tiirelerin birgogu ornegin E. fetida kompost solucanlarindandir ve bu
solucanlar 6lii bitki ortiisiiniin ayrismasini kisa siirede saglarken, topraga karismasina katki

saglamadiklar1 bilinmektedir (Tecimen 2013).
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Sekil 1.2. Toprak solucanlarinin ekofizyolojik olarak siniflandirilmasi (Tecimen 2013)

E. fetida icin optimum sicaklik 25 °C, nem icerigi % 70 ve pH 6.5'dur (Tripathi ve
Bhardwaj, 2004). Toprak hayvanlari toprak verimliligi ve nemlendirme siireglerinin 6nemli
sebeplerindendir (Tripathi ve Bhardwaj, 2004). E. fetida sicaklik, nem, ve toprak pH
toleransinin genis olmasi sebebi ile kolaylikla kiiltiirlenebilir ve dayanikli solucan tiirdiir

(Callaham ve ark., 2002). Topraklarin fiziksel ve kimyasal oOzellikleri hakkinda



solucanlarin etkisi belgelenmistir (Bolan ve Baskaran 1996). Toprak solucanlari topragi
isleyen canlilar olarak bilinmektedir. I¢inde bulunduklari ekosistem iizerinde pek g¢ok
yonden belirleyici islevlere sahiptirler. Bunlarin basinda topragin pH’s1 lizerindeki etkileri
yer almaktadir. Nitekim solunum sistemlerinin ¢alisma prensibi toprakta kalsiyum
karbonat olarak bilinen kalsitlerin (CaCO3) miktarini arttirarak topragmn pH’s1 iizerinde
asitligi tamponlayic1 yonde etkiye sahiptir (Tecimen 2013). Solucanlar olusturduklar: kanal
sisteminde diger mikro canlilar i¢in de uygun bir yasama ortami saglayarak bir ¢esit besin

alanlar1 olustururlar (Tecimen 2013).

1.3. Mikroplastikler

Plastik, yiiksek termal ve elektrik yalitim ozelliklerine sahip, ucuz, hafif, korozyona
dayanikli malzemelerdir. Polimerlerin ¢esitliligi ve 6zelliklerinin ¢ok yonliiliigii, tibbi ve
teknolojik ilerlemeler, enerji tasarrufu ve sayisiz diger toplumsal fayda getiren genis bir
tiriin yelpazesi olusturmak i¢in kullanilir (Thompson ve ark.,2009) Kullanildiktan sonra
atilan ve zamanla deniz cevresine tasinan bu tiir biiyiikk plastik maddelerin, birkag
mikrometre kadar kiiclik boyutlara, ‘mikroplastik’ ad1 verilen kii¢lik fragmentlere ayrildig:
son on y1l igerisinde ortaya ¢ikmistir (Andrady, 2011; Cole ve ark., 2011). Mikroplastikler
5 mm den kiigiikk parcaciklar olarak nitelendirilmektedir (Goldstein ve ark., 2012).
Mikroplastikler, biiyiik plastik pargalarin parcalanmasiyla ortaya cikarlar yada kiigiik
boyutlarda {iretilirler (Courtene-Jones ve ark., 2017). Pargalanma, polimerin ortalama
molekiiler agirligin1 6nemli dlgiide azaltan bir kimyasal degisikliktir. Plastiklerin mekanik
bitlinliigii, yliksek ortalama molekiil agirliklarmma bagli oldugundan, bozulma onemli
Olciide maddenin kacinilmaz olarak zayiflamasina neden olur. Genis 6l¢iide bozulmus
plastikler, tasinma sirasinda toz halinde pargalara boliinecek kadar kirillgan hale gelir.
Cogunlukla ¢iplak gozle gorillemeyen pargalarda bile, polimerdeki karbon CO,'ye
doniistiiriilerek (genel olarak mikrobiyal aracili biyolojik bozunum yoluyla) daha da
bozunuma ugrayabilir ve deniz biyokiitlesine dahil edilir. Bu islem tamamlandiginda ve
polimerdeki  organik  karbonun tamami  dontstirildiigiinde, mineralizasyonun
tamamlandigindan bahsedilir (Andrady, 2011).
Bozunma genellikle ona neden olan ajana gore siniflandirilir;

(@) Biyodegradasyon - Canli organizmalarin aktivasyonuyla (genellikle
mikroorganizmalarla)

(b) Fotodegradasyon - Isik etkisi ile bozulma (genellikle agik havada maruz kalinan

giines 1s1klar1).



(c) Termooksidatif bozunum - orta dereceli sicakliklarda yavas oksidatif bozulma.

(d) Is1l bozunma - yiiksek dereceli sicakliklarda bozulma.

(e) Hidroliz - su ile reaksiyona girerek bozulma.

Bazi mikro plastikler, ozellikle de tliketici iiriinlerinde kullanilan plastiklerin,
tiretilen mikro ve nanopartikiilleri (Andrady, 2011) dogrudan akarsu yoluyla okyanusa
girebilmektedir. Bunlar, gemi sokiim endiistrisinde {iretilenler (Andrady, 2011), sentetik
"kumlama" yonteminde (akrilik plastikler ve polyester boncuklar) endiistriyel asindiricilar
olarak kullanilan mikron boyutlu plastik parcaciklar ve kozmetik formiilasyonlarda
genellikle eksfoliye ediciler olarak kullanilan plastik parcaciklardir (Andrady, 2011).
Bunlar akarsu yoluyla okyanusa kolaylikla ulasabilmektedirler. Bununla birlikte, mikro
plastigin biiyiik bir ¢ogunlugunun olusmasi i¢in muhtemel mekanizma, plaj ortaminda
mesoplastiklerin ve daha biiyiikk plastik ¢dp parcalarinin in situ hava sartlarinda
bozunmasidir (Andrady, 2011). Suyun i¢inde yiizenlerin aksine, plajlarda bulunan plastik
¢Oop ¢ok yiiksek sicakliklara maruz kalmaktadir. Bu sebeple bozunmasi daha hizli
olabilmektedir (Andrady, 2011). Cop wyigmlarinda bulunan plastikler asinmayla
parcalanarak topraga karigabilme ihtimalini barindirmaktadir. Bununla birlikte bina
yikintilarinda bulunan ingaat kaynakli plastikler de topraga karigma riski icerebilmektedir.
Bu plastikler igerisinde pigment, mikroplastik olarak bulunabilecek maddelerden biridir.
Pigment, boyaya rengini veren kimyasaldir. Pigmentler genellikle katidir bu yiizden
uygulamasi1 ve yayilmast zor olur. Bir kagida veya duvara yapismasi zor olmasi ve
1slandiklart zaman akip gitmeleri sebebiyle, boyalar tutkal denilen maddeleri igerir.
Tutkalin goérevi pigmentleri birbirine yapistirmak ayrica birbirine yapisan pigmentleri
uyguladiginiz yiizeye yapistirmaktir.

PMMA, metil metakrilat monomerinden radikal zincir biiyiime polimerizasyonu
metodu kullanilarak sentezlenir. Sentezin ilk basamaginda benzen bulunmaktadir ve
benzen tagkdmiirii katraninin ayrimsal damitilmasi sirasinda 80-170°C arasinda gegen hafif
yaglardan meydana gelir (Vardar, 2015). PMMA'nin karbonlarinin nereden geldigini

bilmek, kararli izotop analizinde bu karbonlarin kdkenini bilmek bakimindan 6nemlidir.



Benzen Kimen
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Metil metakrilat
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Metanol POLIMETILMETAKRILAT
CH,OH (PMMA)

Sekil 1.3. Polimetilmetakrilat eldesi (Vardar 2015)

PS, stirenden elde edilen bir polimerdir. Stiren diisiik miktarlarda da olsa bitkilerde
dogal olarak bulunmaktadir. Alkollii i¢cecekler, kizilcik, yaban mersini, kus iziimi, tiziim,
sirke, maydanoz, siit ve siit tirtinleri, viski, kakao, kahve, ¢ay ve fistiklarda bulunmaktadir.
Stiren ayn1 zamanda tatlandirict bir katki maddesidir. Polimerleri gida islemede iyon
degisim reg¢inelerinde kullanilir. Yapistiricilardan, yulaflardan ve ambalaj malzemelerinden
kaynaklanan dolayli gida katki maddesidir. Stiren, polistren ve birka¢ kopolimerin
onciistidiir (NCBI, 2018).

1.3.1. Mikroplastiklerin Neden Oldugu/Olabilecegi Sorunlar

Ozellikle okyanuslardaki mikroplastiklerin ¢iplak gozle goriilemeyenleri de dahil
olmak {iizere, daha kiigiik plastik pargaciklar haline gelmesi endise kaynagidir (Andrady,
2011). Mikroplastikler av hayvanlar1 yada tortu tanelerine benzemesi sebebiyle (Gall ve
Thompson, 2015) organizmalarin genis bir orani i¢in biyolojik olarak kullanilabilme
potansiyelindedir ve Ozellikle de sucul yasam icin (Wright, 2013) ciddi bir tehlike
olusturmaktadir (Courtene-Jones ve ark., 2016). Mikroplastiklerin bilinen ¢evresel etkileri;
baliklar ve omurgasizlar tarafindan besin olarak tiiketimi, organik kirleticilerce taginmasi
ve yabanci tiir girisine sebep olmasi seklinde gruplandirilabilir (Wong ve ark., 1974;
Goldstein ve ark., 2012). Sediment igerisine mikroplastikler bir kere katildiginda segici
olmayan kum kurtlar1 tarafindan alinmasi olasidir (Green ve ark., 2016). Canlilar
tarafindan alinan parcaciklar teoride, bagirsak yolundan gegerken tikanmaya veya sindirim
sisteminde birikime neden olabilir bunlarla birlikte mekanik beslenmeyi ve sindirimi
bozabilir (Setéld ve ark., 2014). Mikroplastik alimiyla iliskili diger bir muhtemel zarar ise
bu partikiillerin bagka kimyasallara baglanmasi ve ¢evreyi zehirli bir hale getirmesi

olasiligidir. Plastikler organizmada tutuldugu takdirde kimyasal olarak baslatilan



sorunlarin ortaya ¢ikmasi da neden olabilecegi zararlar arasinda yer almaktadir (Setdld ve
ark., 2014). Mikroplastiklerin topraktaki taginimiyla ilgili yapilan bir ¢calismada polistiren
boncuklarin toprak solucanlar1 araciligiyla topragin farklt katmanlarina ulastigi
bulunmustur (Rillig ve ark., 2017). Mikroplastikler, giinlimiize yakin tarihlerde
tanimlanmistir ve gelismekte olan bir alan olmasi sebebiyle bilim insanlarinin, atik
ekstraksiyonunu nicelendirmesi, karakterize etmesi ve toksisitesini test edebilmesi igin
standardize edilmis yada edilecek metodolojisi bulunmamaktadir (Rochman ve ark., 2017).
Standartlastirilmis yontemlerin gelistirilmesi, deniz canlilar1 ve diger canlilar tarafindan
mikroplastik sindirim analizinde giivenilir ve anlamli veriler saglamak i¢in Snem

tasimaktadir (Courtene-Jones ve ark., 2017).

