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ONSOZ

“Fungal Bir Kiitinaz Enziminin Klonlanmasi, Ekspresyonu ve PET Parcalama
Potansiyelinin Belirlenmesi” baglikli yiiksek lisans tezi, Kiitinaz enziminin polyester PET
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dontisiim siirecini gelistirebilmek icin bilgiler igermektedir.

Karadeniz Teknik Universitesi’nde yiiriitmiis oldugum yiiksek lisans calismam
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sunarim. Kendisinin sabri, destegi ve yonlendirmeleri, bu calismanin her asamasinda
yolumu aydinlatmastir.

Laboratuvarda birlikte ¢alismaktan biiylik keyif aldigim, ihtiya¢ duydugum her an
bilgi ve tecriibelerini paylastiklari i¢in basta Ars. Gor. Betiil YESILYURT olmak iizere tiim
hocalarima ve tiim laboratuvar arkadaslarima tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca yanimda olan, sevgileri ve fedakarliklariyla bana gii¢ veren canim
anneme ve babama, her zaman destekleriyle moral kaynagim olan kardeslerime goniilden
tesekkiir ederim. Onlarin sevgisi, sabr1 ve inanci, karsilagtigim her zorlukta bana ilham
vermistir.

Son olarak ve en 6nemlisi, calismam dile getirebilecegimden ¢ok daha fazla bicimde

miimkiin kildig1 i¢in canim esim Oguz’a en derin tesekkiirlerimi sunarim.

Naile TURHAN
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

FUNGAL BIR KUTINAZ ENZIMININ KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE
PET PARCALAMA POTANSIYELININ BELIRLENMESI
Naile TURHAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Danigsman: Dog¢. Dr. Ugur UZUNER
2025, 68 Sayfa

Cevresel plastik kirliligi kiiresel olarak endise verici boyutlara ulagmistir. Giiniimiiz
mekanik ve kimyasal geri doniisiim yOntemleri yetersiz kaldigindan, yenilik¢i ve
stirdiiriilebilir ¢oziimlerin gelistirilmesi hayati 6nem tagimaktadir. Polietilen tereftalat (PET)
kirliligi, polimerin yaygin kullanimi, kristal yapist ve biyolojik bozunmaya karst dogal
direnci nedeniyle 6nemli bir ¢evre sorunudur. Bazi dogal mikroorganizmalar PET'"i hidrolize
etme kabiliyeti gosterse de endiistriyel uygulanabilirlikleri sinirhidir.

PET polimerini pargalayabilen polietilen tereftalat hidrolaz (PETaz), esteraz, lipaz ve
kiitinaz gibi enzimler tammmlanmistir. Ancak ytliksek PET parcalama potansiyelli kiitinaz ve
PETaz enzimleri, endiistriyel uygulamalarda daha ¢ok tercih edilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda, biyokontrol ajan1 Trichoderma. harzianum CBS 226,95 kiitinaz
enziminin PET parcalama potansiyeli arastirilmistir. Enzim karakterizasyon c¢alismalari, E.
coli ekspresyon sisteminde gergeklestirilmesinin akabinde, optimum enzimatik kosullar; 10
mM pNPA varliginda, pH 6, sicaklik 50 °C ve inkiibasyon siiresi 5 dakika olarak
belirlenmistir. Saf enzimin Km, Vmax ve spesifik aktivite parametreleri ise; sirasiyla 0,85
mM, 11,52 (uM/min) 11,52 umol/min/mg olarak hesaplanmistir.

Mevcut bulgular, tarimsal uygulamalarda patojen kontrolii i¢in kullanilan
Trichoderma tiirlerinin, ¢evresel PET atiklarin1 parcalamada etkin enzimsel profile sahip

olduklarin1 gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Trichoderma. harzianum CBS 226,95 , Plastik degredasyonu, kiitinaz,
PET,
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Master Thesis

SUMMARY

CLONING, EXPRESSION, AND DETERMINATION OF PET DEGRADATION
POTENTIAL OF A FUNGAL CUTINASE ENZYME
Naile TURHAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Molecular Biology and Genetics Graduate Program
Supervisor: Assoc. Prof. Ugur UZUNER
2025, 68 Pages

Environmental plastic pollution has reached alarming levels globally. As current
mechanical and chemical recycling methods are inadequate, the development of innovative
and sustainable solutions is vital. Polyethylene terephthalate (PET) pollution is a significant
environmental problem due to the polymer's widespread use, crystalline structure, and
natural resistance to biodegradation. While some natural microorganisms demonstrate the
ability to hydrolyze PET, their industrial applicability is limited.

Enzymes such as polyethylene terephthalate hydrolase (PETase), esterase, lipase, and
cutinase have been identified that can degrade PET polymer. However, cutinase and PETase
enzymes with high PET degradation potential are more preferred in industrial applications.

In this thesis, the PET degradation potential of the biocontrol agent Trichoderma
harzianum CBS 226.95 cutinase was investigated. Following enzyme characterization
studies in an E. coli expression system, optimum enzymatic conditions were determined: In
the presence of 10 mM pNPA, pH was 6.0, temperature was 50 °C, and incubation time was
5 minutes. The Km, Vmax, and specific activity parameters of the pure enzyme were
calculated as 0.85 mM, 11.52 (uM/min), and 11.52 pmol/min/mg, respectively.

The present findings demonstrate that Trichoderma species used for pathogen control in
agricultural applications have an effective enzymatic profile for degrading environmental

PET waste.

Key Words: Trichoderma. harzianum CBS 226.95, Plastic, degradation, cutinase, PET

IX



SEKILLER DIiZiNi

Sayfa No

Sekil 1. Karbon-karbon omurgasina sahip plastikler (PE, PP, PS, PVC) ve ana
zincirinde heteroatom bulunduran plastiklerin (PET, PU) ¢evresel

siirecler araciligiyla par¢alanma mekanizmalarinin sematik gosterimi.............. 5
Sekil 2. Mekanik geri doniisiim yontemi ile istenen verimin alinamamasi gibi
durumlarda kullanilan kimyasal geri doniisiim yontemi pargcalanmasi ............ 10
Sekil 3. PET plastigin molekiil yapist ve monomerleri ..........c.cccceevveenienieenieenieeneene 12
Sekil 4.  Polietilen tereftalat (PET) molekiil yapist ........ccoeceeriieiiiniiiiiiiiiiiieeieeee 15
Sekil 5. 2019-2022 plastik atik geri doniislim ve imha (bertaraf) verilerinin
AGIIMT ...ttt ettt 18
Sekil 6.  Plastik Atik ve Geri Doniisiim Verileri (2019-2022) (The National
Environment Agency, 2023).....cc.ceiiiiiieiiieiieeie ettt 19
Sekil 7. Farkl sektorlere gore PET tiirii plastik tiiketiminin dagilimi Yil: 2016,
toplam tliketim: 23,5 Milyon tOn ........cccceeuiiriiiiieiiieiee e 20
Sekil 8. Enzim-Substrat KompleKsi.......ccoooeeiieiieiiiiiiieieeieeeeeee e 23
Sekil 9.  Enzimatik reaksiyonun hizi {izerine substrat konsantrasyonunun etkisi
(CerrahoZlu, 2014 )..c..ieiiiieieieee ettt et 24
Sekil 10.  H. insolens ve T. harzianum kiitinaz enzimlerinin amino asit dizinleri
kullanilarak gerceklestirilmis ikili hizalama verileri........cccceevvvvvcieincineennnenn. 38

Sekil 11.  H. insolens ve T. harzianum kiitinaz enzimlerinin protein 3D
yapilarinin yapisal benzerliklerini ortaya koyan gorsel.........cccccveeveveenineennenn. 39

Sekil 12.  Farkli kiitinaz enzim sekanslarmin fonksiyonel bdlgelerine karsilik
gelen amino asit siralart kullanilarak gercgeklestirilmis ¢oklu sekans
hizalama analizi VETIleri..........cocuiieiiiiieiiicciie e 40

Sekil 13.  2PET-ThKiitinaz enzim-ligand kompleksinin molekiiler yerlestirme
sonuglarina ait 3D gorseli ve olusmus kompleks yapiya ait
biyokimyasal etkilesimleri ortaya koyan 2D etkilesim gorseli ...........ccccceneee. 41

Sekil 14. PCR sonunda elde edilmis sentetik DNA fragmaninin %1°lik agaroz jel
elektroforezi GOTUNTUSTL ... .cccveeeeeieeeiiee et e et et eaee e s 43

Sekil 15. pET28a vektoriine kiitinaz geninin klonlanmas1 sonrasi restriksiyon
enzim (E1/X1) kesim analizi sonucu elde edilen %]1’lik agaroz jel
GOTUNTUSTL +eeevtteeitee ettt ettt et e s e et e e st e e et eesabteesabeeesabeesaneeenaneeas 44

Sekil 16.  E. coli IM101 transformasyonu sonucu olusan kolonilerin............c.cccccveeenneen. 45

Sekil 17.  E. coli IM101 transformasyonu sonucu olusan kolonilerden plazmit
140] B 0] 1 L USSR 46

Sekil 18.  Kolonilerden izole edilen plazmitlerin restriksiyon enzimi ile kesilerek
agaroz jelde gorintlilenmes.........cecvieeriiieiieeeeeeeee e e 47



Sekil 19.

Sekil 20.

Sekil 21.

Sekil 22.

Sekil 23.

Sekil 24.

Sekil 25.

pET28a-NCU rekombinant plazmiti E. coli BL21 hiicresine
transformasyonu sonucu olusan kolonilerin segici besiyerinde

GOTUNTIMUL. ettt e ettt ettt e ettt e e ettt e e sttt e e e sttt e e e sabteeeseanteeeeenanreeeens

Saflastirilmis ThKiitinaz proteininin SDS-PAGE analizi..............ccueen.....

Michaelis-Menten egrisi kullanilarak kiitinaz enziminin substrat

konsantrasyonuna bagli h1Z1 ............cceevviiieiiiiiiniiiecie e

Enzimin farkli pH degerlerinde p-nitrofenil ester subsratinin hidrolizi

sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenil salinimina dayali bagil aktivitesi................

Enzimin farkli sicaklik degerlerinde p-nitrofenil ester subsratinin
hidrolizi sonucu aciga ¢ikan p-nitrofenil salinimma dayali bagil

ARETVIEEST vttt e e ee e e eeeneeeeeeeneennnennnnnnn

Enzimin farkli zamanlarda p-nitrofenil ester subsratinin hidrolizi

sonucu aciga ¢ikan p-nitrofenil salinimina dayali bagil aktivitesi................

ThKiitinaz Enziminin PET film tizerindeki etkisinin stereo mikroskop

ile altinda @OTTNTHIETT.....erueeiiiieeiieii e

XI



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.
Tablo 5.

Tablo 6.
Tablo 7.
Tablo 8.
Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.
Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.

TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Termoset plastikler olarak smiflandirilan plastik tiirleri ve bunlarin
baslica kullanim alanlart................oooviiiiiiiiiii e 4

Termoplastikler olarak siniflandirilan plastik tiirleri ve bunlarin baslica
kullanim alanlart ..........cocoviiiiiiiiieee s 4

Farkli polimerlerin yogunluk, kristallenme oranm1 ve dogada kullanim

OMIT AEZEIIETT. ..ttt ettt e be e eenbeessaeennees 7
PET’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Anabal,2007) ......c..ccccovveverveenveeennnn. 13
Enzimlerin Uluslararast siniflandirmasi: Enzimler katalizledikleri

reaksiyon tipine gore alt1 ana sinifa ayrilmaktadir ...........cooccoeviiiiininiiin. 22
PCR DIIESCNICTI ...ttt ettt e 31
PCR KOSUILATT.....eiiiiiiieciiee ettt e e s 32
ThKiitinaz geninde hedef bolgeyi cogaltmak i¢in kullanilan primerler ........... 32
SOliSYONIArIN IGETIZi.....cvvvevveieciiceeieeecee e 34
Farkli organizma kaynaklarindan yiiksek aktiviteli kiitinaz ve PETaz

enzimlerinin molekiiler yerlestirme analizli verileri..........ccooceeviiiiiiniienenne 42
Farkli Substrat Konsantrasyonunda Enzim Aktivitesi Sonuglart ..................... 50
Farkli pH Degerlerinde Enzim Aktivitesi Sonuglart ..........ccceeerievveninicnnnne 52
Farkli Sicaklik Degerlerinde Enzim Aktivitesi Sonuglart ..........cccccoveeniennns 53
Farkli Zaman Araliklarinda Enzim Aktivitesi Sonuglari..........ccccccevveeeveeennen.. 54

XII



SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

% : Yiizde

~ : Yaklasik

° : Derece

v : Mikro

o : Alfa

A : Delta

°C : Santigrat derece
ng : Mikrogram

uL : Mikrolitre

uM : Mikromolar

mM : Milimolar

be : Baz gifti
dk : Dakika
sn : Saniye
U : Unite

uv : Ultraviole

PET : Polietilen Teraftalat

SDS  : Sodyum Dodesil Siilfat
CaCl, :Kalsiyum Klortir

DNA  : Deoksiriboniikleik Asit

PCR  : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
LB : Luria—Bertani

APS  : Amonyum Perstilfat

pNPA :P-nitrofenol asetat

XIII



1. GENEL BILGILER

Diinyanin en 6nemli sorunlarindan biri olan ¢evre kirliligi giderek biiyilik riskler
olusturmaktadir. Atik sularin ve c¢oplerin aritilmadan kontrolsiiz bir sekilde cevreye
birakilmas1 dogaya ve insanlara zarar vermektedir (Jie vd., 2023). Cevre kirliligine neden
olabilecek faktorlere bakildiginda niifus artisi, kentlesme, sanayilesme, modern tarim
uygulamalar1 ve insanin diger faaliyetleri karsimiza ¢ikmaktadir. Bu faktdrler ile birlikte
dogaya cok biiylik miktarda toksik kirletici maddeler salinmakta olup hava, su ve toprak
ekosistemlerindeki bitkilere, insanlara ve hayvanlara zarar verip ciddi hastaliklara neden
olmaktadir (Weralupitiya vd., 2021; Zhang vd., 2015). Agir metaller, plastikler, pestisitler,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar) ve boyalar biyolojik olarak par¢calanmamalari
ve uzun yillar dogada kalabilmeleri nedeniyle ¢evresel kirleticiler olarak kabul edilmektedir
(Vardhan vd., 2019).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), yanma islemi boyunca kdmiir, petrol ve
gaz endustrileri gibi ¢esitli endiistriyel faaliyetlerden tiiretilebilen kimyasallar olarak
tanimlanmaktadir. PAH'lar, daha uzun bozunma siirelerine sahip olan ve ¢evrede karmasik
bir karisim halinde bulunan ve ¢evredeki bir¢ok yasam formlarina zararl etkilere neden olan
son derece toksik, kalic1 kirletici maddelerdir. Insanlarda PAH'larin uzun siireli arastirilmasi
sonucu kronik etkiler olarak genetik mutasyona ve kansere neden olabilecegi bilinmektedir.
(Anyanwu vd., 2020; Saravanan vd., 2021)

Plastikler, genellikle fosil yakitlardan elde edilen kii¢iik organik molekiillii gruplardaki
bagin koparilarak uzun ve zincirli bir yapiya doniistiiriilmesi reaksiyonuyla meydana gelen
sentetik organik polimerler olarak tanimlanmaktadir. Yapilar1 geregi biyolojik olarak
parcalanamayan plastikler dogada uzun siire boyunca kalabilmekte ve ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Ayrica plastikler bu siire zarfinda dogada ve 6zellikle suda yasayan canlilar i¢in
zararli olan poliklorlu bifeniller (PCB) ve diklorodifeniltrikloroetan (DDT) gibi toksik
kimyasallar tiretmektedirler (Filho vd., 2021).

Plastik kirliligine ekonomik agidan bakildiginda ise yilda yiiz milyonlarca dolar1 asan
ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir sorun oldugu gozlemlenmektedir (Hardesty vd.,
2015). Her yil 300 milyon tondan fazla plastik {iretimi yapiliyor ve iiretilen bu plastik
tiirlerinin ¢ogu geri doniistiiriilememektir. Bundan 6tiirii dogamizda ¢ok fazla plastik atik

kirliligi olusmaktadir.



1.1. Plastikler

Plastikler, sentetik veya yar1 sentetik kokenli, hafif, ucuz ve korozyona dayanikli
malzemelerden olusan polimerlerdir. Plastikler, tarimda, evlerde, otomobillerde, ambalaj
malzemelerinde, oyuncaklarda, elektronikte ve diger cesitli uygulamalarda kullanimlarinin
yiiksek talebi nedeniyle biiylik miktarlarda tiretilmektedir. Plastige olan talep 1990'dan bu
yana her yil %5 artmistir (Kunwar vd., 2016). Plastik kullaniminin artmasi, buna paralel
olarak tretilen plastik atik miktarini da artirmaktadir.

Plastik tiirlerini biiytikliiklerine goére makro ve mikro olacak sekilde iki grubu
ayrilmaktadir. Makro plastikler en yaygin olarak denizlerde, kiyilarda bulunan 25 mm'den
biiylik plastiklere denmektedir. Bu plastikler biiyiikliiklerine ragmen deniz canlilari
tarafindan besin olarak tiiketilmektedir. Mikro plastikler ticari ve evsel kullanim igin
mikroskobik 6lgekte iiretilen birincil mikro plastikler ve makro plastiklerin ayrismasiyla
olusan ikincil mikro plastikler olarak ikiye ayrilmaktadir. Yiizen plastiklerin rengi ve kokusu
genellikle suda yasayan hayvanlarin dikkatini ¢ekmektedir. Mikro ve nano plastikler
biyolojik bariyerleri hizl1 bir sekilde asabilir ve dokularda birikerek sonucta canlida biiyiik
organ hasarlaria sebep olmaktadir (Laskar & Kumar, 2019; Tiwari vd., 2023).

Plastikler, sentetik veya dogal olarak bulunabilen yumusak haldeyken sekil verilebilen
ve seklini korumasi i¢in sonradan sertlestirilebilen bir malzeme grubu olarak bilinmektedir.
Cevremizde dogal halde bulunan polimerlere katran, kaplumbaga kabugu, hayvan boynuzu,
gomalak, seliiloz aga¢ 6zsuyundan elde edilen lateks ve amber 6rnek olarak verilebilir.
Sentetik polimerler polietilen (PE), polistiren (PS), polipropilen (PP) polivinil kloriir (PVC)
ve politetrafloroetilen veya Teflon olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Singh, 2022).

