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ÖZET 

 

Mikro Kirletici Bazı İlaçların Fungal Kaynaklar ile 

Biyodegradasyonun Araştırılması 

 

Yusuf Doruk ARACAGÖK 

 Doktora, Biyoloji Bölümü 

Tez Danışmanı: Prof. Dr. NİLÜFER CİHANGİR 

Eş Danışman: Prof. Dr. HAKAN GÖKER 

 

Haziran, 2016, 83 sayfa 

 

Bu çalışmada dört fungus türü (Aspergillus niger, Funalia trogii, Yarrowia lipolytica, 

Phanerochaete chrysosporium) steroidal olmayan anti inflamatuar ilaç grubundan 

olan naproksen ve diklofenak yıkım kapasiteleri açısından taranmıştır. Yapılan 

analiz sonuçlarına göre A. niger naproksen yıkımı açısından %98 oran ile en verimli 

fungal kaynak olarak seçilmiştir. A. niger’in naproksen metabolizması sonucu son 

ürün olarak 6-O-desmetilnaproksen ve 7-hidroksinaproksen oluştuğu, LC/MS, 

1HNMR ve 13CNMR analizleriyle ortaya çıkarılmıştır. Naproksenin O-demetilasyonu 

ve hidroksilasyonunun, A. niger tarafından sitokrom P450 enzim sistemiyle 

gerçekleştirdiği bulunmuştur. Funalia trogii 24 saat içinde diklofenakı tamamen 

yıkıma uğratmıştır. LC/MS analizleri sonucu diklofenakın iki farklı hidroksi türevine 

rastlanmıştır. Funalia trogii’nin 24 saatte diklofenak ve oluşan metabolitleri tamamen 

giderdiği bulunmuştur. Diklofenak yıkımında lakkaz ve fungal sitokrom P450 

enzimlerinin rolü olduğu gösterilmiştir. Çalışma sonunda etken madde ve yıkım 

ortamının toksisitesi MicroTox ve Rotoxkit F toksisite testleri ile belirlenmiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Micro kirletici ilaçlar, naproksen, diklofenak, biyodegradasyon, 

fungus 
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ABSTRACT 

 

Investigation on Biodegradation of Some Micro Pollutant Drugs 

by Fungal Sources 

 

 

Yusuf Doruk ARACAGÖK 

Doctor of Philosophy, Biology Department 

Supervisor: Prof. Dr. NİLÜFER CİHANGİR 

Co-Supervisor: Prof. Dr. HAKAN GÖKER 

June, 2016, 83 pages 

 

In this study four fungus species Aspergillus niger, Funalia trogii, Yarrowia lipolytica, 

and Phanerochaete chrysosporium were tested in terms of anti-inflammatory drugs 

naproxen and diclofenac biodegradation abilities. According to LC-MS data, A. niger 

was found the most efficient strain with 98% naproxen removal rate. Two main 

byproducts of fungal transformation naproxen, O-desmethylnaproxen and 7-

hydroxynaproxen were identified by using LC/MS, 1HNMR and 13CNMR. Our results 

suggest that O-demethylation and hydroxylation of naproxen is catalyzed by 

cytochrome P450 enzyme system. Funalia trogii eliminated diclofenac to non-

detectable levels in 24h. Two hydroxylated diclofenac derivatives were identified by 

LC/MS analysis. Our results showed that laccase and fungal cytochrome P450 

enzyme system play a key role on biodegradation of diclofenac. After 24 h both 

parent compound and byproducts disappeared from the medium. Toxicity 

assessment of untreated and treated substances were performed by MicroTox and 

Rotox Kit F. 

 

Keywords: Micro pollutant drugs, naproxen, diclofenac, biodegradation, fungus  
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1. GİRİŞ 

 

Sanayi ve teknolojinin gelişmesiyle yapı ve kullanım amaçları çok farklı olan birçok 

kimyasal madde kullanıma sunulmaktadır. Sanayiden kişisel kullanıma kadar çok 

çeşitli uygulama alanı olan bu kimyasallar yeterince arıtılmadıklarında çevre ve 

insan sağlığı açısından olumsuz etkilere neden olabilmektedirler. Farmasötik etken 

maddelerin insan ve doğal hayat üzerindeki olası zararlı etikleri nedeniyle doğal 

ortamlarda bulunmaları, araştırmacıların son yıllarda bu konuya eğilmelerine neden 

olmuştur [1]. Beta-blokerlar, kolestrol ilaçları, antibiyotikler nöroaktif maddeler, 

doğum kontrol ilaçları, analjezik ve anti inflamatuarlar gibi değişik biyolojik etkiye 

sahip ilaç etken maddeleri tıp ve veterinerlik alanında kullanılmaktadır [2].  Yapılan 

araştırmalar göstermiştir ki verimli bir şekilde aratılamayan bu moleküller, taze su 

kaynakları, yer altı suları ve içme suyu kaynaklarını da kirletmektedir [3], [4]. İlaç 

etken maddeleri belirli bir biyolojik görevi düşük yerine getirecek ve vücut içinde 

dayanıklı olacak şekilde üretilirler. Genelde doğada ng/L ile µg/L konsantrasyonda 

tespit edilen ilaç etken maddeleri insanlar üzerinde akut toksisiteye neden olmaz 

ancak olası uzun dönem maruz kalmaya dayalı zararlı etkileri endişe yaratmaktadır 

[2]. İlaç etken maddelerinin özellikle anti inflamatuar farmasötik aktif maddelerin 

biyoyıkımı çoğunlukla Trametes versicolor ile gerçekleştirilmiştir [1]–[7].  

Bu tez kapsamında ağrı kesici ateş düşürücü etkilerinden dolayı dünyada çok 

yaygın bir kullanımı olan steroidal olmayan anti inflamatuar ilaçlar grubundan, 

naproksen (2-6(metoksinaftelen-2-yl)propionik asit) ve diklofenakın (2-[(2,6-

dikolorofenil) amino] benzene asetik asit) dört farklı fungus türü (Aspergillus niger, 

Funalia trogii, Yarrowia lipolytica, Phanerochaete chrysosporium) ile biyoyıkımı 

amaçlanmıştır. Naproksen ve diklofenak ülkemiz sularında da tespit edilmiştir [8]. 

Bu nedenle görece yeni bir konu olan mikro kirletici ilaç etken maddelerinin 

giderilmesi ile ilgili çalışmaların önemli olduğu düşünülmektedir. 
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2. Genel Bilgi 

 

2.1. Mikro Kirleticiler 

Mikro kirletici, doğada, kullanım sularında,  atık su arıtım tesislerinin çıkış sularında 

µg/L ve daha düşük konsantrasyonlarda tespit edilen kimyasalları tanımlamak için 

kullanılan bir terimdir  [9]. Analiz yöntemlerinin gelişmesi ile çeşitli su kaynaklarında 

tespit edilen mikro kirleticilerin sayısı hızla artmaktadır [10]. Mikro kirletici olarak 

kabul edilen kimyasal bileşikler, yapılarına ve kullanım alanlarına göre; ilaç etken 

maddeleri, kişisel bakım ürünleri, pestisitler, sentetik kokular, surfaktanlar, 

alevlenme geciktiriciler, endüstriyel katkı maddeleri, yakıt katkı maddeleri, hormonal 

sistemi etkileyen bileşikler ve bu bileşiklerin transformasyon ürünleri olarak 

gruplandırılabilirler [11], [12]. Ayrıca kokain gibi kullanımı yasak olan aktif maddeler 

dahi sucul ortamlarda tespit edilmiştir [13]. Mevcut kullanımda olan atık su arıtım 

tesisleri mikro kirleticilerin arıtımı için tasarlanmamıştır. Bu nedenle mikro kirleticiler 

verimli bir şekilde arıtılamaz ve alıcı ortamlara verilirler. Bu nedenle mikro kirletici 

organik bileşikler şebeke sularında dahi tespit edilmiştir [6].Verimli bir şekilde 

arıtılamayan evsel atık sular, hastane ve endüstriyel atık suları vs. çevrede görülen 

mikro kirleticilerin ana kaynaklarıdır (Çizelge 2.1). 

Çizelge 2.1. Mikro kirleticiler ve ana bulaş kaynakları [14]. 

Kategori  Alt kategori  Ana Bulaş Kaynakları 

   
İlaç etken maddeleri Ağrı kesiciler, kolestrol ilaçları, 

antikonvülsanlar, β-blokerlar, 
antibiyotikler, uyarıcılar 
 

Evsel atık su (idrar, dışkılama), 
Hastane atık suyu, Besi çiftlikleri, 
Balık çiftlikleri 

Kişisel bakım ürünleri 
 

Parfümler, dezenfektanlar, 
güneş kremleri ve tene 
uygulanan böcek kovucular 

 
Evsel atık su, yüzme havuzları 

Setroid hormonlar Östrojenler Evsel atık su, besi çiftlikleri, 
balık çiftlikleri 

Surfaktanlar Non-iyonik surfaktanlar Evsel atık su (temizlik ürünleri) 

Endüstriyel 
kimyasallar 

Alevlenme geciktiriciler, 
Plastikleştiriciler(PVC) 

Endüstriyel atık su, evsel atık su 

Pestisitler İnsektisitler, herbisitler, 
fungisitler 

Tarım kökenli atıklar, şehir atık 
suyu 
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Mikro kirletici bileşikler çevrede insanlar için akut toksisite oluşturacak dozun çok 

altında bulunur fakat bu bileşikler ile ilgili en önemli sorun orta ve uzun vadede 

insan sağlığı ve yaban hayat üzerinde gösterebilecekleri negatif etkidir [15], [16]. 

Kanada’da yapılan bir çalışmada doğum kontrol haplarında bulunan sentetik 

östrojen 17α-etinilöstradiol’ün çok düşük konsantrasyonlarda (ng/L), 

feminizasyon yolu ile balık popülasyonlarını yıkıma uğratacağı gösterilmiştir [17].  

Bir diğer örnek olarak içme suyunda bile tespit edilen bisphenol A verilebilir [14]. 

Bisphenol A (2,2-(4,4,-dihidroksifenil)propan) polikarbonat plastiklerin, epoksi 

reçinelerin, alevlenme geciktiricilerin, kompakt disklerin vs. yapımında kullanılan 

bir bileşiktir. Bazı çalışmalar bisphenol A’nın endokrin sistemi etkileyerek meme 

kanserine yakalanma riskini artırdığı, kız çocuklarda erken ergenliğe ve 

östrojenik etkisinden dolayı anti androjen etki göstererek erkeklerde 

feminizasyona neden olduğunu göstermiştir [18], [19], [20]. Antibakteriyel 

triklosan (5-kloro-2-(2,4-diklorofenoksi)fenol) yaygın kullanımından dolayı (anti 

bakteriyel sabunlar, diş macunları, akne kremleri vs.) sucul ortamlarda sıkça 

rastlanan bir diğer bir mikro kirleticidir  [21]. Triklosan akut zehirlenmeye neden 

olmaz fakat alerjilerde artma, deri tahrişi, endokrin sistem üzerinde bozucu etki, 

bakteriyel direnç, sucul organizmalar üzerinde toksik etki ve karsinojenik yan 

ürünlerin oluşması gibi olumsuz etkilere sebep olabilir [22]. Bir başka örnek 

olarak parfüm sanayinde sıklıkla kullanılan ve östrojenik etkisinin yanı sıra sucul 

canlılar için toksik özellik gösteren galaksolid ve tonalid verilebilir [23], [24].  Bazı 

mikro kirletici olarak kabul edilen moleküllerin insan sağlığı üzerindeki olası 

etkileri Çizelge 2. 2 de özetlenmiştir.  Görece yeni farkına varılan bir çevresel 

sorun olan mikro kirleticiler ile ilgili kısıtlayıcı düzenlemeler yetersiz kalmaktadır 

ve söz konusu kimyasalların çok azı ile ilgili yasal düzenlemeler mevcuttur [14]. 

Bu nedenle günümüzde mikro kirleticilerin alıcı ortamlarda varlığı ve toksik 

etkileri ile ilgili çalışmalar önem kazanmıştır. 
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 Çizelge 2. 2. Bazı mikro kirletici bileşiklerin insan sağlığı ve çevre üzerine etkisi    

[19] 

Bileşikler İnsan sağlığı ve çevre üzerine etkisi 

 

Bisphenol A (epoksi reçineler, 

polikarbonat plastikler) 

 

Meme kanseri yakalanma riskinde artış, 

erkeklerde anti androjenik etki 

Bütile Hidrokisanizol BHA 

(paketlenmiş yiyeceklerde 

antioksidan) 

Östrojenik etki, meme kanserine 

yakalanma riskinde artış, alabalık ve 

insan östrojen reseptörlerinde uyarılma 

 

Alkilfenoller- Nonilfenol (deterjanlar) 

 

Östrojenik etki 

Fitalatlar (PVC, zemin döşemeleri, 

plastik oyuncaklar) 

Yüksek doza maruz kalındığında düşük 

ve hamilelikte komplikasyonlar 

Fungisitler  Penkonazol- tiroid, prostat ve testis 

ağırlığında değişme 

Prokloraz-  hipofiz bezi büyüklüğünde 

değişme 

Propikonazol- steroid metabolizması 

üzerinde etkili 

Tridemorf- sistik over oluşumu 

Epoksikonazol- cinsiyet hormonlarının 

dengesinin bozulması ve ovarium 

tümörlerinin oluşumu 

 

Östron, 17- β estradiol, 17- α 

estradiol 

Balıklarda feminizasyon. Hedef olmayan 

canlılar üzerinde östrojenik etki 

Antibiyotikler (penisillin, sulfonamid, 

tetrasiklin vs.) 

 

Patojenlerin antibiyotiklere direnç 

geliştirmesi, doğal mikro flora üzerinde 

etki  

Parfüm (sentetik misk) Misk ksilol - Rodent deneylerinde 

karsinojenik olduğu gösterilmiştir.  

Misk Amber – Sinir sistemi üzerinde 

tahrip edici etki  

Kosmetik ürünlerdeki koruyucular 

(paraben) 

Zayıf Östrojenik etki 

Dezenfektanlar –triklosan (akne 

kremleri, diş macunları, anti 

bakteriyel sabunlar) 

Toksik etki, bakteriyel direnç gelişimi, 

doğal mikrobiyal kommünite üzerinde 

yıkıcı etki (biyosidal) 

Poliklorlu bifeniller (PCBs) – 

elektronik ekipmanlar 

Metabolitleri östrojenik etki gösterebilir, 

çocuklarda zekâ gelişimi üzerinde negatif 

etki, karsinojenik etki 
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2.2. Mikro Kirletici Olarak İlaç Etken Maddeleri 

Endüstri ve bilimin gelişmesi ile birlikte günümüzde, farklı amaçlara yönelik binlerce 

farklı kimyasal bileşik sentezlenmekte ve insan kullanımına sunulmaktadır.  Tekstil 

sanayinde, araba sanayinde, çeşitli endüstri dalları, tarımda vs. kullanılan bu 

bileşikler çevre için kirlilik yükü oluşturmaktadırlar. Bir diğer kirlilik yükü oluşturan 

bileşiklere, çeşitli hastalıkların tedavisi, önlenmesi, tanısı, ağrıların giderilmesi ve 

bunun gibi nedenler ile kullanılan çok çeşitli kimyasal yapıya sahip binlerce farklı 

ilaç aktif maddeleri verilebilir [25], [26]. Farklı amaçlara yönelik, beta-blokerlar, 

kolestrol ilaçları, antibiyotikler nöroaktif maddeler, doğum kontrol ilaçları, analjezik 

ve anti enflamatuar vs. gibi birçok değişik kimyasal yapıya sahip ilaç etken maddesi 

tıp ve veterinerlikte kullanım alanı bulmaktadır [2]. İlaç etken maddeleri belli bir 

biyolojik etki göstermesi için üretilirler [27]. Bu nedenle sıvı fazda hareket 

kabiliyetleri yüksektir ve bu özelliklerinden dolayı kolaylıkla doğal ortamlara 

ulaşabilirler [28].   

Farmasötik bileşikler uygulamadan sonra ya ana molekül değişmeden ya da 

metabolitleri şeklinde atılırlar. Bazı ilaç etken maddeleri insan vücudunda ya hiç 

değişime uğramaz ya da daha polar glukoronid konjugatlar oluştururlar. Bu 

konjugatlar arıtım tesislerinde kolayca parçalanır ve etken madde ortaya çıkar [4].  

Ana atılım yolu vücuda giren ilacın ve ilaca ait metabolitlerinin idrar ve dışkılama 

yolu ile şehir atık suyuna karışmasıdır [2]. Ayrıca kullanılmayan ilaçların 

kanalizasyona dökülmesi, besi çiftlikleri, besi çiftliklerinden çıkan gübrenin tarımda 

kullanılması, kullanım süresi dolmuş ilaçların uygun olmayan şekilde imhası, balık 

çiftlikleri, hastane atık suları ve ilaç üretim tesislerinin çıkış suları farmasötik 

bileşiklerin doğaya bulaş yollarıdır. [28], [29], [2], [12],[30] (Şekil 2.1).  

Birçok araştırma atık arıtım tesislerinin farmasötik bileşiklerin giderilmesinde 

yetersiz kaldığını göstermiştir [31]–[33]. Artan nüfus ile birlikte farmasötik 

maddelerin kullanım oranlarının giderek artması ve doğaya yüksek dozlarda 

verilmesi, çevre için ihmal edilemeyecek bir kirlilik yüküne neden olmaktadır 

[34],[35] .  
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Şekil 2. 1. İlaç etken maddelerinin ana bulaş yolları 

Atık su arıtım tesisleri, suda bulunan ve istemeyen maddelerin gideriminde önemli 

bir rol oynamaktadır.  Suda bulunan katı maddelerin, gıdaların, biyoyıkılabilir organik 

maddelerin ve çeşitli kontaminantların giderilmesi amacı ile inşa edilmişlerdir. Fakat 

farmasötik bileşiklerin gideriminde yetersiz kalmaktadırlar [36],[37].  Sonuç olarak 

sentetik hormonlar, yüksek tansiyon tedavisinde kullanılan β-blokerlar, anti-

inflamatuarlar, lipid regülatörleri, anti tümör ajanları, nöroaktif maddeler vs. çeşitli 

ortamlardan alınan su örneklerinde µg/L – ng/L konsantrasyonlarda tespit edilmiştir 

[2], [14], [32] (Çizelge 3). Atık sularla çevreye bulaşan ilaç etken maddelerinin 

miktarları çok düşük olduğu için insanda akut toksisiteye neden olması beklenmez 

ama ciddi kronik etkilere neden olacağı düşünülmektedir [19].  