1.4. Kararh izotop Analizi

Izotoplar cekirdekteki notron sayisinda farklilik gdsteren aymi element formlaridir.
Genellikle proton sayisina esit veya biraz daha fazla sayida notron, izotoplarin ve
elementlerinin uzun vadeli kararliligi icin kilit bilesendir. Bugiin neredeyse tiim
elementlerin birden fazla izotop formu oldugu bilinmektedir. Elementlerin ve izotoplarin
nihai kaynagi, evrenin baglangici olan biiyiik patlama ve niikleer reaksiyonlarca tiretimine
dayanir (Clayton 2003). Bu kaynaklar gz oOniine alindiginda, diinyadaki agir ve hafif
izotoplarin temel oranlari milyarlarca yil 6nceki eski sentezlerden kaynaklanmaktadir.
Yeryliziindeki radyoaktif bozunma yavas yavas gerceklesmekle birlikte elementlerde ve
izotoplarda ufak farkliliklar meydana getiren yerel bir karisim olusturmaktadir. Buna gore
yeryiiziinde bulunan bir atomun kararli izotop formlar1 agir ve hafif izotop formlar1 olarak
bilinir. Bu oran yeryiiziindeki element ¢evrimleri boyunca ¢esitli kategorilerde degisse de
dongiiniin belirli kademelerinde az yada ¢ok sabittir ve ekolojik olarak bir gosterge
niteligindedir. Izotop ¢alismalarinda standarda oranla &rnekte Olgiilen agir/hafif izotop
oraninin binde degisimi olan 6 degeri kullanilir. Ekolojik ¢alismalarda en yaygin kullanilan
kararl1 izotoplar karbon, hidrojen, oksijen, azot ve kiikiirttiir. Karbon dongiisli atmosfer,
karasal ekosistemler ve yiizey okyanusu arasinda aktif CO; aligverigini igerir.
Atmosferdeki CO2'nin §"°C degeri, fosil yakittan, biyokiitle yakma ve ayrismasiyla ortaya
¢ikarken azalmaktadir (Fry, 2006). C3 ve C, bitkilerinin izotopik ayrimi, Calvin dongiisii
(C3), Hatch-Slack dongiisii (C4) fotosentetik yollariyla gergeklesmektedir (Michener. ve
Lajtha 2008). C;3 yolagi, atmosferden CO;'nin difiizyonuyla baslar. Difiizyon esnasinda
agir karbon (13C) iceren CO, molekiillerinin daha yavas hareketi nedeniyle ~ 4,4 %o'liik

belirgin bir fraksiyonasyon mevcuttur. Yaprak i¢inde, karboksilasyon enzimi ribuloz
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bisfosfat karboksilaz / oksijenaz (rubisco), agir olmasi sebebiyle Cliin alimim
smirlamaktadir (Michener ve Lajtha 2008). C4 bitkilerinin izotopik bilesimi Cs bitkilerinin
izotopik bilesiminden olduk¢a farklidir. C4 fotosentezinin ilk basamagi Cjz bitkilerin
fotosentez mekanizmasi ile aymidir. Bununla birlikte, C4 fotosentezi Fosfoenolpiruvat
(PEP) karboksilaz isimli farkli bir enzim tarafindan katalize edilir. Karada dominant olan
Cs bitkilerinin fotosentez esnasinda karbon alimi, atmosferik CO; (%0-8) ve bitki
biyokiitlesi (%0-28) arasinda yaklasik 20 %o'lik net bir fraksiyonasyona neden olur. Baslica
tropikal ve tuzlu otsulardan olusan C, bitkilerinde fotosentez esnasinda alinan karbon,
yaklagik %05 'lik net bir fraksinasyonu icermektedir. Agaglar, calilar ve pek ¢ok otsu Cz
bitkileri, ortalama %o -28 civarinda 5*C degerlerine sahipken, misir, seker kamist ve kuru
cayir gibi C4 bitkileri, %o -13 civarinda ortalama degerlere sahiptir. Fraksiyonasyon ile
olusan bu temel C3 / C4 ayrimdan ¢ok genis kapsamli ekolojik arastirmalarda kaynak
karisimi agisindan istifade edilmistir (Fry, 2006). Ozellikle ekolojik besin aglarini ortaya
cikarmada giderek Onem kazanan bir ara¢c olup teknik olarak, besin kaynaklarinin
yendiginde mevcut elementlerinin tiiketiciye aktarildigi gergegini kullanir (Parnell ve ark.,
2013). Bir tiiketicinin kas dokusunda olgiilen kararli izotop oran1 C3 veya Cy bitkisi ile
beslenmesine gore iki kaynagin hangsinden ne oranda alindig1 konusunda bilgi verir (Fry,
2006). Tiiketici dokularinin analizi tiiketilen farkli besin kaynaklarinin oransal katkisini
bilgi olarak vermektedir. Bir tiiketicinin dokular1 sonugta onlarin tiikettigi besin
kaynaklarindan elde edilmistir, tiiketicilerin dokularmin izotop oranlar1 gbz Oniine
alindiginda, bir birey ya da bireylerin asimile ettikleri besinleri hangi kaynaklari ne oranda
tilkettigini kararli izotop oranlari ile iki sonlu karisim modeli (two end-mixing model)
uygulayarak tahmin etmek miimkiindiir (Phillips ve Gregg, 2001).

Bu calismada genel ama¢ mikroplastiklerin besin alimi sirasinda kas dokularina
absorbe edilip edilmedigini E. fetida model organizmasi iizerinde kararli izotop yontemi ile
ortaya ¢ikarmanin miimkiin olup olamayacagini test etmektir. Ayn1 zamanda mikroplastik
ortamina maruz birakilan E. fetida orneklerinde biiyime bakimindan bir farklilik olup

olmadigini ortaya koymak amaglanmaigtir.

11



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Mikroplastikler ile ilgili kararli izotop analiz yontemiyle yapilmis bir ¢aligmaya
heniiz rastlanilmamistir. Ayni sekilde mikroplastiklerin absorbsiyonuna ait bir ¢calismaya
da rastlanmamigtir. Ancak mikroplastiklerin sindirim kanalina alinmasi ile ilgili caligmalar
bulunmaktadir.

Toprak solucani ve kararli izotoplarla ilgili olarak yapilmis siirl sayida calisma
bulunmaktadir. Sampedro ve Dominguez' in (2008) yilinda yayinladiklar1 kararli izotop
calismalarini; domuz ve sigir giibreleriyle beslenen E. fetida iiyelerinin 8*3C ve 6N dogal
bolluklarin1  kullanarak, vermikompost besin aginda yiiriitmislerdir. Calismada,
solucanlarin yasadiklar1 yiizeylerdeki izotopik sinyallere benzeme durumlarini incelemek,
E. fetida solucaninin ontogenik degisiklikleri hakkindaki bilgiyi genisletmek ve
vermikompostlama sistemlerinin besin toprak faunasinin goreli trofik durumu hakkinda
bilgi almak amaglanmistir. Sonug olarak ise solucanlarn izotop oranlarinin beslendikleri
besin tiirtine yakin olduklar1 bulunmustur. Ayrica E. fetida tiirii toprak solucaninin izotop
oranlarina bakildiginda agirlikli olarak sigir glibresiyle beslendigi bulunmustur.

Browne ve ark., (2008) yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada Mytilus edulis midyesini
kullanarak mikroplastik atik alinimini ve translokasyonunu incelemislerdir. ilk deneylerin
sonucunda agizdan alinan mikroplastiklerin bagirsakta biriktigi gozlenmistir. Midyeler
daha sonra deniz suyu ve mikroplastik igeren islemlere maruz birakilmistir. Temiz
kosullara maruz birakildiktan sonra mikroplastikler hemolimfi takip etmistir ve viicut
disina atildigin1 saptanmustir.

Setéld ve ark., (2014)'te yaptiklar1 bir ¢caligmada plastik alim potansiyelini 6lgmek
icin farkli Baltitk Denizi zooplankton taksonlart kullanilmistir. Mysid karidesleri,
kopepodlar, kladoseranlar, rotiferler, poliket larvalar1 ve siliyatlar 10 mm floresan
polistiren mikrokiirelere maruz birakilmiglar ve deney sonunda biitiin taksonlarin
mikrokiireleri aldig1 gozlenmistir.

Yang ve ark., (2015)'te yaygin bir polistiren (PS) iiriinii olan straforun unkurtlart
(Tenebrio molitor,Linnaeus 1758) tarafindan sindirimini arastirmiglardir. Unkurtlar1 (T.
molitor larvalar) farkli kaynaklardan beslenebilmekte ve yaygin bir PS {iriinii olan straforu
mekanik olarak pargalayabilmekte ve yiyebilmektedir. Kopiigiin etkin bir sekilde en az 24
saatlik viicutta kalma siiresinde, larva bagirsaginda hazmedildigi gézlenmistir. Tek besin

olarak polistiren ile beslenen larvalar, normal besin ile beslenenlerin yani sira 1 aylik
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periyodun iizerinde yasamislardir. Straforla beslenen larvanin disar1 attig1 tortunun analizi
yapilmistir ve uzun zincirli PS molekiillerinin depolimerizasyonu ve depolimerize
metabolitlerin olusumu; larva sindirim gézlenmistir. 16 giinliik test siiresi i¢inde, alinan
strafor karbonu % 47,7oraninda doniistiiriilmiistiir.