1.1.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler organik ve inorganik olarak iki gruba ayrilir. Canli organizmalarda
onemli bir rol alan organik polimerler temel yapisal bilesenleri saglamakta ve 6nemli yasam
stireclerine katilmaktadirlar. Buna verilebilecek en giizel Ornek tiim bitkilerin kati
bilesenlerini olusturan polimerdir. Bunlarin arasinda seliiloz, lignin ve farkli regineler
bulunmaktadir. Amino asitlerin polimerleri olan proteinler ve niikleotidlerin polimerleri olan
niikleik asitler diger iki onemli dogal polimer cesitleridir. Niikleik asitler, biitiin canl

hiicrelerde ve viriislerde bulunan, niikleotid birimlerden olusmus polimerlerdir. Nisasta,



bitkiler tarafindan saglanan temel besinsel enerji kaynaklari olan glikozdan elde edilen dogal

polimerlerdir. Elmas ve grafit gibi bir¢ok inorganik polimerde dogada bulunabilmektedir.

1.1.2. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerlerin iiretimi ¢esitli agamalardan olugmaktadir. Hafif, bozulmaya kars1
dayanikli ve ucuz olan sentetik plastikler ambalaj, elektronik, tekstil, ingaat, ulasim ve tarim
gibi sektorlerin vazgegilmez bir pargasi olmustur. Giinliilk yasamda ise plastik posetler,
oyuncaklar, ambalajlar, tek kullanimlik plastik tirtinler ve balik¢ilik ekipmanlar1 gibi birgok

alanda karsimiza ¢ikmaktadir (Filho vd., 2021).

1.1.3. Termoplastikler ve Termoset Plastikler

Plastik tiirleri fiziksel 6zelliklerine gore incelendiginde iki ana gruba ayrilmaktadir.
Birinci grup olan termoplastikler 1sitildiklarinda eriyebilir, kolay sekil alabilir ve tekrardan
sogutulduklarinda sertlesebilen yapiya sahip olan geri doniistiiriilebilir plastik grubu olarak
bilinmektedir. Cok c¢esitli endiistriyel alanlarda kullanilan termoplastikler, polietilen
tereftalat (PET),PE, PP, ,PVC, PS, polikarbonat (PC) ve poliamid (PA) 06rnek
gosterilmektedir (Chamas vd., 2020). Ikinci plastik grubu olan termosetler polimer zincirleri
arasinda kalict kimyasal baglarin  olusmasindan kaynakli 1sitildiklarinda  geri
dontistiiriilemez sekilde sertlesmektedirler. Termoset grubuna 6rnek olarak bazi polyesterler,

poliiiretan (PUR), epoksi recine ve akrilik recine verilebilir (WHO, 2019).

e Termoset Plastikler

Termoset plastikler sert ve dis darbelere kars1 olduk¢a dayanikli, soguyup sertlestikten
sonra sekillerini koruyup ve orijinal formlarma geri donemeyen plastik tiirlerine
denmektedir. Kimyasal yapilari, capraz bagli polimer zincirlerinden olusur, bu da onlara
yiiksek 1s1 ve kimyasal direng saglamaktadir (Yiice & Kilig, 2016). Bu grupta yer alan plastik

tiirleri ve kullanim alanlar1 Tablo 1°de gosterilmektedir.



Tablo 1. Termoset plastikler olarak siniflandirilan plastik tiirleri ve bunlarin baslica
kullanim alanlar1

J KULLANIM ALANLARI

* iZOLASYON KOPUKLERI, SUNGERLER (KOLTUK,YATAK VB.)
YAPISTIRICILAR, ARABA PARCALARI, AYAKKABI TABANLARI

TERMOSET PLASTIK TURLERI

POLIURETAN

EPOKSI RECINELER » TEKNELER, KOMPOZIT MALZEMELER, SPOR EKIPMANLARI

e CIHAZLAR, ELEKTRIK-ELEKTRONIK YALITIM PARGALARI,

FENSIHLS =T LA ARABA PARGALARI, ISIYA DAYANIKLI MUTFAK GEREGLERI

. . *YAPI VE INSAAT MALZEMELRI, DOKUM SANAYISINDE KUM
FURAN RECINELERI KALIP BAGLAYICISI, KIMYASAL KOROZYONA DAYANIKLI
KAPLAMALAR

e Termoplastikler

Isitildiklarinda  eriyebilen, dogrusal ya da dalli yapida olabilen polimerler
termo-plastik olarak adlandirilir. Bu malzemelerde c¢apraz baglarin bulunmamasi, 1sinin
etkisiyle zincirler arasi zayif etkilesimlerin kopmasina ve zincirlerin birbiri iizerinden
kolaylikla hareket ederek malzemenin akiskan bir hal almasina olanak saglar (Yiice & Kilig,

2016). Bu grupta yer alan plastik tiirleri ve uygulama alanlar1 Tablo 2’de gdsterilmektedir.

Tablo 2. Termoplastikler olarak siniflandirilan plastik tiirleri ve bunlarin baglica kullanim

alanlar1
PET * [CECEK SISELERI, SENTETIK ELYAF, GIDA AMBALAJLARI
POLIPROPILEN *PiL KUTULARI, TEKSTIL IPLIKLERI, MUTFAK KAPLARI

*ELEKTRONIK CIHAZ KASALARI, YALITIM KOPUKLERI,

POLISTIREN CD/DVD KUTULARI

*PENCERE PROFILLERI, BORU VE TESISAT MALZEMELERI,

FVC OYUNCAKLAR, KABLO KAPLAMALARI

5 *POSET,STREC FILMLER, OYUNCAK, YALITIM
MALZEMELERI
HDPE *KONTEYNER, BiDON, GIDA VE KiMYASAL AMBALAJLARI
AKRILONITRILE-BUTADIEN-STIREN * SEFFAF KAPLAR, OTOMOTIV iC AKSAMLARI, ELEKTRONIK
(SAN/ABS) CiHAZ KASALARI, DARBE DAYANIKLI LEVHALAR
POLIAMID *PANTOLON, SPOR GiYiM, BALIK AGLARI, HALATLAR




1.1.4. Plastik Tiirleri

En yaygin plastik tiirleri sirasiyla PE, PP, PVC, PS, PET ve PU’dur. Plastiklerin
bozunma yollar1 goz 6niline alindiginda, karbon-karbon omurgasina sahip plastikler ve ana
zincirde heteroatomlara sahip plastikler olacak sekilde ayrilmaktadir (Sekil 1). PE, PP, PS
ve PVC'nin yalnizca karbon atomlarindan olusan bir omurgasi vardir. PET ve PU plastiklerin

ana zincirinde heteroatomlar bulunmaktadir.
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Sekil 1. Karbon-karbon omurgasina sahip plastikler (PE, PP, PS, PVC) ve ana zincirinde
heteroatom bulunduran plastiklerin (PET, PU) cevresel siire¢ler araciligiyla pargalanma
mekanizmalariin sematik gosterimi

e Karbon-Karbon Omurgasina Sahip Plastikler

Bu grupta PE, PP, PS ve PVC bulunmaktadir. Ana ambalaj malzemeleri bu plastik
polimerlerinden iiretilmekte, iiretilen malzemeler kisa siirede ¢ope atilacagindan gevre
kirliligine sebep olma potansiyelleri oldukga yiiksektir (“Plastics,the Fast Facts”, 2023). PE,
PP ve PS, aerobik dig ortamlardaki en 6nemli abiyotik bozunma yolu olduguna inanilan,

foto-baslatmali oksidatif bozunmaya karst hassastir. Bu bozunma yolu iic asamadan




meydana gelmektedir: baslatma, yayilma ve sonlandirma (Pritchard, 1998). ilk asamasi1 olan
baslatma basamaginda, ana polimer zincirindeki kimyasal baglar 1sikla (veya termal
baslatma durumunda 1s1yla) kirilarak bir serbest radikal olusmaktadir. Foto-baslatmanin
meydana gelmesi i¢in polimerlerin 151k enerjisini emen doymamis kromoforik gruplar
icermesi gerekmektedir (Gijsman vd., 1999). UV 15181 polimer omurgasindaki C-H baglarini
kirdiginda serbest radikaller elde edilir. Yayilma adiminda ise polimer radikali oksijenle
reaksiyona girip bir peroksi radikali meydana ¢ikar. Hidroperoksitlerin olusumunun yani sira
baska karmasik radikal reaksiyonlar da meydana gelir ve otoksidasyona yol agmaktadir.
Yayilma sonugta zincir boliinmesine veya ¢apraz baglanmaya sebep olmaktadr. Iki radikalin
birlesiminden inert iiriinler olustugunda radikal reaksiyon sona ermektedir. Bundan dolay1
oksidasyona bagli olarak rastgele zincir boliinmesi veya ug zincir boliinmesi, dallanma,
capraz baglanma ve oksijen iceren fonksiyonel gruplart olusmaktadir. Sonlanma
basamaginin son iiriinleri Olefinler, aldehitler ve ketonlardir (Gewert vd., 2015).

Yiiksek molekiil agirlikli PE, PP ve PS polimerlerinin, 6lgiilebilir bir oranda biyolojik
bozunma gerceklesmeden Once, abiyotik bozunma yoluyla daha kiigiikk pargalara
pargalanmasi gerektirmektedir. Polimerler ¢ok biiyiikse mikrobiyal hiicresel membranlardan
gecemezler. Ayrica abiyotik bozunma, polimerin hidrofilikligini artiran ve dolayisiyla
biyolojik bozunma i¢in kullanilabilirligini artiran karbonil gruplar: iiretmektedir. Biyolojik
bozunma sirasinda polimer monomerlerine dontstiiriiliir (Shah vd., 2008). Katki maddesi
olarak kullanilan antioksidanlar ve stabilizatorler polimerin bozunmasini engellerken,
prooksidan katki maddeleri polimerin bozunmaya kars1 daha duyarli olmasini saglamaktadir

(Gewert vd., 2015).

e Ana Zincirde Heteroatomlu Plastikler

Ana zincirde karbon ve hetero atomlarindan olusan polimerlerden yapilan plastik
malzemeler, yalnizca karbon omurgasina sahip polimerlere kiyasla daha yiiksek termal
stabiliteye sahiptir (Venkatachalam vd., 2012). Bunlar potansiyel olarak hidrolitik
boliinmeye karsi hassas olduklari bilinmektedir. Ornek olarak ester veya amid baglari
verilebilir. Bu gruptaki polimerler PET ve PU olarak bilinmektedir. Ana zincirde
heteroatomlu plastikler foto-oksidasyon, hidroliz ve biyolojik bozunma yoluyla
bozunabilmektedir (Miiller vd., 2005). Bu daha kiictik parcalarin ve karboksilik ug¢ gruplarin

olugmasiyla sonuglanir.



1.1.5. Plastik Atiklarin Ekosisteme EtKisi

Kaynaklara bakildiginda plastik atiklardan dolayi olusan c¢evre kirliligi ilk kez
1970'lerde rapor edilmistir (Carpenter & Smith, 1972). Artan plastik atik miktar1 kiiresel bir
endise haline gelmektedir ve oldukga tehlikeli bir durumdur. Plastik atiklar, ayr1 toplama ve
geri donlisiim yoluyla bertaraf ederek azaltmaya yonelik artan tiim ¢abalara ragmen, biiyiik
miktarda plastik kati atiklar hala ¢op depolama alanlarinda birikmeye devam etmektedir.
2017 wyili itibariyla plastik iiretiminin tamamindan (8.300 milyon ton), atiklarin geri
dontistiiriilmesi, yakilmasi (enerji geri kazanimi) ve evsel kullanimdaki plastiklerin
hesaplanmasi sonrasinda; %95'i ¢opliiklerde ve %5'i okyanuslarda ve diger karasal alanlarda
olmak tiizere yaklasik %60 ¢cevrede kaldigi rapor edilmistir (Ragaert vd., 2017). Cevredeki
plastik dokiintiiler dogada foto-, biyo- termo-oksidatif depolimerizasyon ve siirtiinme
yoluyla degrede olabilmektedir (Vocciante vd., 2019). Bu plastiklerin biyolojik olarak
bozunmasi dogal ortamda miimkiin olmasina ragmen 50 yildan 100 yila kadar uzun stireler

alabilmektedir (Tablo 3).

Tablo 3. Farkli polimerlerin yogunluk, kristallenme oran1 ve dogada kullanim émrii degerleri
PET: Polietilen tereftalat; LDPE: Diisiik yogunluklu polietilen; HDPE:Yiiksek yogunluklu
polietilen; PS: Polistiren; PP: Polipropilen; PVC: Polivinil klortir

Kullanim omrii

Polimer Yogunluk (g/ L) Kristallenme (%)

(ym)

PET 1,35 0-50 450
LDPE 0,91-0,93 50 10-600
HDPE 0,94-0,97 70 >600
PS 1,03-1,09 0 50-80
PP 0,90-0,91 50 10-600
PVC 1,35-1,45 0 50-150

Plastiklerin dogadan uzaklastirilmasi i¢in giiniimiizde tercih edilen yontemlerden
yiiksek sicakliklarda yakma veya ¢Op depolama alanlarinda biriktirilmesi gibi yontemler,
cevre iizerinde birgok tehlikeli etkiye sebep olmaktadir. Atik depolama alanindaki artis, uzun

yillar siiren bozunma siireciyle birlestiginde, mevcut arazi alaninin tiikkenmesine, potansiyel



olarak komsu arazileri etkilemesine ve tarim gibi elverisli alanlarin zarar gérmesine neden
olmaktadir (Awasthi vd., 2017). Plastik atiklarin durmaksizin ¢evrede yayilmasi topragin
kirlenmesine neden olacak ve sonucta gida ve yem olarak kullanilan tarim iiriinlerini
etkileyecektir. Plastik degredasyonu sonucu agiga c¢ikan {iriinlerinin birikmesi ve bu
tirtinlerin besin zincirine girmesi hem insanlar hem de hayvanlar i¢in ciddi saglik sorunlari
olusturmaktadir. Diisiik yogunluklu polietilenden salinan metan ve etilen gibi eser gazlarin
dogaya zarar1 oldukca yiiksektir (Ali vd., 2021). Polietilen, polivinil ve polistiren gibi
plastikler kullanildiginda yakilir, benzen, toluen ve ksilen gibi toksik maddeler havaya
salinmaktadir. Salinan tehlikeli kimyasallarin havaya karigmasi sonucu hayvanlar ve
insanlar tarafindan solunarak bircok kanser tiirline, akciger hastaliina, bagisiklik
bozukluklarina vb. neden olmaktadir. Insan ve hayvan saglig: iizerinde oldukca zararl
etkilere sebep olan plastik kirliliginin kaynaklar1 kara hava ve deniz ortamlarina kadar
uzanmaktadir (Khandare vd., 2021).

Cevremizde en c¢ok plastik kirliligine sebep olan plastik posetler, ekosistemler
tizerindeki biiyiik etkileri dnemli endiselere yol agmaktadir. Plastik posetler disinda da
yaygin kullanilan diger plastik tiirleri biyolojik olarak parcalanamadigi i¢in giiniimiizde
farkli calismalarla plastik degradasyon yollar1 arastirilmaktadir.

Glniimiizde kullanilan plastiklerin dogaya zarar vermesinin yaninda insan ve
hayvanlara da zarar1 oldukca fazladir (Elbagory vd., 2022; Gilani vd.,2015). Ornegin deniz
hayvanlariin, biiylik bas hayvanlarin ve kuslarin besin olarak plastikleri tiiketmelerinden
dolay1 plastik pargaciklar hayvanlarin midelerinde birikmeye baglar (Khandare vd., 2021).
Bu durumdan kaynakli hayvanlar diizgilin sekilde besin ihtiyaglarini karsilayamaz ve saglik
sorunlart ortaya ¢ikmaktadir (Bardsley, D., 2021). Ayrica hayvanlarin yedikleri plastik
tiriinler yavas yavas kimyasal maddeler salgilamaya baslar ve hayvandan insanlarin besin
olarak kullanmak i¢in elde ettikleri {irlinlerin yapisina bu kimyasal maddeler karigmis olur.
Dolayisiyla bu durum insan sagligini da olumsuz etkileyip cesitli saglik sorunlarina sebep

olmaktadir (Priyanka & Dey, 2018).

1.1.6. Plastik Geri Doniisiim Yontemleri

Cevredeki toksik kirleticileri minimize edebilmek i¢in mekanik, kimyasal ve biyolojik
tiirde ¢esitli yontemler bulunmaktadir (Sekil 2). Mekanik geri doniisiim, ¢cevreden toplanan

plastik atiklarin geri doniislim merkezine transferi gerceklestirilip fiziksel olarak islenerek



tekrardan kullanilabilir hale getirilmesi islemidir. Burada plastik atiklar sirastyla par¢alama,
oglitme, yikama ve eritme adimlari uygulanarak graniil veya talas formuna doniistiiriiliir. Bu
islemlerin ardindan elde edilen graniil veya telas yeni plastik tirlinlerin iiretiminde
kullanilmak tizere saklanmalidir. Mekanik geri doniisiim, giiniimiizde diistik enerji tiiketimi
ve ekonomik agidan avantajli olmasi sebebiyle diger yontemlere gore daha fazla tercih
edilmektedir (Rathi vd., 2021). Bu yontem, Ozellikle PET siseler ve poliolefin bazli
ambalajlar gibi tek tip ve nispeten temiz akislarda en ¢ok tercih edilen ve ¢evresel agidan en
avantajli geri doniisiim yontemidir. Fakat polimerlerin termomekanik islemler sirasinda
yapisinda degisikliklere sebep olmasindan kaynakli malzeme 6zelliklerinin kademeli olarak

diismesi (down-cycling) goriilmektedir (Geyer vd., 2017; Ragaert vd., 2017).