Etkili bir şekilde arıtılamayan farmasötikler kullanım ve içme su kaynaklarını da 

kirletmektedir [32], [38].  Kanada, Amerika Birleşik Devletleri, İtalya gibi ülkelerin 

içme suyu kaynaklarında, farklı farmasötik bileşikler farklı oranlarda tespit edilmiştir 

[3] (Çizelge 2.3).  
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Çizelge 2.3. Ülkelere göre içme suyunda tespit edilen ilaç etken maddeleri ve 

oranları [3]. 

 
Etken madde 

 
Terapötik Grup 

Tespit edilen 
maksimum  
miktar (ng L-1) 

Tespit 
edilen ülke 

 
Bezafibrat 

 
Kolestrol ilacı 

 
27 

 
Almanya 

Bleomisin Anti-neoplastik 13 İngiltere 

Klofibrik asit  Kolestrol ilacı 70 
165 
270 
170 
5,3 

Almanya 
Almanya 
Almanya 
Almanya 
İtalya 

Karbamazepin Anti-epileptik 24 
258 

Kanada 
Amerika 
Birleşik 
Devletleri 

Diazepam Psikiyatrik ilaç 10 
23,5 

İngiltere 
İtalya 

Diklofenak Anlajezik ve anti- piretik 6 Almanya 

Gemfibrozil Kolestrol ilacı  70 Kanada 

İbuprofen Analjezik ve antipiretik 3 Almanya 

Fenazon Analjezik ve antipiretik 250 
400 

Almanya 
Almanya 

Propilfenazon Analjezik ve antipiretik 80 
120 

Almanya 
Almanya 

Tylosin Makrolid grubu antibiyotik, 
(çiftlik hayvanlarında 
büyümeyi teşvik edici 
olarak kullanılır) 

1,7 İtalya 

 

Ülkemizde Büyük çekmece gölünün beş ana kolunda (Karasu, Hamza, Tahta köprü 

Beylik çayı, Ahlat) yürütülen bir çalışmada yüzey sularında, amoksisilin, 

siprofloksasin, eritromisin, atenalol, diclofenak, ibuprofen ve naproksen gibi 

farmasötik maddelerin varlığı gösterilmiştir [8]. 
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2.3. İlaç Kalıntılarının Çevre İçin Önemi 

İlaçların, ilaç üretim aşamasında kullanılan veya sentezlerde yan ürün olarak elde 

edilen birtakım kimyasalların atık olarak çevreye geçtiklerinde ortaya çıkabilecek 

olası zararlı etkilerinin değerlendirilmesi ve yeni arıtım teknolojilerinin geliştirilmesi 

yakın gelecekte ciddi problemlerin önlenmesi açısından önem verilmesi gereken bir 

konudur.  

Sucul çevre için tehlikeli olan bileşikler aşağıdaki kriterlere göre sınıflandırılır: 

R50 Sucul organizmalar için çok toksik: Akut toksisite (LC50 (Balık), ED50 

(Daphnia), IC50 (alg) ≤1 mg/L  

R50 ve R53 Sucul organizmalar için çok toksik ve uzun vadede negatif etkilere 

sebep olabilir. Akut tokisisite  ≤ 1mg/L ve doğada kolay parçalanamaz 

R51 Sucul organizmalara toksik. 1 mg/L < Akut toksisite ≤ 10 mg L-1 

R52 ve R53 Sucul organizmalara zararlı ve uzun vade de negatif etkilere sebep 

olabilir. 10 mg L-1  < Akut toksisite ≤ 100 mg/L ve doğada kolay parçalanamaz. 

R53 Uzun vade de negatif etkilere sebep olabilir. Çözünürlük 1 mg/L den az ve 

doğada kolayca parçalanamaz [32]. 

İlaç kalıntılarının ekotoksikolojik etkileri akut ve kronik toksisite olarak iki ana başlık 

altında incelenebilir. 

2.3.1. İlaç Kalıntılarının Akut Toksisitesi 

Farmasötiklerin akut toksisitesi OECD, EPA ve ISO gibi uluslararası kuruluşların 

kabul ettiği algler, omurgasızlar, zooplanktonlar ve balıklar gibi laboratuvar 

organizmalarla laboratuvar organizmaları ile gerçekleştirilen standart testlerle 

değerlendirilir [2], [39].   

Antibiyotikler: Sulfametoksazol, klortetrasiklin ve lomfloksasin ile yapılan çalışma 

bu antibiyotiklerin son derece fitotoksik olduğunu göstermiştir. Lemna gibba’nın  

(sucul bitki) yaş ağırlığındaki azalmaya bağlı ED50 değerleri sırasıyla 81 µg L-1,  219 

µg L-1 ve 97 µg L-1 olarak bulunmuştur [40] 
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 Nöroaktif maddeler: Serotonin geri emilim inhibitörü olan fluoksetin ilaç ekten 

maddeleri arasında en toksik olanlarından biridir. Yapılan çalışmalarda algler için 

ED50 0,024 mg L-1 bulunmuştur [41]. Yaygın kullanıma sahip diazepam ile Daphnia 

magna üzerine yapılan çalışma ED50 değerinin14,1 mg L-1 ile 24,6 mg L-1 arasında 

olduğunu göstermiştir [42].    

Kolestrol ilaçları (Lipid regülatörleri): Kolestrol düşürücü ilaçlar arasında ise en 

yüksek akut tokisisiteye sahip olan klofibratdır. Gambusia holbrooki ile yapılan 

çalışmada, bu balık için klofibratın LD50 değeri 7,7 mg L-1 (96 saat) bulunmuştur 

[43]. 

Β- Blokerlar: β-blokerlar arasında akut toksisitesi en yüksek olan propranolol adlı 

etken maddedir,  zooplankton için EC 50 0,8 mg L-1 olarak bulunmuştur [44]. 

Atenalol için Hydra vulgaris (knidli) ile yapılan çalışmada EC50 10 mg L-1 

bulunmuştur [45].  

Anti tümör ajanları: Metotreksat ile siliyat Tetrahymena pyriformis üzerinde yapılan 

çalışmada EC50 değeri 45 mg L-1 olarak bulunmuştur. Yine aynı çalışmada 85 mg 

L-1 metotreksatın balık embriyolarında teratojenik etki gösterdiği tespit edilmiştir [46]   

Analjezik ve non-streoidal anti-enflamatuarlar: Bu ilaç grubunda olan diklofenak 

en toksik bileşiktir. Algler ve omurgasızlarla yapılan bir çalışmada ED50 değeri 

algler için 14,5 mg/L, zooplanktonlar için EC50 değeri 22,43 mg/L olarak 

bulunmuştur [44].  Bir diğer örnek olarak balıklarda EC50 değeri 32 mg/L bulunan 

ketoprofen verilebilir [47].  

2.3.2.  Kronik Etkiler 

Çevreye bulaşmış olan ilaç kalıntılarının miktarları genellikle akut toksisite 

gösterecek konsantrasyonun altında bulunmaktadır [2]. Doğada bulunan farmasötik 

madde konsantrasyonu laboratuvar ortamında yapılan çalışmalara göre düşük 

dozda olsa da sucul organizmaların bu bileşiklere yaşama süreleri boyunca maruz 

kaldıkları gerçeği ihmal edilmemelidir. Bu nedenle denizlere, tatlı sulara, nehirlere 

ve kullanım suyuna bulaşmış olan ilaç kalıntılarının kronik etkisi çok daha önemlidir. 

Doğum kontrol ilaçlarında bulunan sentetik östrojene (EE2) 4 ng/L konsantrasyonda 

maruz kalan Pimephales promelas (yassı kafalı golyan balığı) türünde ikincil seksüel 

karakterlerin gelişmediği ve erbezi dokularının oluşmadığı tespit edilmiştir [48].  
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Bir diğer çalışma 32 ng/L EE2 nin yumurta dölleme başarısında azalma ve çıkan 

yavru cinsiyetleri oranlarında değişime (dişi sayısında artış) neden olduğu 

göstermiştir [49]. Yaşam süreleri boyunca 5 ng/L EE2 ye maruz kalan zebra 

balıklarının F1 döllerinde üreme verimliliğinde önemli bir azalış ve sonuç olarak 

popülasyonun yıkıma uğraması gözlemlenmiştir [50].  Anti-enflamatuar 5 µg/L 

diklofenak’a 28 gün maruz kalan gökkuşağı alabalıklarında renal dokularda değişim 

ve solungaçlarda anormallikler gözlenmiştir [51]. Akbabalarda diklofenak’ın direkt 

böbrekleri hedef aldığı ve akut böbrek yetmezliğine neden olduğu rapor edilmiştir 

[52]. Β-bloker ilaçlar grubunda olan propranolol ile Oryzias latipes (balık) yapılan bir 

çalışmada 0,5 µg/L konsantrasyonda ilaca iki hafta ve dört hafta maruz kalan 

bireylerin plazma hormon seviyelerinde değişim ve üretilen yumurta sayısında 

azalma rapor edilmiştir  [53]. Kolesterol ilacı gemfibrozil’e 1,5 ile 10 mg/L 14 gün  

maruz kalan Carassius auratus (japon balığı) plazma testosteron seviyesinde %50 

düşüş bildirilmiştir [54].   Hyrda vulgaris ile yapılan çalışmada 10 µg/L diazepam’ın 

polip rejanarasyonunu inhibe ettiği bulunmuştur [45]. Dünya çapında yaygın 

kullanımı olan klinik depresyonun tedavisinde kullanılan seçici seratonin geri emilim 

inhibitörü olan flouksetin’in (1- 100 µg/L) Pimephales promelas’in (balık) erkek 

bireylerinde saldırganlık, yuva yapma davranışlarında değişim gibi davranışsal 

anormalliklere neden olduğu rapor edilmiştir [55]. Prostat kanseri tedavisinde 

kullanılan flutamid (0,9 mg/L) Pimephales promelas erkek bireylerinde cinsiyet 

hormonlarında anlamlı bir düşüşe neden olur [56].  

2.4.  Hücre Kültürleri ile Yapılan Toksisite Çalışmaları  

 

Caminada ve arkadaşları PLHC-1 ve RTG-2 balık hücre hatlarını kullanarak seçilmiş 

bazı ilaç etken maddelerinin sitoksisitelerini ortaya koymuştur (Çizelge 2.4) [57].  

Fibratlar (klofibrat, fenofibrat) yağların β-oksidasyonunu indükleyerek hücre içinde 

reaktif oksijen türlerinin oluşumuna neden olur. Klobfibrat ve fenofibrat hücre için 

toksik olmalarının esas nedeni, oluşmasına neden oldukları oksidatif strestir. 

Klofibrat ve fenofibrat için bulunan PLHC-1 hücre hattı ED50 değerleri sırası ile 0,46 

ve 3,25 mg/L bulunmuştur [58]. 
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Çizelge 2.4.  Bazı ilaç etken maddelerinin PLHC-1 ve RTG-2 hücre hatları 

üzerindeki sitotoksisitesi [52].  

Etken madde  PLHC-1 ED50 mM RTG-2 ED50 mM 

 

Diklofenak 

 

0,243 

 

09,269 

İbuprofen 1,20 0,834 

Mefenamik asit 0,393 0,218 

Naproksen 2,54 1,49 

Parasetamol >10 >10 

Fenazon >10 >10 

Rofekoksib 0,531 >5 

Salisilik asit 7,24 8,66 

Atorstatin 0,0818 0,0718 

Bezafibrat 2,60 1,74 

Klofibrik 3,77 3,15 

Fenofibrat >5 >5 

Gemfibrozil 0,873 0,843 

Pravastatin 5,50 6,03 

Simvastatin 0,0645 0,173 

Asebutolol >10 >10 

Metoporpol >2 >2 

Propranolol 0,158 0,142 

Karpamazepin >2,5 >2,5 

Flouksetin 0,0205 0,0242 

Metotreksat >0,4 >0,4 
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2.5. İlaç Kalıntılarının İnsan Sağlığı Açısından Önemi  

 

İlaç etken maddeleri insanda akut toksisiteye neden olabilecek dozun çok altında 

bulunsalar da, verimli bir şekilde arıtılamayan etken maddeler içme suyu 

kaynaklarını kirletmektedir [3], [26], [32]. Ayrıca kirlenmiş sulardan elde edilen balık 

tüketimi de farmasötik bileşiklere maruz kalma riskini artırmaktadır [59].  Kirlenmiş 

su kaynağını kullanan ve kirlenmiş sucul ortamlardan elde edilen balıkları tüketen 

insanlarda olası uzun dönemli zararlı etkileri endişe yaratmaktadır  

Atenolol, bezafibrat, karbamazepin, siklofosmamid, siprofloksasin, furosemid, 

hidroklorothiazide,  ibuprofen, lincomisin, ofloksasin, ranitidin, salbutamol ve 

sulfamethokzasol karışımı (ng/L) ile yapılan çalışmada karışımın insan embriyonik 

HEK293 hücreleri üzerindeki etkisi araştırılmıştır. Çalışma sonucunda etken madde 

karışımının insan embriyonik hücrelerinin çoğalmasını %30 azalttığı, stres cevap 

sinyal protein kinaz ERK1/2 aktive ettiği ve glutatyon-S-transferaz genin ifade 

edilmesinin arttırdığı bulunmuştur [60]. Sucul çevrede bulunan antibiyotiklerin 

antibiyotik dirençli bakterilerin gelişmesine neden olması ve bu direnç genlerinin 

diğer patojen bakterilere transfer olma ihtimali insan sağlığı açısından dolaylı olsa 

da önemli bir etki olarak kabul edilebilir [3].  Çevrede bulunan östrojen ve 

ksenoöstrojenlerin tip 2 diyabete neden olabileceği düşünülmektedir [61].  

2.6.  Etken Maddelerin Metabolitleri ve Çevre İçin Önemi 

 

Diğer toksinler gibi farmasötik bileşikler de vücuda girdiğinde toksik etkilerinden 

bedeni korumak için birçok oksidatif ve konjugatif enzim tarafından metabolize 

edilirler ve daha polar ve suda çözünürlüğü yüksek ürünlere dönüştürülürler. Bu 

dönüşüm süreci iki ana fazda gerçekleşir; faz I hidroliz, oksidasyon ve redüksiyon 

reaksiyonlarını, faz II ise konjugasyon reaksiyonlarını içerir [62].  Bu reaksiyonlar 

sitokrom P450 enzim sistemi tarafından gerçekleştirilir. Bu enzimler lipofilik 

karakterdeki organik moleküllere –OH, -SH, -NH2, -COOH gibi fonksiyonel gruplar 

takarak daha hidrofilik hale getirirler. Konjugatif enzimler farmasötik bileşiklere 0-, 

N-glukoronidler, sülfatlar, aseatat esterler, karboksimidler ve glutatyoniler takarak 

idrarla atılması kolay daha hidrofilik bileşikler haline getirirler [63]. Karaciğerde 

gerçekleşen bu reaksiyonlar sonucu ana bileşikten daha toksik ürünler ortaya 

çıkabilmektedir.  
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Örneğin, lipid düşürücü bir ilaç olan gemfibrozilin glukoronidasyon ürünü CYP2C8 

(sitokrom P450 enzim sistemi üyesi) üzerinde ana bileşikten daha inhibitörik etki 

gösterir [64]. Sonuç olarak diğer ilaçların metabolizmasını da etkileyerek birikime ve 

toksik etkilere neden olur [62].  

Ana bileşiklerin çevre üzerinde ki etkisi kadar idrar ve dışkılama ile doğaya bulaşan 

metabolitleri de dikkate alınmalıdır. Serotonin geri emilim inhibitörü flouksetinin 

metaboliti olan norflouksetin atık su arıtım tesisi çıkış suyunda 3,9 ile 25 ng/L 

konsantrasyonda bulunmuştur [65]. Ayrıca bu metabolite atık arıtım tesisi çıkış 

suyunun döküldüğü sucul ortamlardan toplanan Lepomis macrochirus, Ictalurus 

punctatus, Cyprinus carpio, ve Pomoxis nigromaculatus tür balıkların karaciğer ve 

beyin dokularında rastlanmıştır [66]. Norflouksetin ana bileşik olan flouksetinden 

omurgasızlarla yapılan tokisisite çalışmalarında %50 daha toksik bulunmuştur. Anti 

inflamatuar ibuprofenin karboksilenmiş ve hidroksillenmiş metabolitleri Norveç atık 

su arıtım tesisi çıkış suyunda 1,7 µg/L, deniz suyunda ise 7 ng/L konsantrasyonda 

tespit edilmiştir [67]. Analjezik fenazonun metabolitleri olan 1-asetil-1-metil-2-

dimetiloksamoyil ve 1,5-dimetil-1,2-dehidro-3-pyrazolon arıtılmış suda dayanıklı 

yapılarından dolayı 1 µg/L oranında tespit edilmiştir [68]. Psikiyatride kullanılan 

karbamazepin yüzey sularında 20 ng/L oranında tespit edilmiştir [69]. Karbama 

zepinin bir metaboliti olan 2-hidroksi-iminostilben tranformasyon reaksiyonları ile 

iminoquinona dönüşür. İminoquinonun insanda çeşitli organlara zararlı (böbrek 

karaciğer) olacağı düşünülmektedir. Karbamazepin-10,11-epoksit, karbamazepin-

10,11-dihidrodiol ve 2-hidroksikarbamazepin, karbamazepinden türevlenen 

metabolitlerdir. Bu metabolitler yüzey sularında ng/L oranında tespit edilmişlerdir 

[70].  Östrojenler vücutta glukuronidasyon, sülfatlama ve hidroksilasyon ile daha 

polar bileşiklere çevrilir. Östrojenler çoğunlukla polar konjugatlar şeklinde vücuttan 

atılır. 17β-estradiol konjugatı 17β-estradiol-3-glukuronid, Östron konjugatı  östron-

3-sulphat ve  estriol  konjugatı estriol-16-glukuronid şeklinde vücuttan atılır [71].  