Green ve ark. (2016) yaptiklart bir ¢aligmada; agik bir mesokozm deneyinde
Arenicola marina (Linnaeus, 1785) solucanlarinda biyolojik aktivite ve saglik {izerine,
artan konsantrasyonlarda, ti¢ farkli tipte mikroplastik birikiminin etkilerini ve solucanlarin
yasadig1 sedimentin birincil liretimine ve nitrojen dongiisii tizerine etkilerini hesaplamustir.
31 giinliikk deneyin sonunda, A. marina sedimentin mikroplastik igeriginde daha az atik
tretmistir.  A.  marina'min  mikroplastiklerin  bulunmadigi  sedimentle, yiiksek
konsantrasyonlarda ve diisiik konsantrasyonlarda bulundugu sedimentler arasinda
metabolik oranlari, mikroalg, biyomas azalmasi kiyaslanmistir. Genel olarak, kumlu
sedimentteki bilinen ve biyolojik olarak pargalanan mikroplastikler, solucanlarin sagligini
ve davraniglarini, direk ya da dolayli olarak habitatlarin birincil liretimini etkileyebildigi bu
calismada vurgulanmastir.

Rillig ve ark., (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada mikroplastik pargaciklarin (polietilen
boncuklarin) toprak solucanlar1 vasitasiyla toprak yiizeyinden toprak profiline tasinabilme
olasiligin1 incelemislerdir. Dort farkli boyuttaki mikroplastik sera deneyinde, anek bir
solucan tiirii olan Lumbricus terrestris L. kullanilmistir. Solucanlarin varhiginin, farkl
derinlikteki mikroplastik parcaciklarin mevcudiyetini biiyiik dl¢ilide arttirdigini (her biri 3,5
cm derinliginde 3 zemin tabakasini incelenmistir), daha kii¢iikk polietilen (PE) mikro-
boncuklarin topragin asagi kisimlarina dogru daha biiyiik bir oranda tagindig1 bulunmustur.
Solucanlarin  topraktaki mekanik hareketlerinin ve besin atiklarimin araciligiyla
mikroplastiklerin farkli katmanlara taginabilecegi yorumu yapilmistir.

Rodriguez-Seijo ve ark., (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada Eisenia andrei tiiriindeki
solucanlar, suni topraklarda farkli konsantrasyonlarda mikroplastiklere maruz birakilmis ve
standart bir protokol izlenerek yetiskinlerin ¢ogalmasi, hayatta kalmasi ve biiylimesi test
edilmistir. Solucanlarin maruz kaldig1 polietilen mp'lerin boyutu 250 ila 1000 mm arasinda
bulunmaktadir. 28 giin mikropilastik maruziyetinden sonra hayatta kalma ve genglerin
sayisinda, yetiskin solucanlarin son agirliginda farkli mikroplastik yogunluklarina iliskin
onemli bir etki kaydedilmemistir. Bununla birlikte, solucanlarin FTIR-ATR'si ve
bagirsagin histopatolojik analizi, mikroplastiklerin verdigi hasar1 ve bagisiklik sisteminin
kanitlarin1 saglamistir. Genel olarak, protein, lipid ve polisakaritlerin miktarlarindaki artis

ile mikroplastik konsantrasyonundaki artis tutarli bir egilim olarak goézlemlenmistir.
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Solucanlarin stres altinda olduklar1 i¢in enzim aktivitelerinin arttigi ve mikroplastik
maruziyetinin enerji biitcesini etkiledigi incelenmistir.

Redondo Hasselerharm ve ark., (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada alt1 adet tatli su
bentik makroomurgasizlarini kullanarak tortu ile karistirilmis polistiren mikroplastik
maruziyeti gergeklestirmislerdir. Gammarus pulex, Hyalella azteca, Asellus aquaticus,
Sphaerium corneum ve Tubifex spp.'nin hayatta kalmalari tizerine higbir etki gostermezken
Lumbriculus variegatus'un tiremesinde de hicbir etki bulunmamistir. Bununla birlikte, G.
puleks biiylimesinde 6nemli bir azalma gostermistir ve mikroplastik aliminin sedimentteki
mikroplastik konsantrasyonlarla orantili oldugu incelenmistir. Bu sonuglar, ¢evresel olarak
mikroplastik konsantrasyonlarinin risklerinin diisiik olmasina ragmen, biyolojik ¢esitliligi
ve sucul topluluklarin isleyisini de etkileyebildigini ortaya koymustur.

Yapilan literatiir taramasinda kararli izotop yontemini kullanarak mikroplastik
absorbsiyonunu arastirmaya dair bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte besin
tilketicinin ¢esitli besin kaynaklarini hangi oranda tiikettiklerine dair ¢calismalar mevcuttur.
Bunlardan bazilar1 asagida sunulmustur.

Schoeller ve ark. (1986) Metropolitan Chicago, ABD'de yasayan on saglikli bireyde,
besin kaynagi belirtegleri olarak kararli karbon, azot ve hidrojen izotoplarini
kullanimiglardir. Kirk gida izotopik olarak analiz edilmistir ve insan plazmasi ve saglariyla
karsilastirilmistir. Karbon izotopu bollugu, C,4 bitkilerinden tiiretilen karbonun tiiketilen
besinlerin igerisinde en bol bulundugunu dogrulamaktadir.

Kuzeybat1 Atlantik’de 6nemli bir balik¢ilik sahasi olan Georges Bank'in besin agi
yapisini incelemek i¢in kararli izotop Ol¢limlerinin bir kombinasyonu kullanmistir. Ag¢ik
deniz sistemlerindeki trofik seviye gostergeleri olarak partikiiller, omurgasiz ve balik
orneklerinin 87°C, 8N ve %S Olctimlerini test etmek i¢in kararli izotop analizi
yapilmustir.  Kiikiirt izotopik kompozisyonlari, trofik seviyede c¢ok az degisiklik
gostermistir ve besin ag1 tabanindaki fitoplankton karbon izotopik girdilerinin trofik
pozisyonu tahmin etmek i¢in 5'°C kullanmistir (Fry 1988).

Vander Zanden ve ark (1999)’'nin yaptiklari bir ¢alismada istilact tiirlerin besin
aginda meydana getirdikleri degisimler kararli izotop yontemi kullanilarak arastirilmistir.
Yerli olmayan iki yirtict tiir, tathisu levregi ve kaya levreginin Kanada gollerine girmesinin,
besin agindaki degisimin sonuglarini belgelemek i¢in kararli izotop oranlar1 kullanilmistir.
Isgal edilen iki goliin istila 6ncesi ve sonrasi besin aglarmin karsilastirilmasi, istilanin
ardindan, golde diyette bir kaymay1 yansitan, golet alabaliginin kiyr avinda bol miktarda

azalma ve tropik konumda Onemli diisiisler izledigini gostermistir, alabaliklarin
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zooplanktona dogru kaydiklart ve littoral alana olan bagimliliklarinin azaldigi tespit
edilmistir. Bu caligma, besin ag1 yapisindaki degisiklikleri saptamak i¢in kararli izotop
tekniklerinin kullanilmasinin 6nemini gostermektedir (Vander Zanden ve ark., 1999).

Bir grup laboratuvar calismasiyla deniz c¢ayiri besin aginda izotop dogrulugu test
edilmistir ve bozulma sirasinda deniz c¢ayirlarinin karbon izotop degerlerinde az bir
degisiklik bulunmustur. Ayrica iki tiir deniz ¢ayirt otoburu (amphipod ve deniz kestanesi)

ile deniz gayir1 arasindaki izotop benzerligini bulmustur (Fry 2006).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu ¢alisgmada model organizma olarak toprak solucani E. fetida segilmistir. Bu
organizmanin seg¢ilme nedeni; toprak solucaninin (a) detritus yiyici olarak heteretrofik
besin zincirinde ilk basamaklarda yer almasi (Sampedro ve Dominguez, 2008) ve
mikroplastik bakimindan zenginlestirilmis organik besinleri dogrudan alabilecek bir
organizma olmasi (b) kolay kiiltiire edilmesi (c) optimum yetistirme kosullarinin genis
olmast (d) genis bir diyet araligmnin olmasi, bdylece agir ve hafif izotop oranina sahip
bitkilerle besleme olasiliginin olmasi olarak siralanabilir.

Solucan i¢in besin kaynagi olarak dogal besinler ve mikroplastikler se¢ilmistir.
Dogal besin olarak ¢ay (Camellia sinensis) ve semiz otu (Portulaca oleracea) segilmistir.
Iki ayr1 besin kaynag segilmesinin sebebi ise bu besinlerden birinin C3 bitkisi (gay bitkisi)
digerinin ise C; bitkisi (semiz otu) olmasi ve bu bitkilerin §*C kompozisyonlarinin ilkinin
diisiik, ikincisinin ise yiiksek olmasi sebebiyle ayirt edici olarak kullanilabilmesidir.

Calismada besin kaynagi olarak mikroplastik se¢imi i¢in On c¢alisma yapilmis,
cevrede yaygin olarak bulunan plastik ¢esitlerinden 6rnekler alinarak homojenize edilmis,
daha sonra da analiz i¢in US Davis Laboratuvarina gonderilerek §3C ve 8N izotop
kompozisyonlar1 belirlenmistir (Cizelge 3.1). Bunlar arasindan 8"C orami agisindan
belirleyici olmas1 agisindan en yiiksek ve en diisiik oranlara sahip olan sirasiyla Plastik
boya pigmenti 1 (PBP1) ve Polimetilmetakrilat (PMMA) mikroplastikleri seg¢ilmistir.
Ayrica Yang ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada un kurtlarinin polistrien (PS)
ile beslendikleri literatiiriinden yola ¢ikarak PS mikroplastigi se¢ilmistir. Siv1 olan PBP 60
°C’de kurutulduktan sonra zimpara ile kiigiiltilerek <5 mm (75p-250u) toz haline
getirilmisti. PMMA 600 p boyutlarinda hazir olarak (Alfa Easer 9011-14-7) temin
edilmistir. PS ise yaklasik 1 mm boyutlarinda olacak sekilde el ile kiigiiltiilmiis, ayrica

solucanlar vivaryum olarak PS’ye maruz birakilmistir.
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Cizelge 3.1. On c¢alismada kullanilan mikroplastik cesitleri ile deneylerde kullanilan

materyallerin kararli izotop analiz sonuglari

Mikroplastik cesidi 8°C, %o N, %o
Yiiksek Yogunluklu Polietilen (Plastik Sise Kapagi) -28,82 0,02
Plastik Boya Pigment -21,64 0,40
Polietilen (Plastik Beyaz Poset) -28,41 0,01
Polivilkloriir (PVC) -28,12 0,03
Polietilen (Buzdolab1 Posedi) -33,02 0,01
Polietilen tereftalat (Pet sise) -28,67 0,01
Polietilen tereftalat (Bardak su plastigi) -28,69 0,01
Plastik boya pigment 1 (PBP1) -19,8 -
Plastik boya pigment 2 -21,04 -
Plastik boya pigment 3 -20,64 -
Plastik boya pigment 4 -20,37 -
Plastik boya pigment 5 -20,07 -
PMMA (Polimetilmetakrilat) -31,74 -