Kimyasal geri doniisiim, polimerlerin monomerlerine veya diger kimyasal iirlinlere
dontstiiriilmesini hedefleyen termokimyasal ya da solvolitik iglemleri kapsar. Bu yontem,
ozellikle karigik ve kirli atik akislarinin islenmesinde mekanik geri doniisiime kiyasla daha
esnek ¢ozlimler sunar. Piroliz ve gazifikasyon poliolefin bazli plastiklerden yakit veya sentez
gaz1 uretimini saglarken, PET gibi polyesterler i¢in hidroliz, glikoliz ve metanoliz gibi
depolimerizasyon yontemleri saf monomer geri kazanimi sunar. Kimyasal geri doniistim,
malzeme Kkalitesini ilk iiretim seviyesinde koruma potansiyeli tasisa da, yliksek enerji
gereksinimi ve proses maliyetleri yayginlasmasinin 6niindeki temel sinirlayict etkenlerdir

(Ragaert vd., 2017).
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Sekil 2. Mekanik geri doniisiim yontemi ile istenen verimin alinamamasi gibi durumlarda
kullanilan kimyasal geri doniisiim yontemi pargalanmasi

Biyolojik yontemler, plastiklerin par¢alanmasinda enzimler veya
mikroorganizmalarin kullanildig1 siirdiiriilebilir alternatiflerdir. Biyolojik geri doniigim
genellikle kontrollii endiistriyel kosullarda yiirtitiiliirken, biyoremediasyon c¢evresel
ortamlarda (toprak, deniz, ¢opliik) plastiklerin dogal mikrobiyal topluluklar tarafindan
parcalanmasini ifade etmektedir (Ayangbenro & Babalola, 2017). Bu siireglerin ortak hedefi,
plastik polimerlerin daha kii¢lik molekiillere, monomerlere ve son asamada mineralizasyon
tirtinlerine (CO2, H20, biyokiitle) doniistiiriilmesidir (Ojuederie & Babalola, 2017).
Biyoremediasyon diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ucuz, kolay, giivenilir ve en
onemlisi ¢evre dostu bir yaklasim oldugundan daha avantajlidir. Biyoremediasyon igin
kullanilan mikroorganizmalar, kataliz yoluyla biyolojik parcalamay1 dahada kolaylastiran
hidrolazlar, lipazlar, oksidorediiktazlar, oksijenazlar, , peroksidazlar, fosfodiesterazlar vb.
gibi farkli enzim tiirlerini salgilamaktadirlar (Sharma vd., 2018). Yukarida saydigimiz
enzimler aktivasyon enerjisini diigiirerek plastik gibi toksik kirleticilerin biyolojik olarak
parcalanmasint  saglamaktadirlar.  Enzim  kullanilarak  g¢evresel  kirleticilerin
degredasyonunun saglanmasi daha spesifik olabilecek bir yontemdir. Bunun sebebi
enzimler, enzim-substrat etkilesimine bagli olarak calismaktadirlar yani enzim, substratla
temas ettigi ve kataliz islemini gerceklestirdigi, aktif bolge dedigimiz substrat i¢in essiz bir

baglanma bolgesine sahiptir (Ayilara & Babalola, 2023; Rizvi vd., 2022). Enzimatik
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biyobozunma, mikrobiyal biyoremediasyon yontemine gore ¢ok daha fazla avantaja sahiptir;
olduk¢a spesifik, hizli, besin kaynagma gerek yok ve daha genis calisma kosullari
icermektedir. Ayrica zorlu ¢cevre kosullarinda bile etkili sonuglar vermektedir (Kensa, 2011).
Biyoremediasyon teknolojilerine bakildiginda enzimatik bozunma diger yontemlere gore
daha net sonuglar vermektedir. Fakat enzim iiretimi i¢in uygun mikrobiyal kaynaklarin
secimi kritik dneme sahiptir. Bunun yaninda endiistriyel 6l¢ekteki islemler i¢in enzimlerin
iiretimi ve saflastirilmas1 da oldukg¢a yiiksek maliyetlere sebep olmaktadir. Giiniimiizde
arastirmacilar immobilizasyon tekniklerinden faydalanarak proses verimliligini arttirmaya,
enzim Uretimi ve enzimin saflagtirilmasi i¢in gereken maliyeti biraz olsa da azaltabilmek

amaciyla kullanmaktadirlar (Antecka vd., 2018; Ba vd., 2013).

1.2. Biyoremediasyon Ajanlar1 Olarak Kullanilan Farkh
Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar tarafindan ¢evremizdeki toksik bilesenleri mineralizasyon olarak
bilinen siiregte monomerlerine kadar pargcalama gerceklestirilebilmektedir (G. Kumar vd.,
2022; Mahmoud, 2021). Biyoremediasyon siirecinde bakteri, mantar, alg vb.
mikroorganizmalar kullanilabilmektedir. Mikroplar ve bakteriler dogada bir¢ok alanda
bulunabilir ve c¢ok cesitli substratlar1 karbon kaynagi yani besin kaynagi olarak
kullanabilmektedirler. Dolayisiyla ¢ok ¢esitli kirleticileri absorbe edebildikleri olagandisi
ortamlarda yasamlarint siirdiirebilmektedirler. (Kour vd., 2022). Bunun yani sira tuhaf
ortamlarda hayatta kalma yetenekleri de verimliliklerini artirmaktadir. Ornegin asidofiller
asidik ortamlarda, psikrofiller soguk iklimlerde, halofiller ise tuzlu ortamlarda yasamlarini

stirdlirebilmektedir (Perera & Hemamali, 2022).

1.2.1. Mikrobiyal Biyoremediasyonun Mekanizmalar:

Mikroplar farkli mekanizmalar kullanarak ¢evresel kirleticileri dogadan
uzaklastirabimektedir. Bu mekanizmalar immobilizasyon ve mobilizasyon olarak iki gruba
ayrilmakatdir (Ndeddy Aka & Babalola, 2017; Verma & Kuila, 2019). Mobilizasyon stireci,
enzimatik oksidasyon, biyoli¢, enzimatik indirgeme vb. prosediiriinii i¢ermektedir.
Immobilizasyon makanizmasinda ise biyobirikim, komplekslesme, biyosorpsiyon ve
cokelmeyi (katilagma) gibi yontemleri igerir (Ayangbenro vd., 2019). Mineralizasyon

sirasinda mikroorganizmalar cevresel toksik maddelerin karbondioksit ve su gibi son
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iiriinlere veya diger ara metabolik maddelere doniistiiriilmesine yardimci olmaktadir.
Immobilizasyon bilesiklerin farkli bir forma déniistiiriilmek ve bunu yaparken daha az
zararli bir maddenin elde edilmesi i¢in kullanilan bir yontemdir (Pratush vd., 2018). Bu
yontem genellikle yiiksek oranda kirlenmis ortamlarda bulunan agir metallerin biyolojik

olarak aritilmasi i¢in kullanilmaktadir.

1.3. Polietilen Tereftalat (PET)

1.3.1. PET’in Ozellikleri

Plastikler arasinda neredeyse en fazla iiretilen Polietilen tereftalat baslica sentetik
petroplastiklerden biri olarak bilinmektedir. Sekilde kimyasal formiilii (Ci1oHsO4)n olan
PET’in molekiil yapis1 gosterilmektedir (Sekil 3). Diinya geneline bakildiginda PET ‘in
kullanim1 oldukea genistir. Oregin iplik, lastik, kablo, sise, fotograf filmi, saklama kaplari,
emniyet kemeri, gida ambalajlar1 ve ¢ogu kisisel bakim iirlinlerinin ambalajlar1 gibi ¢esitli

alanlarda karsimiza ¢ikmaktadir.
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Sekil 3. PET plastigin molekiil yapisi ve monomerleri
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PET plastik disiik viskoziteli veya yiiksek viskoziteli olarak iki sinifa
ayrilabilmektedir. Disiik viskoziteli PET rec¢ine iplik, sise, kova, kap ve fotograf filmi
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tiretiminde kullanilmaktadir. Yiiksek viskoziteye sahip PET tiirleri; lastikler i¢in takviye
kablolarinda, emniyet kemeri {iiretiminde, otomotivde kullanilan dayanikli parcalarin
imalatinda ve benzeri pek ¢ok yapisal uygulamada tercih edilmektedir. PET’in kimyasal
yapist incelendiginde, bu polimerin etilen glikol ile dimetiltereftalat (DMT) ya da tereftalik
asit (TPA) monomerlerinin reaksiyonu sonucunda olustugu goriilmektedir. Endiistriyel
6l¢ekte kullanilan hammaddeler genellikle dimetiltereftalat ve tereftalik asittir. PET sentezi
iki temel basamaktan olusur: Ilk asamada bis-(2-hidroksietil)-tereftalat (BHET) monomeri
ile metanol ve su agiga cikar. Ikinci asamada ise BHET monomerleri belirli sicaklik, basing
ve katalizor kosullarinda polimerleserek PET yapisii olusturur (Tayyar & Ustiin Cetin,
2010). Tablo 4’te PET’in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri belirtilmistir.

Tablo 4. PET in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Anabal,2007)

OZELLIK TEST METODU DEGER
Molekiiler Agirhk - 192 (gmol )
Ortalama Mol. Agirhk (MW) - 30,000-80,000 (gmol_l)
Mark-Houwink Parametreleri - k=3,72x10-2 (ml/g_l):(),73
Erime Sicakh@ DSC 265 °C
Camsi Gegis Sicakhigy DSC 69-115 °C
- -3
Yogunluk - 1,41(g/cm )
Kirilma Kuvveti Tensile 50 (Mpa)
Cekme Dayammi - 1700 (Mpa)
Su Absorbsiyonu (24 Saat Sonra) - 0,5 (%)
Darbe Dayamim ASTM D256-86 90 (J m_l)

Deformasyona Ugrayabildigi En

Tensile 4 (%)
Diisiik Gerilme Degeri

PET’in kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine bakildiginda kristal yapili oldugunu ve Te =
265 °C, Tc =80 °C ve 175 °C degerlerine kadar kullanislidir. Bu plastik tiirii alkalilere kars1
olduk¢a duyarli olup asitlerden etkilenmemektedir. PET bir organik asit ve bir alkoliin

polikondenzasyonu ile olusmaktadir (Seventekin, 2001). PET {iretimi, temel olarak iki ana
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yontemle gergeklestirilir: dogrudan esterlesme (PTA yontemi) ve transesterifikasyon (DMT

yontemi).

e PTA Yontemi

Bu yontemde, piirifiye tereftalik asit (PTA) ve etilen glikol (EG), yliksek sicaklik ve
basing altinda, genellikle antimon (Sb) veya titanyum (Ti) bilesikleri gibi katalizorler
esliginde reaksiyona girerler. Reaksiyon sonucunda su agiga c¢ikar ve siirekli olarak
uzaklastiritlir.  Elde edilen bis(2-hidroksietil) tereftalat (BHET) monomerleri,
polikondenzasyon reaksiyonuna tabi tutulur. Bu siire¢, PET in yiiksek molekiiler agirlikli ve

diisiik viskoziteli formunun elde edilmesini saglar (USEON, 2025).

e DMT YoOntemi

Alternatif olarak, dimetil tereftalat (DMT) ve etilen glikol (EG), metanol (CHsOH)
yan {rlini ile, bazik bir katalizor esliginde 150-200 °C sicaklikta reaksiyona girer. Bu
reaksiyon sonucunda metanol uzaklastirilir ve BHET monomerleri elde edilir. Ardindan, bu
monomerler polikondenzasyon reaksiyonuna tabi tutulur. Transesterifikasyon ydntemi,

DMT nin saflastirilmasinin daha kolay olmas1 nedeniyle tercih edilebilir (Bashir vd., 2005).

e Polikondenzasyon Reaksiyonu

Elde edilen BHET monomerleri, yiiksek sicaklik (250-280 °C) ve diisiik basing
altinda, genellikle antimon trioksit (Sb20s) gibi katalizorler esliginde polikondenzasyon
reaksiyonuna tabi tutulur. Bu siirecte, ester baglar1 arasinda su aciga ¢ikar ve siirekli olarak
uzaklastirilir. Sonug olarak, yiiksek molekiiler agirliklt PET polimeri elde edilir ve graniil
veya pellet formunda iiretilir (Al-Munif vd., 2014).

PET molekiiliiniin yapis1 Sekil 4’te gosterilmektedir. PET yapis1 geregi dogada kendi
kendine ayrisamaz ve yillarca dogada kalmaktadir. Fakat geri doniisiim sayesinde PET tekrar
tekrar kullanilabilen bir malzeme ¢esididir (Jwaida vd., 2023).PET in diger bir 6zelligi olan
havada yiiksek cam gecis sicakligi (Tg) degerleri 75-80 C dir. Fakat bu Th degerleri sulu
cozeltide yaklasik olarak 60-65 C ye kadar diisebilmektedir. Bahsettigimiz bu Tg
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sicakliklarinda PET polyesterinin amorf bolgesi daha erisebilir hale gelmekte olup
mikrobiyal bozunma ya da enzimatik bozunma yontemleri ile daha kolay sekilde deforme
edilebilmektedir (Odusanya vd., 2013).

PET ’in diisiik zincir hareketliligi, yiliksek kristal yapis1 ve yiiksek yilizey hidrofobik
Ozellikleri mikrobiyal ya da enzimatik bozunma yontemlerini kisitlayan faktorlerdir. Bunun
yani sira dogada bulunan enzimlerin kararli C-C baglarin1 parcalama yeteneklerinin
olmamasi, vinil polimerlerin biyolojik olarak degradasyonunun gerceklesmesini
engellemektedir. Polimerlerin yapisinda karbonil gruplari meydana getirmek enzimatik
reaksiyonlarin olugmasina yardimei olmaktadir. Karbonil gruplarini ekleyebilmek icin
oksidasyon ve ultraviyole yontemleri kullanilarak aktif hale gelen abiyotik bdliinme
olugmaktadir. Bdylece polimerin yapisinda bulunan ester baglar1 biyolojik bozunmaya
oldukga hassas hale gelebilmektedir. PET’in tiim 6zellikleri gbz 6niine alindiginda esnek
amorf yapisinin daha erisebilir oldugu yar1 kristal alanlarinin ise kisitl erisebilirlikten dolay1

plastik bozunmasinin hizini oldukga yavaslattigi goriilmektedir (Yoshida vd., 2021).

1.3.2. PET Degredasyonu

o0

Sekil 4. Polietilen tereftalat (PET) molekiil yapisi

Polietilen tereftalat , yiiksek mekanik dayanikliligi ve kimyasal stabilitesi nedeniyle
ambalaj, tekstil ve endiistriyel uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bir sentetik
polyesterdir; ancak bu 6zellikler ayn1 zamanda PET’in ¢evrede uzun yillar kalmasina yol
acar. PET’in bozunumu hem fiziksel ve kimyasal hem de biyolojik siireclerle gerceklesir.
Fiziksel bozunma, UV 15181 ve yiiksek sicaklik gibi gevresel faktorlerin etkisiyle polimer
zincirlerinde oksidatif kirilmalara ve zincir uzunlugunda kisalmaya neden olur; bu siireg
malzemenin mekanik dayanikliligini diisiiriir ve kirilgan hale getirir. Benzer sekilde, hidroliz
reaksiyonlar1 ester baglarmmi hedef alarak polimeri daha kisa zincirli oligomerler ve
monomerler haline getirir (Andrady, 2011). Biyolojik degradasyon, PET’in dogada

¢ozlnlirliigiiniin ~ diisik  olmasina ragmen  oOzellikle son yillarda kesfedilen
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mikroorganizmalar ve enzimler aracilifiyla miimkiin hale gelmistir. Ideonella sakaiensis
bakterisi, PETaz ve MHETaz enzimleri ile PET’1 tereftalik asit (TPA) ve etilen glikol (EG)
monomerlerine ayirabilmektedir; bu enzimatik siire¢, ester baglarin1 spesifik olarak
hedefleyerek polimer zincirlerini hidroliz eder ve biyobozunabilir monomerler olusturur
(Yoshida vd., 2016). Bunun yaninda, miihendislik caligsmalar1 ile PET depolimeraz
enzimlerinin termostabilitesi ve katalitik verimliligi artirilmis, boylece endiistriyel dlgekli
biyolojik geri doniisiim potansiyeli ortaya konmustur (Tournier vd., 2020). PET
degradasyonunda ortam sicakligi, pH, nem ve mikroorganizma tiirii gibi faktorler siirecin
hizin1 6nemli Olctide etkiler; 6rnegin yiiksek sicaklik ve nemli ortamlar hidroliz hizim
artirirken, diisiik sicakliklar ve diisiik enzim konsantrasyonlari siireci yavaslatmaktadir
(Urbanek vd., 2018). Biyolojik PET degradasyonu, plastik atik yonetiminde mekanik ve
kimyasal geri doniisiim yontemlerini tamamlayici bir rol oynayarak siirdiiriilebilir ¢evre
yOnetimi stratejilerinde kritik bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir (Tournier vd., 2020;

Urbanek vd., 2018).

1.3.3. Plastik Sektoriinde PET

Yapilan arastirmalara gore yaklasik 1950 sonrasi plastik {iretiminin arttig1 bilinmekte
olup yenilenemeyen hidrokarbon olan petrol ve dogal gaz maddelerinden elde edilen
plastiklerin o zamanlarda yillik olarak diinya ¢apinda tiretimi 2 milyon ton iken 2020 y1linda
bu say1 neredeyse 430 milyon tonu ge¢mektedir (Geyer vd., 2017; OECD Work on Plastics.,
2021). Uretilen plastiklerin kullanim sonrasinda diinyamizda olusturdugu plastik atik
miktarlarina baktigimizda ise; bu rakamlar oldukea iirkiitiicii olabilmektedir. Ornegin 2000
yilinda plastik atik miktar1 yaklasik 155 milyon ton oldugu bu rakamin 20 yil iginde
neredeyse iki katina yaklastigi 360 milyon ton oldugu belirlenmistir. Diinyamiz i¢in bu
veriler oldukca tehdit edicidir. Plastik atik miktarinin bu kadar biiyiik rakamlar olmasinin
sebeplerine bakildiginda niifus artist1 ve bilingsiz iiretim ve tiiketim aligkanligimiz
sOylenebilir (UNFPA, 2022). Elde edilen verilere bakildiginda yillik olarak 2020 yilinda
tiretilen plastik 400 milyon tondur ve iiretilen plastigin neredeyse %401 tek kullanimlik
plastik olup bu plastik atiklarin ¢esitli alanlarda uzun yillar boyunca birikmesiyle ekosisteme
verdigi zarar1 oldukca biiyiiktiir (Briggs, H., 2022). Bilingsiz plastik iiretimi ve kullanimi
boyle devam ederse, 2050 yilina kadar yillik kiiresel plastik tiretiminin yaklasik olarak 1.200

milyon tonun {iizerine ¢ikacagi ongoriilmektedir (Environment, 2023). Birlesmis Milletler
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Cevre Programi'nin raporuna gore, 2050 yilina kadar dogal ¢evreye ve c¢opliiklere atilan

toplam plastik atigin ise 12 milyar ton olacagi tahmin edilmektedir (Morris, 2011).