Östrojen konjugatları biyoloijik olarak inaktif olsalar da aktif ana bileşiğe geri 

dönüşebilirler. Neredeyse bütün aktif çamurlarda bulunan E. coli sahip olduğu β-

glukuronidaz ve arilsulfataz enzimleri ile konjugat halindeki bileşikleri ana molekülle 

dönüştürür [71], [72].  
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Farmasötik aktif bileşiklerin tespiti bulundukları birçok makro molekülünde 

bulunduğu karışık ortamlarda oldukça zordur.  Metabolitlerin tespiti için sıvı 

kromotografisi kütle spektrometresi (LC/MS) ve gaz kromatografisi kütle 

spektrometresi (GC/MS) oldukça kullanışlı yöntemlerdir. Bilinmeyen bir metabolit 

söz konusu ise bu yöntemler nüklear manyetik rezonans spektrometresi (NMR) ile 

desteklenmelidir [62]. 

2.7. Mikro kirleticilerin arıtımında kullanılan yöntemler  

 

2.7.1. Aktif Karbon 

 

Aktif karbon siyah, ince taneli, kum gibi görünen bir materyaldir. Kirlenmiş su veya 

hava bu taneciklerin arasından geçerken ya gözenekli yapıya sahip tanecik 

tarafından emilir ya da karbon taneciğinin yüzeyine yapışır. Evlerde bulunan su 

arıtma filtreleri, akvaryum pompalarında bulunan filtreler de aynı mekanizma ile 

çalışmaktadır. Aktif karbon filtreler ayrıca sudan istenmeyen kokuların ve tatların da 

uzaklaştırılmasında etkindir. Aktif karbonun kirlilik yaratan moleküllerin 

giderilmesindeki verimliliği giderilecek olan molekülün cinsine, temas zamanına ve 

kullanılan aktif karbonun özelliklerine (tane büyüklüğü, gözenek çapı vs.) göre 

değişim gösterir. Granüler aktif karbon organik kirleticilerin giderimde oldukça etkili 

bir materyaldir [15].  Yapılan bir çalışma aktif karbonun naproksen, diklofenak, 

flouksetin gibi farmasötik bileşiklerin gideriminde etkili olduğunu ancak ortamda 

bulunan diğer organik moleküllerin giderimi olumsuz yönde etkilediğini göstermiştir 

[73]. 

2.7.2. Fizikokimyasal Yöntemler 

  

Westerhof ve arkadaşlarının 30 farklı mikro kirletici madde ile yaptıkları çalışma 

flokülasyon ve koagülasyon yöntemlerinin mikro kirleticilerin gideriminde yetersiz 

kaldığını göstermiştir. Yine aynı çalışmada ozonlama ve klorlamanın kirletici 

gideriminde kullanışlı olduğu rapor edilmiştir [74] Koagülan ajan olarak alüminyum 

sülfat ve ferrik sülfatın kullanıldığı bir çalışma, test edilen antibiyotiklerin gideriminde 

bu yöntemin başarısız olduğunu göstermiştir [75]  

Klorlama ana bileşiğin oksitlenmesine dayanan bir yöntemdir ve mikro kirleticilerin 

gideriminde iyi sonuçlar vermekte ise de sonuçta daha toksik ürün veya ürünler 

çıkabilmektedir.   



15 
 

Örneğin, atık suyun klorlanması esnasında asetaminofennin ana bileşikten daha 

toksik olan iki metaboliti 1,4-benzokinon ve N-asetil-p-benzokinon imin ortaya çıkar 

[76].  Bir diğer yöntem ise Fenton reaksiyonudur, Fe  iyonlarının hidrojen peroksit ile 

reaksiyona girmesi ve oluşan yüksek oksitleme kapasitesine sahip hidroksil 

radikalinin organik kirleticileri oksitlemesi esasına dayanan yöntemdir. Bazı mikro 

kirleticiler için başarılı sonuç verir [15].  Ozonlamada organik kirleticilerin direk ya da 

oluşan hidroksil radikalleri ile oksitlenmesi esasına dayanan verimli bir yöntemdir 

[77].  

2.7.3. Membranlar 

 

Nanofiltrasyon ve ters osmos gibi yöntemler mikro kirleticilerin gideriminde 

kullanılan etkili yöntemlerdir [78]. 

2.7.4. UV Işını  

 

UV ışınları son yıllarda, kullanım ve atık suyun mikroorganizmalardan 

arındırılmasında kullanılan ve başarılı olan bir yöntemdir. UV ışınları ayrıca mikro 

kirletici organik moleküllerin gideriminde de kullanılmaktadır [11].  

2.7.5. Biyolojik Arıtım 

 

Biyolojik arıtım sistemleri, funguslar ve bakterilerin kullanıldıkları sistemlerdir. Bu 

sistemlerin devamlılığı ve başarısı ortam pH’sı, ortam bulunun besin maddeleri, 

ortamın redoks potansiyeli, tuz oranı, sıcaklık, toksik madde varlığı gibi birçok 

parametreye bağlıdır [79]. İlaç etken maddelerinin biyolojik arıtımı bileşiğin kimyasal 

yapısına göre çok çeşitlilik göstermektedir. İbuprofen için %90 nin üstünde bir arıtım 

sağlanırken bu oran karbamazepin için sıfırdır [80].  Bir diğer çalışmada doğal ve 

sentetik östrojenlerin ancak %10 luk bir kısmının biyoyıkım ile giderilebildiğini, 

giderilebilen bir kısmının ise aktif çamura adsorpsiyon ile gerçekleştiğini bildirilmiştir 

[19].  
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2.8.  Tez Kapsamında Kullanılan İlaç Etken Maddeleri 

Tez kapsamında analjezik ve antipiretik özellik gösteren steroidal olmayan anti-

inflamatuar ilaçlar grubunda yer alan naproksen ve diklofenak kullanılmıştır. 

2.8.1. Naproksen 

 

Naproksen (2-6(metoksinaftelen-2-yl)propionik asit) steroidal olmayan anti- 

inflamatuar ilaçlar arasında bulunan bir aril propionik asittir.  Naproksen ağrı kesici 

ve anti-inflamatuar özellik gösteren bir moleküldür. Naproksen’in ağrı kesici ve anti- 

inflamatur özelliği prostaglandin sentezinden sorumlu olan siklooksijenaz enziminin 

aktivitesini baskılamasından kaynaklanır [81]Reçeteye bağlı olmayan naproksen 

cerrahi müdahale sonrası ağrı, migren atakları, rometoid artirit ve osteoartiritin  

semptomatik tedavisinde kullanılmaktadır [82]. Yaygın kullanımından dolayı 

naproksen yüzey suları, yer altı suları hatta içme suyu kaynaklarında dahi tespit 

edilmiştir [38], [83], [84].  Ülkemizde aparanax, aleve, apraxin, aprol, naprex, 

naprosyn , naprosyn jel, apromed vs. gibi ticari isimlerle kullanıma sunulmuştur.  

                    

 Şekil 2.2.  Çalışmalarda kullanılan naproksen sodyumun formülü 

Naproksen ve sodyum tuzu sodyum naproksen tablet şeklinde ve süspansiyon 

şeklinde kullanılmaktadır. Naproksen kullanımdan sonra %95 oranında idrar yoluyla 

vücuttan atılır. Bu nedenle çevrede sıklıkla tespit edilen farmasötik maddelerdendir 

[85]. Türkiye’de yapılan çalışmada 2013 yılı temmuz ayında Büyük Çekmece 

Gölünü besleyen Ahlat ve Beylik çaylarında sırasıyla, 1.3 µg/L ve 12.3 µg/L 

konsantrasyonda naproksen tespit edilmiştir [8]. Tixier vd. yaptıkları çalışmada atık 

su arıtım tesisi suyunda 2,6 µg/L konsantrasyonda naproksen bulunduğunu 

bildirmişlerdir [86]. Naproksen çok düşük miktarda dahi olsa da kullanım suyu 

kaynaklarında tespit edilmiştir [38].   
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Brachionus calyciflorus (omurgasız) için naproksen ve naproksen sodyum LD50 

değerleri sırasıyla 62,48 mg/L ve 54, 64 mg/L olarak bulunmuştur. Thamnocephalus 

platyurus (omurgasız) için naproksen ve naproksen sodyum LD50 değerleri 

sırasıyla, 62,48 mg/L ve 43,54 mg/L olarak bulunmuştur [87].  

2.8.2. Diklofenak 

 

Diklofenak (2-[(2,6-dikolorofenil)amino]benzene asetik asit) steroidal  olamayan anti 

inflamatuar ilaçlar grubunda yer alır (Şekil 2.3). Ağrı kesici ve ateş düşürücü 

özelliklerinden dolayı dünya çapında çok yoğun şekilde kullanılmaktadır. Dünya 

üzerinde yıllık kullanımı 940 tonu bulmaktadır Farklı ortamlardan alınan su 

örneklerinde en sık rastlanan ilaç etken maddelerinden biridir  [88].  

Diklofenak ülkemiz yüzey sularında da tespit edilmiştir [8]. Antiflojistik ve analjezik 

özelliklerinden dolayı çok geniş bir kesim tarafından kullanılmaktadır. Diklofenak 

terapötik özelliğini prostaglandinlerin salınımını ve sentezini engelleyerek gösterir. 

Tedavi edici özelliklerinin yanı sıra gastropati, anti enflamatuara bağlı kolit, 

karaciğerde dejenaratif değişiklikler ve renal dejenerasyon gibi yan etkilere de 

sebep olur [89] 

                                   

Şekil 2.3. Çalışmalarda kullanılan diklofenak sodyumun moleküler formülü 

 

Diklofenak’ın doğa üzerinde ki etkisini en çarpıcı şekilde Oaks ve arkadaşlarının 

2004 yılında çalışma göstermektedir.  Bu çalışmada, Hindistan alt kıtasının önemli 

yırtıcı kuşlarından olan ve sayısı 1990 lardan itiabaren azalmaya başlayan Gyps 

bengalensis (ak-sırtlı akbaba) nın popülasyonundaki azalmanın nedeni 

araştırılmıştır. Araştırmacılar Pakistan lokasyonunda gerçekleştirdikleri 

çalışmalarda akbaba popülasyonundaki renal yetmezliğe bağlı ölümlerin nedeninin 

çevrede bulunan diklofenak olduğu gerçeğini göstermişlerdir [52].   

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/d6899?lang=en&region=TR
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Diklofenak’ın zebra balığı üzerinde lethal ve teratöjenik etkisinin araştırıldığı bir 

çalışmada, zebra balığı embriyoları için LD50 96 saat için 480 ±50 μg/L ve ED50 

90±20 μg/L 96 saat olarak bulunmuştur [51].  Diklofenak ülkemizde voltaren, 

dicloflam, diclomec, difenak ve dikloron gibi ticari isimlerle kullanıma sunulmuştur. 

İlaç etken maddelerinin yarattığı kirlilik, analiz teknolojilerinin gelişmesiyle farkına 

varılan görece yeni bir kirlilik grubudur. Bu güne kadar rapor edilmiş farmasötik 

maddelere bağlı kirlilikler insan için akut tokisisite yaratabilecek dozun altındadır. 

Ancak içme suyu kaynaklarında bile tespit edilen farmasötik maddelere uzun süre 

maruz kalmanın insanlar üzerinde yaratabileceği zararlı etkiler endişe yaratmaktadır. 

Bu neden ile ilaç etken maddelerinin giderimi ile ilgili çalışmalar değer 

kazanmaktadır.   

2.9. Çalışmalarda Kullanılan Funguslar 

 

Bu tez kapsamındaki çalışmalarda filamentöz Aspergillus niger, beyaz çürükçül 

mantarlar ailesinden Funalia trogii ve Phanerochaete chyrsosporium, maya 

Yarrowia lipolytica kullanılmıştır. 

2.9.1. Aspergillus niger  

 

Aspergillus’lar konidiasporlarının rengine göre sınıflandırılılar. Konidiosporları 

kahverengi-siyah olanlar Aspergillus niger olarak gruplandırılır. Apergillus niger 

neredeyse dünyanın her yerinden izole ediliebilir. A.  niger toprakta, komposta, 

çürüyen bitkilerin üzerinde vs. gibi birçok organik maddenin bulunduğu ortamda 

üreyebilir. A. niger geniş sıcaklık (6–47°C) ve oldukça geniş pH (1,4-9.8) aralığında 

yaşayabilmektedir [90].   

Aspergillus niger 1919 yılında, yiyecek ve içecek sanayi, kozmetik sanayi, şarap 

üretiminde vs. gibi çok çeşitli sanayi dallarında kullanımı olan sitrik asit üretimiyle 

endüstriyel anlamda kullanılmaya başladı [91], [92]. A. niger ayrıca proteaz, 

pektinaz, amiloglukosidaz ve lipaz gibi endüstriyel kullanımı olan enzimleri de 

üretebilmektedir [90], [93]. Günümüzde rekombinant A. niger suşları glukoamilaz, α-

amilaz, glukoz oksidaz,pektin esteraz, arabinofuranosidaz, fosfolipaz, fitaz ve 

ksilinaz üretiminde kullanılmaktadır [94]. 



19 
 

A. niger kirleticilerin giderilmesinde de kullanılabilmektedir. A. niger’in herbisit 

klorimuronetil in biyokımını gerçekleştirdiği bildirilmiştir [95].  Herbisit klorosulfuron 

ve metsulfuron metil in biyokıyımının A. niger tarafından geçekleştirildiği rapor 

edilmiştir [96].  Pamuk, çay, şeker kamışı ve sebzeler gibi ekonomik önemi olan 

tarımsal ürünlerin zararlılardan korunmasında kullanılan organoklorlu bir pestisit 

olan endosulfan A. niger tarafından başarılı bir şekilde yıkıma uğratılmıştır [97]. 

2.9.2. Beyaz Çürükçüller Funalia trogii ve Phanerochaete chrysosporium 

 

Beyaz çürükçül terimi taksonomik bir sınıflamadan ziyade fizyolojik bir 

gruplandırmadır. Bu gruba beyaz çürükçül adının verilmesinin sebebi lignini yıkıma 

uğratmaları ve sonunda oluşan beyaz görünümdür [98] Beyaz çürükçüller ligninin 

karbon döngüsüne katılmasında da eşsiz bir rol oynarlar [99]. Doğal olarak üretilen 

ve bilinen biyolojik yıkıma en dayanaklı biyomateryal lignindir. Vasküler bitkilere 

büyümeleri için gerekli sağlamlığı verir ve bitkinin yapısal polisakkaritlerinin 

mikroorganizmaların yıkımından korunmasını sağlar [100]. Bu çalışmada 

Basidiomycota şubesinden olan beyaz çürükçül funguslardan Phanerochaete 

chrysosporium ve Funalia trogii kullanılmıştır.  

Beyaz çürükçüller tarafından üretilen ve lignin yıkımında önemli rolü olan enzimlere 

örnek olarak, lignin peroksidaz (LiP, E.C. 1.11.1.14), mangan bağımlı peroksidaz 

(MnP, E.C. 1.11.1.13)  ve bakır grubu içeren lakkaz (Lac, E.C. 1.10.3.2)  verilebilir 

[98]. Beyaz çürükçül fungusların lignin degradasyonundan sorumlu enzimleri ile 

birçok organik kirleticiyi yıkıma uğrattığı gösterilmiştir [101].  

Phanerochaete chrysosporium düşük azot içeren ortamlarda, ligninolitik 

enzimlerden olan lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz için iyi bir kaynaktır [94]. 

Askeri mühimmatın güvenli bir şekilde atılması çok önemli bir husustur. Askeri 

mühimmatın atımı sırasında patlama gibi risklerin yanında bu gibi atıklar çevre için 

çok toksik ve kararlı bir yapı gösterirler. Savunma sanayinin en önemli atıklarından 

biri olan TNT nin Phanerochaete chrysosporium tarafından mineralize edilebildiği 

gösterilmiştir [102] .  

Başka bir çalışmada patlayıcı RDX in (hekzahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin) 

Phanerochaete chrysosporium tarafından yıkıma uğratıldığını göstermiştir [103]. 
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Phanerochaete chrysosporium organoklorlu kimyasalların da yıkımını 

gerçekleştirebilmektedir. Örneğin, organoklorlu bir kirletici olan 2,7-diklorodibenzo-

p- dioksinin yıkımını başarıyla gerçekleştirdiği rapor edilmiştir [104]. Phanerochaete 

chrysosporium birçok çevresel kirleticiyi, atrazin (herbisit), pentoklorofenol, benzen, 

tolüen, etilbenzen, ksilen, kağıt ağartma tesisi atık suyu, polisiklik aromatik 

hidrokarbonlar, sentetik boyalar gibi yıkıma uğratma kabiliyetine sahiptir [105]–[110]. 

Basidiomycota şubesine ait Funalia trogii verimli bir lakkaz üreticisidir [111]. Funalia 

trogii’nin zeytinyağı fabrikası atık suyunda, kimyasal oksijen isteğini (%63), toplam 

fenolü (%93) ve rengi (%81) azalttığı bildirilmiştir [112].  Reaktif Siyah 19, Reaktif 

Mavi 49, Asit Violet 43, Reaktif Siyah 5, Reaktif Turuncu 16 ve Asit Siyah 52’nin 

giderimi üzerinde yapılan bir çalışma, Funalia trogii’nin kullanılan altı boyayı verimli 

bir şekilde giderdiğini göstermiştir [113]. Civa, kadmiyum ve çinko iyonları Funalia 

trogii kullanılarak adsorpsiyon yolu ile giderilebilmiştir [114]. 