PS (Polistiren) -28,23 -
Solucan (E. fetida) -19,88 11,38
Semiz otu (P. oleracea ) -12,53 4,71
Cay (C. sinensis) -29,5 3,60

3.2. Tez Calismasinin Tasarlanmasi ve Deney Protokolii

Bu calisma, besin kaynaklarmin tiiketilmesinden sonra besindeki kararli izotop
oranlarinin dokulara absorbsiyonu iizerinden tasarlanmistir. Bir canlinin iki besin
kaynagindan hangisi ile beslendigi kas dokusundaki kararli karbon izotop oram ile
anlasilabilmektedir (Parnell ve ark., 2013). ABC izotop oranlarinin Cz ve C4 bitkileri
arasindaki olduk¢a farkli olmasi (Csz: -29,46%0, Cs: -12,53%0 (Fry, 2006)) Onem
icermektedir. BoOylece kas dokusunda diisiik ve yiiksek izotop oranlarina sahip olan
solucan gruplari olusturulabilir.
Mikroplastik de bir karbon kaynagi olduguna gore belirli bir izotopik orani olacaktir. Bu
oran ayni Csz, Cy4 bitki gibi kaynak olarak mikroplastigi isaretlemek i¢in kullanilabilir. E.
fetida bireylerinde absorbsiyon yaptiklar1 besinin ¢esidi kararli karbon izotop orami ile

anlasilabiliyorsa diyetine mikroplastik i¢eren besinler ilave edilen bireylerde mikroplastik
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absrorbsiyonu olup olmadig1 anlagilabilir.

Analiz edilen bu veriler dogrultusunda PMMA ve PS mikroplastik tiirleri 8*°C
oranlarinin diisiik olmast ve PBP1’de 8*3C oranlarinin digerlerine gore yiiksek olmasi
nedeniyle secilmistir. Buna gore; ¢ayla beslenerek 813C orani azaltilan solucanlara yiiksek
83C oranli PBP1 uygulandiginda ve semiz otu ile beslenerek 8"*C orani zenginlestirilen
solucanlara diisik 5'°C oranli PMMA ve PS uygulandiginda, solucan iki enerji kaynagina
maruz kalacagindan hangisini ne oranda absorbe ettigi bilgisi kaslarinda olgiilecek s1C
orant ile kendini gosterecektir. Bu varsayimdan hareketle baslica asagidaki islemler
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1):

1) E.fetida tiirii toprak solucanlar1 secilen iki besin kaynagi (semiz otu ve ¢ay bitkisi) ile
ayr1 ayr1 beslenerek karbon oranlarinin, zenginlesmesi ve azaltilmasi, bdylece besin
kaynaklarinin sC kompozisyonuna yaklasmasi ¢calismanin ilk agamasini olugturmaktadir
2) Izotopik zenginlesme ve azaltma islemini takiben Cs bitkisi ile beslenen solucanlar
PBP1 ve C, bitkisi ile beslenen solucanlar da PMMA ve PS iceren besi ortamina maruz
brrakilmislardir.

3) PBP1 maruziyeti iki tekrarli yapilmis, birinde 21. ve 42. giin siire i¢cinde verdikleri
cevap, digerinde ise 42. ve 84. Giin siire icinde verdikleri cevap solucanlarin kas
dokularindaki §'*C oraninin 6l¢iilmesi ile test edilmistir.

4) PMMA ve PS maruziyeti birer kez yapilmig ve 21. ve 42. giin siire i¢inde verdikleri
cevap solucanlarin kas dokularindaki 83C oranmin Olctlilmesi ile test edilmistir.

5) Mikroplastik maruziyetine birakilmis solucanlarda 6lciilen 83C oranlari kullanilarak iki
kaynak karigim modeli (two source mixing model) ile iki kaynaktan (biri ¢cay veya semiz
otu, digeri mikroplastik) hangisini hangi oranda aldig1 hesaplanmistir.

6) Mikroplastik maruziyetine birakilan solucanlar ile kontrol grubundaki solucanlarin boy
ve agirliklart 21. ve 42. Giinlerde Olgiilerek mikroplastigin biiyiime {izerine etkileri

degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. Calismanin tasarlanmasi

3.2.1. Deney Oncesi Asamalar

3.2.1.1. Deneyin Yapilacag: Vivaryum Kaplarinin Temin Edilmesi

Deney igin gerekli olan, solucanlarin igerisinde tutulacaklari vivaryumlar igin
kapakli, ahsap kaplar, Canakkale’nin Merkez ilgesi’ndeki marangozda 35 x 14 cm
Olciilerinde 6 adet yaptirilmis (Sekil 3.2) ve ahsap kaplar vivaryumlarin hazirlanmasi i¢in

laboratuvar ortamina getirilmistir.

Sekil 3.2. Vivaryum i¢in hazirlanan ahsap kaplar
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3.2.1.2. Vivaryum Topraginin Hazirlanmasi

Solucanlarin detritus ile beslendigi bilinmektedir. Toprak i¢indeki organik maddeler
solucanin beslenmesini etkileyebilir. Solucanlar1 sadece hedef besinlere maruz birakmak
icin organik maddeden arindirilmis barinak olarak kullanabilecekleri yanmis toprak, ahsap
vivaryum kaplar igerisine 1 kg olarak konulmustur. Burada kullanilan yanmis topraklar,
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Laboratuvarinda, kiil firininda 550 °C’ de krozeler araciligi ile yakilarak organik karbonu

uzaklastiriimistir.

3.2.1.3. E. fetida Tiirii Toprak Solucaninin Temin Edilmesi

Deneysel uygulama i¢in gerekli olan canli E. fetida tiirii toprak solucani 2015 yilinda
kurulan Canakkale’nin Bayramic¢ ilgesindeki Bereket Solucan (Bersol) Yetistirme
Tesisi’nden alinmistir. Solucanlar kapali bir kapta laboratuvar ortamina getirilerek ahsap
bir kasada, hava alabilecek ve karanlik kalabilecek sekilde muhafaza edilmistir.
Laboratuvar ortamina getirilen solucanlar igerisinden kararli izotop analizi i¢in Srnekler

alinip, boy ve agirlik 6l¢limleri yapildiktan sonra analize hazir hale getirilmislerdir.

3.2.1.4. Solucanlar1 C3ve C, Bitkisi ile indirgeme ve Zenginlestirme islemi

Ahsap kaptan olusan 35 x 14 cm boyutlarindaki iki adet vivaryum igerisine 1’er kg
yanmis toprak nemlendirilip koyulmustur. Nem oranin solucanlarin yagamasi i¢in optimum
diizeyde olmasi saglanmistir. Her vivaryuma 100 adet E. fetida tiirii toprak solucani, boy
(cm) ve agirlik (gr) dlgiimleri yapildiktan sonra eklenmistir. Indirgeme ve zenginlestirme
islemi bir Cj bitkisi olan ¢ay (C. sinensis L.) (Cengiz ve ark., 2017) ve bir C, bitkisi olan
semiz otu (P. oleracea L.) (D’Andrea 2014) kullanilarak gergeklestirilmistir. Yem olarak
kullanilan ¢ay bitkisi marketlerden temin edilmis olup bir solucanin giinliik besin ihtiyaci
tizerinden (0,6 g), 100 solucan i¢in hesap yapilarak (0,6g x 100adet = 60g) belirlenmistir.
Bu besin gereksinimi solucan yetistiricilerinden yardim alinarak belirlenmistir. Besin
miktarinin solucanlarin giinliik gereksinimi karsilayip karsilamadigini test etmek amaciyla,
3 gilinliik besin miktarin1 100 adet solucana vererek takibi yapilmistir. Gozlemler
neticesinde 3. gilinde solucanlarin besini tam olarak tiikettikleri izlenmistir. Besinlerin
tilketimi her giin kontrol edildigi i¢in topragin iizerinde kalan besin miktarmin 3. giinde

bittigi gozlemlenmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Solucanlara 3 giinlilk besin verilmesi ve 3. giin besinleri tiikettiklerinin

gozlemlenmesi

Cay bitkisi sicak su ile demlenip solucanlarin alimi i¢in kolay ve hazir hale
getirilerek canlilara verilmistir. Bu islem 30 giin boyunca devam ederek 100 adet solucanin
karbon izotop orani bakimindan diisiiriilmesi saglanmistir. Bu islem boyunca solucanlar
icin gerekli olan optimum sicaklik (25 °C), nem (% 70), pH araligi (6,5) kontrol altinda
tutularak korunmustur. 30 giiniin sonunda 100 adet solucanin boy ve agirlik Ol¢iimleri
yapilarak kararl1 izotop analizi i¢in numuneler alinmis ve analiz i¢in hazir hale

getirilmistir.

3.2.1.5. Mikroplastiklerin Temini ve Hazirlanmasi

Deneyde kullanilan PBP1, Filli Boya Canakkale subesinden satin alinmistir. Plastik
pigment s1vi halde olmasi sebebiyle petrilere dokiilerek etiivde 60 °C’ de 24 saat boyunca
kurutulmustur. Kurutulan plastik pigment plakalari nalburdan alinan demir ege yardimiyla
homogenize edilerek toz haline getirilmistir. PMMA Alfa Aesar firmasindan temin edimis,

PS ise Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Su Ekolojisi Laboratuvari’ndan saglanmistir.

3.2.2. Deney Baslangici ve Sonrasindaki Asamalar
3.2.2.1. Vivaryumun Hazirlanmasi

Deney 1: PBPI uygulamasi: Vivaryum i¢in yaptirilan 35 x 14 cm boyutlarindaki

ahsap kap igerisine, 550 °C’ de yakilarak organik karbonu uzaklastirilmis olan 1 kg yanmis
toprak (Sekil 3.4.), solucanlar i¢in barinak olmasi amaciyla nemlendirilerek koyulmustur.

Cs bitkisi ile 30 giin boyunca beslenerek 8*3C/ §'°C diisiiriilme islemi yapilan solucan
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grubundan 20 adet solucan alinip boy ve agirlik 6l¢iimleri yapildiktan sonra, hazirlanan bu

™

deney diizenegi igerisinde birakilmistir.