Plastikler biiyiik bir kisminin yenilenemeyen fosil yakitlardan (petrol, dogal gaz vb.)
tiretildigi ¢ok az kisminin ise nisasta, bitkisel yag ve seliilloz gibi c¢esitli maddelerden
tiretildigi  bilinmektedir. Bundan dolay1 plastikler ekosistem igin oldukg¢a tehlikeli
polimerlerdir. Bu polimerler kullanilip ¢evrede birikmesiyle ya da yakilip yok edilmesi
ekosisteme oldukca zarar vermektedir. Ekosisteme verdigi zarar diisliniildiigiinde bu
durumda yapilmast gereken kullanilan plastiklerin tekrardan nasil geri doniistiiriilecegi
konusunda calismalar1 arttirmaktir. Geri dontistiiriilemeyen neredeyse 25 milyon ton plastik
atik diinyamizda ¢opliiklerde, denizlerde, okyanuslarda, karada bir¢ok alanda birikmektedir.
Yillar gectikce atik plastikler reaksiyona girip zararli kimyasal maddeler salgilamaktadir.
2021 yilinda yapilan bir arastirmaya gore 555 balik tiiriinden ¢aligma ic¢in alinan
numunelerin 386’1inda plastik atik goriilmiistiir. Denizlerde plastik atiktan etkilenen canli
tiirli sayisina bakildiginda bu rakamin yaklasik olarak 400 oldugu bulunmustur (Euronews,
2022). Plastik yillik iiretimi 430 milyon ton oldugu bilinmektedir. Bu plastiklerin sadece
%12’si dogadan yakilarak uzaklagtirilmakta ve sadece %9’u geri doniistiiriilebilmektedir.
Yani geriye kalan %79 oranindaki plastik atiklarin bahsettigimiz gibi diinyanin gesitli
alanlarinda birikmektedir (Environment, 2023).

Plastik atik ve geri doniisiim grafigine baktigimizda 2019-2020 yillar1 arasi {iretim
miktarlarinda devamli bir artis s6z konusudur (Sekil 5). 2020 yilinda Covid-19 etkisiyle
pandeminin baslamasinin ardindan plastik iiretiminde diislisler meydana gelmistir. Bunun
en biiylik sebeplerinden biri tedarik zincirlerinde yasanan aksamalar olmustur. Fakat
pandemide eve kapanan tiiketiciler evlerine siparis verme durumunu kisa bir siire i¢erisinde
aligkanlik haline getirmistir. Boylece plastik {iretimi oldukca artmistir. Hatta pandemi
sonrast tiiketicilerde bu aliskanlik devamlilik kazandig i¢in plastik tiretimi devamli olarak
artmaktadir. Paketlerde kullanilan malzeme genellikle plastik tiirii oldugundan dolay1
cevreye salinan plastik atik miktar1 da maalesef artmigtir. Grafige baktigimizda 2019 yilinda
plastik atik miktar1 930 bin iken pandemi ile bu rakam 2020 yilinda 868 bin tona
diismektedir. Fakat anlattigimiz bilingsiz tiiketim sonucu 2021 yilinda bu rakam 982 bin tona
ulagsmis hatta 2022 de hizla artarak plastik atik miktar1 1 milyon tonu ge¢mektedir.

Arastirmalar sonucu bu atiklarin ¢ok az bir kismini geri doniistiirebilmekteyiz (Yakisik,
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2023). Bu durum aslinda diinyamizi daha iyi bir hale getirmemiz igin ne kadar ¢ok

calismamiz gerektigini diisiindiirmektedir.

Plastik Atik Ve Geri Doniisiim Verileri (2019-2022, Bin Ton)
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Sekil 5. 2019-2022 plastik atik geri doniisiim ve imha (bertaraf) verilerinin dagilimi

Dolayisiyla plastik atiklarin geri dontisiimii ve bertarafina iligkin veriler, etkin yonetim
ve ¢oziim uygulamalar1 hayata gecirilmedigi takdirde gelecekte ekosistem ig¢in nasil bir
tehdit olusturabilecegine dair 6nemli ipucglar1 vermektedir. 2022 yili verilerine gore plastik
atiklarin yalnizca %6’s1 geri dontstiiriiliirken, %94°i bertaraf edilmis ya da dogrudan
ekosisteme birakilmistir (Sekil 6). Plastik atiklarin bu denli biiyiik bir kismina iligskin detayli
istatistiklere ulagilamamasi, sorunun goriinenden ¢ok daha biiyiik bir boyuta isaret ettigini
gostermektedir.

Tiirkiye’de 2021 yilina ait plastik atik verileri incelendiginde, 5 milyon 600 bin ton
plastik atik olustugu bildirilmektedir. Bu miktar, iilkemizin plastik atik yonetimindeki
durumunu ve kiiresel Olcekteki yerini ortaya koymaktadir. Nitekim 2021 yili verileri,
Tiirkiye’nin plastik atik olusturan iilkeler arasinda 9. sirada yer aldigin1 gostermektedir

(Oztiirk, 2022).
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Plastiklerde Geri Doniisiim ve Bertaraf (2022 Toplam Uretiminin
Yiizdesi)

B Geri DonlGsim W Bertaraf Edilen

Sekil 6. Plastik Atik ve Geri Doniisiim Verileri (2019-2022) (The National Environment
Agency, 2023)

Icecek endiistrisinde PET siselere yonelik artan talep, kiiresel pazarin biiyiik 6lciide
PET iirlinlerine yonelmesine neden olmaktadir. Su, gazli igecekler, meyve sulart ve enerji
iceceklerinin ambalajlanmasinda PET siselerin yaygin olarak tercih edilmesi bu talebi
desteklemektedir. Ayrica kisisel bakim sektdriinde pansuman, sampuan ve losyon gibi
tiriinlerin ambalajlanmasinda PET kullaniminin giderek artmasi da pazarin biiyiimesine
katki saglamaktadir. Tiiketicilerin degisen yagsam tarzlari ise taginabilir, kullanish ve hareket
halindeyken tiiketimi kolay tirlinlere yonelik ambalaj gereksinimini artirmakta; bu da hafif
ve taginabilir PET siselerin daha fazla tercih edilmesine yol agmaktadir. Tiim bu faktorler
dogrultusunda icecek endiistrisindeki PET siselere yonelik artan talep, kiiresel pazar
biiylimesini desteklemeye devam etmektedir (IMARC, 2024).

PET, en yaygin bi¢imde sise liretiminde kullanilan plastik tiiridiir. Kiiresel PET sise
pazar1 2019 yilinda 12,7 milyon tonluk kapasiteye ulagmistir. PP, HDPE ve PVC gibi diger
plastik cesitlerinden iiretilen siselerle kiyaslandiginda PET siseler cok daha dayanikli, hafif
ve ekonomik olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir. PET in seffaf olmasi, reaktif olmamasi
ve yiiksek termal kararlilik gostermesi de Onemli avantajlar saglamaktadir. Ayrica geri
dontstiiriilebilir olmas1 ve tekrar tekrar kullanilabilmesi, PET iirlinlerinin {iretim

maliyetlerini diistirmekte ve hem iireticiler hem tiiketiciler tarafindan tercih edilmesini
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artirmaktadir (IMARC, 2024). Diinya genelinde oldukca sik kullanilan PET tiirii plastigin

sektorlere gore kullanim oranlar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.

GIDA HARICi ORUN
6%

SISESU
26%

GAZLI ALKOLSUZ
IGECEK

Sekil 7. Farkli sektorlere gore PET tiirli plastik tliketiminin dagilimi Yil: 2016, toplam
tiiketim: 23,5 milyon ton

1.4. Enzimler

Enzimler biyolojik katalizorler olarak tanimlanmakta olup canli hiicrelerde
gerceklesen kimyasal reaksiyonlarin hizini artirarak, bu reaksiyonlarin genel bir degisime
ugramadan gerceklesmesini saglamaktadir. Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarda
etkilesime girdikleri molekiiller “substrat” olarak adlandirilir. Her enzim, belirli bir substrat
veya substrat grubu iizerinde etkili olan yiiksek 6zgiilliige sahip protein yapili katalizorlerdir.
Tiim enzimler proteinlerden olusmasina ragmen, kofaktér adi verilen protein olmayan
yardimci bilesenlerin yoklugunda bir¢ok enzim katalitik aktivitesini ger¢eklestiremez. Boyle
durumlarda enzimin aktif olmayan protein kismina “apoenzim”, apoenzimin kofaktor ile

birlesmis haline ise “holoenzim” denilmektedir (Palmer & Bonner, 2011).
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1.4.1. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimler baslangicta, katalizledikleri substratlarin isimlerine “-az” eki getirilerek
adlandirilmistir. Bu yontem, enzimin hangi substrat iizerinde etkili oldugu hakkinda genel
bir bilgi verse de bazi enzim isimleri substrat tiirii hakkinda yeterli aciklik saglamamustir.
Zamanla kesfedilen enzim sayisinin artmasiyla daha sistematik ve evrensel bir siniflandirma
ihtiyac1 ortaya ¢ikmis; bunun sonucunda Uluslararas1 Enzim Komisyonu (EC) enzimleri

katalizledikleri reaksiyon tiirleri ve mekanizmalarina gore gruplandirmstir.

Sistematik enzim adlandirmasinin temel 6zellikleri su sekildedir:
e Reaksiyon tipleri ve bu reaksiyonlari katalizleyen enzimler 6 ana gruba ayrilmaktadir.
e Enzim adlar1 genellikle iki boliimden olusur: Ilk boliim substrat adini, ikinci boliim ise
katalizlenen reaksiyon tiirlinii tanimlar ve genellikle “-az” eki ile sonlandirilir.
e Reaksiyonun niteligini daha ayrintili agiklamak gerektiginde, bu bilgi parantez i¢inde

enzim adinin sonuna eklenebilir.

Her enzime ayrica uluslararasi kabul goren bir EC (Enzyme Commission) numarasi
verilmistir. Dort basamakli bu kodun ilk rakami1 enzimin bagli oldugu ana sinifi, ikinci rakam
alt grubu, liglincii rakam alt-alt grubu ve dordiincii rakam ise ayni li¢ basamag1 paylasan
enzimler arasindaki siralamayi ifade eder (Keha & Kiifrevioglu, 2015). Enzimlerin

ayrildiklar1 6 ana grup ve tanimlar1 Tablo 5’te verilmistir.
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Tablo 5. Enzimlerin Uluslararas1 siniflandirmasi: Enzimler katalizledikleri reaksiyon tipine
gore alt1 ana smifa ayrilmaktadir

ENZIMLERIN ULUSLARARASI SINIFLANDIRMASI

NO SINIF KATALIZLENEN TEPKIME TiPi
Elektron, hibrit veya hidrojen atomu aktarimina aracilik
1 Oksidorediiktazlar )
eden reaksiyonlar
Kimyasal gruplarin bir molekiilden digerine tasindigi
2 Transferazlar
tepkimeler
3 Hidrolazlar Su katilarak baglarin kirildig: hidroliz reaksiyonlar
ATP kullanimryla yeni kimyasal baglarin sentezlendigi
4 Ligazlar _ _
kondenzasyon tepkimeleri
" Molekiiliin kendi i¢inde yeniden diizenlenerek izomerik bir
5 [zomerazlar )
forma doniigmesi
Cift bag iceren yapilarin eklenmesi ya da baglarin
6 Liyazlar

kopmasiyla gerceklesen reaksiyonlar

1.4.2. Enzimlerin Spesifikligi

Enzimler, yalnizca katalizledikleri reaksiyon tiirline degil, ayni zamanda
doniistiirdiikleri substrata karsi da olduk¢a Ozgiillik gosterirler. Benzer yapiya sahip
bilesikler, hatta ayn1 molekiiliin stereoizomerleri dahi enzim tarafindan ¢ogu zaman
taninmaz ve reaksiyona sokulmaz. Bu yiiksek 6zgilliik diizeyi sayesinde, olduk¢a basit
yapili hiicrelerde dahi ayn1 zamanda cok sayida farkli biyokimyasal reaksiyon diizenli
bicimde yiiriitiilmesi miimkiin olmaktadir (Usluoglu,2016).

Substratlar, enzimlerin aktif bolge olarak adlandirilan 6zel kisimlarina baglanirlar
(Sekil 8). Genellikle asimetrik bir oyuk ya da cep yapisinda bulunan bu aktif merkezin ii¢
boyutlu konformasyonu, substratin molekiiler yapisiyla uyumludur ve substratin buraya
0zgiin bicimde baglanmasini miimkiin kilmaktadir. Fiziksel yap1 uygunlugunun yani sira,
aktif bolge polarlik ve elektriksel yiik bakimindan da substrat molekiiliiniin kolayca
baglanmasin1 saglayacak Ozelliktedir. Substrat molekiiliindeki yiikli kisimlar aktif
merkezdeki zit yiiklii bolgelerle elektrostatik etkilesimler yaparlar (Cerrahoglu, 2014; Kaya
vd., 2018).
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SUBSTRAT

: Aktif Bolge

Enzim Aktivasyonu
Gergeklestirilir. Q

kalir, yeni Granler olusur.

ENZIM/SUBSTRAT
KOMPLEKSI OLUSUR

Sekil 8. Enzim-Substrat Kompleksi

Reaksiyon sonunda enzim ayni J

1.4.3. Enzim Aktivitesi Uzerine Etki Eden Faktorler
° pH

Enzimlerin katalitik performansi, bulunduklar1 ortamin hidrojen iyonu derisimine
bagli olarak degisiklik gdstermektedir (Cerrahoglu, 2014). Her enzimin en yiiksek aktivite
gosterdigi belirli bir pH aralig1 bulunur ve bu araligin disina ¢ikildiginda enzim etkinligi
azalir (Usluoglu, 2016). pH degisimleri, enzimlerin ve substratlarin yapisinda yer alan iyonik
bolgelerin yiik durumlarmi etkiledigi i¢in bu kosullar, substratin enzime baglanma

kapasitesini ve reaksiyon hizin1 dogrudan degistirebilmektedir (Holme, 2005).

e Sicaklik

Biitlin kimyasal reaksiyonlarin hiz1 sicaklikla artmaktadir. Enzimlerin dahil oldugu
reaksiyonlar bu genel kuraldan farkli bir davranis gostermez. Artan sicaklikla enzimatik
reaksiyon hizi artar, fakat 50-60°C iizerine ¢ikildiginda aktivitede diisiis gozlenir. Bu durum
yluksek sicaklikla enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyondan kaynaklanmaktadir.
Bir enzimde sicakligin 10 °C’lik degisimiyle ortaya ¢ikan aktivite farkliligi, Q10 katsayisi
ile ifade edilmektedir. Ornegin, 20 °C ve 30 °C’de belirli miktardaki bir enzimin &lgiilen
aktiviteleri karsilastirildiginda, yiiksek sicaklikta elde edilen aktivite degerinin diisiik
sicakliktaki degere boliinmesiyle Q10 hesaplanir. Genel olarak enzimler i¢in Q10 degeri 1,7
ile 2,5 arasinda degismektedir. Bu nedenle laboratuvar ortaminda gerceklestirilen enzimatik
aktivite dl¢limlerinde sicakligin 0,1 °C hassasiyetinde kontrol edilmesi 6nem tasir. Bununla

birlikte sicaklik, in vivo kosullarda enzim aktivitesini diizenleyen temel bir faktor degildir;
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cinkii canli organizmalar, sicakligin gorece sabit kaldig1 izotermal sistemler

olarak islev goriirler (Keha & Kiifrevioglu, 2015).

e Substrat Konsantrasyonu

Enzim aracili reaksiyonlarda, enzim miktar1 sabit tutuldugunda, reaksiyon hizi substrat
derisiminin artistyla birlikte yiikselir (Usluoglu, 2016). Ancak substrat konsantrasyonu
belirli bir diizeye ulastiginda enzim aktif bolgelerinin tamami dolarak doygunluk meydana
gelir. Bu noktadan sonra substrat miktarindaki artis reaksiyon hizini etkilemez ve hiz sabit
kalir (Sekil 9). Boyle bir durumda enzim, maksimum hiz (Vmax) kapasitesinde

calistyor kabul edilir.

V=W onax

[SK Substrat derigimi)

Sekil 9. Enzimatik reaksiyonun hizi iizerine substrat konsantrasyonunun etkisi (Cerrahoglu,
2014)

e Zaman

Bir enzim tarafindan katalize edilen reaksiyon siirerken hiz giderek diiser. Bunun
nedeni reaksiyon devam ederken olusan {irtinlerin aksi yonde bir reaksiyon olusturmalari,

enzimin zamanla inaktive olmasi, substratin tiikenmesi gibi olaylardir (Cerrahoglu, 2014).
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1.4.4. Mikrobiyal Enzimler Kullamlarak Coklu Kirletici Biyolojik Tyilestirme

e Hidrolitik Enzimler

Coklu kirleticilerin uzaklastirilmasinda mikrobiyal enzim temelli biyolojik iyilestirme
tekniklerinin kullanilmasi, geleneksel fiziksel ve kimyasal iyilestirme yontemlerine kiyasla
daha giivenli, ¢evre dostu ve ekonomik bir alternatif sunmaktadir (Da’ana vd., 2021).
Mikrobiyal aktivite, 6zellikle organik kirleticilerin hidrolizinde (degradasyonunda) kritik bir
role sahiptir. Molekiil agirligi <600 kg/mol olan kirleticiler, hiicre zarinin gozenekli
yapisindan dolay1 pasif olarak hiicre igine tasinabilir. Bu nedenle, hidrolitik enzimler
biyopolimerlerin bozunmasinda ve par¢alanmasinda dnemli bir konuma sahiptir (Dong &
Zhang, 2021). Hidrolitik enzimler, kirleticilerdeki temel kimyasal baglar1 pargalayarak
onlarin toksik etkilerini azaltir (Sharma vd., 2018).