2.9.3 Yarrowia lipolytica  

 

Yarrowia lipolytica aerobik karakterde insan için patojenik karakter göstermeyen bir 

mayadır. Dimorfik karakter gösteren Yarrowia lipolytica, miselyum ve pseudo 

miselyum oluşturabilir. Yüksek GC içermesiyle diğer Ascomycete mayalardan ayrılır 

[115].  Yarrowia lipolytica çoklu biyoteknolojik uygulamaları olan organizmalara iyi 

bir örnektir. Yarrowia lipolytica sitrik asit, isositrik asit, alkalin proteaz, RNaz, lipaz 

eldesinde ve biyoremediatif amaçlı kullanılabilir [116]. Yarrowia lipolytica, TNT 

(2,4,6-Trinitrotoulen) yıkımını verimli bir şekilde gerçekleştirebilir [117].   Y.lipolytica 

alkenleri, yağ asitlerini ve yağları kullanabilme yeteneğinden dolayı, bitkisel ve 

mineral yağ atıklarının gideriminde kullanılabilir [116]. Yapılan başka bir çalışma 

Y.lipolytica nın Reaktif Siyah 5 azo boyasını 24 saat saat içinde %97 oranında 

giderdiğini göstermiştir [118].  Alplerden alınan toprak örneklerinden izole edilen bir 

Y. lipolytica suşu 0°C ile 30°C arasında üreme yeteneğine sahiptir. Bu suş 10 gün 

içinde dizel yağını %68 oranında yıkıma uğratabilmektedir [119]. 
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2.10. Fungal Sitokrom P450 Enzim Sistemi 

 

Sitokrom P450 enzimleri hem-thiolat proteinlerdir. Bu enzimler prokaryotlar (arkeler, 

bakteriler), funguslar, böcekler, bitkiler ve insanlar gibi tüm canlı gruplarında bulunur. 

Genelde lipofilik karakterdeki molekülleri daha suda çözünebilen hidrofilik 

moleküllere dönüşümünü katalizlerler. Fungal P450 enzim sisteminin 

gerçekleştirdikleri reaksiyonlar kısaca, alifatik, alisiklik ve aromatik moleküllerin, 

hidroksilasyonu, epoksidasyonu, dealkilasyonu, sulfoksidasyonu, deaminasyonu, 

desülfürizasyonu, dehalojenizasyonu ve N-oksit redüksiyonudur [120]. Bir grup 

CYP450 enzimi hücrenin primer metabolizmasında rol oynamaktadır. Fungal 

CYP51 ve CYP61 enzimleri ergosterol biyosentezinde  rol oynamaktadır. CYP51 

enzimi diğer alemlerde de yer almasına rağmen CYP61 enzimi sadece funguslarda 

bulunur [121]. CYP52 enzimi n-alken asimilasyonu yapan Candida türlerinde 

bulunan bir enzimdir. Bu enzim n-alkenleri ve yağ asitlerini hidroksiller ve 

hidroksilenmiş ürünler daha ileri oksidasyona uğrayacakları β-oksidayon yolağına 

girerler [120]. Fungusların patojenitelerinde de indüklenebilir P450 enzimlerinin rolü 

vardır. Konağın ürettiği anti fungal ajanlara karşı bir korunma mekanizmasıdır[120]. 

Bezelye patojeni Necria haematococca nın sahip olduğu pisatin demetilaz 

(CYP57A1), patojeni konağın ürettiği anti fungal pisatinin etkilerine karşı korur [122]. 

Progestronun hidroksilasyonu gibi farmasötikçilerin ilgisini çeken birçok fungal 

temelli dönüşüm reaksiyonlarında da rol oynarlar [123]. Fungal sitokrom P450 

enzimlerinin çevre kirleticilerinin de detoksifikasyonunda rol oynadığını gösteren 

çalışmalar vardır. Polisiklik hidokarbon olan benzo piren mutajenik ve kanserojenik 

bir moleküldür. Penicillium janthinellum’un benzo piren yıkımını P450 enzim sistemi 

sayesinde gerçekleştirdiği düşünülmektedir [124].  

2.11. Lakkaz (EC 1.10.3.2) 

Lakkaz 1883 yılında Japon lak ağacından (Rhus vernicifera)  elde edilen lateksin 

oksijen varlığında sertleşmesini gözlemleyen Yoshida tarafından bulunmuş ve 1985 

yılında Bertrand tarafından karakterize edilmiştir [125]. Lakkaz (benzenediol: oksijen 

oksidoredüktaz; EC 1.10.3.2) çoklu bakır içermesiyle karakterize olan bir proteindir 

[126]. Çoklu bakır atomları içeren lakkaz aromatik ve aromatik olmayan çok çeşitli 

molekülleri moleküler oksijen varlığında oksitleyebilmektedir.  
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Düşük substrat özgüllüğü gösteren lakkaz enzimleri, difenoller, sübstitiye fenoller, 

diaminler ve aromatik aminler gibi çok çeşitli substratın oksidasyonunu 

katalizleyebilmektedir [127]. Özgül olmayan yüksek oksidasyon kapasiteleri nedeni 

ile lakkaz enzimleri oldukça çeşitli biyoteknolojik uygulamalar için kullanışlı olan 

biyokatalizörlerdirler. Bira sanayinde lakkaz bulanıklık nedeni olan polifenollerin 

uzaklaştırılması ve fermantasyon işlemi bittikten sonra oksijen içeriğinin 

düşürülmesi için kullanılmaktadır [128]. Selinheimo vd. (2006) Trametes hirsuta’dan 

elde edilen lakkazın hamurda bulunan ferulik asit ve arabinoksilan arasında ester 

bağları oluşumunu katalizlediğini ve sonuç olarak da hamurun mekanik direncinin 

artığını göstermişlerdir [129]. Ferry vd. (2005) Trametes versicolor’dan elde ettikleri 

lakkaz enzimiyle, kateşolamin nörotransmitterler olan dopamin, epinefrin, 

norepinefrin miktarını nano molar seviyesinde belirleyebilecek bir biyosensör 

üretmişlerdir [130]Lakkaz bitkiler, funguslar, bakteriler hatta böcekler olmak üzere 

çok geniş bir canlı grubunda bulunurlar. Fungal lakkazların redoks potansiyelinin 

diğer gruplarda bulunan lakkazlardan yüksek olması, fungal lakkazları biyoteknolojik 

uygulamalarda kullanım açısından ayrı bir yere koyar [126] Lakkaz sadece ortamda 

bulunan bileşiklerin oksidasyonunda görev almaz bazı patojen fungusların 

patojenitelerinde de önemli rol oynamaktadır.  Örneğin, Cryptococcus neoformans 

ölümle sonuçlanabilecek ağır enfeksiyonlara neden olan bir fungus türüdür. 

Fungusun hücre duvarıyla sıkı bir ilişki içinde olan lakkaz ve ürünü olan melanin, 

konağın bağışıklık sisteminden patojeni korur [131].  

Lakkaz enziminin düşük substrat özgüllüğü göstermesi ve çok çeşitli farklı substratın 

oksitlenmesini katalizlemesi gibi özellikleri nedeni ile birçok çevre kirleticinin 

gideriminde kullanılmaktadır. Trametes polyzona’dan izole edilen lakkazın önemli 

bir kirletici olan Bisfenol-A nın ve sentetik boyaların yıkımını verimli bir şekilde 

gerçekleştirdiği gösterilmiştir [132].  Yapılan bir başka çalışma Pleurotus ostreatus 

kaynaklı lakkaz ile fenolik kirleticilerin gideriminin yapılabileceğini göstermiştir [133]. 

Trametes hirsuta kaynaklı lakkaz ile alkenlerin yıkımı gerçekleştirilmiştir [134].  

Lakkaz, triarylmetan, indigoid, azo ve arthraquinonik boyaların gideriminde etkindir 

[135]. 
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3. Materyal ve Yöntem 

 

3.1. Çalışmalarda Kullanılan Funguslar 

Bu çalışma kapsamında kullanılan Phanerochaete chyrsosporium ME446, Funalia 

trogii ATCC 200800, Aspergillus niger NRRL 328 ve Yarrowia lipolytica NBRC1658 

suşları Hacettepe Üniversitesi, Biyoloji Bölümü kültür koleksiyonundan temin edildi. 

Stok kültürlerin devamı amacıyla sabouraud  dextrose agar (Merck) katı besiyeri 

kullanıldı. Stoklar 20 günlük aralıklarla yeni besiyerlerine aktarıldı ve 30°C de 7 gün 

inkübasyona bırakıldı, inkübasyon sonunda 4°C de buzdolabında saklandı. 

3.2. Kimyasallar  

Çalışmalarda kullanılan Naproksen-Na (%98) Ankara Üniversitesi Eczacılık 

Fakültesi Farmasötik Kimya Anabilim dalından, Diklofenak-Na ise (%98) Sigma 

Aldirch’ten temin edildi.  

3.3. Giderim Çalışmalarında Kullanılan Üretim Ortamının Hazırlanması 

Çalışma kapsamında modifiye Vogel kültür ortamı kullanıldı. Kültür ortamında 

kullanılan iz element stok çözeltisi (100 ml): Sitrik asit.H2O: 2,5 g, ZnSO4.7H2O: 2,5 

g, Fe(NH4)2(SO4)2.6H2O: 0,5 g, CuSO4.5H2O: 0,125 g, MnSO4.H2O: 0,025 g, 

H3BO3:0,025 g, H3P(Mo3O10).H2O: 0,025 g olacak şekilde hazırlandı ve 24 saat oda 

sıcaklığında manyetik karıştırıcıda (150 rpm) karıştırıldı ve hazırlanan 99 ml  Vogel  

ana stok çözeltisine 1 ml eklendi. Vogel ana stok çözeltisi (100 ml); Na–sitrat: 15 g, 

KH2PO4: 25 g, MgSO4.7H2O: 1 g, NH4NO3:10 g, CaCl2.2H2O: 0,5 g. %1 (v/v) 

oranında iz element çözeltisi içeren ana stok  %2 glukoz içeren üretim ortamına %2 

(v/v) olacak şekilde eklendi. Phanerochaete chrysosporium üretim ortamında azot 

kaynağı 50 mg/L olacak şekilde ayarlandı. Hazırlanan üretim ortamı 1 M HCl ile pH 

4.7 ayarlandı. Üretim ortamları 1,5 atmosfer basınç altında 110°C de otoklavda steril 

edildi.  
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3.4. Fungusların Ekimi ve Kültürasyon 

Yatık Sabroud dextrose agarda kültüre edilmiş olan mikoorganizmalar 20 ml steril 

serum fizyolojik ile süspanse edildi. Süspanse edilmiş F. trogii kültürleri önce Malt 

extract brohtta 5 gün 30°C de inkübe edildi. Beşinci gün sonunda F. trogii kültürleri 

2400 rpm de homojenizatör (IKA) yardımıyla homojenize edildi. Elde edilen 

homojenizat yıkım çalışmalarında ana kaynak olarak kullanıldı. Diğer fungal 

kaynaklar direk süspanse edilmiş şekilleri ile kullanıldılar. 

3.5. Etken Maddelerin Üreme Ortamına Eklenmesi ve Biyodegradasyon 

Çalışmaları 

Çalışmalarda kullanılan Naproksen-Na, Diklofenak-Na etil alkolde çözüldü ve 30°C 

150 rpm de etüvde ön inkübasyona tabi tutulan Phanerochaete chyrsosporium 

ME446 (7 gün), Funalia trogii ATCC 200800 (7gün), Aspergillus niger NRRL 328 (3 

gün) ve Yarrowia lipolytica NBRC1658 (3 gün) kültür ortamlarına son konsantrasyon 

50 mg/L olacak şekilde eklendi. Etken maddenin eklendiği zaman 0 kabul edildi. 

Kültür ortamları pH 4.7 de 48 saat 30°C de 150 rpm çalkama hızında ışık 

görmeyecek şekilde inkübe edildi. İnkübasyon sonunda abiyotik kontroller ve deney 

grupları naproksen için diklorometan, etanol (9:1), diklofenak için etil asetat a çekildi 

ve LC/MS de analiz edildi. Her yıkım çalışması ekim yapılmamış abiyotik kontroller 

baz alınarak değerlendirildi. Bütün çalışmalar aksi belirtilmedikçe üç tekrar yapıldı.  

3.6. Biyokütlenin Ölçülmesi 

 

Biyotkitlenin ölçülmesi için kuru ağırlık yöntemi kullanıldı. Üretim sonrası fungal 

biyokütle önceden darası alınmış kurutma kâğıdıyla süzüldü ve 40°C de iki gün 

kurumaya bırakıldı. Kuruyan biyokütle hassas terazide ölçüldü. 

3.7. Enzim Aktivitelerinin Ölçümü 

 Lakkaz aktivitesi ABTS oksidasyonuna dayalı yöntem ile ölçüldü [136]. Lakkaz 

aktivitesinin ölçümü için toplam hacim 3 ml olacak şekilde 0,3 ml substrat olarak 

ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), enzim kaynağı 

olarak 0,3 ml  kültür süpernatanı ve reaksiyon ortamı olarak 2,4 ml 100 mM pH: 4,5 

Na-Asetat tamponu kullanıldı. 30°C de 1 dakikalık inkübasyondan sonra reaksiyon 
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ortamı spektroforometrede (Shimadzu UV- 1700) 420 nm dalga boyunda okundu. 

Unit enzim 30°C de 1 dakikada 1 µmol çıkan ürün olarak tanımlandı.  

Tirozinaz aktivitesi L-Dopa dan Dopa krom oluşumu esasına göre tayin edildi. Kültür 

süpernatanı enzim kaynağı olarak kullanıldı. Reaksiyon 50 mM pH:7  fosfat tamponu 

içerisinde oda sıcaklığında gerçekleştirildi. Bir unit enzim 1 dakikada 30°C de oluşan 

µmol Dopa krom olarak tanımlandı. Absorbans değişimi 475 nm dalga boyunda 

spektrofotometrede okundu [137]. 

Lignin peroksidaz aktivitesinin ölçümü veratril alkolün veratil aldehite oksidasyonuna 

dayalı metot ile ölçüldü [138].Reaksiyon 200 mM veratril alkolün substrat olarak 

kullanıldığı, pH: 3 100mM Na-tartarat tamponu içinde gerçekleştirildi. 0,1 ml kültür 

filtratı enzim kaynağı ve H2O2 reaksiyonu başlatıcı olarak kullanıldı. Bir Unit enzim 

bir dakikada oluşan 1 µmol veratil aldehit olarak tanımlandı. Absorbans değişimi 

spektrofotometrede 310 nm dalga boyunda okundu. Mangan peroksidaz aktivitesi 

0,1 M pH 5 sodyum tartarat tamponunda, 0,1 mM varlığında  MnSO4  Mn3+tartarat 

oluşumuna dayanan yönteme göre 238 nm dalga boyunda ölçüldü [139]. Bir unit 1 

dakikada 30°C de oluşan bir µmol ürün olarak tanımlandı.  

3.8. İlaç Etken Maddelerinin Ölçümü 

Tez kapsamında kullanılan naproksen ve diklofenak etken maddelerinin tayini. 

Waters Alliance HPLC ye bağlı Waters Micromass ZQ ile gerçekleştirildi.  HPLC 

kısmı için (Naproksen) yürütücü faz su: MeOH: % 0.1HCOOH aseto nitril içinde(37: 

53: 10), kolon XTerra®   MS C-18 (4.6 mm x 250 mm, 5 µm), akış hızı 0,55 ml/dak, 

enjeksiyon hacmi 4 µL ve 254 nm diode array detektörde ölçüldü. Diklofenak 

ölçümlerinde sadece yürütücü faz değişti. Diklofenak ölçümünde kullanılan yürütücü 

faz; asetonitrıl: MeOH: su: % 0.1HCOOH asetonitril içinde (65:15:10:10). Akış hızı 

0,6 ml/dak. Kütle spektrometresi için analitik koşullar; Kapillar voltaj: 3,7 kV, kon 

voltaj: 29 V, kaynak sıcaklığı 100°C, desolvasyon sıcaklığı: 350°C (Naproksen 

ESI(-), Diklofenak ESI(+) . Diklofenak tayininde ek olarak spektrofotometrik nitrik asit 

yöntemi de kullanıldı [140]. Yüzde giderim abiyotik kontrole göre hesaplandı. 

3.9. NMR Analizleri 

VARIAN MERCURY 400 MHz FT marka model cihazda, CD3OD çözücü olarak 

kulanıldı. Kimyasal kaymalar ppm (δ)  TMS ye göre relatif olarak verildi.  
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3.10. Metabolitlerin İzolasyonu 

Yıkım ürünlerinin izolasyonu için Silika jel 60 (0.015-0.040 mm) kullanıldı. Toplanan 

fraksiyonların kontrolü silika TLC (Merck) plakları ile yapıldı. Elde edilen fraksiyonlar 

son olarak LC/MS ile kontrol edilerek saflıklarından emin olundu. Naproksen yıkım 

ürünlerinin izolasyonu için yürütücü faz olarak CH2Cl2: MeOH (95: 5) kullanıldı. 

Diklofenak yıkım ürünlerinin izolasyonu için toluene: etil asetat (6:4) kullanıldı. 

3.11. Naproksen Yıkım Ürünlerinin Günlere Göre Değişimi 

Naproksen yıkım ürünlerinin günlere göre değişiminin belirlenmesi amacıyla yıkım 

ortamından 24 saatte bir örnek alındı ve metanol diklorometan karışımına çekildi ve 

LC/MS de analiz edildi. 

3.12. 1-Aminobenzotriazol ve Saf Lakkazın Kullanımı 

 

Lakkaz enziminin diklofenak üzerinde etkisini belirlemek amacı ile Trametes 

versicolor’dan elde edilmiş ticari saf lakkaz (Sigma) kullanıldı.Ticari saf lakkaz 2,4 U 

olacak şek Fungal sitokrom P450 enzim sisteminin naproksen 

transformasyonundaki etkisini anlamak için P450 enzim inhihibitörü olan 1-

Aminobenzotriazol (Sigma) son konsantrasyon 2 mM olacak şekilde kültür ortamına 

eklendi.  

3.13. Adsorpsiyon Çalışmaları  

 

İlaç etken maddelerinin gideriminde adsorpsiyonun etkisini incelemek için otoklavda 

125°C de ısı ile öldürülmüş ve 5 mM sodyum azidle paralize edilmiş hücreler 

kullanıldı. 

3.14. Naproksen Yıkımı İçin Uygun İnokülasyon Miktarının Belirlenmesi 

Naproksen yıkımını gerçekleştirmek için gereken uygun A. niger inokülasyon 

miktarını belirlemek için, 1,2×106/ml spor içeren süspansiyondan 100, 200, 300, 400, 

500 µl alınarak farklı besiyerlerine ekim yapıldı.  