Sekil 3.4. Vivaryum i¢in yakilarak karbonu uzaklastirilan topraklar

Deney 2: PBP1 uygulama tekrari: Vivaryum i¢in yaptirilan 35 x 14 cm boyutlarindaki
ahsap kap igerisine, 550 °C’ de yakilarak organik karbonu uzaklastirilmis olan 1 kg yanmig
toprak, solucanlar i¢in barmak olmasi amactyla nemlendirilerek koyulmustur. Cs bitkisi ile
50 giin boyunca beslenerek izotop orani diisiiriilme islemi yapilan solucan grubundan 20
adet solucan alinip boy ve agirlik Olctimleri yapildiktan sonra, hazirlanan bu deney
diizenegi icerisinde birakilmistir.

Deney 3: PMMA uygulamasi: Vivaryum i¢in yaptirilan 35 x 14 cm boyutlarindaki ahsap

kap igerisine, 550 °C’ de yakilarak organik karbonu uzaklastirilmis olan 1 kg yanmis
toprak, solucanlar i¢in barmak olmasi amaciyla nemlendirilerek koyulmustur. C, bitkisi ile
80 giin boyunca zenginlestirme islemi yapilan solucan grubundan 10 adet solucan alinip
boy ve agirlik olclimleri yapildiktan sonra, hazirlanan bu deney diizenegi igerisinde
birakilmustir.

Deney 4: PS uygulamasi: Bu deney grubunda 20 x 6 cm boyutundaki polistiren kap

vivaryum olarak kullanilarak hazirlanmistir, 550 °C’ de yakilarak organik karbonu
uzaklagtirllmis olan 1 kg yanmis toprak, solucanlar icin barmak olmasi amaciyla
nemlendirilerek koyulmustur. C, bitkisi ile 80 giin boyunca zenginlestirme islemi yapilan
solucan grubundan 20 adet solucan alinip boy ve agirlik Slglimleri yapildiktan sonra,
hazirlanan bu deney diizenegi igerisinde birakilmistir.

Kontrol grubu: Biri Cz bitkisi ortami, digeri C4 bitki ortam1 olmak iizere iki kontrol grubu

belirlenmistir. Bunlardan ilki 35 X 14 boyutlarinda vivaryuma 1 kg yanmis toprak iizerine

100 adet solucan birakilmis ve deney siiresi boyunca ¢ay ile beslenmistir. ikincisi de 35 X
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14 boyutlarindaki vivaryuma 1 kg yanmis toprak iizerine 100 adet solucan birakilarak ve

deney siiresi boyunca semiz otu ile beslenerek gergeklestirilmistir.

3.2.2.2. Solucanlara Yem ve Mikroplastik Verilmesi

Deney 1: PBPl uygulamasi: Deney grubu solucanlarina verilecek yem ve

mikroplastik orani, 21 giinliik toplam yem gereksinimi igerisinden; % 25’1 mp
(mikroplastik), % 75’1 cay bitkisi olarak belirlenmistir. Besinler ve mikroplastikler kiitlesel
olarak yiizdelere boliinmiis bulunmaktadir. Deney diizeneginde bulunan solucanlara deney
baslangicindan 21. giine kadar mikroplastikler >5mm olacak sckilde yem ile birlikte
karigtirilarak, gilinliik olarak verilmistir. 21 giin boyunca ve ayrica sonrasinda da deney
bitimine kadar solucanlarin yasamasi i¢in gerekli optimum sicaklik, nem, pH aralig
kontrol edilerek korunmustur. 21. giinde 20 solucan igerisinden 10 adet solucanin kararl
izotop analizi i¢in alinmasi sebebiyle ikinci 21 giinliik siirecte yem 10 solucanin giinliik
gereksinimine gore hesaplanarak verilmistir. Ancak bu giinliik yem miktar1 sadece solucan
miktarina bagl olarak degistirilmistir, % 75’lik oran bozulmamistir. Deney 42. giinde

sonlandirilarak kalan 10 adet solucan 6rnegi izotop analizi i¢in hazirlanmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. PBP1 uygulanan topragi

Deney 2: PBP1 uygulama tekrari: Deney grubu solucanlarina verilecek yem ve

mikroplastik orani, 21 giinlik toplam yem gereksinimi igerisinden; % 25’ mp
(mikroplastik), % 75’1 cay bitkisi olarak belirlenmistir. Deney diizeneginde bulunan
solucanlara deney baslangicinden 21. giine kadar mikroplastikler >5mm olacak sekilde
yem ile birlikte Kkarigtirilarak, giinliikk olarak verilmistir. 42 giin boyunca ve ayrica
sonrasinda da deney bitimine kadar solucanlarin yasamasi i¢in gerekli optimum sicaklik
(25 °C,), nem (% 70), pH aralig1 (6,5) aralif1 kontrol edilerek korunmustur. 42. giinde 20
solucan icerisinden 10 adet solucanin kararli izotop analizi i¢in alinmasi sebebiyle ikinci

42 giinliik siiregte yem 10 solucanin giinliik gereksinimine gore hesaplanarak verilmistir.
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Ancak bu giinliik yem miktar1 sadece solucan miktarina bagli olarak degistirilmistir, %

75’1ik oran bozulmamistir. Deney 84. giinde sonlandirilarak kalan 10 adet solucan 6rnegi

izotop analizi i¢in hazirlanmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. PBP1 tekrar1 uygulanan toprak

Deney 3: PMMA uygulamasi: Bu deneyde 600 mikron Alfa easer (9011/14-7)

Polymethylmethacrilat mikroplastik kaynagi olarak kullanilmigtir. Deney grubu
solucanlarina verilecek yem ve mikroplastik orani, 21 giinliik toplam yem gereksinimi
icerisinden; % 25’1 mikroplastik, % 75’1 cay bitkisi olarak belirlenmistir. Deney
diizeneginde bulunan solucanlara deney baslangicinden 21. giine kadar mikroplastikler
yem ile birlikte karistirilarak, giinlilk olarak verilmistir. 21 giin boyunca ve ayrica
sonrasinda da deney bitimine kadar solucanlarin yasamasi i¢in gerekli optimum sicaklik
(25 °C,), nem (% 70), pH aralig1 (6,5) araligi kontrol edilerek korunmustur. 21. giinde 20
solucan igerisinden 10 adet solucanin kararli izotop analizi i¢in alinmasi sebebiyle ikinci
21 giinliik siiregte yem 10 solucanin giinliik gereksinimine gore hesaplanarak verilmistir.
Ancak bu giinliik yem miktar1 sadece solucan miktarina bagl olarak degistirilmistir, %
75’lik oran bozulmamustir. Deney 42. giinde sonlandirilarak kalan 10 adet solucan 6rnegi

izotop analizi i¢in hazirlanmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. PMMA uygulamasi topragi
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Deney 4: Polistiren uygulamasi: Bu deney grubunda 20 x 6 cm boyutundaki polistiren

malzeme dogrudan vivaryum kab olarak kullanilmistir. Polistiren madde hacim olarak ¢ok
yer kaplamasi sebebiyle kullanilmak istenen miktar vivaryum kap yapilmistir. Vivaryum
kabin agirligi solucanlarin 21 giinliikk besin ihiyacinin % 25’ine denk gelecek sekilde
hazirlanmistir. 21 giin boyunca ve ayrica sonrasinda da deney bitimine kadar solucanlarin
yasamasi icin gerekli optimum sicaklik (25 °C,), nem (% 70), pH aralig1 (6,5) aralig:
kontrol edilerek korunmustur. Solucanlara yem olarak verilen c¢ay bitkisi, solucanlarin
besin ihtiyacinin % 75’1 olarak verilmistir. 21. giinde 20 solucan igerisinden 10 adet
solucanin kararli izotop analizi icin almmustir. Tkinci 21 giinliik siirecte yem 10 solucanin
giinliik gereksinimine gore hesaplanarak verilmistir. Ancak bu giinliilk yem miktar1 sadece
solucan miktara bagli olarak degistirilmistir, % 75’lik oran bozulmamistir. Deney 42.

giinde sonlandirilarak kalan 10 adet solucan 6rnegi izotop analizi i¢in hazirlanmistir (Sekil

3.8).

Sekil 3.8. PS madde ile hazirlanan vivaryum

3.3. Solucanlarin uygulamalara hazirlanmasi ve uygulama siirecinde sicakhk,
nem, pH ol¢iimlerinin yapilmasi

Calisma siirecinde solucanlarin yasam alanlarinin optimum sicaklik, nem ve pH
aralifinda kalmasm saglamak amaci ile yapilan olgiimlerde; sicaklik °C cinsinden
termometre (+0,1), nem Moisture nem o6lger cihazi ile % nem ile, pH ise smooth garden
pH 6l¢iim cihaz1 (£0,1) ile dl¢iilmiistiir. Olgiimler optimum kosullarin kontrolii amaciyla
her giin yapilmistir. Cihazlar topraga saplandiktan 5 dk sonra degerlere bakilarak
solucanlar i¢in olumsuz olan kosullar optimum seviyeye cekilmistir. Tiim uygulamalar

stirecinde sadece nemlilikte olusan farkliliklar goriilmiistir ve bu durum su ile
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nemlendirilerek ortadan kaldirilmigtir. Solucanlarin yagam ortamlarinda ¢ok biiyiik
farkliliklar barindiran ve onlarin fonksiyonlarini etkileyecek degerler goriilmediginden

ayrica bir islem yapilmamustir.

3.4. Kararh Izotop Analizi i¢cin Ornek Alim

Kontrol grubu, PBP1, PMMA ve PS gruplarinda 21. giiniin sonunda her bir deney
grubu igerisindeki 20 solucanin boy ve agirlik olgiimleri yeniden yapilarak solucanlar
icerisinden 10 adet alinip kararli izotop analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Diger 10
solucan, icerisinde onceden verilen ve arta kalan mp’lerin bulundugu deney diizenegine
Olciimleri alindiktan sonra yeniden birakilarak ikinci 21 giinliik siire¢ baglatilmistir. Bu 10
adet solucan da 21 giin boyunca beslendikten sonra 42. giiniin sonunda boy ve agirlik
Olctimleri yapilarak kararli izotop analizi i¢in hazir hale getirilmislerdir. PBP1 tekrari
uygulamasinda 42. giinde vivaryum igerisinden 10 adet solucan alinarak boy ve agirlik
dlciimleri yapilmistir. Olgiimleri yapilan solucanlar kararli izotop analizi igin hazir hale
getirilmistir. Deneyin 84. giiniinde kalan solucan 6rnekleri de boy ve agirlik dl¢limlerinden
sonra kararli izotop analizi i¢in hazirlanmistir. Kararli izotop analizi i¢in alinan solucan
orneklerinin boy o6l¢iimleri cetvel £0,01 mm ile agirlik dl¢timleri ise Precisa marka 0,01g

hassas terazi ile yapilmistir.