Hidrolazlar, genel olarak hidroliz reaksiyonlarini katalizleyen ve alt gruplara ayrilan
enzimlerdir. Amilazlar, ksilanazlar, lipazlar, DNazlar ve proteazlar gibi hidrolazlar, gida,
yem, biyomedikal ve kimya endiistrilerinde genis uygulama alanina sahiptir (Thapa vd.,
2019). Ester baglarmin hidrolizini katalizleyen hidrolazlar hem ilk diizenleyici metabolik
reaksiyonlart hem de kirleticilerin bozunma siireglerini hizlandirabilir. Serzterazlar ise ester
baglariin hidrolizinde ilk adim1 katalizleyerek organofosfatlar, piretroidler ve karbamatlar

gibi pestisitlerin ortamdan uzaklastirilmasini énemli 6l¢iide artirmaktadir (Bhatt vd., 2021).

e Lipazlar

Lipazlar, lipidleri parcalayan enzimler olup bir¢ok mikroorganizma tarafindan
sentezlenebilmektedir. Yapilan caligmalar, toprakta bulunan lipaz aktivitesi ile cesitli
organik Kkirleticiler arasindaki iliskiyi ortaya koymustur (Zaaba & Jaafar, 2020).
Mikroorganizmalarin lipaz iiretimi, topraktaki hidrokarbon kirleticilerinin pargalanmasinda
onemli bir rol oynar ve lipazlar bu nedenle biyoremediasyon c¢alismalarinda sikca
kullanilmaktadir (Polyak vd., 2018). Petrol tiirevli kirleticilerin azaltilmasina yonelik
yapilan mikrobiyal lipaz ¢alismalarinin da bu alani destekledigi bildirilmektedir (Yusoff vd.,
2020). Lipazlar; hidroliz, aminoliz, esterifikasyon ve alkoliz gibi farkli reaksiyonlar
katalizleyebilen ¢ok yonlii enzimlerdir (Chandra vd., 2020). Triasilgliserollerin gliserol ve
yag asitlerine hidrolizini katalizleyen lipazlar, 6zellikle viicutta dogal olarak bulunan

enzimler sinifinda yer almaktadir. Lipazin temel gorevi, triagilgliserollerdeki ester baglarini
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sirayla parcalayarak Once diolein ve monoolein, sonrasinda ise gliserol olusturulmasini
saglamaktir. Reaksiyonun devaminda ise omega-9 yag asidi iiretimi gergeklesir. Gliseroliin
hidrofik olmasi nedeniyle reaksiyon sonunda suya benzeyen bir c¢oziiniirlik 6zelligi
gosterdigi belirtilmektedir (Hun Lee vd., 2020). Lipazin gida, kimya, kagit, deterjan ve
kozmetik gibi bir¢cok endiistriyel alanda kullanim potansiyeli vardir; ancak yiiksek tiretim
maliyetleri, lipazlarin endiistriyel 6l¢ekte kullanimini sinirlayan 6nemli bir faktordiir(X. Liu

& Kokare, 2017).

e Kiitinazlar

Kiitinazlar (EC 3.1.1.74), o/B-hidrolaz siiper ailesinde yer alan serin esterazlar olup,
bitki apoplastik bariyerlerinin temel yapisinda bulunan kiitin ve siiberin gibi dogal
polyesterlerdeki ester baglarimin hidrolizini gerceklestirir. Bitki yilizeyindeki biitiinliigii
bozarak mantar patojenlerinin istilasina zemin hazirladigr disiiniilen polyesterlerin
parcalanmasinda kiitinazlarin rolii biiyiiktlir. Kiitinazlar, dogal hedeflerinin yan1 sira, ¢ok
cesitli diisiik molekiiler agirlikli ¢oziinebilen esterler, hem kisa hem uzun zincirli
triasilgliseroller ile polibiitilen siiksinat (PBS), PET ve poli(¢)-kaprolakton (PCL) gibi ¢esitli
sentetik polyesterleri de parcalayabilmektedir (Wang vd., 2025). Kiitinazlarin sahip oldugu
bu genis katalitik yetenek, onlar1 ¢evresel kirliligin giderilmesi ve polimerlerin geri
doniisiimii i¢in umut vaat eden biyokatalizorler haline getirmektedir. Fusarium solani pisi’de
kiitinazin ilk defa tanimlanmasindan itibaren, farkli ekotiplerden gelen hemibiyotrofik,
biyotrofik ve saprotrofik mantarlardan bircok kiitinaz tiirii detayli sekilde incelenmistir
(Torres de Oliveira vd., 2024).

CAZy veri tabanina (www.cazy.org ) gore, kiitinazlar karbonhidrat esteraz ailesi 5
(CE5) igerisinde smiflandirilmaktadir. Bu enzimler, bitki hiicre duvar1 polisakkaritlerinde
bulunan asetil, feruloil ve p-kumaril gibi yan gruplarin hidrolizini katalizleyerek hem
seliilozun hem de hemiseliilozun daha etkin parcalanmasina katki saglar (Lombard vd.,
2014). CE enzimleri genellikle ester baglarin1 hedef alir ve lignoseliilozik biyokiitlelerin
enzimatik hidrolizi sirasinda hem seliilazlar hem de hemiseliilazlarla sinerjik ¢alismaktadir
(Biely, 2012).

Karbonhidrat esteraz ailesi i¢cinde farkli alt aileler tanimlanmistir (CE1-CE20). Bu alt
ailelerin fonksiyonlar1 asetil ksilanoesteraz, feruloil esteraz ve kiitinaz gibi spesifik

aktivitelerle iliskilidir (D. Kumar & Singh, 2016). Ozellikle CES5 ailesi, kiitinazlar1 da


http://www.cazy.org/

27

kapsamakta olup polyester baglarinin hidrolizinde rol oynamaktadir. CES kiitinazlari, hem
bitkisel kiitinin hem de sentetik polimerlerin pargalanmasinda gorev alabildiklerinden
biyoteknolojik uygulamalar agisindan biiylik 6nem tagimaktadir (Chen vd., 2013).

Son yillarda yapilan yapisal biyoinformatik calismalar, CE enzimlerinin aktif
bolgelerindeki cesitliligin substrat spesifikligini belirledigini, ayrica endiistriyel enzim
mithendisligi agisindan potansiyel tasidigini gostermektedir (Nakamura vd., 2017). Bu
nedenle, CE ailesinde bulunan enzimler o&zellikle biyoyakit iiretimi, biyoplastik geri
donlisimii ve gida endiistrisi gibi alanlarda stratejik bir enzim grubu olarak kabul

edilmektedir.

e o/ Hidrolazlar (PETaz )

PETaz enzimi, 6zellikle I. sakaiensis bakterisinde kesfedilen ve PET plastiklerini
monomerlerine doniistiirerek biyolojik parcalanmay1 miimkiin kilan bir esterazdir (Yoshida
vd., 2021).Yapisal olarak o/f hidrolaz ailesine ait olan PETaz, serin-histidin-aspartat
katalitik G¢liistinii kullanarak PET i¢indeki ester baglarini hedef alir. Enzimin aktif bolgesi,
diger esterazlardan farkli olarak agik bir yapiya sahip olup, bu durum PET substratinin
enzime erigimini kolaylastirir. Ancak dogal PETaz, diistik sicaklik ve pH araliklarinda sinirh
stabilite ve aktiviteye sahiptir. Bu nedenle, endiistriyel uygulamalarda kullanimin1 artirmak
icin enzim miihendisligi teknikleriyle stabilite ve katalitik etkinlik {izerinde iyilestirme
calismalan yiiriitiilmektedir. PETaz, ¢evre dostu plastik geri doniisiimii ve biyoremediasyon
acisindan umut vadeden bir biyokatalizér olarak goriilmekte, plastik atiklarin biyolojik
olarak etkin sekilde ayristirilmasi i¢in 6nemli bir potansiyel tasimaktadir (Austin vd., 2018;

Tournier vd., 2020).

1.4.5. Trichoderma Harzianum

Trichoderma harzianum, ¢ogu zaman biyolojik miicadele ajani olarak bilinen toprak
kokenli bir mantar olmasina ragmen, son yillarda ¢evresel kirleticilerin ve 6zellikle polimer
atiklarinin biyobozunumu agisindan da dikkat ¢eken bir mikroorganizma haline gelmistir.
Bu tiir, yliksek adaptasyon yetenegi ve genis ekstraseliiler enzim repertuvari sayesinde
plastiklerin ¢evresel bozunmasinda potansiyel bir biyokatalizor olarak degerlendirilmektedir

(Rubio vd., 2008).
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Literatiirde, 7. harzianum’un yiksek yogunluklu polietilen (HDPE) iizerinde
uygulandig bir calismada, UV ile 6n islemden ge¢mis ylizeylerde yaklasik %40’a varan
agirlik kayb1 gozlendigi ve FTIR ile NMR analizlerinde alkol, karboksilik asit ve aromatik
proton sinyallerinin ortaya ¢iktig1 bildirilmistir (Auta vd., 2017). Bu bulgular, mantarin ester
baglar1 ve hidrofobik polimer zincirleri iizerinde oksidatif enzimatik saldir
gerceklestirebildigini  gdstermektedir. Bununla birlikte, 7. harzianumun hidrolitik
enzimleri, 6zellikle kiitinazlar, polimerlerin ester baglarin1 hedef almasi agisindan biiyiik
Onem tasir. Rubio ve ark., T. harzianum T34 susunda Thcutl genini klonlayarak, bu genin
kiitinaz enzimini kodladigin1 ve bu enzimin yag asidi esterlerini ve kiitin monomerlerini
hidrolize etme yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, genin zeytinyagi ve 16-
hidroksi-heksadekanoik asit varliginda yiiksek diizeyde indiiklendigi, glikoz varliginda ise
baskilandig1 rapor edilmistir (Rubio vd., 2008). Bu veriler, 7. harzianum’un PET gibi ¢ift
ester baglar1 igeren plastiklerin biyolojik bozunmasinda potansiyel bir enzim kaynagi
olabilecegini desteklemektedir.

PET tipi plastikler, yiiksek kristalin yapilart ve hidrofobik karakterleri nedeniyle
biyolojik olarak pargalanmasi en zor polimerlerden biridir. Bu baglamda 7. harzianum’un
Aspergillus niger ile birlikte PET yiizeylerinde test edildigi bagka bir ¢alismada, yaklasik
%1.8’1lik bir agirlik kaybi rapor edilmistir (Ahmed vd., 2025) . Bu diisiik oran, mantarin
PET’1 dogrudan karbon kaynagi olarak kullanma kapasitesinin sinirli oldugunu; ancak
polimer yiizeyinde mikroyapisal degisim ve oksidatif bozunma yaratma yoniinde etkili
oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla, 7. harzianum gelecekte genetik veya enzim
mihendisligi yaklasimlariyla gelistirilerek, biyopolimerlerin ve PET’in biyoteknolojik

dontisiimiinde degerlendirilebilecek umut verici bir adaydir.

Calismanmin Amaci

Bu calismanin temel amaci, Trichoderma harzianum CBS 226.95’¢ ait bir kiitinaz
geninin klonlanarak heterolog sistemde ekspresyonunun gergeklestirilmesi, saf enzim
liretiminin saglanmasi ve elde edilen enzimin polietilen tereftalat (PET) polimeri lizerindeki
potansiyel parcalama aktivitesinin arastirilmasidir. Boylece ¢alisma, fungal kdkenli kiitinaz
enzimlerinin PET gibi direngli polimerlerin biyolojik parcalanmasinda kullanilabilirligini
ortaya koymay1 ve gelecekteki enzim miihendisligi yaklagimlarina bilimsel bir temel

olusturmay1 hedeflemektedir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahsmada Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Bu tez kapsaminda yapilan calismalarda 3 farkli Escherichia coli bakterisinin susu
kullanilmistir. Bunlar E. coli DH10B, E.coli JM101 ve E.coli BL21 irklaridir. Calisma
esnasinda kullanilan Agar, Lurient besiyeri, sodyum klorir Merck (Merck KGaA,
Darmstadt, Almanya) sirketinden satin alinmistir. Triton X-100, p-nitrofenil asetat,
izopropanol, aseton, agaroz , CaCl,, ampisilin, kanamisin, Soll Sol2 ve Sol3 soliisyonlar
icin gerekli kimyasallar , kloroform : izoamilalkol (24:1) Sigma (Sigma Chemical Co.,
Louis, ABD) firmasindan temin edilmistir. Petri kaplar1 PolarLab (Adana, Tiirkiye)
firmasindan temin edilmistir. T4 DNA Ligaz (NEB), EcoR 1, Xho 1, IPTG (Izopropil B-D-1-
tiyogalaktopiranosit), 1.5 M Tris (pH:8.8) SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (%10), amonyum
persiilfat (%10) ve TEMED, akrilamid-bis akrilamid, asetik asit tamponu, fosfat tamponu ve
Tris-HCI tamponu i¢in gerekli kimyasallar Sigma (Sigma Chemical Co., Louis, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

2.2. Molekiiler Yerlestirme (Docking) Calismalari

Yeni PET parcalayici karakteristiklere sahip oldugu diisiiniilen 7. harzianum Kiitinaz
enziminin (ThKiitinaz) PET ligandina olan afinitesini belirlemek amaciyla, teorik molekiiler
yerlestirme analizleri ylriitiilmistiir. Bu baglamda, ThKiitinaz enziminin aktif bdlgesinin
PET ligandina baglanma afinitesi AutoDockVina (V.1.5.7.) programi kullanilarak test
edilmistir (Trott & Olson, 2010). Bu is i¢in, 7. harzianum Kiitinaz enziminin 3 boyutlu (3D)
yapisina ait pdb dosyasi (#AF-AOA2T3ZUUS5-F1), UniProt veri bankasindan
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A2T3ZUUS5/entry#structure ) elde edilmistir. Hgili

protein modeli, yerlestirme ¢alismalar1 6ncesinde MGLTools programi kullanilarak

yerlestirme islemleri i¢in hazir hale getirilmistir (https://ccsb.scripps.edu/mgltools/). Bu

asamada, ThKiitinaz 3D yapisi iizerinde bulunan ligand ve su molekiilleri uzaklastirilmas,
peptit bag kiriklar1 onarilmis, polar hidrojen ilaveleri yapilarak 3D yapisi protonlanmis ve
Kollman yiikleri ile yliklenmesi tatbik edilmis ve enerji minimizasyonu saglanarak, ilgili

protein dosyasi1 molekiiler yerlestirme analizleri 6ncesi hazir hale getirilmistir.


https://www.uniprot.org/uniprotkb/A0A2T3ZUU5/entry#structure
https://ccsb.scripps.edu/mgltools/
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Molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 esnasinda 2PET 2D yapisi, PET ligand1 olarak
kullanilmistir. Bu baglamda 2PET ligand: i¢in SMILE formiilii iizerinden pdbqt dosyas1
olusturulmus ve akabinde, hedef enzim aktif bolgesine baglanma modlari, molekiiler
yerlestirme yoluyla arastirilmistir. Bunun igin, ilk etapta 2PET ligandinin sdf dosyast;
ardindan pdb dosyasi olusturulup kaydedilmistir. Ardindan, 2PET ligandinin .pdb dosyas1
kullanilarak .pdbqt dosya uzantilar1 MGLTools programi calisgtirilarak hazirlanmis ve
yerlestirme ¢alismalar1 Oncesinde kaydedilmistir. Molekiiler yerlestirme isleminde,
AutoDock Vina programi ara yiiziinde yerlestirme calismalari 3 bagimsiz molekiiler
yerlestirme analizi seklinde gerceklestirilmistir. Ligandlarin serbest hareket etmesine izin
verilmig ancak reseptor baglanma bdlgesi sabit tutulmustur. Ardindan, her bir bilesigin
ThKiitinaz proteini aktif bolgesine baglanmasi esnasinda olusturmast muhtemel
biyokimyasal bag etkilesimlerini yansitan 2D etkilesim diyagramlari, molekiiler yerlestirme
analizleri sonucunda ulasilmis protein-ligand kompleks yapilarinin detayli analizleri
sonrasinda olusturulmustur. Ilaveten, 2PET-ThKiitinaz in silico molekiiler yerlestirme
bulgular1 kullanilarak enzim-ligand kompleks yapilarinin 3D goriintimleri incelenmistir. Bu
is icin Discovery Studio Accelrys (v21.1.0.20298) (Discovery Studio Visualizer) programi
araylzii analizleri (Dassault Systems, BIOVIA) tatbik edilmistir.

2.3. Trichoderma harzianum Kiitinaz Geninin E. coli Konagina Uygun
Olarak Kodon Optimizasyonu ve Sentetik Olarak Sentezi

Kodon optimizasyon stratejileri, genin kodon kullanimin1 degistirerek protein ifadesini
arttirmaya caligmaktir. 20 amino asit 61 kodon tarafindan kodlandig1 i¢in kodon kullanimini
degistirmek miimkiindiir. Metiyonin (Met) ve triptofan (Trp) tek bir kodonla kodlansa da
diger tiim amino asitler iki, ii¢, dort veya alt1 kodonla ifade edilebilmektedir. Genetik
koddaki bu dejenerasyon nedeniyle, farkli esanlamli kodon bilesimlerine sahip mRNA
dizilerinin ayn1 polipeptiti kodlamas1 miimkiin hale gelebilmektedir. Proteinleri kodlayan
diziler E. coli kodon kullanim sikligina gore optimize edilmistir. Elde edilen yeni gen dizisi

Sentetik DNA olarak sentezlendirilmistir.
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2.4. Sentetik DNA Fragmaninin PCR ile Cogaltilmasi ve Ara Vektore
Klonlanmasi

Sentetik DNA fragmaninin PCR ile ¢ogaltilmasi icin Q5® High-Fidelity DNA
Polymerase (Biolabs Inc.) kullanilmigtir. PCR reaksiyonu Tablo 6’da gosterildigi sekilde
kuruldu ve belirlenen PCR kosullarda PCR atilmistir (Tablo 7). Primer olarak Thcut2F ve
Thcut2R primerleri kullanilmistir (Tablo 8). PCR sonunda elde edilen DNA fragmanlari
%1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilenenmistir. Cogaltilan DNA fragmaninin jelden
kesimi yapilmistir. Bu asama i¢in QIAquick Gel Extraction (Qiagen) kiti kullanilmis ve
DNA saf halde elde edilmistir. Elde edilen DNA fragmaninin konsantrasyonunu él¢mek igin
Nanodrop ile miktar tayini gergeklestirilmistir. Daha sonra PCR {irlinii NEB® PCR Cloning
(Biolabs Inc.) kiti kullanilarak pMINIT™ 2.0 ara vektoriine klonlanlanmaistir. Deney tiipiine
ligasyonun son hacmi 10 pl olacak sekilde Linearized pMINIT 2.0 Vektorden 1 pL, Cloning
Mix 1’den 4 pL, Cloning Mix 2’den 1 pL ve insertten konsantrasyonuna gore 1-4 uL arasi
koyulup geri kalan miktar ddH-O ile tamamlanmistir. Ligasyon tiipii oda sicakliginda

minimum 15 dk boyunca bekletilerek ligasyon gergeklestirilmistir.