Ekim yapıldıktan hemen sonra etanolde çözülmüş naproksen son konsantrasyon 50 

mg/L olacak şekilde eklendi. Kültürler 30°C da inkübe edildi ve 24 saatte bir örnek 

alınıp LC/MS te analiz edildi. 
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3.15. Naproksen Yıkımına Sıcaklık ve pH Değerinin Etkisi 

Naproksen yıkımına sıcaklığın etkisini incelemek amacı ile spor (1,2×106/ml) 

süspansiyonundan 400 µl pH 4,7 besiyerlerine ekim yapıldı ve farklı sıcaklıklarda 

(10, 20, 30, 40°C) inkübe edildi. 96. saatin sonunda deney grupları naproksen 

giderimi bakımından analiz edildi. Naproksen yıkımına pH nın etkisini anlamak için 

besiyerlerinin pH sı 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 a ayarlandı. A. niger sporları (1,2×106/ml) içeren 

süspansiyondan her bir besiyerine ekim yapıldı ve son konsantrasyon 50 mg/L 

olacak şekilde naproksen eklendi. 96. saat sonunda deney grupları naproksen 

giderimi açısından ve kuru ağ değerlendirildi. 

3.16.  Diklofenak Yıkımı İçin Uygun İnokülasyon Miktarının Bulunması 

Diklofenak yıkımı için uygun inokülasyon miktarının bulunması amacıyla daha önce 

30°C 150 rpm çalkalama hızında malt extract sıvı besiyerinde 5 gün süre ile inkübe 

edilen F. trogii homojenizatörden geçirildi ve besiyerlerine 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 

ml, 6 ml olacak şekilde ekildi. Diklofenak ortama fungal homojenizat ile birlikte 50 

mg/L olacak şekilde eklendi. 

3.17. Diklofenak Yıkımına İnkübasyon Sıcaklığının ve pH nın Etkisi 

Diklofenak yıkımına pH ve sıcaklığın etkisini belirlemek amacı ile daha önce 

anlatılan şekilde hazırlanan fungal homojenizattan 5 ml besiyerlerine 

ekildi.Diklofenak yıkımına pH etkisini belirlemek için pH sı 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5  

ayarlanmış besiyerlerine 5 ml ekim yapıldı 30°C 150 rpm de inkübe edildi. 

Diklofenak yıkımına sıcaklığın etkisini belirlemek için 5 ml fungal homojenizat 

ekilmiş besi besiyerleri (pH:4.7) 20, 25, 30, 35, 40, 45°C inkübe edildi.  

3.18. Kaba Lakkaz Enzimi ile Diklofenak Giderimi  

Kaba enzim elde etmek için F. trogii kültürleri Vogel besiyerinde 7 gün süreyle 30°C 

150 rpm çalkalama hızında inkübe edildi. İnkübasyon sonunda fungal biyokütle filtre 

kağıdı ile süzüldü. Elde edilen supernatan 20 µm por çaplı filtreden geçirildi ve kaba 

lakkaz enzim kaynağı olarak kullanıldı. Kaba lakkaz enzimi ile giderime sıcaklığın 

etksini belirlemek amacı ile son konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde diklofenak 

eklenen deney grupları, 15, 20, ,25, 30, 35, 40, 45, 50, 55°C inkübe edildi ve 48. 

Saat sonunda analiz edildi.  
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Kaba lakkaz enzimi ile diklofenak giderimine pH nın etkisini incelemek amacı ile son 

konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde diklofenak eklendi ve deney gruplarının pH 

sı 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5 olacak şekilde ayarlandı. Farklı pH’lara ayarlanmış 

deney grupları 48. Saat sonunda analiz edildi. 

3.19. Microtox Çalışmaları 

Etken maddelerin yıkım öncesi ve yıkım sonrası toksisitelerinin karşılaştırılması için 

Vibrio fischeri bakterisinin biyolüminisansına dayanan Microtox (MicroBioTets Inc.) 

testi yapıldı. Liyofilize halde bulunan bakteriler canlandırma solüsyonu ile 30 dakika 

oda sıcaklığında inkübe edildi. Besiyeri içinde etken madde bulunan gruplar ve 

yıkım gerçekleşmiş deney grupları 0,20 µm por çaplı filtrelerden geçirildi ve 

supernatanların pH sı 7 ye ayarlandı. Biyolüminisanstaki azalmanın anlamlı olup 

olmadığı kitin içinden çıkan içinde toksik herhangi bir molekül olmayan kontrol 

grubuna göre değerlendirildi. Bakteriyel ışımada gerçekleşen değişimler Kikkoman 

lumitester PD-20 ile ölçüldü. Toksik etki değerlendirmesi, kitin içinden çıkan kontrol 

grubununun ışıma değişimi ile örnekteki değişimin oranlanması esasına 

dayanmaktadır. Her grup için ayrı ayrı başlangıç ışıma değerleri ve 30 dakika 

sonraki ışıma değerleri alındı ve aşağıdaki eşitliğe göre % toksik etki hesaplandı. 

Ö𝑟𝑛𝑒𝑘 = (𝑅𝐿𝑈 𝑡0 − 𝑅𝐿𝑈 𝑡30 )(𝑅𝐿𝑈: 𝑅𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑓 𝐼ş𝚤𝑘 𝑈𝑛𝑖𝑡) 

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 = 𝑅𝐿𝑈 𝑡0 − 𝑅𝐿𝑈 𝑡30 

% 𝑇𝑜𝑘𝑠𝑖𝑠𝑖𝑡𝑒 = (
Ö𝑟𝑛𝑒𝑘 𝑅𝐿𝑈

𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙 𝑅𝐿𝑈
) × 10 

 

3.20. Rotoxkit F Çalışmaları 

Rotoxkit F (MicroBioTest Inc) test organizması olarak rotifer Brachionus 

calyciflorus’un kullanıldığı bir toksisite testidir. Testi gerçekleştirmek için önce 

standart taze su hazırlandı. Hazırlanan standartµ taze su akvaryum pompası ile en 

az 15 dakika havalandırıldı. Rotifer sistleri 5 cm çaplı petri kaplarına döküldükten 

sonra üstlerine 10 ml standart taze su eklendi ve 18 saat ışık kaynağı altında 25°C 

de inkübe edildi. 50 mg/L diclofenak içeren ve diclofenak’ın saf lakkaz ile yıkıma 

uğratıldığı ortam 0,20 µm por çaplı filtrelerden geçirildi.  
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Filtreden geçirilen ortamların pH sı 7 ye ayarlandı. Hazırlanan ortamlar testin 

kitapçığına göre beş farklı konsantrasyon elde edilecek şekilde sulandırıldı: C1(hiç 

sulandırılmamış), C2(1/2), C3(1/4), C4(1/8), C5(1/16). 18. Saat sonunda 

sistlerinden çıkan rotiferler bir mikroskop altında her konsantrasyon için 8 kuyucuk 

olan test ortamına her kuyucuğa 1 rotifer düşecek şekilde pay edildi ve 48 saat 25°C 

de inkübe edildi. Yüze inhibisyon aşağıdaki eşitliğe göre hesaplandı. 

İ(%) =
𝑁(𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙) − 𝑁(𝐶𝑎𝑛𝑙𝚤)

𝑁(𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
× 100 
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3. Sonuçlar ve Tartışma 

 

4.1.  Naproksen Yıkımını Gerçekleştiren En Etkin Suşun Belirlenmesi 

 

Naproksen yıkımını gerçekleştiren en etkin fungal kaynağın bulunması amacıyla ön 

kültürasyona tabi tutulan A. niger. P. chrysosporium, F. trogii, Y. lipolytica suşları ve 

fungus içermeyen abiyotik kontrol 50 mg/L naproksen ile 48 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun 48. saatinde kültür ortamlarından ve kontrolden alınan örnekler 

metanol:diklorometan karışımına çekildiler ve LC/MS de analiz edildiler . Analiz 

sonuçlarına göre %98 naproksen giderimi oranıyla A. niger en etkin fungal kaynak 

olarak belirlenirken. Diğer fungus suşlarının giderim kapasiteleri sırasıyla Y. 

lipolytica %37, P. chrysosporium %18 ve F. trogii %16  olarak bulundu (Şekil 4.1.) 

Şekil 4.1. Çalışmada kullanılan fungus suşlarının naproksen giderim kapasiteleri 

açısından karşılaştırılması (pH:4.7, 30°C, 150 rpm) 

Beyaz çürükçül funguslar sahip oldukları özgül olmayan ligninolitik enzimleri 

sayesinde birçok çevre kirleticinin gideriminde oldukça etkin mikroorganizmalardır 

[141].  Bu özelliklerinden dolayı araştırmacılar mikro kirleticilerin gideriminde de 

beyaz çürükçül fungusların yıkım yeteneklerini belirlemek amacıyla çalışmalar 

yapmışlardır [1], [142].  
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Marco-Urrea vd. lerinin 2010 da yaptıkları çalışma Trametes versicolor’un 

naproksen (10 mg/L) gideriminde son derece etkin olduğunu göstermiştir[5]. Bir 

başka çalışmada Trametes versicolorun steril toprak örneklerinde Naproxen 

giderimini gerçekleştirdiği gösterilmiş ve biyoaugmentasyon uygulamalarında T. 

versicolor’un kullanılabileceğini bildirmiştir [143].  Beyaz çürükçül Bjerkandera 

adusta’dan elde edilen versatil peroksidaz ile yapılan çalışmada ise %80 naproksen 

giderim oranına ulaşılmıştır [144]. Rodarte-Morales 1 mg/L naproksenin 

Bjerkandera sp. tarafından 7 günde, P. chrysosporium tarafından 4 günde tamamen 

giderildiğini göstermişlerdir [145]. Naproksenin bakteriyel yıkımı ile ilgili çalışma 

oldukça azdır, 2014 yılında Stenotrophomonas maltophilia KB2 ile yapılan bir 

çalışma Stenotrophomonas maltophilia’nın 35 günlük inkübasyondan sonra %78 lik 

bir naproksen giderim oranına ulaşıldığını bildirmiştir [146]. Planococcus sp. ile 

yapılan bir çalışma, bu cinsin naproksen degradasyonunu gerçekleştirebildiğini 

göstermiştir [147]. Pseudomonas sp. CE21 suşunun sulfamethoksazolün yanında 

naproksen giderimini de gerçekleştirdiği gösterilmiştir [148].  

Bu çalışmada ise beyaz çürükçül funguslardan P. chrysosporium ve F. trogii’de en 

düşük naproksen giderim oranı bulunmuştur. İnkübasyon sonunda ölçülen fungal 

biyokütleye bakıldığında, A. niger’in 0,74 g kuru ağırlıkla en çok üreyen fungus 

olduğu görülmektedir. En düşük yıkım gösteren F. trogii ve P. chrysosporium ‘un 

üremelerinin de diğer kullanılan fungal kaynaklara nazaran düşük olduğu 

gözlenmiştir. Sonuç olarak 0,74 g kuru ağırlığa sahip A. niger %98 giderim, 0,13 g 

kuru ağırlığa sahip Y. lipolytica %37,  0,08 g kuru ağırlığa sahip P. chrysosporium 

%18 ve 0.05 g kuru ağırlığa sahip F. trogii %16 giderim göstermiştir (Şekil 4.1).  Elde 

edilen sonuçlara göre biyokütle oluşturma kapasitesiyle giderim arasında bir ilişki 

olabileceği düşünülmektedir. A. niger biyokütlesinin fenol ve Kongo Red gibi 

kirleticilerin biyosorpsiyon/adsorsiyon yolu ile gideriminde başarılı sonuçlar verdiği 

daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir [149], [150].  A. niger’in giderim başarısının 

fungal biyokütleye adsorpsiyona dayanıp dayanmadığını anlamak için 5 gün ön 

inkübasyona tabi tutulan kültürlerin bir kısmı 110°C de otoklavlanarak öldürüldü, 

diğer kısmına ise ATPaz inhibitörü olan 5 mM sodyum azid eklendi [7]. Deney 

gruplarına son konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde naproksen eklendi. 
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48. Saatin sonunda naproksen içeren ortamlar çözücü karışımına çekildi ve analiz 

edildi.  Analiz sonucunda ısı ile öldürülmüş grupta (kuru ağırlık: 0,69 g) %19, 

sodyum azid eklenmiş grupta (kuru ağırlık: 0,77 g) %23 adsorpsiyon yoluyla 

naproksen giderimi gözlenmiştir (Şekil 4.2).  Elde ettiğimiz sonuçlar Aspergillus 

niger ile naproksen gideriminde hücre yüzeyine tutunmanın payı olsa da esas 

giderimin enzimatik olduğunu göstermektedir. Yapılan çalışmalar A. niger’in 

naproksen etken maddesini enzimatik olarak giderdiğini göstermiştir.  

A. niger’in biyoyıkıma dayanıklı bir etken madde olan karbamazepini giderme 

yeteneği olduğu Gauthier vd. tarafından 2010 yılında rapor edilmiştir [151]. Daha 

önce yapılan bir çalışma klorlu bir pestisit olan endosulfan’ın A. niger tarafından 

biyoyıkıma uğratıldığını göstermiştir [97].   A. niger’ in ayrıca herbisit, klorimuron-etil, 

klorsulfuron ve metsulfuron-metil’i biyoyıkıma uğrattığı gösterilmiştir [95], [96].  

Sonuç olarak A.niger diğer kullanılan fungal kaynaklar arasında en verimli 

naproksen gideren suş olarak seçildi ve bu giderimi enzim/enzimler aracılığıyla 

gerçekleştirdiği belirlendi.  

 

 

Şekil 4.2. Isı ile öldürülmüş ve kültür ortamına sodyum azid eklenmiş A. niger 

biyokütleleri ile canlı hücre ortamının naproksen giderimi açısından karşılaştırılması 

(pH:4.7, 30°C, 150 rpm) 
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4.2. Yıkım Sonrası Oluşan Ürünlerin Taranması ve 1HNMR ve 13CNMR ile 

Tanımlanması 

 

Naproksen giderimini gerçekleştiren en etkin fungal kaynak olarak A. niger  

belirlendi. 48 saat naproksen ile inkübe edilen A. niger kültür ortamı fitre edildi. Elde 

edilen filtrat CH2Cl2:MeOH karışımına çekildi ve LC/MS de analiz edildi. LC-MS ESI 

(-) analizi sonucunda üç ana pik gözlemlendi, tR (gecikme zamanı) 6,99 da metaboliti  

1, tR 8, 35 metabolit 2 ve tR 11,03 değişmeden kalmış naproksen (Şekil 4.3). 

 11,03 inci dakikada gelen pikin naproksen olduğu abiyotik kontol ile aynı zamanda 

gelmesinde ve kütle spektrumundan anlaşıldı, 11,03 de gelen pikin verdiği m/z 229 

iyon naproksenin bir Hidrojen kaybetmiş iyonudur (Şekil 4.4).  

 

Şekil 4.3. Yıkım sonrası oluşan ürünler ve naproksenin (a) HPLC kromatogramı ve 

(b) kütle iyon kromatogramı ESI (-) 
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Şekil 4.4.  Gecikme zamanı 11,03 dakika olan pikin (naproksen)  kütle spektrumu 

ESI (-) 

Gecikme zamanı 11,03 olan pikin ful ESI(-) kütle spektrumununa  bakıldığı zaman 

iki ana iyon görülmektedir bu iyonlar 230 molekül ağırlıklı naproksenin, m/z 299 [M-

H] ve birleşmiş iyon m/z 459 [2M-H] dır. 

Metabolit 1 ve metaboliti 2 nin kütle spektrumlarına baktığımız zaman. Metabolit 1 

için üç ana iyon görülmektedir bunlar m/z 215 [M-H] (%100), m/z 431 [2M-H] (%19) 

ve m/z 171 [M-COOH] (%22) dir (Şekil 4.5). Metabolit 2 için ise, m/z 245 (%29) ve 

m/z 201(%100) olmak üzere iki ana iyon gözlenmiştir (Şekil 4.6). Oluşan metabolitler 

izole etmek amacıyla organik çözücüye alındı ve silika jel de CH2Cl2: MeOH (95: 5) 

karışımı ile yürütüldü. Elde edilen fraksiyonlar TLC de kontrol edilmiş ve 

saflıklarından LC/MS analizi ile emin olunmuştur. Saf metabolitlerin LC/MS analiz 

sonuçları, metabolit 1 için şekil 4.7. ve metabolit 2 için şekil 4.8. de verilmiştir.  
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Şekil 4.5. Gecikme zamanı 6,99 dakika olan metabolit 1 için ESI (-)  kütle spektrumu 

 

Metabolit 1 m/z 215 [M-H], C14H14O3 (moleküler ağırlık: 230) kimyasal formüle sahip 

ana molekül naproksenden (m/z 229 [M-H]) 14 kütlesi ünitesi düşüktür. Kütlede 14 

birimlik bir düşüş naproksenin metil grubunu kaybettiğini göstermektedir. Saf halde 

elde edilen metabolitl 1 (Şekil 4.7) in 1H-NMR ve 13C-NMR analizleri, oluşan ürünün 

naproksenin metil grubunu kaybetmiş türevi 216 moleküler ağırlığa sahip 6-O-

desmetilnaproken (C13H12O3) olduğunu göstermiştir (Çizelge 4.1.).  Yapılan 

analizler sonucu 6-O-desmetilnaproksen olduğu belirlenen  metabolit 1 insan 

idrarında da tespit edilmiş bir naproksen metabolitidir [152]. İnsan sitokrom P450 

enzim sisteminin analoğuna sahip olduğu bilinen Cunninghamella cinsleri ile yapılan 

bir çalışmada da naproksenin metaboliti olarak O-desmetilnaproksen tanımlanmıştır 

[82].  Beyaz çürükçül Tramtes versicolor’unda naprokseni 6-O-desmetilnaproksene 

metabolize ettiği gösterilmiştir [153]. Naproksen desmetil metabolitinin insan 

idrarında ve memelilerde ki sitokrom P450 enzim sisteminin analoğuna sahip olduğu 

bilinen Cunninghamella türlerinin kültürlerinde bulunması, A.niger’inde naproksen 

metabolizmasında fungal sitokrom P450 enzimlerinin rolü olduğunu 

düşündürmektedir.   
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Ana pik olarak m/z 201 veren metaboliti 2 (Şekil 4.8) nin yapısı 1H-NMR ve 13C-

NMR (Çizelge 4.1.) aydınlatılmış ve naproksen (C14H14O3) molekülüne 7. 