3.5. Alinan Solucan Orneklerinin Kararh izotop Analizi i¢in Hazirlanmasi

Deney oncesinde, deney boyunca ve deney bitiminde alinan solucan 6rneklerinin
viicutlarinin, kitellumdan (kitellum hari¢) aniise kadar olan kashi bolgesi analiz ig¢in
kullanilmak tizere bistiiri ile disekte edilmistir. Diseksiyon sonrasinda sindirim kanalinda
bulunan yem artiklar1 ayiklanip saf su ile yikanarak temizlenmistir. Temizlenen solucan
kaslar1 ayr1 ayr1 etiketlenen petrilere koyularak etiivde 60 °C’ de 24 saat boyunca
kurutulmustur (Hamilton & Lewis, 1992). Kurutulan 6rnekler mikro dismembrator’de toz
haline getirilerek analiz i¢in tartilmak {lizere hazir hale getirilmistir. Solucan 6rnekleri
Img+0,001 hassasiyetli mikro terazide tartim1 yapildiktan sonra 9x9 mm’lik kalay

kaplarda paketlenmistir ve analiz i¢in UC Davis Laboratuvarina gonderilmistir.

3.6. Mikroplastik ve Bitki Orneklerinin Kararh izotop Analizi icin
Hazirlanmasi
Zenginlestirme ve azaltma islemi ile deney boyunca kullanilan c¢ay bitkisiden ve

solucanlarin yetistirme tesisinde igerisinde bulunduklari solucan yatagi olan detritus
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yigmindan alinan Ornekler petrilere koyularak etiivde 60 °C’de 24 saat boyunca
kurutulmustur (Hamilton ve Lewis, 1992). Kurutulan 6rnekler mikro dismembrator’de toz
haline getirilerek analiz icin tartilmak iizere hazir hale getirilmistir. Orneklerden 3
mg+0,001 hassas terazide tartimi yapildiktan sonra 9x9mm’lik kalay kaplarda paketlenmis

ve analiz i¢cin UC Davis Laboratuvarina gonderilmistir.

3.7. Verilerin Analizi

Karbon izotop orani kiitle spektrometresi (PDZ Europa ANCA-GSL) ile California
(ABD) UC Davis Laboratuvarinda yapilmistir. Orneklerin analizinde Sigir karacigeri
(0,04), Naylon 5 (0,05), Glutamik Asit (0,08) ve zenginlestirilmis Alanin (0,09) i¢ ¢alisma
standartlar olarak kullanilmis ve IAEA standartlar ile kalibre edilmistir (6rngin karbon
icin IAEA-CH-6 ve IAEA-CH-7 ve azot i¢cin IAEA-N-1 ve [|AEA-N-2
(http://curem.iaca.org). Her bir analiz takiminda standartlar her bes Ornekte bir
kullanilmaktadir. Sonuglar 6 (delta) degeri olarak %o (per mil= milyonda bir kisim) olarak
elde edilmektedir. Sonuglar 6 = [(Rsmek /Rstandart) — 1] X 1000 formulii ile hesaplanmustir.
Burada R, *C/**C yi ifade etmektedir (Peterson ve Fry 1987).

PBP1, PMMA ve PS gruplarinda baslangicta ve 21 giin sonra, 42 giin sonra PBP1
tekrar uygulamasinda baslangig, 42 ve 84 giin sonra solucanlarda Olgiilen ortalama boy,
agirlik ile 8'3C oranlart ANOVA ile karsilagtirlmistir. PBP1 tekrar uygulamasi ile kontrol
grubu ortalama 613C oranlari iki faktorli (uygulama ve siireg) ANOVA ile test edilmistir.

Solucanlarin kas dokularina mikroplastik absorbsiyonu olup olmadigi iki kaynak

karistm modeli kullanilarak yapilmistir (Fry 2006).

F N R (3.1)
f1 = (8 solucan — & besin2)/(8 besinl — & besin2)

Bu c¢alismada cay veya semizotu bir besin kaynagi, se¢ilen mp cesidi de diger besin
kaynagi olarak ele alinmistir. Bu modelde iki besin kaynagi (¢cay veya semizotu ile segilen
mp) bir karisim olusturdugunda kaynaktaki izotoplar bu karigima oransal bir katki
gostereceklerdir. Bagka bir kaynagin olmadigi varsayildiginda her bir kaynagin karigima
katk1 oranlarinin (f) toplami 1 olacaktir. Burada, ¢ay veya semizotu besinl, mp besin2, f1

cay veya semizotunun katki oranini, f2 de segilen mp’in katki oranin1 géstermektedir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mikroplastik Maruziyetinin Biiyiime Parametreleri Uzerine Etkileri
Bu ¢aligma kapsaminda ¢ay ortaminda, semizotu ortaminda, PBP1, PBP1 tekrar,
PMMA, PS, mikroplastiklerine maruz birakilan ve birakilmayan E. fetida tiirii toprak

solucanlarinin ortalama boy ve agirliklarindaki degisimleri incelenmistir.

4.1.1. Mikroplastik Maruziyetine Birakilmamus E. fetida Orneklerinin Boy-
Agirhik Degisimi

Cay bitkisi (C. sinensis) ile zenginlestirme islemine maruz birakilan 100 adet
solucanin, 30 giiniin sonunda, ortalama boy gruplarinda istatistik olarak 6nemli bir artma
olmadig1 halde (p>0,05) agirliklarinda 6nemli bir artma g6zlenmistir (p<0,001). Semiz otu
(P. oleracea) ile zenginlestirme islemi uygulanan solucan grubunda bulunan solucan
orneklerinin 1. giin, 30. giin ve 50. giin boy ve agirlik dl¢ciimlerinde istatistik olarak dnemli

artis mevcuttur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Mikroplastik absorbsiyonuna maruz birakilmamig ¢ay besi ortaminda

yetistirilen E. fetida 6rneklerinin boy- agirlik ort. ve ss degerleri

Parametre N 1. Giin N | 30. Giin Onem derecesi

Ort. Boy,cm | 100 | 6,00+ 1,28 | 98 | 6,14+ 1,16 | t=0,82; p>0,05

Ort. Agrlik, g | 100 | 0,28 +0,09 | 98 | 0,35 + 0,07 | t=6,73; p<0,001

Cizelge 4.2. Mikroplastik absorbsiyonuna maruz birakilmamis semizotu ile zenginlestirme

islemi uygulanan E. fetida 6rneklerinin boy- agirlik ort. ve ss degerleri

Parametre N 1. Giin N | 30. Giin N | 50. Giin Onem derecesi

Ort. Boy,cm | 100 | 5,55+ 1,08 | 99 | 6,18 £1,02 | 40 | 6,25 + 0,48 | F=12,7; p<0,001

Or. Agirlik, g | 100 | 0,27 +0,07 | 99 | 0,41 £ 0,09 | 40 | 0,44 + 0,07 | F=100,8; p<0,001
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Her iki grup zenginlestirme islemindeki solucan Orneklerinin  biiyiime
parametrelerinde bir artis gortldiigii gibi iiremelerinin de devam ettigi ve kokon

olusumlarinin mevcut oldugu gozlenmistir.

4.1.2. Mikroplastik Maruziyetine Birakilmus E. fetida Orneklerinin Boy- Agirhk
Degisimi

Semizotu ve c¢ay bitkisi besi ortaminda yetistirilmis solucan gruplarindan alinan
orneklerle 4 deney grubu olusturulmustur. Bu deney gruplarindaki solucanlardan belirli
periyotlarla 3 kez boy ve agirlik 6l¢iimii alinmistir. Solucan 6rneklerinin boy ve agirlik
Olclimlerinin ortalama degerleri ¢izelge 4.3’te verilmistir.

PBP1’e maruz birakilmig ayn1 zamanda ¢ay besi ortaminda yetistirilen solucanlarin
boy ve agirliklarinin ortalama degerlerine bakildiginda bir artis oldugu ancak bu artislarin
istatistik olarak 6nemli olmadig1 goriilmektedir (p > 0,05). PBP1’e maruz birakilan ikinci
tekrarda sadece periyot farkliligi vardir. 2. Tekrar deneyi toplamda 84 giin siirmiistiir. Bu
deney grubundaki solucanlarin 1. giinden 42. giine ortalama boy degerlerinde % 25,9 ve
ortalama agirliklarinda % 31,7 oraninda artis goriilmektedir ancak 84. giine gelindiginde
ise boy ortalamalarinda bir degisim olmadigr gibi agirlik ortalamalarinda bir azalma
oldugu goriilmektedir. Pigment maruziyetinin uzun siireli sonucunun E. fetida tiirii toprak
solucaninin biiylime parametreleri iizerinde olumsuz bir etkisi olabilecegi sOylenebilir. Bu
degerlerin yan1 sira PBP1 ilk ve tekrar uygulamalarmin her ikisinde de iireme oldugu ve
kokon olusumunun mevcut oldugu gozlenmistir. Ayrica solucanlarin sindirim kanalinda

pigment mikroplastikleri gozlemlenmistir.