Tablo 6. PCR bilesenleri

PCR BIiLESENLERI MIKTAR
Taq polimeraz 0,2 uL
Template 1 uL
Buffer SuL
Forward primer (Thcut2F) 1,25 uL
Reverse primer (Thcut2R) 1,25 uL

ddH.O 18 1
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Tablo 7. PCR kosullar

PCR KOSULLARI
SICAKLIK SURE DONGU

98 1 dk 1

98 20 sn

70 20 sn 10

72 20 sn

98 20 sn

68 20 sn 10

72 20 sn

72 4 dk 1

Tablo 8. ThKiitinaz geninde hedef bolgeyi cogaltmak i¢in kullanilan primerler

Primer Ad1 Primerlerin Dizisi Baglanma Sicakhg
Theut2F 5-AGCACAACACGGAATGAAC-3' 69
Thceut2R 5'- ACCGATCCGGTTGATAAG -3' 72

2.4.1. E. coli DH10B Kompotent Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Transformasyonu

Rekombinant plazmitin E. coli hiicrelerine aktarimi agamasinda, CaCl; kullanimina
dayal1 kimyasal kompetent hiicre hazirlama yontemi kullanilmistir (Bergmans vd., 1981).
Agar pleyt iizerine ¢izgi ekim sonrasi elde edilmis E. co/i DH10B hiicrelerinden tek koloni
secilip, 3 ml LB besiyerine asilanmis ve 37 °C 150 rpm’de sallanarak gece boyu inkiibe
edilmistir. Ertesi giin, yogunlagmis hiicre kiiltiiriinden 100 pL alinarak 900 pL. ddH20 da
seyreltilmis ve optik yogunlugu (OD:600) spektrofotometrede Ol¢iim yapilarak belirlenmis ve
0,1 olacak sekilde ayarlanip 30 ml LB Broth besiyeri igerisine asilama yapilmistir. Hiicreler
0OD600 0,4-0,6 yogunluga ulasacak sekilde ¢ogaltilmistir. Istenilen yogunluga ulasan
hiicrele,r 4 °C’de 4500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiirlilmiistiir. Olusan pellet
tizerine 100 mM 10 mL CaCl, eklenip 30 dk buz igerisinde pelletin ¢oziilmesi icin
bekletilmistir. Ardindan, 4500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Son olarak pellete 100

mM 2 mL CaCl; eklenip 4 °C’de 2 saat beklendikten sonra bir sonraki deney asamasi i¢in
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kullanilmistir. Transformasyon i¢in hazirlanan kompetent E. coli DH10B hiicrelerinden tiip
icerisine 100 pL alinmis ve iizerine 10 pL ligasyon {iriinii eklenmistir. Tiip buz igerisinde 30
dakika boyunca bekletilip, ardindan hemen 42 °C’de 50 saniye ve tekrardan buz igerisinde
1 dakika olacak sekilde 1s1 sokuna maruz birakilmistir. Hiicrelerin iizerine 800 uL LB
besiyeri konuldu ve 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucu ¢ogalan kiiltiir
100 pg/mL ampisilin iceren secici LB agar besiyerine yayma ekimi yapilmistir ve petriler
37 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildiktan sonra, olusan kolonilerden rastgele koloni

secimi gergeklestirilmistir.

2.5. Rekombinant Plazmitlerin Restriksiyon Endoniikleaz Analizi

Transformasyon sonucu olusan kolonilerden se¢ilip 3 mL LB Broth igeren (100 pg/mL
ampisilin) besiyeri igerisine ekim yapilmis ve 37 °C’de 150 rpm’de gece boyu ¢ogaltilmigtir.
Kiiltiir 1,5 ml ependorf tliplerine aktarilmis ve 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek
hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Pellet {izerine modifiye edilmis laboratuvar protokolii kapsaminda
sirastyla Soll, Sol2 ve Sol3 soliisyonlar1 ilave edilmis, belirtilen siireler boyunca
inkiibasynolar gerceklestirilmistir (Tablo 9). Akabinde ependorf tiipleri 10 dakika boyunca
buzda inkiibe edilmistir. Ardindan, karigimlart i¢eren ependorf tiipleri 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiij edildikten sonra 600 pL civarindaki siipernatant kismi (iist faz), yeni
ependorflara aktarilip iizerine 600 pL kloroform : izo-amil alkol (24:1) eklenmistir. Tiipler
13.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, iist faz kismi yeni ependorfa
aktarilmistir. Uzerine 600 pL izopropanol eklenip -20 °C’de en az 1,5-2 saat bekletilmistir.
Daha sonra izopropanol ¢oktiirme yapmak i¢in ependorf maksimun hizda 10 dk santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant dikkatlice uzaklastirilip pellet tizerine %70 EtOH eklenip
10.000 rpm’de 2 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi alkol uzaklastirilmistir ve
tamamen u¢masi i¢in ependordun kapagi agik bir sekilde 37°C etiivde kontrollii bir sekilde
kurutulmustur. Elde edilen pellet 20 pL TE buffer ¢ozdiirtilmiistiir. NanaDrop ile dl¢iim
yapilarak plazmit DNA’nin konsantrasyonunu belirlenmistir. Akabinde, rekombinant

plazmitin dogrulanmast i¢in restriksiyon endoniikleaz kesimi gergeklestirilmistir.



34

Tablo 9. Soliisyonlarin Igerigi

Soliisyon 1 Soliisyon 2 Soliisyon 3
IM TrisHCI 2N NaOH KoAc
0,5M EDTA %10’luk SDS CH3;COOH
%20’lik glikoz ddH>O ddH>O
ddH>0O - -

2.6. T. harzianum Kiitinaz Geninin PET-28a Ekspresyon Vektoriine
Klonlanmasi

Genler pET-28a ekspresyon vektorii igerisine klonlayabilmek i¢in ilgili geni igeren
PMINIT-NCU vektorii EcoR 1 ve Xho I restriksiyon enzimleri ile kesildikten sonra pET-28a
vektorii de EcoR 1 ve Xho I enzimleri ile kesilerek dogrusal hale getirilip kesim iiriinleri
%1’lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir ve jelden QIAquick Gel Extraction (Qiagen) kiti ile
temizlenerek alinmistir. Yapiskan uglara sahip genler ve ekspresyon vektorii T4 DNA Ligaz
(NEB) kullanilarak birbirlerine yapistirilmistir. Ligasyon toplam hacim 10 pl olacak sekilde
T4 DNA Ligaz 1,5ul, T4 DNA Ligaz Buffer (10X) 1ul, pET-28a vektorden 2,5uL, insertten
2,5ul ve son olarak dH>O eklenerek kurulmustur. Oda sicakliginda 30 dakika beklendikten
sonra ligasyon iirlinii £. coli JM101 kompetent hiicrelerine 1s1 sok yontemi ile transforme
edilmistir. Bundan dolay1 JM101 hiicresinden kompotent hazirlanmistir. Transformasyonu
gerceklestirilen hiicreler 50 pg/mL kanamisin iceren LB agar besiyerine yayma ekimi
yapilmustir. 37 °C’de gece boyu inkiibasyondan sonra koloni se¢imi gergeklestirilmistir.
Secilen kolonilerden plazmit izolasyonu yapilmistir. Dolu olan rekombinant plazmitler
EcoR 1 ve Xho 1 restriksiyon enzimleri kesilmistir. Kolonilerin rekombinant geni igerip
icermedigi restriksiyon enzim kesimi ile dogrulanmistir. Elde edilen rekombinant plazmitler

pET28a-ThKiitinaz olarak adlandirilmistir.
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2.7. Rekombinant 7. harzianum Kiitinazinin Ekspresyonu

pET28a-ThKiitinaz rekombinant plazmiti BL21 hiicresine transformasyonu CaCl»
yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Koloniler uygun miktarda kanamisin igeren LB
Agar lizerinden se¢ilmistir. Daha sonra segilen koloniler, 3 ml 50 pg/mL kanamisinli LB
Broth igerisinde kiiltive edilip, 37°C’de 180 rpm’de gece boyu inkiibe edilmistir. Kiiltiirden
uygun antibiyotigi igeren 100 mL LB Broth besiyeri igerisine OD600 0,1 olacak sekilde
asillama yapilmistir. Hiicrelerin yogunlugu OD600 0,4-0,6 olacak sekilde 37 °C’de 150
rpm’de biiyiitiilmiistiir. Beklenen hiicre yogunluguna ulasan kiiltiirlere son konsantrasyon
0,5 mM olacak sekilde IPTG (izopropil B-D-1-tiyogalaktopiranosit) ilave edilip ve 30 °C’de

5- 6 saat inkiibe edilmistir.

2.8. Protein Uretimi ve Protein Saflastirma

Rekombinant olarak iiretilecek 7. harzianum kiitinazinin protein agirlik ve eksprese edilmis
toplam konsantrasyon analizleri %15’lik SDS PAGE jel kullanilarak gergeklestirilmistir.
SDS-PAGE isleminin yapilabilmesi i¢in ilk olarak tek jel kaseti igerisinde yiiriitme jeli ve
yiikleme jel olmak tizere iki farkli por ¢apina sahip dikey jeller hazirlanmistir. Yiirtitme
jelinin hazirlanmast i¢in 5 mL akrilamid-bis akrilamid, 1,5 M Tris (pH:8.8) 2,5 mL, 2,35 mL
distile su, 100 uL SDS (%10), 25 puL amonyum persiilfat (%10) ve 15 pL. TEMED
karistirlarak jel kasetinin iist yiizeyinin bir miktar altina kadar yiiklenmistir. Jel olusumu
icin 20 dk beklenmis ve jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in ylizey distile su ile birka¢ defa
yikanmistir. Jel donduktan sonra {izerindeki su mikropipet yardimi ile uzaklastirilmistir.
Daha sonra, 830 uL akrilamid-bis akrilamid, 1M Tris (pH: 6,8) 630 pL, 3,4 mL distile su, 5
uL SDS, 5 uL APS ve 7 uL TEMED ile hazirlanan %15’ lik ytlikleme jeli soliisyon ytiriitme
jelinin {izerine dokiilmiistiir ve igerisine Ornek yiikleme kuyucuklarmi olusturan tarak
yerlestirilmistir. Yiikkleme jelinin de donmasi ile hazir olan jel kasetinden taraklar
cikartilarak elektroforez cihazina yerlestirilmistir. Protein 6rnekleri jele yilikleme 6ncesinde
ornek yiikleme tamponu ile esit miktarda olacak sekilde karistirilip yaklasik 10 dk kaynar su
icerisinde bekletilmistir. Ardindan Ornekler buz igerisine alindi. Jeldeki ilk kuyucuga
molekiiler agirliklart bilinen protein standardi diger kuyucuklara ise drnekler yiiklenmistir.
Daha sonra proteinlerin jel boyunca yiiriitiilmesi 100 Voltluk akim ile gergeklestirilmistir.

Yiiriitme iglemi bittikten sonra jel “jel boyama soliisyonu “icerisinde 1,5 saat bekletildi ve
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daha sonra “yikama sollisyonu” ile 6 saat araliklarla yikanarak protein bantlar1 goriiniir hale

gelmistir.

2.9. Enzim Aktivite Tayini ve Enzimin Optimum Sartlarinin Belirlenmesi

2.9.1. Enzim Aktivitesi

Enzim aktivitesi, substrat olarak 50 mM sodyum fosfat tamponu i¢inde hazirlanmis
0,1-1,0 mM pNPA (P-nitrofenol asetat) kullanilmistir. Reaksiyon tamponununun pH’1 pH
7’ye ayarlanmigtir. Saflastirilmis proteinin konsantrasyonu (protein konsantrasyonu 30—70
mg L-1) belirlendikten sonra 1 pg saflastirilmig kiitinaz enzimi kullanilarak bu ¢alisma
yapilmistir. Enzim susbtrat karisiminin muamelesi oda sicakliginda 5 dakikalik bir
inkiibasyon siiresi boyunca ger¢eklestirilmistir. Ardindan enzim aktivitesinin kantifikasyonu
ve P-nitrofenol asetat salimiminin belirlenmesi igin, 405 nm'de bir Mikroplaka
Spektrofotometreden (Multiskan GO, Thermo Fisher Scientific) 6l¢iimler alinmistir. Km ve
Vmax, reaksiyon hizinin substrat konsantrasyonuna (0,1-1,0 mM) gore ¢izilmesiyle ve
kinetik sabitlerin verilerin Michaelis-Menten denklemine uyarlanmasiyla hesaplanarak
belirlenmistir. Enzim aktivitesi ¢aligmalarinda negatif kontroller (E+T, S+T) kullanilmistir
ve elde edilen degerler enzim iceren numunelerin verdigi degerlerden ¢ikarilmistir. Bu
caligmalar sonunda ThKiitinaz aktivitesi; pNPA substratin1 1 dakikada 1 pumol pNP'ye
hidrolize etmek i¢in gereken tinite (U) cinsinden enzim miktar1 olarak belirlenmistir (Y. Liu

vd., 2022).

2.9.2. Farkh Sicaklikta Enzimin PET Parcalama Potansiyellerinin Analizi

Fungal kiitinaz enzimi i¢in calistig1 optimum sicakligin belirlenebilmesi i¢in, farkl
sicakliklarda 1 pg ham enzim 900 pLL 50 mM sodyum fosfat tamponu igerisine 10 mM pNPA
substrat ile (30-60°C) 5 dakika inkiibe edilmesiyle belirlenmistir. Olgiim sonucunda elde

edilen degerler GraphPad Prism 9 programinda grafik olusturulmustur.

2.9.3. Farkh pH Varhginda Enzimin PET Parcalama Potansiyellerinin Analizi

Elde edilen ham enzimin optimum pH’ini, substrat olarak p-nitrofenol asetat

kullanilarak ve her biri 50 mM olan asetat tamponu (pH 4-5) sodyum fosfat tamponu
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(pH 5-6), Tris-HCI tamponu (pH 6-9) kullanilarak pH 4-9 araliginda aktivitesinin analiz
edilmesiyle test edilmistir. Enzim substrat karisimi, her bir tamponda (pH 4-9 araliginda)
enzim i¢in belirlenen optimum sicaklikta 5 dakika boyunca inkiibe edilecek ve enzimin
aktivitesi belirlenmistir. Bu deney sonunda elde edilen veriler GraphPad Prism 9

programinda analiz edilerek grafik olusturulmustur.

2.9.4. Farkh Zaman Araliklarinda Enzim Aktivitesi Sonuclari

Fungal kiitinaz enzimi i¢in ¢alistig1 optimum zaman araliginin belirlenebilmesi i¢in, 1
pg ham enzim kullanilarak 900 pL. 50 mM sodyum fosfat tamponu igerisine eklenerek 10
mM pNPA substrat ile 1-30 dk zaman aralig1 boyunca inkiibe edilmesiyle belirlenmistir.
Olgiim sonucunda elde edilen degerler GraphPad Prism 9 programinda grafik

olusturulmustur.

2.9.5. Enzimatik PET Degredasyonuna iliskin Mikroskop Gériintiileri

PET film 1x2 cm? olacak sekilde kesilmistir. Pet filmler ilk olarak 50 ml dH,O
igerisinde yikanip sonrasinda 20 ml %1 SDS ile yikanip tekrardan 50 ml dH>O igerisinde
yikanmistir. Daha sona 1-2 saat UV 151k altinda birakilmistir. PET filmler %75 EtOH ile
yikanmistir. Bu asamalardan sonra PET filmler 30 °C'de 900 pL besiyerine 100 uL ham
enzim eklenerek gece boyu bekletilmistir. Steril edilen PET filmler PET par¢alama yetenegi

0-72 saat boyunca mikroskop altinda goriintiilenmistir.



3. BULGULAR

3.1. T. harzianum Kiitinaz Enzimi Uzerinde Biyoinformatik Analizler

T. harzianum kiitinaz enziminin olas1 PET parcgalayici karakteristigi hakkinda kesin
verilere ulagsmak adina bir dizi 6ncii biyoinformatik analizler yiirtitiilmistiir. Bu baglamda
yakin zamanda yiiksek termostabiliteye sahip ve PET parcalayici 6zelligi ile 6ne ¢ikmig olan
Humicola insolens kiitinaz enzimi (PDB ID: 40YY) temel alinmistir. Bu baglamda T.
harzianum biyokontrol ajani kiitinaz enziminin, bitki kok yapilarina niifuz etmesini
kolaylastiran yliksek PET pargalama potansiyelli bir kiitinaz olabilecegi ongoriilmiistiir.
Ardindan, H. insolens kiitinaz enzimi ile 7. harzianum kiitinaz enzimi arasinda protein sirasi
benzerligi (Sekil 10) ve ilgili enzim homologlarinin ti¢ boyutlu (3D) yap1 benzerlikleri
sorgulanmistir. Yapilan ikili hizalama analizleri neticesinde, H. insolens ve T. harzianum

kiitinazm enzimleri arasindaki protein sirasi benzerligi %61,14 olarak bulunmustur.