Karbondan bir oksijen girmesiyle oluşan 246 moküler ağırlıklı 7-

hidroksinaproksen(C14H14O4) olduğu bulunmuştur. Buna göre ana pik m/z 201 [M-

COOH] ve m/z 245 [M-H] olarak yorumlanabilir (Şekil 4.6) 

 

Şekil 4.6. Gecikme zamanı 8,35 dakika olan metabolit 2 için ESI (-)  kütle spektrumu 

 

. A. niger steroidlerin, terpenlerin, ve alkoloidlerin hidroksinlenmesini 

katalizleyebilmektedir [154]. Bugüne kadar yapılan yapılan çalışmalarda  

naproksenin fungal metabolitleri olarak; O-desmethylnaproksen, 7-

hydroxynaproksen, 7-hidroksi-O-desmetilnaproksen, desmetilnaproksenin sulfat 

konjugatı ve1-(6-metoksinaftelen-2-yl)etanon olarak tespit edilmiştir [5], [82], [154]. 

Birçok aromatik bileşiği yıktığı bilinen bir bakteri olan Stenotrophomonas maltophilia 

ile yapılan bir çalışmada ara metabolit olarak 5,7,8-trihidroksinaproksen 

tanımlanmıştır [146]. 
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Şekil 4.7.. İzole edilen Metabolit 1 için HPLC ve kütle iyon kromatogramı 

 

 

Şekil 4.8. İzole edilen Metabolit 2 için HPLC ve kütle iyon kromatogramı 
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Çizelge 4.1. Naproksenin fungal transformasyon ürünlerin kimyasal yapıları ve 

NMR sonuçları  

 

4.3. A. niger ile Naproksen Giderimin Mekanizmasının Belirlenmesi 

 

Naproksen biyotransformasyonunu gerçekleştiren enzim veya enzim grubunun 

tespit etmek için önce enzim ya da enzim grubunun lokalizasyonunu belirlemek 

gereği duyuldu. Enzim veya enzim grubunun lokalizasyonunu belirlemek için 

hücreden ayrılmış süpernatan 0,22 µm por çaplı filtreden geçirilerek hücre dışı 

enzim kaynağı olarak kullanıldı ve 50 mg/L naproksen ile 48 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonunda LC-MS ile analiz edildi, analiz sonucunda giderim ve metabolit 

oluşumu gözlenmedi. Bu bulgu, naproksen gideriminin ancak canlı hücre ile temas 

halinde gerçekleşebileceğini göstermiştir. Bu bilginin ışığında giderimden fungal 

sitokrom P450 enzim sisteminin rolü olabileceği düşünüldü. Kurduğumuz bu 

hipotezi sınamak amacıyla üç gün ön inkübasyona tabii tutulan A.niger kültürlerine 

cytP450 inhibitörü olan 1-aminobenzotriazol son konsantrasyonu 2mM olacak 

şekilde eklendi ve 50 mg/L naproksen ile 48 saat inkübe edildi. 

             

 Metabolit 

 

1H-NMR (CD3OD) 400 MHz δ ppm 

 

13C-NMR (CD3OD) 

100 MHz δ ppm 

   

 

M1 (6-O-desmetilnaproksen) 

 

       

 

1.51(d,3H, J=7.2Hz,-CH3) 
3.79(q,1H,J=7.2Hz,-CH-) 
7.02(dd,1H,J=8,6 & 2.4Hz,H-7)  
7.06(d,1H,J=2.4Hz,H-5)  
7.35(dd,1H,J=8,4 & 1.6Hz,H-3)  
7.58 (d,1H,J=8.4Hz, H-4)  
7.63(s,1H,H-1)  
7.66(d,1H,J=8.4Hz,H-8) 

 

177.7, 154,9, 135,7, 

134,0, 128,9, 128,4, 

126,1, 125,7, 125,5, 

118,02, 108,3, 45.5, 

17.7 

M2 (7-hidroksinaproksen)  

 

 

 

1.48(d,3H,J=7.2Hz,-CH3)  

3.72(q,1H,J=7.2Hz,-CH-)   

3.88(s,3H,-OCH3)  

6.81 (d,1H,J=1.6Hz,H-5),  

7.06 (dd,1H,J=9,2 & 2.8Hz,H-3)  

7.18 (s,1H,H-8),  

7.46 (d,1H,J=2.8Hz,H-1), 

7.62(d,1H,J=9.2Hz,H-4) 

 

177.4, 157,2, 152,5, 

136,7, 130,4, 128,8, 

125,1, 118,7, 117,1, 

107,8, 100,1,  54,4, 

45,6, 17,8. 
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 İnkübasyon sonucu naproksen giderimi sonucu oluşan metabolitlerden 7-

hidroksinaproxen ve O-desmethilnaproxen LC-MS analizleri sonucunda tespit 

edilememesi, bize naproksen gideriminin sitokrom P450 enzim sistemi tarafından 

gerçekleştiğini düşündürmektedir. Naproksen insan karaciğerinde sitokrom P450 

enzimi tarafından dealkilasyona uğratılır ve O-demetile metaboliti oluşur. Sonuç 

olarak O-desmetilnaproksen ve konjugatları oluşur [155].  İnsan karaciğerinde 

bulunan sitokrom P450 izoformları CYP2C9 ve CYP1A2 enzimleri naproksenin O-

demetilasyonundan sorumludur [156] . Fungal sitokrom P450 enzimleri hücre için 

gerekli biyosentez reaksiyonlarında görev almalarının yanı sıra alken asimilasyonu 

ve fungisitlerin detoksifikasyonu gibi reaksiyonlarda da rol oynarlar [120], [157]. 

Hidroksilasyon fungal sitokrom P450 enzimleri tarafından gerçekleştirilen bir 

reaksiyondur. Örneğin fungal CYP504A1 enzimi fenilasetatın 2-hidroksifenil asetat 

dönüşümünü katalizler [158]. Ayrıca Candida maltosa, Candida tropicalis ve 

Candida apicola türlerinin alkenleri ve yağ asitlerini hidroksilasyona uğrattıkları 

bilinmektedir [157]. A. niger CYP53A1 enzimi ile antifungal 3-metoksibenzoatın O-

demetilasyonla detoksifikasyonu gerçekleştirir [159]. Cunninghamella blakeslesna, 

Cunninghamella echinulata ve Cunninghamella elegans türlerinin naprokseni fungal 

P450 enzim sistemi ile O-desmetilnaproksene dönüştürdüğü gösterilmiştir [82]. 

Trametes versicolor’un üreme ortamına eklenen sitokrom P450 inhibitörü 1-

aminobenzotriazol naproksen giderim hızını anlamlı bir oranda azaltmıştır [153].  

Bu çalışmada tanımlanan metabolitlerden biri olan 6-O-desmetilnaproksenin insan 

idrarında bulunması, yapılan çalışmalar sonuncunda naproksen gideriminin ancak 

canlı A.niger hücresi ile gerçekleştiğinin gözlemlenmesi, yine yıkım çalışmalarında 

kullanılan ortama P450 inhibitörü eklendiğinde yıkımın ve metaboliti oluşumunun 

gözlenmemesi, fungal sitokrom enzimlerinin farklı substratları hidroksile ve demetile 

etme yetenekleri ile iligili literatür bilgisinin bulunmasına dayanarak. Çalışmamız 

sonucunda tanımladığımız O-desmetilnaproksen ve 7-hidroksinaproksen 

oluşumunda Aspergillus niger’in sitokrom P450 enzimlerinin rolü olduğunu 

söyleyebiliriz.  

 

 

 



40 
 

4.4. Oluşan Metabolitlerin Zamana Göre Değişimi  

 

Naproksenin yıkım sonrası oluşan metabolitlerinin ortamdaki oranlarının bulunması 

için, her 24 saatte bir yıkım ortamından alınan örnek CH2Cl2:MeOH çözücü fazına 

çekildi.  Elde edilen piklerin alanından ortamda bulunan metabolitlerin yüzde oranı 

hesaplandı (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.9. 48. Saat sonunda ortamda bulunan tüm bileşiklerin birbirlerine göre yüzde 

oranları 

Yapılan analizler sonucunda sadece naproksen ve metaloitleri dikkate alındığında 

24. saatin sonunda relatif miktar olarak, %64 naproksen, %27 7-hidroksinaproksen, 

%9 O-desmetilnaproksen bulunmuştur. 48. saatin sonunda relatif miktar olarak, %2 

naproksen, %83 7-hidroksinaproksen, %15 O-desmetilnaproksen olarak 

bulunmuştur. 72. saatin sonunda relatif miktar olarak, %1 naproksen, %76 7-

hidroksinaproksen,  %23 O-desmetilnaproksen olarak bulunmuştur. 96 saatin 

sonunda relatif miktar olarak, %1 naproksen, %57 7-hidroksinaproksen, %42 O-

desmetilnaproksen olarak bulunmuştur. 120. Saatin sonunda ise relatif miktar olarak, 

naproksen gözlenememiştir ancak metabolitler, %54 7-hidroksinaproksen ve %46 

6-O-desmetilnaproksen olarak bulunmuştur. Elde edilen sonuçlara göre 120 saatlik 

dönem için naproksenin mineralize olmadığı gözlemlenmiştir. Ayrıca 48. saatin 

sonundan 120. saatin sonuna kadar 7-hidroksinaproksen miktarında azalış 

gözlenirken (%83 - %54), O-desmetilnaproksen miktarında artış gözlenmiştir (%15 

- %46). Elde edilen sonuçlar 7-hidroksinaproksenin,  6-O-desmetilnaproksene 

dönüştüğü şeklinde yorumlanabilir (Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. Naproksen ve metabolitlerinin zamana göre değişimi (pH:4,7, 30°C, 150 

rpm) 

4.4. İnokulasyon Miktarının Naproksen Giderimine Etkisi 

İnokulasyon miktarının naproksen giderimine etkisini incelemek amacıyla 

mililitresinde 1,2×106/ml spor bulunan süspansiyondan 100 ml besiyerlerine 100 µl, 

200 µl, 300 µl, 400 µl ve 500 µl ekim yapıldı. Ekim yapıldıktan hemen sonra son 

konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde naproksen eklendi. 24. saatten başlamak 

üzere her 24 saatte bir her bir inokulasyon miktarı için bir kültür ortamı naproksen 

giderimi ve oluşan biyokütle açısından değerlendirildi.  İlk 24 saatlik zaman diliminde 

hiçbir kültür ortamında naproksen giderimine rastlanamamıştır. İlk 24 saatlik dilimde 

A. niger sporlarının yeni yeni germine olması ve buna bağlı olarak biyokütlesinin çok 

düşük olması, naproksen gideriminin olmamasının ana nedenidir. Şekil 4.11 de 

görüldüğü gibi zaman bağlı olarak biyokütle artmakta ve biyokütle artışı ile birlikte 

giderim oranı da artmaktadır. Elde edilen bu sonuç, daha önceki naproksen 

gideriminde canlı A. niger biyokütlesinin etkin olduğunu bir kez daha kanıtlamıştır. 

En yüksek giderim oranına %97 ile 96. saat sonunda 500 µl (0,458 g) ve 400  µl 

(0,450 g) inokülasyon miktarında ulaşılmıştır. En düşük giderim oranına %60 

naproksen giderimi ile 100 µl  (0,33 g) ekim yapılan grupta rastlanmıştır.  
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Bütün gruplarda 72. saat ile 96. saat arasında biyokütlede hızlı bir artış ve buna 

bağlı olarak giderim oranında hızlı bir artış gözlenmiştir. Bu gözlemde fungal 

biyokütle arasındaki ilişkiyi göstermektedir.  Sıcaklık etkisi ve pH etkisini incelemek 

amacıyla yapılacak olan çalışmalarda 400 µl inokülasyon miktarı olarak seçilmiştir. 

 

Şekil 4.11. Farklı inokülasyon miktarlarına göre zamana göre kuru ağırlık (K.A.) ve 

naproksen giderim oranları. (sütunlar; kuru ağırlık, çizgiler; giderim oranı) 

4.5. İnkübasyon Sıcaklığının ve Ortam pH sının Naproksen Giderimi Üzerine 

Etkisi 

 

Sıcaklık ve ortam pH sı mikroorganizmaların üremesi ve aktiviteleri açısından en 

önemli parametrelerdendir. İnokülasyon çalışması sonucu 96 saat sonunda spor 

stoğundan (1,2×106/ml ) 400 µl ekilmiş olan grupta %97 lik giderim gözlendi. Bu 

nedenle ortam sıcaklığı ve pH’nın etkisinin incelendiği çalışmada inokulasyon 

miktarı 400 µl, giderim çalışmasının sonlandırılacağı zaman 96 saat olarak belirlendi. 

Ortam sıcaklığının etkisinin belirlenmesi için pH değeri 4.7 ye ayarlanmış kültür 

ortamlarına son konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde naproksen eklendi ve 10°C, 

20°C, 30°C ve 40°C de 96 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonunda uygun çözücüye 

alınan örnekler analiz edildi. Yüzde yıkım oranı abiyotik kontrollere karşı hesaplandı. 

Analiz sonucunda diğer çalışmalarda olduğu gibi fungal biyokütleyle yıkım arasında 

yakın bir ilişki olduğu gözlemlendi (Şekil 4.12). Elde edilen sonuçlar sırası ile ; 10°C 

için 0,046 g, %12 giderim, 20°C için 0,198 g %45 giderim, 30°C için  0,455 g, %98 

giderim ve 40°C için 0,172 g, %38 giderim bulunmuştur. 
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Şekil 4.12. Farklı inkübasyon sıcaklıklarının naproksen giderimine etkisi (pH 4,7, 

150 rpm, 96 saat) 

Aspergillus niger için optimum üreme sıcaklığı %70-%90 nem oranında 30°C dir 

[160]. Bir başka çalışma ise Aspergillus niger’in 30°C ile 35°C maksimum üreme 

gösterdiğini bildirmiştir [161]. Aspergillus fumigatus’un anthracene biyoyıkımının 

(%65) en etkin şekilde 30°C inkübasyon sıcaklığında gerçekleştirdiği bildirilmiştir 

[162]. Yapılan çalışma sonucu maksimum üremenin ve giderimin gözlendiği 30°C 

Aspergillus niger’in optimal giderim gösterdiği sıcaklıktır. Hücre içi enzimler ile 

gerçekleşen naproksen giderimi üreme ile doğrudan ilgilidir. Bu nedenle kuru ağırlık 

değerinin en yüksek olduğu 30°C da A. niger diğer sıcaklık değerlerine nazaran 

naproksen giderimini daha etkin bir şekilde gerçekleştirmiştir.  

Ortam pH sının A. niger ile naproksen giderimine etkisini araştırmak için, pH 

değerleri önceden 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 olarak ayarlanmış besiyerlerine 1,2×106/ml spor 

içeren süspansiyondan 400 µl ekim yapılmıştır. Ekim yapılmış ortamlara 

konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde naproksen ekildi ve 30°C de 96 saat inkübe 

edildi. 96 saatlik inkübasyon sonunda abiyotik kontrolere karşı yüzde giderim 

hesaplandı. 
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Elde edilen sonuçlara göre A. niger geniş pH aralığında üreme göstermiştir.  

Çalışma sonunda pH 4 ile 7 arasında %70 ve üzeri giderim olduğu gözlenmiştir. En 

yüksek giderim pH 6 ve pH 5 değerlerinde sırasıyla %100 (0,534 g) ve %99 (0,470 

g) olarak bulunmuştur. En düşük giderim oranı ise pH 9 da %7 (0,092 g) 

bulunmuştur. Şekil 4.13 görüldüğü gibi biyokütlenin yüksek olduğu pH değerlerinde 

naproksen giderim oranı da yüksektir. pH değerinin naproksen giderimine etkisinin 

araştırıldığı bu çalışmada da naproksen giderimiyle biyokütle arasında bir ilişki 

olduğu görülmüştür. A. ochraceus’un Reaktif mavi boyasının giderimini en verimli 

şekilde pH 5 te gerçekleştirdiği bildirilmiştir [163]. Bir başka çalışma A. versicolor’un 

pH 6 da %100 fenol giderimini gerçekleştirdiğini göstermiştir [164].Ye vd.  A. 

fumigatus ile yaptıkları çalışmada pH 7,5 üzerindeki değerlerde anthrecene 

gideriminin keskin bir şekilde düştüğünü rapor etmişlerdir [165]. Bu çalışmada da A. 

niger’in pH 7 de %75 giderim gösterdiği,  giderim oranının pH 8 de hızlıca düşüşe 

geçerek %45 li değerlere indiği gözlenmiştir. Yıkım çalışmalarında yıkımı 

gerçekleştiren enzimin ya da organizmanın pH değişimine verdiği cevabın yanı sıra 

molekülünde pH değişimine verdiği cevap göz önüne alınmalıdır. Moleküllerin 

deprotone ve protone formları,  kural olarak pKa larına eş pH larda eşittir. Ortam pH 

sı pKa nın altında olduğu zaman protone moleküller artar, ortam pH sı pKa nın 

üzerinde olduğu zaman deprotone moleküller artar. Bu nedenle molekülün 

çözünürlüğü gibi özellikleri pH ya bağımlı olarak değişir. 

 

Şekil 4.13. Farklı ortam pH değerlerinin naproksen giderimine etkisi (30°C, 96 saat 

inübasyon, 150 rpm) 
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Sinan vd yaptıkları çalışmada naproksenin çözünürlüğünün pH artışına bağlı olarak 

arttığını göstermişlerdir [166]. Naproksen pKa sı 4,15 olan –COOH grubu taşıyan 

asidik karakter gösteren bir moleküldür. Yapılan çalışmada naproksenin pKa 

değerlerinin üstü ve altındaki pH değerlerinde giderimin biyokütle oluşturma 

kapasitesiyle orantılı olduğu görülmüştür. Yapılan gözlemler farklı yükteki 

moleküllerin nasıl hücre içine alındığını açıklayamamaktadır. Bu nedenle 

naproksenin fungal hücre içine alımıyla ilgili çalışmalara ihtiyaç vardır. 