Pigment (mp)

Sekil 3.9. Mikroplastik pargaciklarin solucan sindirim kanalindaki goriiniimii
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PMMA ve PS deneyi toplamda 42 giin siirmiistiir ve bu deney gruplarindaki solucan
orneklerinin boy Ol¢limlerinin ortalamalar1 arasinda istatistik olarak énemli olmayan bir
arttis mevcutken, agirlik Olgiimlerinin ortalamalar1 arasinda ise azalma goriilmektedir
(Cizelge 4.3). Helling ve ark. (2000) bakir oksikloriiriin E. fetida tiirii solucanlarin
biiyiimesi ve iiremesi lizerine olumsuz etki ettigini bulmuslardir. Fungusit olarak kullanilan
maddenin toksik etki goOstermesi ilizerine yapilan bu arastirmada solucanlarin
etkilenecekleri goriilmiistiir. Bu sebeple bizim kullandigimiz mikroplastiklerin de
solucanlarin agirliklar {izerine negatif etkileri, onlarin yasam ortamlarinda ve besinlerinde

mikroplastiklere rastlamasi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.3. PBP1,PBP1 tekrar, PMMA ve PS deney gruplarindaki solucan 6rneklerinden

alinan boy ve agirlik 6lglimlerinin ortalama + standart sapma degerleri

N | 1. Giin N | 21. Giin N | 42. Giin Onem derecesi

PBP1+cay

Ort. Boy, cm 206,46 £0,84 | 20 | 6,48 +0,87 | 10 | 6,94 +£0,84 | F=1,22; p>0,05

Ort. Agirhik, g | 20 | 0,40+ 0,06 |20 | 0,43+0,07 |10 | 0,44+0,09 | F=1,13; p>0,05

PMMA+semizotu

Ort. Boy, cm 10 6,48+0,52 |5 |6,16 £0,39 |5 | 6,80 £0,45 | F=2,29; p>0,05

Ort. Agirlik, g | 10| 0,48+0,07 | 5 | 0,39 +0,11 |5 |0,33+£0,05 | F=6,29; p<0,05

PS+semizotu

Ort. Boy, cm 2016,19+0,53 [10]6,31+£0,34 |7 |6,41 +£0,50 | F=0,65; p>0,05

Ort. Agirlik, g | 20| 0,42+0,06 |10 |0,34+0,04 |7 |0,34 £0,07 | F=9,73;p<0,001

PBP1 tekrar+cay

N | 1. Giin 42. Giin 84. Giin Onem derecesi

Ort. Boy, cm 2014,90+0,29 |10|6,17+0,35 | 10| 6,31 +£0,45 | F=78,1;p<0,001

Ort. Agirlik, g | 20| 0,31 0,05 | 10| 0,41 +0,05 |10 0,33+0,06 | F=12,2;p<0,001

4.2. Mikroplastik Muamelesine Maruz Birakilan E. fetida Bireylerinin Kararh
izotop Degisimi

Bu ¢alismanin amaglar1 dogrultusunda olusturulan 4 adet deney grubundan elde
edilen ve farkli periyotlarda alinan 3 adet analizin, kararli izotop sonuglar1 Cizelge 4.4°de
verilmigtir. Her iki PBP1 uygulamasinda da solucanlarda c¢esitli zamanlarda olgiilen

ortalama §'*C degerleri arasinda istatistik olarak O6nemli bir fark bulunmustur. Analiz
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sonuglarina bakildiginda; PBP1’e maruz birakilan solucanlarin kas dokularinda bulunan
8C oraninin azaldig1 goriilmektedir. Bu azalma 21. giinde % 2.,4; 42. giinde % 1,3,
baslangica gore ise % 3,7 seklindedir. Birinci giin ve 42. giin ortalamalar1 arasindaki fark
istatistik olarak onemlidir (p<0.05). Bu deney grubunda bulunan solucanlar % 75 cay
bitkisi ve %25 PBP1 ile beslenmistir. Cay bitkisinin ortalama 8'3C ve standart sapma
degeri -29,5 + 0,3 olarak ol¢iilmiistiir. Deney icin segilen PBP1¢nin 8*3C degeri ise -19,8
olarak elde edilmistir.

PBP1 tekrar uygulamasimin asamalari, besin ve plastik oranlari ve g¢esitleri
bakimindan ayni olmakla beraber deney siireleri farklidir ve 84 giinliik bir periyodu
icermektedir. Deney siirecinde PBP1’e maruz birakilan solucanlarin kas dokularinda
Slgiilen ortalama 8'3C oranlari arasinda istatistik olarak onemli farklilik vardir. Deney
baslangict ile 42. ve deney baslangici ile 84. giin Olciilen ortalama degerler arasindaki
farklar istatistik olarak Snemlidir (p<0,05). Bu deneyden elde edilen §*3C degerlerine
bakildiginda, ortalamalarda 42. giinde % 3,5; 84. giinde % 1,3 ve baslangica gore % 4,8
azalma goriilmektedir. Her iki tekrardaki sonuglar tutarli olup solucanlarda &lgiilen
degerler cay ve pigment degerlerinin arasinda olan degerlerdir.

Sekil 4.1°de goriildiigii tizere PBP1 tekrar uygulamasi yapilan E. fetida 6rneklerinde
84. giinde dlgiilen ortalama 8*3C orani kontrol grubuna gore biraz daha yiiksek baska bir
ifade ile PBP1 yoniine dogru bir degisim gostermistir. Ancak deney ve kontrol grubu
solucanlarda olgiilen ortalama 88C oranlar arasindaki fark istatistik olarak Gnemli
bulunmamustir (F=3,1; df= 1; p=0,07).

PMMA uygulanan solucanlardan 1, 21 ve 42. giinlerde alinan kas 6rneklerinin 83C
ortalamalar1 arasinda 6nemli bir fark goriilmiistiir (p<0,05). 21. giinde % 0,5 oraninda bir
artmay1 takiben, 42. giinde % 6 oraninda bir azalma ve baglangica gore % 5,5 oraninda bir
azalma goriilmektedir. Tukey testi her {i¢ giinde Olgiilen ortalama degerlerin istatistik
olarak birbirlerinden farkli oldugunu gostermistir (p<0.05). Semizotunun (%o -12,5) ve
PMMA’nmn (%0-31,7) 8"3C sonuglar1 degerlendirildiginde solucanlarm kas dokularinda
oOl¢iilen degerler bu degerler arasindadir Cizelge 4.4).

PS uygulamasinda, solucanlarin ortalama 8"C oranlar arasinda istatistik olarak
onemli bir fark bulunmustur (p<0,05). ilk alman solucan drneginin karbon izotop oraninin,
21. giin uygulamasinda arttig1 goriilmektedir. Bu artis 48. giin de devam etmektedir. Tukey
testi sonucuna gore gruplar arasinda sadece 1. ve 42. giinler arasindaki fark istatistik olarak
onemli bulunmustur (p<0,05). Deney boyunca solucanlarda olgiilen §8c degerleri

semizotu (%o -12,5) ve PS (%o -28,2) arasindadir.
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PMMA ve PS kontrol gruplarmin solucan ornekleri deney sirasinda kaybedildikleri

icin izotop analizine bakilmak iizere alinamamagtir.

Cizelge 4.4. PBP1, PBP1 tekrar, PMMA ve PS deney gruplarindan deney siirecinde

solucanlarin kas dokularinda élgiilen ortalama 8'°C ve standart sapma degerleri

E. fetida kas Baslangic 21. Giin 42. Giin

dokular N |8°C, %o N | 8"C, %o N |[8°C,% | Onem derecesi

uygulalama Ort. +5ss Ort. £ss Ort. +5s5

PBP1 5 -21,9+ 0.4 10 | -22,5+0,7 |10 | -22,8+0,4 F=4,0;p<0,05

PMMA 10 |-152+04 |5 |-151+£0,8 |5 |-16,0+0,6 | F=4,1;p<0,05

PS 10 |[-152+04 |10 |-148+0,5 |7 |-145+0,3 | F=6,0; p<0,05
42. Giin 84. Giin

PBP1 tekrar |10 |-22,8+04 |10|-23,6+04 |10]|-23,9+0,7 | F=13,2;p<0,001

Kontrol (¢ay) | 10 | -22,84+0,4 5 |-23,8+1,2 5 |-24,7£0,9 F=10,7;p<0,005

-19,0

210 Q\ ............................................
-23,0 \

é;) . I‘...I\
)
PBP1 tekrar 1.
-27,0 ~
gun PBPl;iI;rar 42. bBp1 tekrar
- 84.gilin
29'0 . ..................................................
'31,0 T T T T 1

ilk glin 30 giin 50.giin  92.glin  134. glin
Deney siireci

Sekil 4.1. PBP1 tekrar uygulamasi yapilan ve yapilmayan E. fetida bireylerinin kas
dokularinda 6l¢iilen ortalama 8¢ degerleri. Yesil dolu halka Cay bitkisinde, kirmizi1 bos
halka PBP1 mikroplastiginde 6l¢iilen 8"3C oranini, kesik cizgi PBP1 uygulanan, diiz ¢izgi
kontrol grubu solucanlart gdstermektedir. Mavi oklar uygulamalarin giinlerini

gostermektedir.
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Solucanlardan alinan ilk 6rnek sonrasi, zenginlestirmeden ve PMMA deneyinden
elde edilen kararli izotop sonuglarinin grafigine (Sekil 4.2) bakildiginda, zenginlestirme
isleminden sonra semiz otunu tiiketen solucanlarin PMMA verilmesinden yaklasik 21 giin

sonra 8*3C oraninin PMMA'ya yonelik egilim gosterdigi goriilmektedir.

_13’0 . ....................................................
——
'17,0 //
o -21,0
2
-25,0
-29,0
330 O....I..........: .......... I...........I .......... I. ..... |
ilk gin  30.gin 50.gin PMMA PMMA PMMA

21.glin  42.gilin

Deney si}fggin

Sekil 4.2. PMMA deney siirecinde solucan 6rneklerinin kas dokularinda 6l¢iilen ortalama
§13C degerleri (siyah ¢izgi). Yesil dolu semizotu, kirmizi bos daire PMMA’da 6lgiilen

degerleri gostermektedir.

PS deneyinden elde edilen kararli izotop sonuglarinda ise solucanlarin semiz otuyla

beslenmeye devam ettikleri anlasilmaktadir (Sekil 4.3).