Tharzlanum CB$226.95 Kithaz TEGVASLAER@GLESTTRNE SF RVIEF A 39
Hinsolens Kiitingz @ === = = = = = = = = = = Q GAIENG AN DAL G 29
Thse cianum_CBS5226.95_Kiitinuz E | !.VG ASA.'V.AIIGIYGA SQVIVI.ID. TI 78
Hiinsolens_Kutinaz P --8I1TV L G SH! --RNIWI G D A
Iharzianum CBS27695 Kutinay D S G SQAAITNEA NE DKEPNSA | 117
H.nzolens Kiitinaz A T R NIDEG AL CPNTPV 103
Tharzianum_CBS226.95 Kitinaz IHIT VMSGS IIGIIS TIQN' I .lvl .IF-GI 156
Iinsokens_Kitingz AAL I AAAVSE GANMKEQV A ch L R 142
Tharzianum_CBS226.95_Kitinaz l. FPSSKLD lA A T'I Y . FI LI FL¥ID A 195
H.Insalens Kutinaz YPRERTK NVG v T | T LSYTI R 181
Tharzlanum_CBS226.95 Kitinaz D PD IN G- 207
H.insokas_Kitinaz G AR RD RA 194

Sekil 10. H. insolens ve T. harzianum kiitinaz enzimlerinin amino asit dizinleri kullanilarak
gergeklestirilmis ikili hizalama verileri

Diger taraftan bu iki enzim sirasina karsilik gelen protein 3D yapilari arasindaki yapi
benzerligi analizleri neticesinde ise; bu iki enzim yapisinin birbirine 0,65 kok ortalama kare
sapma (RMSD) varliginda %99,48 oraninda yapisal benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 11ave 11b). Benzer sekilde, 3D yap1 benzerlik analizleri, her iki enzime ait aktif bolge
koordinatlarinin yiiksek benzerlik gosterdigini de ortaya koymustur (Sekil 13b).
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H.insolens kiitinaz : bordo; Tharzianum kiitinaz : mavi

Sekil 11. H. insolens ve T. harzianum kiitinaz enzimlerinin protein 3D yapilarinin yapisal
benzerliklerini ortaya koyan gorsel

Akabinde, 7. harzianum kiitinaz enziminin PET polimer yapisin1 par¢calamada etkin
olarak tanimlanmis diger yiiksek aktiviteli kiitinaz enzimlerine olan sekans benzerligi ¢oklu
sekans hizalama analizleri ile ortaya konmustur (Sekil 12). Bu baglamda, ilgili kiitinaz
sekanslarmin fonksiyonel bolgelerine karsilik gelen amino asit siralar1 kullanilarak ¢oklu
sekans hizalama analizleri i¢in fasta formatlar1 olusturulmustur. Akabinde, diziler, en yiiksek
dogruluk i¢in yapilandirilmis MUSCLE (v3.8.31) programi ile hizalandi. Hizalama
sonrasinda, belirsiz bolgeler (yani bosluklar igeren ve/veya zayif hizalanmis bolgeler),
asagidaki parametreler kullanilarak Gblocks (v0.91b) ile uzaklastirildi:

-bosluk temizliginden sonra blogun minimum uzunlugu: 10 olarak girildi,

-son hizalamada bosluk pozisyonuna izin verilmedi,

-8'den biiyiik bitisik, korunmamis pozisyonlara sahip tiim segmentler reddedildi,

-bir yan pozisyon i¢in minimum dizi sayist: %85.
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Filogenetik aga¢, PhyML programinda (v3.1/3.0 aLRT) uygulanan maksimum
olabilirlik yontemi kullanilarak yeniden olusturuldu. Varsayilan ikame modeli, sabit
bolgelerin tahmini orani (0,000) ve bolgeler arasi hiz heterojenligini hesaba katmak i¢in 4
gama dagilimli hiz kategorisi varsayilarak secildi. Gama sekil parametresi dogrudan
verilerden tahmin edildi (gama = 0,973). I¢ dallanmanin giivenilirligi, aLRT testi (SH-

Benzeri) kullanilarak degerlendirildi.
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Sekil 12. Farkl kiitinaz enzim sekanslarinin fonksiyonel bolgelerine karsilik gelen amino
asit siralar kullanilarak gergeklestirilmis ¢oklu sekans hizalama analizi verileri

Gergeklestirilmis  filogenetik analizler neticesinde, fungal kaynakli kiitinaz
enzimlerinin farkli gruplar/kladlar altinda toplandig1 ve nispeten 6nemli varyasyonlar
gosterdigi anlasilmistir. Bu baglamda, Trichoderma. harzianum CBS 226.95 kiitinaz
enziminin, analizi gergeklestirilmis fungal kiitinazlardan Colletotrichum gloeosporioides ve
Diaporthe sp. kiitinaz enzimleri ile bir grup olusturdugu gézlemlenmistir. Calismaya dahil

edilmis olan bakteriyel kaynakli PHL7, LCC, Thermobifida fusca kiitinaz enzimlerinin ise;
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fungal kiitinazlardan ciddi derecede farklilastigt ve bir dis grup seklinde ayristiklar

belirlenmistir.

3.2. Molekiiler Docking Bulgular:

Calismaya konu olmus olan 7. harzianum kiitinaz enziminin teorik caligsmalar
cergevesinde PET ligandina olan baglanma afinitesi molekiiler yerlestirme analizleri iginden
test edilmistir. Yapilan analizler neticesinde ThKiit enziminin 2PET ligandina diisiik
baglanma serbest enerjisi (-7,0 kcal/mol) varliginda (Tablo 4) yiiksek baglanma afinitesi

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. 2PET-ThKiitinaz enzim-ligand kompleksinin molekiiler yerlestirme sonuglarina
ait 3D gorseli ve olusmus kompleks yapiya ait biyokimyasal etkilesimleri ortaya koyan 2D
etkilesim gorseli
(Komplekste bulunan muhtemel Hidrojen baglari kesikli yesil ¢izgiler olarak verilmistir)

Calisma kapsaminda ThKiitinaz enziminin olas1 yiiksek aktivitesine dair giiclii verilere
sahip olabilmek adina; molekiiler yerlestirme ¢alismalar1 diger yiiksek aktiviteli Kiitinaz ve
PETaz enzimlerine ait 3D yapilar kullanilarak da gerceklestirilmistir ve bu enzimler ve
ThKiitinaz enziminin 2PET ligandina olan afiniteleri, karsilastirmali olarak irdelenmistir

(Tablo 10).
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Tablo 10. Farkli organizma kaynaklarindan ytiksek aktiviteli kiitinaz ve PETaz enzimlerinin
molekiiler yerlestirme analizli verileri

Baglanma Serbest

Ligand Kiitinaz
Enerjisi (kcal/mol)

2PET 7NEI (PHL7) -6,6
2PET LCC (PDB ID:6THT) -6,8
2PET 1AGY -6,7
2PET 4CG1 (Thermobifida fusca KW3) -6,2
2PET 1CUS -6,7
2PET 40YY (Humicola insolens) -7,4
2PET Mycobacterium herakliensis -7,0

4EBO (Yaprak-dal kompostu
2PET -6,6
bakteriyel kiitinaz homologu)

2PET Thr_Kiitinaz -7,0

3.3. Sentetik DNA Fragmaninin Analizi

Biyokontrol ajan1 7. harzianum CBS 226.95 susuna ait ve H. insolens kiitinazina
yiiksek benzerlik gosterdigi biyoinformatik analizlerle tespit edilmis kiitinaz enzimi ( NCBI
Referans Sekans ID : XP_024768267.1) protein sirasinin fasta versiyonu asagida verilmistir.
Yesille golgelendirilmis N ucu sekanst ilgili proteinin ekstraselliiler dagitimini
yonlendirmekten sorumlu hiicre dis1 sinyal peptidini temsil etmektedir. Toplam uzunlugu
228 amino asit olan ThKiitinaz enziminin N ucunda hiicre alt1 lokalizasyonunu belirleyen 21
amino asitten olusan ve ‘MKFLRLVPYLALGAAVPVQHA’ sekansina sahip bir sinyal
peptide sahip oldugu belirlenmistir.
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>XP 024768267.1 Carbohydrate esterase family S protein [7Trichoderma harzianum
CBS 226.95]

TEGVASLAERQLSTTRNELESGSSFACPRVIFIFARASTEIGNMVGGASAGPAVANALEGHYGASQVIWVQGVG
DPYTADLASNFLPGGTSQAAINEAKRLEFNEANQKCPNSAIVAGGYSQGTAVMSGSISGLSSTVONQIKGVVLE
GYTONFONGGGIPNFPSSKLDVFCAATDAVCYGTLFILPAHFLYIDEAADEAPDFLINRIG

34. PCR

Sentetik DNA fragmaninin PCR reaksiyonu kurulmustur ve belirlenen PCR kosullarda
PCR atilmistir. DNA 06rneginin miktar ve kalitesi belirlendikten sonra PCR yapilmistir.
Kullanilan uygun primerler ThKiitinaz geninde 591 bg¢’lik bir bolgeyi ¢ogalttigr icin PCR
sonucunda bu biiyiikliikte bir bant beklenmistir.

3.5. Sentetik DNA Fragmaninin %1°lik Agaroz Jel Elektroforezinde
Goriintiilenmesi

PCR islemi sonrasinda iirin agaroz jelde kontrol edilerek {irlin biyiikligii
belirlenmistir (Sekil 14). Agaroz jel elektroforezi sonucunda 7. harzianum CBS 226.95
irkinda yaklagik olarak 591 b¢ uzunlugunda bant gozlemlenmistir. Bant biiylkliigiinii
belirleyebilmek i¢in GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder kullanilmistir.

Sekil 14. PCR sonunda elde edilmis sentetik DNA fragmaninin %1’lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii
1. kuyucuk: Ladder 2. kuyucuk: ThKiitinaz sentetik gen.
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Elde edilen biiyiikliik beklenilen biiyiikliige uygun oldugu i¢in PCR {iriinii QIAguick agaroz
jel ekstraksiyon kiti kullanilarak jelden kesimi yapilmis ve DNA bandi jel parcasindan
saflastirilmistir. E. coli’de rekombinant protein lretiminde yaygin olarak kullanilan
ekspresyon vektorlerinden biri olan pET-28a(+), EcoRI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile
kesilerek lineer forma doniistiiriilmiis ve ayn1 enzimlerle kesilip ThKiitinaz geninin vektore
eklenmesi amaciyla ligasyon islemi gerceklestirilmigtir. Restriksiyon enzimleri, hem
vektorde hem de hedef gende birbirine tamamlayici yapiskan uglar olusturarak dogru yonde
baglanmayr miimkiin kilmistir. Kesim sonrasi elde edilen iirlinler %1°lik agaroz jel
elektroforezi ile incelenmis ve pET-28a(+) vektoriine ait 5369 bg biiyiikligiinde bir bant
gozlemlenmistir (Sekil 15). Bu bulgular, vektoriin basariyla lineer hale getirildigini ve
restriksiyon enzimleriyle kesimin dogru sekilde gergeklestigini gostermektedir. Ardindan,
olusturulan rekombinant vektoriin cogaltilmas1 amaciyla E. coli JM101 susuna

transformasyon yapilmistir (Sekil 16).

Sekil 15. pET28a vektoriine kiitinaz geninin klonlanmasi sonrasi restriksiyon enzim
(E1/XT) kesim analizi sonucu elde edilen %1°lik agaroz jel goriintiisii
1: pET28a kontrol plazmiti, 2: Linear pET28a —EcoRI ve Xhol kesimi, 3: ThKiitinaz geni
EcoRI ve Xhol kesimi
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Sekil 16. E. coli IM101 transformasyonu sonucu olusan kolonilerin
segici besiyerinde goriniimii
a: Transformasyon islemi sonucu kanamisin antibiyotik direncine sahip kolonilerin gelistigi
goriilmektedir. b: Kontrol amactyla yapilan yayma ekim

Ligasyon ile elde edilen rekombinant vektorlerin se¢imi ve bunlarin yiiksek kopya
sayisinda  ¢ogaltilabilmesi amaciyla FE.coli JM101 hiicreleri transformasyona
tabi tutulmustur. Plazmit aktarilmayan ancak transformasyon basamaklarina maruz birakilan
kontrol grubu olarak E. coli IM101 susu kullanilmis ve bu hiicrelerin canlilig1 test edilmistir.
Bu iki grup LB 50 pg/mL Kan+ kat1 besi ortamina ekilmistir. Transformasyonun ardindan
ligasyon {iriiniinii almig oldugu diisiliniilen koloniler, rekombinant yapiyr dogrulamak
amaciyla koloni PCR analizine tabi tutulmustur (Sekil 16a). Kontrol amaciyla yapilan
yayma ekiminde herhangi bir koloni olusumu gézlemlenmemistir (Sekil 16b).

ThKiitinaz genine 6zgii primerler kullanildigindan, yalnizca hedef geni tasiyan
transformant hiicrelerde yaklasik 591 bg¢ biiyiikligiinde amplifikasyon iirlinliniin elde
edilmesi beklenmistir. Koloni PCR analizleri i¢in kirmizi ile isaretlenen alti koloni
secilmistir (Sekil 16a). Bu kolonilerden elde edilen PCR iiriinleri %1 agaroz jel elektroforezi
ile degerlendirilmistir (Sekil 17). Jel sonuglar1 incelendiginde, secilen alti koloniden
dordiiniin rekombinant vektorii tasidigl belirlenmistir. Rekombinant vektor pozitif oldugu
saptanan koloniler (2., 4., 5. ve 6. plazmit) 50 pg/mL kanamisin i¢eren LB besiyerinde, 37
°C’de ve 150 rpm’de calkalamal1 inkiibasyona tabi tutularak gece boyunca c¢ogaltilmistir.

Sonrasinda bu dort ornekten rekombinant vektdr izolasyonu gergeklestirilmis ve ayni
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zamanda kolonilerden gliserol stoklart hazirlanarak -80 °C’de uzun siireli saklama

icin depolanmustir.

SR TTTETL

Sekil 17. E. coli IM101 transformasyonu sonucu olusan kolonilerden plazmit izolasyonu
1 .kuyucuk: Bos pET28a(+) vektorii 2.3.4.5.6. ve 7 .kuyucuk E. coli JIM101 transformasyonu
sonucu olusan kolonilerden rekombinant vektorii tasidigt diisiiniilen plazmitler.

Izolasyon sonucunda plazmit DNA miktar1 spektrofotometre ile 5 pg/uL olarak
belirlenmistir. izole edilen vektdriin ThKiitinaz genini tasiyip tasimadigi ve genin dogru
oryantasyonda ligasyon yapip yapmadig1 EI/XI restriksiyon enzimleri ile kesim atilmistir ve
kesim sonucu %1°lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Kesim sonucunda pET28a(+) vektorii
i¢in 5369 be. bant ve ThKiitinaz geni i¢in 591 bg civarinda bant goriintiilenmesi beklenmis

ve beklenilen biiytikliikteki bu bantlar elde edilmistir (Sekil 18).



47

1.5 kbg —

500 bG m—m

Sekil 18. Kolonilerden izole edilen plazmitlerin restriksiyon enzimi ile kesilerek agaroz
jelde goriintiillenmesi
M:(ladder), diger kuyucuklarda ise transformantlardan elde edilen plazmit DNA’larinin
kesim sonras1 bant profilleri yer almaktadir. 3. ve 4. Kuyucuklarda hedef
geni tastyan dolu plazmitler goriilmektedir.

3.6. Rekombinant DNA’ min Transformasyonu ve Ekspresyonu

Bu ¢alismada elde edilen ve dogrulugu kanitlanan pET28a (+)/ThKiitinaz rekombinant
vektoriiniin E. coli BL21 susuna transformasyonu gerceklestirilmistir. Bununla birlikte
ThKiitinaz genini igermeyen bos vektoriin de transformasyonu gergeklestirilerek bir kontrol
grubu olusturulmustur. Bu iki grup LB 50 ug/mL kanamisinli kat1 besi ortamina ekilmistir.
Transformasyon gerceklestigi diigiiniilen kolonilerden uygun olanlar secilmistir (Sekil 19b).
SDS-PAGE c¢alismasi i¢in gece kiiltiirii atilmistir. Transformasyon sonunda olusan
kolonilerden secilerek ¢izgi ekimi yapilmig ve gliserol stoklar1 hazirlanip -80’de
stoklanmustir (Sekil 19¢). Tek koloni alma amagh ¢izgi ekimleri de 50 pg/mL Kan+ iceren
LB kat1 besiyeri ortamlarinda takip edilmis rutin mikrobiyolojik yontemlerle yapilmigtir.
Kontrol amaciyla yapilan yayma ekimini gostermekte olup herhangi bir koloni

olusumu goézlenmemistir (Sekil 19a).
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a) b) c)

Sekil 19. pET28a-NCU rekombinant plazmiti E. coli BL21 hiicresine transformasyonu
sonucu olusan kolonilerin segici besiyerinde goriiniimii
a: Kontrol grubu b: 50 pg/mL Kan+ iceren LB besiyerinde rekombinant kolonilerin
goriintlisii ¢: Secilen kolonilerin protein saflagtirma ¢alismasi i¢in yapilan ¢izgi ekimi
goruntust

3.7. SDS-PAGE Analizi

Proteininde herhangi bir degredasyon olup olmadigini degerlendirmek amaciyla SDS-
PAGE analizi uygulanmistir. Saflastirilmis protein 6rneginden 20 pL alinarak %15°lik
poliakrilamid jeline yiiklenmis ve elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra jel, Coomassie
Brilliant Blue boyasi renklendirilmistir. Boylece protein bantlar1 11k altinda net bir sekilde
goriintiilenebilir hale getirilmistir (Sekil 20). SDS-PAGE sonuglarma gore protein

orneklerinde degradasyona iliskin bir bulguya rastlanmamustir.
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Sekil 20. Saflastirilmis ThKiitinaz proteininin SDS-PAGE analizi
M: Protein molekiiler agirlik markiri, Kuyucuk 1: MagneHis (Promega Corp) Protein
Saflastirma Kiti sonucu elde edilen saf protein (ThKiitinaz ~22 kDa). 2. ThKiitinaz
eksprese eden E. coli hiicre i¢i total protein profili. Jel, Coomassie Brilliant Blue
ile boyanmistir

3.8. Enzim Assay Calismalar:

3.8.1. Enzim Aktivitesi

Enzimatik reaksiyonun farkli substrat konsantrasyonlar1 (0,1-1 mM pNPA) altinda
Olciilen absorbans degerleri Tablo 11°de 6zetlenmistir. Her konsantrasyon igin, ii¢ deneysel
tekrar yapilmis ve ortalama degerler buna gore hesaplanmistir. Blank (S+B) ve Blank (E+B)
degerleri kontrol olarak kullanilmistir. Bu ¢alismada, E+B absorbans degeri ~ 0,005 olarak
Olciilmiistiir ve bu deger degismedigi igin tabloya eklenmemistir. Enzim aktivitesi
hesaplanirken bu deger ortalama degerden c¢ikartilarak hesaplamalar gerceklestirilmistir.
Substrat konsantrasyonu arttik¢a ortalama absorbans degerlerinde belirgin bir artis
gbzlenmis, bu da enzimin substrat derisimine bagli olarak aktivitesinin yiikseldigini
gostermistir. | mM substrat konsantrasyonunda en yliksek ortalama absorbans degeri (0,568)
elde edilmistir. Michaelis-Menten egrisi kullanilarak kiitinaz enziminin substrat
konsantrasyonuna bagli reaksiyon hizi incelenmistir (Sekil 21). Elde edilen kinetik

parametreler: Km = 0,85 mM, Vmax = 11,52 pmol/min/mg enzim olarak belirlenmistir.
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Bu degerler GraphPad Prism yazilimi ile non-linear regresyon analizi sonucunda
hesaplanmistir. Km, enzim hizinin yar1 maksimum degerine ulastigi substrat
konsantrasyonunu; Vmax ise enzimin maksimum katalitik hizim1 temsil etmektedir. Elde
edilen kinetik parametreler 1s1§inda ThKiitinaz enziminin spesifik aktivitesi 11,52

umol /min/mg olarak hesaplanmustir.