4.6. Vibrio fischeri Toksisite Testi (Microtox) 

 

Bir kirleticinin metabolize olması detoksifiye olduğu anlamına gelmez. Bazı 

durumlarda daha toksik bileşikler ortaya çıkabilmektedir [62] Bu nedenle toksik etki 

değerlendirilmesi yapılmalıdır.  Naproksenin ve yıkım sonrası oluşan ürünlerin 

toksisitelerinin karşılaştırılması için Vibrio fischeri bakterisinin biyolüminisansına 

dayan Microtox testi yapıldı. Konsantrasyon olarak 50 mg/L naproksen içeren 

abiyotik kontrol ile A. niger ile naproksen yıkımı gerçekleştirilen ortamın, Vibrio 

fischeri’nin biyolüminisansı üzerindeki etkisi karşılaştırıldı. pH değerinin herhangi bir 

etki yaratmaması için iki grubunda pH sı 7 ye ayarlandı. Abiyotik kontrol ve yıkım 

ortamının biyolüminisansta 30 dakika içinde kaç birimlik azalmaya neden olduğu 

Kikkoman lumitesterda ölçüldü. Yüzde toksik etki, hiçbir toksik bileşen içermeyen 

kontrol grubuna oranlanarak hesaplandı. Bulunan sonuçlar şöyledir; abiyotik kontrol 

%16 toksik etki gösterirken,  %82 7-hidroksinaproksen, %15 6-O-

desmetilnaproksen ve %3 naproksen içeren ortam %11 toksik etki göstermiştir. 

Isidori vd. omurgasızlarla yaptıkları akut ve kronik testler sonucunda naproksenin 

fototransformasyon ürünlerinin ana bileşikten çok daha toksik özellik gösterdiğini 

rapor etmişlerdir [27]. Trametes versicolor’un 6 saat içinde naprokseni ve oluşan 

metabolitleri tamamen giderdiği bildirilmiş ve yalnız naproksen içeren abiyotik 

kontrolün toksik etkiye neden olduğu gösterilmiştir [5]. Yaptığımız çalışmada ise 

abiyotik kontrolün toksisitesi ve yıkım ortamın tokisisitesi arasında çok büyük bir fark 

gözlenmemiştir. Bunun nedeni ortamda kalan metabolitler ya da üreme sırasında 

oluşan metabolitler olabilir. Yıkımın gerçekleştiği ortam doğası gereği karmaşık bir 

karakter göstermektedir ve doğru olan yaklaşım bu ortamın toplam toksisitesinin 

değerlendirilmesidir.  
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Çalışma sonunda şunu söyleyebiliriz ki; yıkım ortamı abiyotik kontrolden daha toksik 

değildir ve az da olsa abiyotik kontrole nazaran toksisitede bir azalma söz 

konusudur.  

4.7.   Diklofenak Yıkımını Gerçekleştiren En Etkin Suşun Belirlenmesi 

Diklofenak yıkımını gerçekleştiren en etkin fungal kaynağın bulunması amacıyla 

önkültürasyona tabi tutulan A. niger. P. chrysosporium, F. trogii, Y. lipolytica suşları 

ve fungus içermeyen abiyotik kontrol 50 mg/L diklofenak ile 48 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun 48. saatinde kültür ortamlarından ve kontrolden alınan örnekler etil 

asetata çekildiler ve LC/MS de analiz edildiler. 48. saat sonunda fungusların 

diklofenak giderim yetenekleri abiyotik kontrolde bulunan diklofenak miktarına göre 

oranlandı. Sonuç olarak, Yarrowia lipolytica (K.A.: 0,16 g) için %48, P. 

chrysosporium (K.A.: 0,083 g)  için %56, Aspergillus niger (K.A.: 0,71 g) için %100 

ve Funalia trogii  (K.A.: 0,047) için %100 giderim oranı bulundu (Şekil 4.14.) 

 

Şekil 4.14. 48.  saat sonunda çalışmada kullanılan fungus suşlarının diklofenak 

giderim kapasiteleri açısından karşılaştırılması (pH:4.7, 30°C, 150 rpm) 

Funalia trogii ve Aspergillus niger 48 saatlik inkübasyon sürecinin sonunda %100 

giderim oranıyla en verimli fungal kaynaklar olarak seçildiler. Seçilen funguslar kendi 

aralarındaki en verimli suşun belirlenmesi için 24 saat inkübasyona tabi tutuldular.  
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24 saatlik inkübasyonun sonucunda Funalia trogii %100 giderim gösterirken 

Aspergillus niger %70 giderim göstermiştir (Şekil 4.15). Bu nedenle ilerleyen 

çalışmalar F. trogii üzerinden devam etmiştir.  

 

Şekil 4.15. A.niger ve F. trogii’nin 24 saatlik inkübasyonden sonra bulunan 

diklofenak giderim oranları (pH:4.7, 30°C, 150 rpm). 

Adsorpsiyonun giderim üzerinde ki etkisini anlamak için 7 gün ön inkübasyona tabi 

tutulan kültürlerin bir kısmı 110°C de otoklavlanarak öldürüldü, diğer kısmına ise 

ATPaz inhibitörü olan 5 mM sodyum azid eklendi [7]. Sodyum azid ayrıca lakkaz 

enzimine de inhibitörik etki göstermektedir [167].  Isı ile öldürülmüş ve sodyum azid 

eklenmiş ortamlara son konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde diklofenak eklendi. 

24 saatlik inkübasyon sonunda ısı ile öldürülmüş (K.A: 0,045 g) ve sodyum azid 

eklenmiş grupta (K.A. 0,042 g) %5 civarı giderim gözlenirken, canlı hücrenin 

bulunduğu grupta (K.A.: 0.052 g) %100 giderim gözlenmiştir.  Fungal hücre 

duvarının fizikokimyasal yapısı yüksek sıcaklıkta değişikliğe uğratmaktadır ve bazı 

durumlarda adsorpsiyon kapasitesinde değişimlere neden olabilir [168].  Trametes 

versicolor’un ısıl işleme maruz kalmış biyokütlesinin, ısıl işleme tabi tutulmayan 

biyokütleye nazaran diklofenakı daha iyi adsorbe ettiği bildirilmiştir [7]. Yapılan 

çalışmada ise F.trogii için ısıl işlemin adsobsiyon kapasitesinde bir değişime neden 

olamadığı görülmektedir. Sonuç olarak ısı ile öldürülmüş ve sodyum azid eklenmiş 

kültürlerde ki diklofenak giderim oranları önemsenmeyecek kadar azdır (Şekil 4.16).  

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

G
id

e
ri

m
 %

Aspergillus niger Funalia trogii



48 
 

Bu sonuca dayanarak diklofenak giderimini Funalia trogii’nin enzimatik olarak 

gerçekleştirdiğini söyleyebiliriz. 

 

4.16. Isı ile öldürülmüş ve kültür ortamına sodyum azid eklenmiş F. trogii biyokütleri 

ile canlı hücre ortamının naproksen giderimi açısından karşılaştırılması (pH:4.7, 

30°C, 150 rpm) 

Hızlı bir şekilde diklofenak giderimi gerçekleştirdiği tespit edilen F. trogii’nin tam 

anlamıyla giderim hızını belirlemek için ön kültürasyona tabii tutulmuş F. trogii’nin 

üretim ortamına son kosantrasyon 50 mg/L olacak şekilde eklenmiş ve saat başı 

örnek alınmıştır (Şekil 4.17). 

 

Şekil 4.17. F. trogii ile zaman göre diklofenak giderim oranları (pH:4.7, 30°C, 150 

rpm) 
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Marco-Urrea vd. yaptıkları çalışmada beyaz çürükçül grubunda yer alan Trametes 

versicolor’un diklofenak giderimini gerçekleştirdiğini bildirmişlerdir. Yine aynı 

çalışmada Trametes versicolor’un 10 mg/L diklofenakı 1 saat içinde %94 oranında 

giderdiğini göstermişlerdir [7]. Bu çalışmada en verimli fungus olan F.trogii de beyaz 

çürükçül grubunda yer almaktadır ve Trametes versicolor’un gösterdiği giderim 

hızına benzer bi diklofenak giderimini gerçekleştirmiştir. Yine bir beyaz çürükçül olan 

Phanerochaete sordida ile yapılan çalışmada diklofenakın 6 gün içerisinde 

tamamen tespit edilemeyecek konsanstrasyona indiğini bildirmişlerdir [142]. 

Phanetochaete chryososporium başlangıç konsantrasyonu 2 mg/L olan diklofenakı 

30 gün içerisinde %93 oranında gidermiştir [169]. Daha önce yapılan farklı bir 

çalışma üç farklı beyaz çürükçül cinsini diklofenak giderimi açısından 

karşılaştırmıştır,  1 mg/L konsantrasyonda diklofenak kullanılan çalışmada, 

Bjerkandera sp. R1 4 günde %99 giderim oranı gösterirken, B. adusta ve P. 

chrysosoproium 7 günde sırasıyla, %91 ve %88 giderim göstermişlerdir [145]. Aktif 

çamurla yapılan bir çalışmada oksijen varlığında diklofenak gideriminin 27 gün 

sürdüğü bildirilmiştir [170].  

 Literatüre bakıldığında beyaz çürükçül fungusların farklı oranda ve hızda olsa 

diklofenak üzerinde etkin olduğu görülmektedir. Yaptığımız çalışmada kullandığımız 

beyaz çürükçül Funalia trogii’nin 50 mg/L diklofenakı 6 saat gibi bir sürede 

giderdiğini göstermiş bulunmaktayız.  

4.8. Diklofenak Yıkım Ürünlerinin Taranması 

 

 Dikolfenak, asetonitrıl: MeOH: su: % 0.1HCOOH asetonitril içinde (65:15:10:10) 

yürütücü fazda 6. Dakikada gelmektedir (şekil 4.18).  Diklofenakın(C14H11Cl2NO2) 

kütle spektrumuna bakıldığında 3 ana iyon görülmektedir, Bu iyonlar protone 

diklofenak m/z 296, m/z 250 [M+H - H20 - CO] ve m/z 278 [M+H – H2O] dur (Şekil 

4.19). Diklofenakın yıkım ürünlerini tespit etmek amacıyla 24 saat 50 mg/L 

diklofenak ile inkübe edilen F.trogii kültürü 1:1 oranında etil asetata alındı ve LC/MS 

de analiz edildi. Analiz sonucunda diklofenak ya da oluşan bir ürün bulunamadı 

(Şekil 4.20). 
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Şekil 4.18. Gecikme zamanı 6. Dakika olan diklofenakın HPLC (a) ve kütle iyon 

kromatogramı (b) ESI(+) 

 

Şekil 4.19. 6. dakikada gelen diklofenakın kütle spektrumu   
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Şekil 4.20. 24. saat sonunda elde edilen HPLC (a) ve kütle iyon kromatogramı (b) 

ESI (+) 

Yukarıdaki şekilde de görüldüğü gibi kütle total iyon kromatogramında  gelen bir 

madde tespit edilememiştir. HPLC kromatogramında görülen pikler ise yürütücü 

fazdan gelen gürültü pikleridir. Elde edilen sonuçlara göre F. trogii’nin 24 saat içinde 

diklofenakı mineralize ettiğini ya da tespit edilemeyen ürünlere çevirdiğini 

söyleyebiliriz. Trametes versicolor ile yapılan çalışmada da aynı sonuca ulaşılmıştır. 

Araştırmacılar Trametes versicolor ile 24 saat inkübasyona tabi tutulan diklofenakın 

tamamen yok olduğunu bildirmişlerdir  [7]. Hızlı denebilecek bir sürede hiçbir son 

ürün bırakmadan tamamen yıkılan diklofenakın yıkımı sırasında oluşan ara 

ürünlerini tanımlamak için, 30. dakika, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat.5 saat ve 6. 

saat olmak üzere farklı zamanlarda örnek alındı ve 1:1 oranında etil asteta çekildi. 

Alınan örnekler çıkan metaboitleri tek bir kromatogramda görebilmek için birleştirildi. 

Birleştirilmiş örnek analiz edildiğinde 5,80. dakikada gelen diklofenakın yanında 

4,93 ve 4,77. dakikalarda gelen iki yeni maddenin oluştuğu görülmektedir  (Şekil 

4.21).  

 



52 
 

4,77. dakikada gelen maddenin kütle spekturumuna bakıldığında ana iyon piki ESI 

(+) m/z 296 olan diklofenaktan 16 kütle unit büyük m/z 312 piki gözlendi (Şekil 4.22). 

Diğer pik olan 4,93 kütle spekturumunda  m/z 312 pikine rastlandı. Şekil 4.21 de 

görüldüğü gibi 4,77 ve 4,93.  dakikada gelen maddelerin verdiği iyon piki (m/z 312) 

orijinal dikolfenakın (m/z 296) verdiği iyon pikinden 16 kütle unit büyüktür. Bu sonuç 

diklofenakın hidroksillenmiş olduğunu göstermektedir. 

 

Şekil 4.21. Birleştirilmiş olan örneklerin HPLC (a) ve kütle iyon kromatogramı  (b) 

ESI(+) 
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Şekil. 4.22. Gecikme zamanı 4,77. dakika olan metaboltin kütle spektrumu ESI(+) 

 

Şekil 4.23. Gecikme zamanı 4,93. dakika olan metabolitin kütle spektrumu  
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İnsan karaciğerinde sitokrom P450 ailesinden CYP2C9 diklofenakın 

hidroksillenmesinden ve 4-hidroksidiklofenak oluşumundan sorumludur [171]. 

Paecilomyces farinosus, Arthrinium phaeospermum, Mucor plumbeus, Scytalidium 

sp. , Pestalotiopsis sp. ve Epicoccum nigrum gibi birçok fungus diklofenakı 

hidroksilleyebilmektedir. Beyaz çürükçül Phanerochaete sordida diklofenak 

metobolizması sonucu ürün olarak 4’5-dihidroksidiklofenak, 4’-hidroksidiklofenak ve 

5-hidroksidiklofenak oluşturduğu bildirilmiştir [142]. Başka bir beyaz çürükçül olan 

Trametes versicolor’un diklofenak metabolizması sonucu 4’-hidroksidiklofenak ve 5-

hidroksidiklofenak oluşur. Ayrıca araştırmacılar diklofenakın hidroksi türevlerinin 

oluşumunu Trametes versicolor’un sahip olduğu sitokrom P450 enzimlerine 

bağlamışlardır [7]. Dikolfenakın bakteriyel metaboliti olarak, Actinoplanes’in 

diklofenak metabolizması sonucu ortaya çıkan 4-hidroksi ve 4,5-hidroksi diklofenak 

örnek olarak verilebilir  [172].  Pestalotiopsis sp. ve Epicocum nigrum ile yapılan 

çalışmalar 4-hidroksidiklofeknın ana metaboliti olduğunu, 3-hidroksi ve 5-

hidroksidiklofenakın minör metabolitler olduğunu göstermiştir [173], [174] Elde 

ettiğimiz kütle spekturumları diklofenakın hidroksillenmiş olduğunu gösterse de OH- 

grubunun moleküle hangi karbondan girdiğini göstermekte yetersiz kalmaktadır. 

Diklofenak molekülünün hangi karbon atomundan hidroksillendiğini bulmak için, 

molekül ağırlıkları aynı ve polariteleri birbirine çok yakın iki hidroksile molekülü saf 

halde elde edip NMR analizlerinin yapılması gerekmektedir. Ancak yapılan tüm 

çalışmalara rağmen birbirine çok benzeyen iki molekül birbirinden ayrılamamıştır. 

Bu nedenle daha önce fungal metabolitler olarak tanımlanmış, 4-hidroksidiklofenak, 

5-hidroksidiklofenak ve 3-diklofenaktan ikisi olabileceği düşünülmektedir. Beyaz 

çürükçüllerde 4 ve 5-hidroksifenak tanımladığı için yine bir beyaz çürükçül olan 

Funalia trogii’ de oluşan hidroksi metabolitlerinde, 4-hidroksidiklofenak ve 5-hidroksi 

diklofenak olma olasılığı oldukça yüksektir. 

4.9. Diklofenak Yıkımında Rol Alan Enzimlerin Bulunması  

 

Beyaz çürükçül funguslar sahip oldukları hücre dışı enzimleri ile birçok kirleticinin 

boyıkımını gerçekleştirebilirler [175]. Beyaz çürükçül funguslarlarda lignin 

yıkımından  sorumlu olan enzimlerden en çok bilinenleri  lignin peroksidaz, mangan 

peroksidaz ve lakkazdır [98]. Funalia trogii’nin tirozinaz enzimini de ürettiği 

bilinmektedir [137].  
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Bu nedenle diklofenak yıkım ortamında lignin peroksidaz, mangan peroksizdaz, 

lakkaz ve tirozinaz enzimlerinin varlığı araştırılmıştır. Yapılan çalışmalar sonucu F. 

trogii supernatanında 1,8 U/ml lakkaz aktivitesi ve 1,2 U/ml tirozinaz aktivitesi 

saptanmıştır. Lignin peroksidaz ve Mangan peroksidaz aktivitesine ise 

rastlanamamıştır. 

Süpernatanda bulunan enzimlerin diklofenak gideriminde bir etkisinin olup olmadığı 

ticari olarak elde edilen saf lakkaz ve saf tirozinaz enzimleri ile sınanmıştır. Lakkaz 

enzimin diklofenak giderimindeki rolünü orta ortaya çıkarmak için pH 4,5 sodyum 

asetat tamponunda aktivitesi 2,4 U/ml olacak şekilde lakkaz enzimi hazırlanmış ve 

ortama son konsantrasyon 50 mg olacak şekilde diklofenak eklenerek 30° de 24 

saat inkübe edilmiştir.  Saf tirozinaz (10 Unit) enzimi ise pH 7 fosfat tamponunda 

hazırlanmış ve son konsantrasyonu 50 mg/L olan diklofenak ile 30° de 24 saat 

inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda lakkaz ve diklofenak içeren ortamın 

gözle görülecek şekilde renk değiştirdiği, berrak olan ortamın koyu kahverengiye 

döndüğü görülmüştür (Şekil 4.24). 

 

Şekil 4.24. Diklofenakın, tirozinaz (A) ve lakkaz (B) ile 24 saat muamele edilmesi 

sonucu reaksiyon ortamındaki değişiklik 
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Tirozinaz ve lakkazın diklofenak üzerindeki etkisini anlamak için iki ortamdan da 

örnek alındı LC/MS de diklofenak giderimi açısından abiyotik kontrole göre 

değerlendirildi.  LC/MS analizi sonucu tirozinazın diklofenak üzerinde hiçbir etkisinin 

olmadığı gözlemlenirken, saf lakkaz enziminin diklofenakı tamamen giderdiği 

bulunmuştur (Şekil 4.25). 