-10,0
. ....................................................
-1510 / —
0 20,0
3
©-25,0
-30,0
@ ....................................................
'35,0 T T T T T 1
ilk giin  30. giin 50. glin PS1.giin PS21. PS42.
Deney siireci giin giin

Sekil 4.3. PS uygulamasi yapilan E. fetida bireylerinde solucanlarin kas dokularinda
dlgiilen ortalama §'°C degerleri (siyah ¢izgi). Yesil dolu semizotu, kirmizi bos daire PS’de

Ol¢iilen degerleri gostermektedir.
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4.3. Mikroplastik Absorbsiyonu

Iki Kaynak Karisim Modeli ile mikroplastiklerin absorbsiyonu hesaplanmis ve elde
edilen sonuglar Cizelge 4.5°de verilmistir.  Iki Kaynak Karistm Modeli sonuglari
pigmentin besin olarak kas dokusuna absorbsiyonunun %210-%72 arasinda oldugunu
gostermektedir. Bu oranlarin semizotu besi ortaminda diisiik olsa da ¢ay besi ortaminda bu
kadar yiliksek goriilmesi dikkat g¢ekicidir. Genel olarak semizotu besi ortaminda mp
katkilarinin diisiik olmasi, solucanlarin besin olarak semizotunu daha fazla tercih ettiklerini
diisiindiirebilir. Deney siirecinde solucanlarin bu iki kaynaktan baska bir besin kaynagina
maruz kalmamasina 6zen gosterilmistir. Bununla birlikte deney silirecinde besi ortami
tizerinde gelisen mikrobiyal kolonilerin besin kaynagi olarak etkileri olmus olabilir. Bu
nedenle bu ¢aligmada mevcut oranlardan ziyade bu oranlarda zamana bagl degisimin esas
alinmas1 mp absorbsiyonuna dair daha giivenli sonuclar verebilir. Kararli izotop analizleri
Iki Kaynak Karisim Modeli ile hesaplandiginda elde edilen degerlerde (Cizelge 4.5)
pigment ve polistiren mikroplastiklerinin absorbsiyonunun giderek azaldigt PMMA
absorbsiyonunun ise arttigi goriilmektedir. Buna gére PMMA uygulamasi hari¢ diger
uygulamalarin hi¢ birinde karisimdaki mp oraninin zamana bagl olarak artis gostermedigi
ve solucanlarda PMMA absorbsiyonu olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir. Solucanlarin
sindirim kanali incelemelerinde bagirsak iginde PMMA Orneklerine rastlanmasi, bu

bulgular1 destekler niteliktedir.

Cizelge 4.5. Secilen mikroplastiklerin solucan kas dokusundaki karigima katki oranlar

(*PBP1 i¢in 42. giin ve ** PBP1 i¢in 84. giin)

Siirec mp

oranindaki
Mikroplastik cesidi 21. Giin* 42. Giin**

degisim
PBP1 0,72 0,69 Azalma
PBP1 tekrar 0,61 0,58 Azalma
PMMA 0,13 0,18 Artma
PS 0,12 0,10 Azalma
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada E. fetida tiirii toprak solucanin mikroplastik maruziyetinde
mikroplastikleri absorbe edip etmedikleri arastirilmis ve mikroplastiklerin solucanlarin
biliylime parametrelerine etkileri incelenmistir.

Mikroplastikler son on yildir arastirma konusu haline gelmeleriyle birlikte daha 6nce
kararli izotop analiziyle yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak Yang ve
arkadaslarinin 2015'te unkurtlar1 (T. molitor) ile yaptiklari bir galismada polistiren tiirii
plastigin unkurtlar1 tarafindan besin olarak tiiketildigi goriilmiistiir. Bu tez ¢caligmasinda E.
fetida bireylerinin PS’yi besin olarak tiikketmedikleri sonucuna varilmigtir. Bununla birlikte
E. fetida bireylerinin alabilecekleri formda PS’ye maruziyeti sonucu etkileyebilir. Bu
nedenle E. fetida veya diger canlilarda PS’nin besin olarak kullanilabilirliginin
tilketebilecegi boyutlarda veya formlarda uygulanmak suretiyle tekrar test edilmesi
Onerilir.

PBP1 uygulamasi iki tekrarli olarak yapilmustir. ikinci tekrarda 84. giinde yapilan
Ol¢iimlerde ortalama agirliktaki azalma besin azlifindan kaynaklanmig olabilecegi gibi
mikroplastik uygulamasinin uzun siire etkisi de olabilir. 84. giinde yapilan dl¢timiin tekrari
ve kontrol grubu olmadig i¢in agirlik azalmasini mikroplastik uygulamasina dayandirmak
zordur. Bununla birlikte mikroplastik etkisini anlamak i¢in bu denemelerin daha uzun
siireli planlanarak tekrarlanmasi onerilir.

PMMA deneyinde solucanlardan alinan boy Ol¢limlerinin ortalamalarinda artig
goriiliirken agirlik  ortalamalarindaki  diislis, ortamdaki PMMA'min solucanlarin
beslenmesini olumsuz etkilemesi (sindirim kanalin1 tikama, toxik etki vs.) ya da besin
yetersizligi sebebiyle boy uzamasinin viicut kiitlesini enerji olarak kullanmasi nedeniyle
olabilecegi diisiiniilmektedir. PMMA uygulamasinda kokon ve larva olusumunun mevcut
oldugu goriilmiistiir. Bu deney grubunda semizotuyla besleme yapilirken semizotundan
vivaryum topragina gecen tohumlarin ¢imlendikleri gozlemlenmistir. Vivaryum igin
kullanilan toprakta besin yoktur ancak solucanlarin mikroplastik ile karigan semizotunu
tiketerek olusturduklar1 atiklarla toprak verimli hale gelmistir. Bu durum topragin
mikroplastik kontaminasyonuna ragmen E. fetida tiirii toprak solucaniyla verimli hale
getirilebilecegini gostermektedir. Bununla birlikte bu kosullarda olusmus detritus ve
cimlenen semizotundaki agir/hafif izotop oraninin bilinmesi mikroplastigin besin

zincirindeki akis1 hakkinda bilgi vermesi agisindan 6nemli olacaktir.
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Bu tez calismasinda PMMA’ ’nin bir sekilde dokulara absorbsiyonun gergekleserek
solucanlarin kas dokularinda da karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi sonucuna
varilmistir. Yildinim ve ark., (2017) insan karacigerinde in vitro gergeklestirdikleri bir
calismda retinoik asit ile modifiye PMMA partikiillerinin ¢ok yiiksek bir hiicre i¢i alim
etkinligi gosterdigini incelemislerdir (Yildirirm ve ark., 2017). Benzer sekilde PMMA
maruziyetinin Gammarus fossarum 6rneginde assimilasyon verimliligini énemli diizeyde
etkiledigi ortaya konmustur (Straub ve ark., 2017). Mikroplastik par¢ciklarinin trofik
diizey boyunca gegebilecegine dair ¢alismalar (Farrel ve Nelson 2013) bu tez calismasi
bulgularini desteklemektedir.

Savag yillarinda pilotlarda poli (metil metakrilat) (PMMA) kaynakli yaralanmalar
oldugu goriilmiis, bu yaralanmalarda PMMA’nin viicutta her hangi bir hasara yada
enfeksiyona neden olmadiginin goriilmesiyle birlikte PMMA materyaller, doku icinde de
kullanilmaya baslanmistir (Kiimbiiloglu ve Oral, 2013). PMMA'nin ¢esitli alanlardaki
kullanimindan sonra mekanik hasara ugramasi, toksik monomer MMA (metil
metakrilat)'nin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Ciszewska ve ark., 1997). Jones ve ark., (2001)
implant yapiminda kullanilan PMMA'nin dokulardaki hasarini incelemis ve analiz
sonucunda dokulardaki bir mikron alti partikiillerin membran iginde bulunan hiicreler
tarafindan kolayca fagosite oldugunu gostermistir (Jones ve ark., 2001). Frick ve ark.,
(2006) ozellikle PMMA’ nin fagositozu ile farelerde bagisiklik sistemini etkilediklerini
ortaya koymuslardir. Daha Once yapilan c¢aligsmalarda mikroplastigin solucanlari strese
soktugu ve bu sebeple enzim aktivitesini arttirdidi, solucanlarin bagirsaklarinda
histopatolojik zararlar meydana geldigi goriilmiistiir (Rodriguez-Seijo ve ark., 2017).
Kaynaklarin siirli olmasi nedeniyle bu tez ¢aligmasinda PMMA’’nin enzim aktivitesi ve
histolojik incelemeleri {izerine ¢aligma yapilamamistir. Ancak solucanlarda meydana gelen
agirhik kayiplari, mikroplastik kaynakli olarak canlilarin sindirim kanalindaki hasarlar
sebebiyle olabilir ve enerji dagilimlar strese bagli olarak etkilenmis olabilmektedir. Bu
nedenle solucanlara veya baska model canlilara besin kaynagi olarak farkli dozlarda
PMMA uygulamak suretiyle PMMA’nin toksik etkilerine dair, absorbsiyon yolaklari,
enzim aktiviteleri ve histopatolojik sonuglari tizerine ¢alismalar yapilmasi 6nerilir.

Bu ¢alismanin amaglarindan biri mikroplastik absorbsiyonu olup olmadigini E. fetida
orneginde kararli izotop ¢alismalar ile gosterilip gosterilemeyecegini test etmektir. Bu tez
calismasinda PMMA absorbsiyonu test edilen diger mikroplastiklere gore daha net bir
sekilde ortaya konmustur. Absorbsiyonda mikroplastik boyutu énemli olabilir (Straub ve
ark., 2017). Bu calismada PS, PBP1 ve PBI tekrar uygulamalarinda kullanilan
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mikroplastiklerin ortalama graniil boyutu toz seklinde olan PMMA’dan daha iridir.
Mikroplastik c¢esitleri arasinda kas dokusundaki karisitma katki oraninin  PMMA
maruziyetinde yiiksek olmasi partikiil boyutunun kii¢lik olmasindan kaynaklanmis olabilir.
Bu nedenle kaynak kullanimi a¢isindan, daha kiiglik boyutlarda mikroplastik maruziyeti
olacak sekilde deneylerin tekrarlanmasi onerilir.

Solucanlar ogiitme ve sindirim gibi faaliyetleri ile katilar1 etkili bir sekilde
pargalayarak toprak ekolojisinde onemli bir rol oynarlar (Wang ve ark., 2017). Bu tez
calismasinda kat1 mikroplastik pargalarmin sindirim kanalina alindigi, 6zellikle PMMA
orneginde kararli karbon ve azot izotop yontemi ile besin kaynagi gibi kullanilarak kas
dokularinda bulundugu belirlenmistir. Mikroplastiklerin hiicre diizeyinde olumsuz
etkilerine dair sonuclar1 bilinmektedir. Solucanlarin asir1 mikroplastige maruz kalmasi: ve
bu maruziyetin plastigin uzun 6mrii sebebiyle cok daha uzun siirmesi canlilarin gelisimini
ve ¢ogalmasint olumsuz etkileyebilir. Dahas1 mikroplastikler besin zinciri ile trofik ag
boyunca aktarilabilir. Mikroplastik maruziyetinin neticelerine dair bilgi boslugunun

giderilmesine yonelik ¢esitli canli gruplar tizerinde calismalarin yapilmasi onerilir.
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