Tablo 11. Farkli Substrat Konsantrasyonunda Enzim Aktivitesi Sonuglari

SUBSTRAT BLANK
KONSANTRASYONU o+p  LTEKRAR 2TEKRAR 3.TEKRAR ORTALAMA

0,1 mM 0,000 0,095 0,108 0,106 0,103

0,2 mM 0,000 0,189 0,218 0,196 0,201

0,4 mM 0,000 0,343 0,322 0,349 0,338

0,6 mM 0,000 0,410 0,421 0,453 0,428

0,8 mM 0,000 0,450 0,502 0,524 0,492

1 mM 0,000 0,560 0,612 0,532 0,568

Michaelis-Menten Egrisi

8
Vmax: 11.52 yM/min
Km: 0.85mM
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Sekil 21. Michaelis-Menten egrisi kullanilarak kiitinaz enziminin substrat konsantrasyonuna
bagli hiz1
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Enzim Aktivitesi (U)
Protein miktar1 (mg)

Spesifik Aktivite (U/mg) =

(AA/At X Vtoplam X faktor)

Aktivite (U) = (e X 1 X Venzim)

Formiildeki Terimler:

AA/At : Absorbans degisimi (dakika basina)

Vioplam : Reaksiyon toplam hacmi (mL)

Venzim : Reaksiyona eklenen enzim hacmi (mL)

& (epsilon) : Substratin molar absorptivite katsayist (M~'cm™")
1 : Kiivet 151k yolu (cm)

Faktor : umol’a ¢evrim i¢in kullanilan katsay1

11,52 (uM/min) x 0,001 L
0,001 mg

Spesifik Aktivite (U/mg) =

0,01152 pmol / min
0,001 mg

=11,52 pmol/min/mg

3.8.2. Kiitinaz Enziminin pH, Sicaklik, Zaman ve PET Film Uzerine Etkisi

ThKiitinaz enziminin farkli pH lardaki etknligini ve pH toleransini belirlemek i¢in,
farkli pH araliklarinda enzim aktivite 6l¢timleri gergeklestirilmistir (Tablo 12). Elde edilen
verilere gore, pH 4 ve pH 5 kosullarinda enzim aktivitesi ihmal edilebilir diizeydedir. En
yiiksek aktivite ise pH 6 degerinde Olgiilmiis olup ortalama 0,411 olarak hesaplanmuistir.
Bunu sirastyla pH 7 (0,397) ve pH 8 (0,215) degerleri takip etmektedir. pH 9°da ise aktivite
diisiik olmakla birlikte (0,109) pH 4 ve pH 5’e gore daha yliksek bir deger gostermektedir.
GraphPad Prism 9 programi kullanilarak ThKiitinaz proteinin p-nitrofenil salinimina dayali
bagil aktivitesi Sekil 22°de gosterilmistir. Bu sonuglar, kiitinaz enziminin optimum aktivite
gosterdigi pH araliginin 6-7 arasinda oldugunu, asidik ortamlarda aktivitenin belirgin

sekilde azaldigini ve bazik ortamda ise kismen diisiis gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Tablo 12. Farkli pH Degerlerinde Enzim Aktivitesi Sonuglari

BLANK

pH S+B 1.TEKRAR 2.TEKRAR 3. TEKRAR Ortalama
4,0 0,000 0,001 0,002 0,002 0,002
5,0 0,000 0,002 0,004 0,001 0,002
6,0 0,000 0,375 0,355 0,504 0,411
7,0 0,000 0,394 0,395 0,402 0,397
8,0 0,000 0,212 0,218 0,215 0,215
9,0 0,000 0,070 0,123 0,135 0,109
150 —
P
™
@
> 100 —
2
A
-
-
Bo 50 —
e
[=a]
0 i

Sekil 22. Enzimin farkli pH degerlerinde p-nitrofenil ester subsratinin hidrolizi sonucu agiga
¢ikan p-nitrofenil salinimina dayali bagil aktivitesi

Tablo 13’te farkli sicaklik degerlerinde 6l¢iilen p-nitrofenil salinimina ait absorbans
sonuglart sunulmustur. Bu veriler kullanilarak GraphPad Prism 9 programu ile Sekil 23’te
gosterilen sicakliga bagh bagil aktivite grafigi olusturulmustur. Caligma sonucunda enzim
aktivitesinin 50 °C’de en yiiksek seviyeye ulastig1 ve ortalama 0,411 olarak hesaplandigi
belirlenmistir. Diger sicaklik degerleriyle karsilastirildiginda, enzim aktivitesinin 40 °C’de
kismen yiiksek olmakla birlikte 50 °C’ye gore daha diisiik oldugu ve ortalama 0,128 degerine
ulastig1 goriilmiistiir. 30 °C ve 60 °C’de ise enzim aktivitesi olduke¢a diisiik olup, sirasiyla

0,094 ve 0,038 degerleri elde edilmistir. Bu bulgular, ThKiitinaz enziminin optimum
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aktivitesini 50 °C’de gosterdigini, diisiik ve yiiksek sicakliklarda ise enzim aktivitesinin

belirgin sekilde azaldigini ortaya koymaktadir.

Tablo 13. Farkli Sicaklik Degerlerinde Enzim Aktivitesi Sonuglari

SICAKLIK BLANK 1.TEKRAR 2. TEKRAR 3.TEKRAR ORTALAMA

30° 0,000 0,092 0,087 0,104 0,094

40° 0,000 0,115 0,129 0,139 0,128

50° 0,000 0,375 0,355 0,504 0,411

60° 0,000 0,034 0,037 0,043 0,038
150 —
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Sekil 23. Enzimin farkli sicaklik degerlerinde p-nitrofenil ester subsratinin hidrolizi sonucu
aciga ¢ikan p-nitrofenil salinimina dayali bagil aktivitesi

Tablo 14’te farkli zaman araliklarinda gerceklestirilen 6l¢iimlerde enzim aktivitesinin
baslangicta diisiik oldugu, 5. dakikada ise en yiiksek seviyeye ulastigi belirlenmistir (0,325).
Daha sonraki zaman noktalarinda aktivitenin kademeli olarak azaldigi goriilmiistiir; 10.
dakikada 0,317, 15. dakikada 0,280, 20. dakikada 0,118 ve 30. dakikada 0,055 olarak
kaydedilmistir ve bu degerlerle GraphPad Prism 9 programinda grafik olusturulmustur
(Sekil 24). Elde edilen sonuglar, enzimin kisa siirede maksimum aktiviteye eristigini ve

ilerleyen zamanlarda aktivitenin giderek azaldigini géstermektedir.
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Tablo 14. Farkli Zaman Araliklarinda Enzim Aktivitesi Sonuglari

ZAMAN Blé‘ig K 1.TEKRAR 2.TEKRAR 3.TEKRAR ORTALAMA
1 0,000 0,020 0,023 0,029 0,024
5 0,000 0,335 0,312 0,328 0,325
10 0,000 0,316 0,307 0,328 0,317
15 0,000 0,272 0,282 0,286 0,280
20 0,000 0,120 0,113 0,121 0,118
25 0,000 0,072 0,083 0,088 0,081
30 0,000 0,051 0,060 0,054 0,055
50 —

Bagil aktivite (%)

T T T T T I
1 5 10 15 20 25 30

Zaman (dk)

Sekil 24. Enzimin farkli zamanlarda p-nitrofenil ester subsratinin hidrolizi sonucu agiga
¢ikan p-nitrofenil salinimina dayali bagil aktivitesi

ThKiitinaz Enziminin PET film iizerindeki etkisinin stereo mikroskop ile altinda
goriintiilerine bakildiginda Sekil 25a ve Sekil 25b gorselleri kontrol grubu olarak kullanilan
1x2 cm? boyutlarindaki PET filmine aittir ve film yiizeyinde herhangi bir bozulma veya
yapisal degisim goézlenmemistir. Sekil 25¢ gorselinde ise 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
elde edilen PET filminde ylizey iizerinde ¢izgilenmeler ve ilk diizeyde yapisal degisiklikler
dikkat ¢ekmistir. Sekil 25d, Sekil 25e ve Sekil 25f gorselleri ise 48 saatlik inkiibasyon

sonrast elde edilmistir. Bu goriintiilerde film yiizeyinde belirgin bir diizensizlik, pargalanma
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ve yiizey biitiinliigiiniin bozuldugu agikca goriilmektedir. Ozellikle 25¢ ve 25f gorsellerinde
ylizeydeki piirlizlesmenin artmasi ve filmin yer yer deforme olmasi, PET filminin
degradasyona ugradigin1 gostermektedir. Bu bulgular, uygulanan kosullar altinda PET
filminin zamanla yapisal biitiinliglinii kaybettigini ve parcalanmaya basladiginm

ortaya koymaktadir.
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Sekil 25. ThKiitinaz Enziminin PET film {izerindeki etkisinin stereo mikroskop ile altinda
goriintiileri

a: 1x2 cm? PET filmin gece boyu inkiibasyon dncesi stereo mikroskop 8X goriintiisii

b: 1x2 cm? PET filmin gece boyu inkiibasyon &ncesi mikroskop 50X goriintiisii

c: 1x2 cm? PET filmin 24 saat sonra goriintiisii

d: 1x2 cm? PET filmin 48 saat sonra elde edilen goriintiisii 50X

e: 1x2 cm? PET filmin 48. saat 8X goriintiisii

f: 1x2 cm? PET filmin 48. saat 16X goriintiisii



4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kiitinaz proteininin saflastirma basarisin1 degerlendirmek i¢cin SDS-PAGE analizi
gergeklestirilmistir. Sekil 20°de goriildiigli iizere, markir hattinin yanindaki kuyucukta
(M’den sonra) yaklasik 22 kDa da yogun ve belirgin bir bant gézlenmistir. Bu bant, kiitinazin
teorik molekiiler agirligr ile uyumlu olup hedef proteinin basariyla eksprese edilip
saflagtirildigini gostermistir.

SDS-PAGE analizinde gozlenen ~22 kDa’lik baskin bant, literatiirde kiitinaz i¢in

bildirilen molekiiler agirlik ile uyumludur (Chen vd., 2013; Herrero Acero vd., 2011).
Bu durum, MagneHis Protein Saflastirma kiti ile gergeklestirilen saflastirma basamaklarinin
yiiksek verimlilikte calistigini ve proteinin biiyiik oranda saf olarak elde edildigini ortaya
koymustur. Benzer sekilde, literatiirdeki ¢alismalar da, saflastirilmis kiitinaz proteinleri igin
tek ve yogun bant profilleri rapor edilmis, diisiik yogunluklu bantlar1 ise degradasyon veya
kontaminasyon olasilig1 olarak degerlendirmistir (Chen vd., 2013; Wei vd., 2019).

ThKiitinaz enziminin aktivitesini etkileyen parametrelerin belirlenmesi amactyla
substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi optimizasyon calismalar
ylirtitiilmiistlir. Substrat konsantrasyonu deneyinde (0,1-1mM) pNPA kullanildiginda elde
edilen degerler belirlenmistir (Tablo 11). Saflastirilmis haldeki ThKiitinaz enziminin Km ve
Vmax degerleri sirasiyla 0,85 mM ve 11,52 (uM/min) olarak tespit edilmistir. Michaelis-
Menten egrisi kullanilarak kiitinaz enziminin substrat konsantrasyonuna bagl reaksiyon
hizi, GraphPad Prism programi yardimiyla kantifiye edilmistir (Sekil 21). Enzim assay
reaksiyonlar1 ve akabinde gerceklestirilmis absorbans oOl¢limlerinin bagil ortalamalari
dikkate alinarak spesifik enzim aktivitesi hesaplanmistir.

pH optimizasyonuna yonelik deneysel siire¢ler sonucunda, enzimin maksimum
aktivitesini pH 6’da gosterdigi, hem asidik (pH 4-5) hem de bazik (pH 8-9) kosullarda
aktivitenin belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir (Sekil 22). ThKiitinaz enziminin optimum
calisma sicakligimi belirlemeye yonelik deneysel denemeler sonucunda ise ThKiitinaz
optimum ¢alisma sicaklik degeri 50 °C olarak tespit edilmis, bu degerin iizerinde enzim
aktivitesinde kademeli diisis meydana geldigi gozlemlenmistir (Sekil 23). Zamana bagh
enzim aktivite dl¢limleri i¢in yapilan denemeler sonucunda; optimum kosullar belirlenmis
ve ThKiitinaz enziminin pNPA substrati ile reaksiyona girmesinin akabinde, maksimum

ThKiitinaz aktivitesi, 5 dakikalik inkiibasyon siiresinde elde edilmistir (Sekil 24).
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Optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda, kiitinaz enzimi i¢in optimum kosullarin; 10 mM
pNPA substrat konsantrasyonu, pH 6, sicaklik 50 °C ve inkiibasyon siiresi 5 dakika olarak
belirlenmistir. Literatiirde de kiitinazlar i¢in optimum pH degerinin genellikle nétr veya hafif
asidik aralikta oldugu (pH 6—8) ve bu degerlerin substratin yapisina ve enzimin kaynagina
bagl olarak degisebildigi bildirilmistir (Chen vd., 2013; de Oliveira vd., 2025). Benzer
sekilde, sicaklik optimizasyonu ¢alismalarinda Thermobifida ve Humicola tiirlerinden elde
edilen kiitinazlarin optimum sicakliklarinin 45-55 °C araliginda oldugu rapor edilmistir
(Herrero Acero vd., 2011; Thumarat vd., 2015). Bu ¢alismada elde edilen 50 °C optimum
sicaklik degeri literatiir ile uyumludur. Substrat konsantrasyonunun 10 mM seviyesinde en
yiiksek aktiviteyi saglamasi, daha yiiksek konsantrasyonlarda ise aktivitenin azalmasi,
muhtemelen substrat inhibisyonu veya enzim aktif bolgesinin doyuma ulagmasi ile
aciklanabilir (Bisswanger, 2014).

Bu bulgular 1s1¢1nda mevcut ¢alisma; yaygin bir biyokontrol ajani olarak bitki patojeni
fungus ve bakterilerle savasimda s6z sahibi ve biyolojik fayda saglama 6zelliginde olan
Trichoderma tiirlerinin de giiclii PET pargalama potansiyeline sahip kiitinaz enzimleri ile
donatilmis olduklarin1 kanitlayan ilk calisma olma O6zelligindedir. Diger taraftan, bu
enzimlerin ekspresyon seviyesindeki artiglar1 yonetecek genetik miihendisligi yaklasimlari
ile; Trichoderma biyokontrol ajanlarinin da ¢evresel ve toprak plastik kirliligi ile savasimda
oncll ajanlar olarak kullanilabilecegine dair Ongoriilere ulasilmistir. Bunun yani sira;
Trichoderma konaklarinda ekspres edilecek yiiksek PET parcalama potansiyelli LCC veya
PHL7 gibi kiitinaz enzimleri ile Trichoderma biyokontrol ajanlarinin mevcut plastik bertaraf
etme potansiyelleri gelistirilebilir ve tarimsal alanlardaki plastik kirliliginin 6niine gegmede
ciddi faydalar saglama potansiyelinde olduklarina dair 6ncii verilere ulasilmistir. Boyle bir
yaklasim i¢inden; tarimsal alanlardaki plastik atiklariin uzaklastirilmasi/degrede edilmesi
ve tarim arazilerinin siirdiiriilebilirliginin giivence altina alinmasi i¢in biyolojik ve yenilik¢i
yaklasimlar olarak yiiksek PET parcalama potansiyelli rekombinant Trichoderma tiirleri

servis edilmesi ileriki ¢aligmalarin konusu olma potansiyelindedir.



5. ONERILER

1.Optimum Kosullarin Uygulamalara Uyarlanmasi: Bu tez ¢alismasinda BL2/ (DE3)
hiicrelerinde pET28a vektorii ile rekombinant olarak ifade edilen ve MagneHis Protein
Saflastirma kiti ile saflastirilan kiitinaz enzimi i¢in optimum kosullar (pH 6, 50 °C, 10 mM
pNPA substrati, 5 dakikalik inkiibasyon) ilk kez belirlenmistir. Bu kosullar, kiitinazin
biyoplastik geri doniisiimii, tekstil 6n islem prosesleri ve dogal polyesterlerin hidrolizi gibi
endiistriyel uygulama siiregleri dogrultusunda modifiye edilerek mevcut enzimin bu alanlara
entegrasyonunun 6nii acilabilir.

2.Farkl1 Substrat Tiirlerinin Test Edilmesi: Gelecek ¢alismalarda ThKiitinaz enzimi
substrati olarak pNPA yerine; PET, poli(¢)-kaprolakton (PCL) gibi sentetik polyesterler
kullanilabilir ve kiitin ve siiberin gibi dogal polimerlerin hidrolizi incelenebilir. Boylece
enzimin substrat spesifikligi ve endiistriyel potansiyeli daha kapsamlhi sekilde
degerlendirilebilir.

3.Enzim Stabilitesinin Artirilmasi: Yiksek sicaklik, ekstrem pH ve organik ¢oziicii
ortamlarinda enzim stabilitesini artirmak amaciyla site-directed mutagenez veya
yonlendirilmis evrim gibi protein miihendisligi teknikleri uygulanabilir. Ayrica enzimin
immobilizasyonu ile yeniden kullanilabilirligi artirilarak proses maliyeti diistirtilebilir.

5.Pilot Olgek Testleri: Laboratuvar olgeginde belirlenen optimum kosullar, yari-
endistriyel reaktorlerde test edilerek olgeklenebilirlik analizleri yapilabilir. BL21(DE3)
hiicrelerinde {iretim veriminin artirllmasi i¢in fermentdér kosullar1 (oksijen transferi,
karistirma hizi, besi yeri optimizasyonu) optimize edilebilir.

6.Ekonomik ve Cevresel Degerlendirme: Kiitinaz kullaniminin geleneksel kimyasal
yontemlere gore maliyet, enerji tliketimi ve atik {retimi acisindan avantajlar

degerlendirilerek, siirdiiriilebilir {iretim siiregleri i¢in uygulanabilirligi ortaya konabilir.
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