 

Şekil 4.25. Tirozinaz ve lakkaz enzimlerinin diklofenak giderim kapasiteleri  

Lakkazın difenoller, klorlu fenoller, alkenler, heterosiklik bileşikler ve polifenoller gibi 

birçok çevre kirleticisini moleküler oksijeni kullanarak oksitlediği bilinmektedir [126]. 

Tran vd. yaptıkları çalışmada lakkaz enziminin diklofenak, naproksen ve 

indomethazin üzerinde son derece etkili olduğunu bulmuşlar ve diklofenakın, ABTS, 

violurik asit, HBT gibi lakkaz substratlarına moleküller yapı itibariyle oldukça 

benzediğini bildirmişlerdir [176]. Lloret vd.  Myceliophthora thermophila’dan elde 

edilen saf lakkaz ile yaptıkları çalışmada mediatör olarak HBT (1-

hidroksibenzotriazolun) bulunduğu ortamda %95 ye kadar diklofenak giderimine 

ulaşırlarken, mediatör içermeyen ortamda diklofenak giderimi %65 de  kalmıştır 

[177]. Trametes versicolor’dan elde edilen saf lakkaz ile yapılan bir çalışmada 4,5 

saat içinde %95 oranında diklofenakın giderildiği ve son ürün olarak 4-(2,6-

diklorofrenilamino)-1,3-benzendimethanol çıktığı bildirilmiştir [7].   

Bizim yaptığımız çalışmada ise 4-(2,6-diklorofrenilamino)-1,3-benzendimethanole 

ait bir pike LC/MS te rastlanamamıştır bunun nedeni, kurulan deney sisteminde 

iyonizasyonun sağlanamaması olabilir. 
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Şekil 4.26. Beyaz çürükçüllerde diklofenak metabolizması [7], [142], [169]. 

İnsan karaciğerinde diklofenak metabolizması sonucu 4-hidroksidiklofenak, 5-

hidroksidiklofenak, 3-hidroksidiklofenak ve 4,5-hidroksidiklofenak oluşmaktadır 

[178]. Bu çalışmada da diklofenakın iki hidroksi metabolitine rastlanması fungal 

sitokrom P450 enziminin F.trogii’nin diklofenak metabolizmasında P450 enzim 

sisteminin rolünün olabileceğini düşündürmektedir. Daha önce beyaz çürükçüllerle 

yapılan çalışmalarda da hidroksi türevlerinin oluşumu fungal sitokrom P450 enzim 

sistemine bağlanmıştır  [7], [142], [174]. Ayrıca lakkaz saf lakkaz ile yapılan 

çalışmalar, lakkaz enziminin diklofenakın giderimini gerçekleştirdiğini göstermiştir 

[7], [176], [177]. Elde ettiğimiz verilere ve daha önce yapılan çalışmalara dayanarak 

F. trogii’nin sitokrom P450 enzim sisteminin ve lakkaz enziminin rol aldığı bir yolla 

diklofenak giderimini gerçekleştirdiğini söyleyebiliriz. 

4.10. İnokulasyon Miktarının, pH Değerinin ve Sıcaklığın Diklofenak Giderimi 

Üzerindeki Etkisi 

 

Diklofenak yıkımı için uygun inokülasyon miktarının bulunması için daha önce 30°C 

150 rpm çalkalama hızında malt ekstraktta 5 gün süre ile inkübe edilen F. trogii  

homojenizatörden geçirildi ve besiyerlerine 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml olacak 

şekilde ekildi. Ekim ile birlikte son konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde diklofenak 

eklendi.  
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30°C de inkübe edilen deney gruplarından, 24 saatte bir örnek alındı, deney grupları 

dikofenak giderimi kuru ağırlık ve lakkaz aktivitesi açısından değerlendirildi. Elde 

edilen sonuçlara göre 48. saat sonunda 5 ml lik inokulasyon miktarında %98,5 lik 

bir giderim oranı görülürken, 6 ml ve 7 ml  ekim yapılmış gruplarda  sırasıyla %98,6 

ve %98,5 lik bir giderim oranına rastlanmıştır. Lakkaz aktivitesine bakıldığında, 5 ml 

ekim yapılmış grup lakkaz enzimi açısından 0,47 U/ml aktivite gösterirken 6ml ve 

7ml lik ekim yapılmış gruplarda neredeyse aynı aktiviteyi göstermiştir (Şekil 4. 27).  

 

Şekil 4.27. İnokulasyon miktarının diklofenak ve lakkaz aktivitesine etkisi 

 

Şekil 4.28. İnokulasyon miktarının giderim ve kuru ağırlık üzerine etkisi 

Kuru ağırlık olarak 6ml (0,022 g) lik ve 7 ml (0,024 g) lik ekim yapılan gruplar daha 

yüksek üreme değeri gösterirken, 5 ml ekim yapılmış grup 0,018 g ile geride 

kalmıştır.   
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5 ml ekim yapılan grup kuru ağırlık olarak, 6 ml ve 7ml ekim yapılan gruplardan geri 

kalmasına rağmen diklofenak gideriminin pik yaptığı gruptur (Şekil 4. 28). Diklofenak 

giderimi hem lakkaz hem de hücre içi sitokrom P450 enzimi sisteminin rol oynadığı 

bir süreçtir. Bu nedenle giderim oranlarında ki değişimi tek bir parametreye 

bağlayamayız. Yalnız elde ettiğimiz verilere göre belli bir lakkaz aktivitesi ve 

biyokütle miktarının giderimin verimli olması için gerekli olduğu görülmüştür. Bu 

çalışma için 5 ml’lik inokülasyon miktarı optimum inokulasyon miktarı olarak 

belirlenmiştir.  

Diklofenak yıkımına pH etkisini belirlemek için pH sı 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5 ayarlanmış 

besiyerlerine F. trogii homojenizatından 5 ml ekim yapıldı 30°C 150 rpm de inkübe 

edildi.  48 saatlik inkübasyon sonunda kültür ortamları diklofenak giderimi, kuru 

ağırlık ve lakkaz aktivitesi açısından değerlendirildi. En iyi giderim oranları %97 

giderim ile pH 4,5 ve %99 giderim oranı ile pH 5 te gözlenmiştir. Farklı ortam pH 

değerlerinin lakkaz enzimi üretimine etkisine bakıldığında ise en yüksek lakkaz 

aktivitesi pH 4,5 ta 0,74 U/ml, pH 5 te 0,80 U/ml olarak ölçülmüştür (Şekil 4.29).  

Ortam pH sı kuru ağırlık ve yıkım ilişkisine bakıldığında en yüksek kuru ağırlığa pH 

5,5 te 0,043 g rastlanmıştır. En yüksek giderimin ölçüldüğü pH 5 te ise, kuru ağırlık 

0,031 g olarak bulunmuştur (Şekil 4. 30). Kuru ağırlığın en yüksek olduğu pH 5,5 te 

giderim oranı %91, lakkaz aktivitesi ise 0,68 U/ml olarak ölçülmüştür. Bu sonuçlara 

dayanarak söyleyebiliriz ki pH 5 grubu daha yüksek lakkaz aktivitesi gösterdiği için 

daha yüksek giderim oranına sahiptir. Fungal biyokütlenin diklofenak gideriminde 

rolü olsa da bu çalışma için lakkaz enziminin aktivitesinin diklofenak gideriminde 

belirleyici olduğunu söyleyebiliriz. Daha önce yapılan bir çalışmada F.trogii için 

maksimum lakkaz üretimi pH 5 olarak bulunmuştur [179]. Funalia trogii ile reaktif 

siyah 5 boyasının giderildiği bir çalışmada da boya gideriminin pik yaptığı pH değeri 

4,78 bulunurken, maksimum üremenin pH 5 değerinde olduğu bildirilmiştir [180].  

Yapılan başka bir çalışmada ise Funalia trogii’nin reaktif siyah boyasını pH 6,5 te en 

verimli şekilde giderdiğini bildirmiştir [181].  Bu çalışmada pH 4,5 ve pH 5 değerleri 

arasında %90 nin üzerinde giderim gözlenmiştir. 
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Şekil 4.29. Ortam pH sının diklofenak giderimine ve lakkaz üretimine 

etkisi(30°C,150 rpm) 

 

Şekil 4.30. Ortam pH sının kuru ağırlık ve dilokfenak giderimi üzerine etkisi 

(30°C,150 rpm) 

Diklofenak yıkımına sıcaklığın etkisini belirlemek için 5 ml fungal homojenizat 

ekilmiş besi besiyerleri (pH:5) 20, 25, 30, 35, 40, 45°C de 48 saat süreyle inkübe 

edildi. pH çalışmasında olduğu gibi farklı sıcaklık çalışmasında da lakkaz enzimini 

n aktivitesinin diklofenak yıkımı ile ilişkili olduğu görülmektedir. 
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Farklı sıcaklıklarda ki giderim oranlarına bakılacak olursa en yüksek giderim değeri 

%98 ile 30°C sıcaklıkta gözlemlenmiştir. Lakkaz aktivitesi yine 30°C sıcaklıkta 0,81 

ile en üst değerdedir (Şekil 4.31).  

 

Şekil 4.31. İnkübasyon sıcaklığının diklofenak giderimi ve lakkaz enzimi üretimine 

etkisi (pH:5,150 rpm) 

F. trogii ile yapılan bir çalışmada reaktif siyah boyasının gideriminin en verimli 28°C 

gerçekleştiği gösterilmiştir[181]. Astrazon kırmızısının dekolorizasyonun çalışıldığı 

bir başka çalışmada en yüksek dekolorizasyon değerine 30°C inkübasyon 

sıcaklığında ulaşılmıştır. Reaktif siyah boyası ile yapılan bir başka çalışmada ise en 

yüksek dekolorizasyon değerine 25°C inkübasyon sıcaklığında ulaşılmıştır [180]. 

Daha önce yapılan çalışmalar bakıldığında F.trogii’nin 25°C ile 30°C arasında 

oldukça aktif olduğu söylenebilir. Bizim çalışmamızda ise 25°C ile 40°C arası 

inkübasyon sıcaklığında %80 ve üzeri diklofenak giderimi gözlemlenmiştir. Bu 

çalışmadan lakkaz enizmi üretimini etkileyen değişkenlerin diklofenak giderimini 

doğrudan etkilediği sonucunu çıkarabiliriz. Funalia trogiii’nin 30°C de en yüksek 

lakkaz üretim oranında ulaştığı gösterilmiştir [179]. 
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4.11. Kaba Lakkaz Enzimiyle Diklofenak Giderimi ve Giderime pH ve Sıcaklığın 

Etkisi 

Saf lakkaz enzimin diklofenak giderimindeki rolünü gösterdiğimiz çalışmadan sonra 

F.trogii’nin supernatanı ile de giderim olup olmayacağını ve giderime sıcaklık ve pH 

değerlerinin etkisini göstermek amacıyla 2,1 U/ml lakkaz aktivitesi ölçülen 

süpernatan enzim kaynağı olarak kullanıldı. Farklı pH değerlerinde kaba enzim ile 

inkübe edilen diklofenak maddesinin gideriminin en yüksek %97 olmak üzere pH 5 

değerinde gözlemlenmiştir. Bulunan bu değer canlı hücre ile yapılan deneydeki ile 

aynı pH değeridir. Demek ki pH 5, hem enzim üretimi hem de enzimin diklofenak 

üzerindeki etkisi için optimum pH değeridir. Diğer pH lardaki giderim oranlarına 

bakıldığında da canlı hücre ile yapılan deneye benzer sonuçlar elde edildiği 

görülmektedir. Yalnız dikkat edilmelidir ki canlı hücre ile yapılan deneyde yükselen 

pH ile birden giderim yüzdesi hızla düşerken kaba enzim ile yapılan deneyde düşüş 

daha yavaş olmaktadır. Canlı hücre ile yapılan çalışmada pH 6,5 de giderim %55 

sevilerine gerilerken, kaba enzim ile yapılan çalışmada pH 7 de %70 giderim 

görülmüştür (Şekil 4.32). Buna dayanarak kaba enzimin daha geniş bir pH 

aralığında diklofenak giderimi yaptığını söyleyebiliriz.  

 

Şekil 4.32.  Farklı pH değerlerinin kaba enzim ile diklofenak giderimine etkisi 
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Kaba lakkaz enzimi ile giderime sıcaklığın etkisini belirlemek amacı ile son 

konsantrasyon 50 mg/L olacak şekilde diklofenak eklenen deney grupları, 15, 

20, ,25, 30, 35, 40, 45, 50, 55°C inkübe edildi ve 48. saat sonunda analiz edildi. 

Şekil 4.31 de görüldüğü gibi yine canlı hücre ile yapılan deneyde olduğu gibi 30°C 

inkübasyon sıcaklığında %99 giderim oranı en yüksek giderim oranın ölçüldüğü 

sıcaklıktır. 25°C ile 35°C arasında %90 ve üzeri oranında bir giderim oranı 

görülürken. 20°C ile 40°C arasında %80 ve üzeri giderim oranı tespit edilmiştir. 

Funalia trogii’nin kültür filtratıyla yapılan bir çalışmada remazol brilliant mavi 

boyasının 50° ile 60°C arasında son derece etkin bir şekilde giderildiği gösterilmiştir 

[179].  Ayrıca sonuçlara bakıldığında kaba enzimin geniş bir sıcaklık aralığında etkin 

olduğunu söyleyebiliriz. 

  

Şekil 4.33.  Farklı sıcaklık değerlerinin kaba enzim ile diklofenak giderimine etkisi 

Trametes versicolor’dan elde edilen kaba lakkaz enziminin 48 saatte pH 4,5 te 

oldukça stabil olduğu görülürken, pH 7 etkinliğini %57 oranında kaybettiği 

gösterilmiştir. Yine çalışmada enzimin 48 saatte 30°C son derece aktif olduğu, 40°C 

etkinliğini %9,8 oranında kaybettiği, 50°C de ise 6 saatte %53, 60°C de ise 6 saatte 

%58 oranında kaybettiği gösterilmiştir [182]. Bu çalışmada kullanılan kaba lakkaz 

enziminin de diklofenak giderimi açısından yukarıda bahsedilen çalışamaya benzer 

bir örüntü gösterdiği görülmektedir.  
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4.12. Yıkım Öncesi ve Yıkım Sonrası Toksik Etkinin Karşılaştırılması 

 

Diklofenak maddesinin yıkım öncesi ve yıkım sonrası toksisitesinin karşılaştırılması 

için Vibrio fischeri bakterisinin biyolüminisansına dayanan Microtox (MicroBioTets 

Inc.) testi yapıldı. Toksik etki değerlendirmesi, kitin içinden çıkan kontrol grubunun 

ışıma değişimi ile örnekteki değişimin oranlanması esasına dayanmaktadır. Tesitin 

sonucunda F.trogii ile yıkıma uğratılan diklofenak grubu %6 toksik etki gösterirken. 

Hiçbir muameleye maruz bırakılmayan diklofenak içeren grup %26 toksik etki 

göstermiştir. Bu sonuca dayanarak F. trogii’nin ie diklofenak giderimiyle toksisitede 

de azalmaya neden olduğunu söyleyebiliriz. Trametes versicolor ile yapılan bir 

çalışmada diklofenak yıkımı sonrası ortamın toksik etkisinin önemsenmeyecek 

kadar az olduğunu rapor edilmiştir [7]. 

Saf Lakkaz ile yapılan giderim sonunda çıkan ürünün toksisitesinin belirlenmesinde 

MicroTox testi ortamın renklenmesi nedeniyle çalışmamıştır. Bu nedenle test 

organizması olarak rotifer Brachionus calyciflorus’un kullanıldığı Rotox kit F 

kullanıldı. 50 mg/L diklofenak içeren ve diklofenak’ın saf lakkaz ile yıkıma uğratıldığı 

ortam 0,20 µm por çaplı filtrelerden geçirildi. Filtreden geçirilen ortamların pH sı 7 

ye ayarlandı. Hazırlanan ortamlar testin kitapçığına göre beş farklı konsantrasyon 

elde edilecek şekilde sulandırıldı: C1(hiç sulandırılmamış), C2(1/2), C3(1/4), 

C4(1/8), C5(1/16). Saf lakkaz ile yıkıma uğratılan grupta C1 için; (İ)%= 50 iken, 

diklofenak içeren grupta C1 için; (İ)%=100 olarak bulundu. Saf lakkaz ile yıkıma 

uğratılan grupta C2 için; (İ)%= 30 iken, diklofenak içeren grupta C2 için; (İ) % = 90 

olarak bulundu. Diğer sulandırma oranlarında gruplar arasında bir fark bulunamadı. 

Fare fibroblastları ile yapılan bir çalışma da lakkaz ile muamele edilmiş diklofenakın, 

ana bileşikten daha az toksik olduğunu göstermiştir [183].  

Çalışmamız sonucunda mikro kirletici olarak kabul edilen naproksen ve diklofenak 

ilaç etken maddelerinin fungal kaynaklar ile biyodegradasyonu hedeflenmiştir. Bu 

bağlamda naproksenin A. niger tarafından 48 saat içinde %98 oranda giderildiği 

gösterilmiştir ve yıkımı ürünü olarak 7-hidroksinaproksen ve O-desmetilnaproksen 

tanımlanmıştır. Yapılan MicroTox testi ile tokisisitenin %16 dan %11 e düştüğü 

gözlenmiştir. Toksisitedeki bu azalış sadece A. niger’e dayalı bir arıtım teknolojisinin 

geliştirilmesi için yeterli değildir ancak daha sonra yapılacak ko-metabolizmaya 

dayalı çalışmalar daha başarılı bir verebilir.  
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Diklofenak için ise Funalia trogii yıkım açısından en başarılı fungal kaynak olarak 

bulundu ve 24 saat içinde diklofenak ve yıkım ürünlerinin tamamen ortamdan yok 

olduğu gösterildi. Ayrıca F. trogii’den elde edilen kaba lakkaz enziminin de 

diklofenak biyodegradasyonunda oldukça başarılı olduğu gösterilmiştir. Yapılan 

MicroTox ve Rotox KitF toksisite testleri sonucu diklofenakın hem canlı hücre ile 

hem de kaba lakkaz ile yıkımında tokisistenin verimli bir şekilde azaldığı görülmüştür. 

Sonuç olarak diyebiliriz ki F. trogii ve F. trogii’den elde edilen kaba lakkaz enzimi 

diklofenak gideriminde kullanılabilir. 
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