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OZET

Mikro Kirletici Bazi ilaglarin Fungal Kaynaklar ile

Biyodegradasyonun Arastiriimasi

Yusuf Doruk ARACAGOK
Doktora, Biyoloji Boliimu
Tez Danismani: Prof. Dr. NILUFER CIHANGIR
Es Danisman: Prof. Dr. HAKAN GOKER

Haziran, 2016, 83 sayfa

Bu galismada dort fungus turt (Aspergillus niger, Funalia trogii, Yarrowia lipolytica,
Phanerochaete chrysosporium) steroidal olmayan anti inflamatuar ilag grubundan
olan naproksen ve diklofenak yikim kapasiteleri agisindan taranmigtir. Yapilan
analiz sonuglarina gore A. niger naproksen yikimi agisindan %98 oran ile en verimli
fungal kaynak olarak segcilmigtir. A. niger'in naproksen metabolizmasi sonucu son
urin olarak 6-O-desmetilnaproksen ve 7-hidroksinaproksen olustugu, LC/MS,
'HNMR ve ¥*CNMR analizleriyle ortaya gikariimistir. Naproksenin O-demetilasyonu
ve hidroksilasyonunun, A. niger tarafindan sitokrom P450 enzim sistemiyle
gergeklestirdigi bulunmustur. Funalia trogii 24 saat icinde diklofenaki tamamen
yikima ugratmistir. LC/MS analizleri sonucu diklofenakin iki farkh hidroksi tirevine
rastlanmistir. Funalia trogii’'nin 24 saatte diklofenak ve olusan metabolitleri tamamen
giderdigi bulunmustur. Diklofenak yikiminda lakkaz ve fungal sitokrom P450
enzimlerinin roli oldugu gosterilmistir. Calisma sonunda etken madde ve yikim

ortaminin toksisitesi MicroTox ve Rotoxkit F toksisite testleri ile belirlenmistir.

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

fungus



ABSTRACT

Investigation on Biodegradation of Some Micro Pollutant Drugs

by Fungal Sources

Yusuf Doruk ARACAGOK
Doctor of Philosophy, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. NILUFER CIHANGIR
Co-Supervisor: Prof. Dr. HAKAN GOKER

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, THNMR and *CNMR. 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. GIRIS

Sanayi ve teknolojinin gelismesiyle yapi ve kullanim amaglari ¢ok farkli olan birgok
kimyasal madde kullanima sunulmaktadir. Sanayiden kigisel kullanima kadar gok
gesitli uygulama alani olan bu kimyasallar yeterince aritiimadiklarinda cevre ve
insan saghgi agisindan olumsuz etkilere neden olabilmektedirler. Farmasoétik etken
maddelerin insan ve dogal hayat Uzerindeki olasi zararl etikleri nedeniyle dogal
ortamlarda bulunmalari, arastirmacilarin son yillarda bu konuya egilmelerine neden
olmustur [1]. Beta-blokerlar, kolestrol ilaclari, antibiyotikler néroaktif maddeler,
dogum kontrol ilaglari, analjezik ve anti inflamatuarlar gibi degisik biyolojik etkiye
sahip ila¢ etken maddeleri tip ve veterinerlik alaninda kullaniimaktadir [2]. Yapilan
arastirmalar gostermigstir ki verimli bir sekilde aratilamayan bu molekiiller, taze su
kaynaklari, yer alti sulari ve igme suyu kaynaklarini da kirletmektedir [3], [4]. ilag
etken maddeleri belirli bir biyolojik gorevi dlslk yerine getirecek ve vicut icinde
dayanikli olacak sekilde uretilirler. Genelde dogada ng/L ile ug/L konsantrasyonda
tespit edilen ilag etken maddeleri insanlar Uzerinde akut toksisiteye neden olmaz
ancak olasi uzun dénem maruz kalmaya dayali zararl etkileri endise yaratmaktadir
[2]. ila¢ etken maddelerinin 6zellikle anti inflamatuar farmasétik aktif maddelerin

biyoyikimi cogunlukla Trametes versicolor ile gerceklestirilmistir [1]—[7].

Bu tez kapsaminda agri kesici ates dusurucu etkilerinden dolayr dunyada ¢ok
yaygin bir kullanimi olan steroidal olmayan anti inflamatuar ilaglar grubundan,
naproksen (2-6(metoksinaftelen-2-yl)propionik asit) ve diklofenakin (2-[(2,6-
dikolorofenil) amino] benzene asetik asit) dort farkli fungus tira (Aspergillus niger,
Funalia trogii, Yarrowia lipolytica, Phanerochaete chrysosporium) ile biyoyikimi
amaclanmistir. Naproksen ve diklofenak Ulkemiz sularinda da tespit edilmistir [8].
Bu nedenle gdrece yeni bir konu olan mikro Kirletici ilag etken maddelerinin

giderilmesi ile ilgili calismalarin 6nemli oldugu digunulmektedir.



2. Genel Bilgi

2.1. Mikro Kirleticiler

Mikro kirletici, dogada, kullanim sularinda, atik su aritim tesislerinin ¢ikis sularinda
Mg/L ve daha dusuk konsantrasyonlarda tespit edilen kimyasallari tanimlamak igin
kullanilan bir terimdir [9]. Analiz ydntemlerinin gelismesi ile gesitli su kaynaklarinda
tespit edilen mikro kirleticilerin sayisi hizla artmaktadir [10]. Mikro kirletici olarak
kabul edilen kimyasal bilesikler, yapilarina ve kullanim alanlarina gore; ila¢ etken
maddeleri, kisisel bakim Urlnleri, pestisitler, sentetik kokular, surfaktanlar,
alevlenme geciktiriciler, endustriyel katki maddeleri, yakit katki maddeleri, hormonal
sistemi etkileyen bilesikler ve bu bilesiklerin transformasyon Urlnleri olarak
gruplandirilabilirler [11], [12]. Ayrica kokain gibi kullanimi yasak olan aktif maddeler
dahi sucul ortamlarda tespit edilmistir [13]. Mevcut kullanimda olan atik su aritim
tesisleri mikro kirleticilerin aritimi i¢in tasarlanmamistir. Bu nedenle mikro kirleticiler
verimli bir sekilde aritilamaz ve alici ortamlara verilirler. Bu nedenle mikro kirletici
organik bilesikler sebeke sularinda dahi tespit edilmistir [6].Verimli bir sekilde
aritilamayan evsel atik sular, hastane ve endustriyel atik sulari vs. gevrede gorulen

mikro kirleticilerin ana kaynaklaridir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Mikro kirleticiler ve ana bulas kaynaklar [14].

Kategori Alt kategori Ana Bulas Kaynaklari

ilagc etken maddeleri Adri kesiciler, kolestrol ilaglari, Evsel atik su (idrar, digkilama),
antikonvulsanlar, B-blokerlar, Hastane atik suyu, Besi ciftlikleri,
antibiyotikler, uyaricilar Balik ciftlikleri

Kisisel bakim drtnleri  Parfimler, dezenfektanlar,
glnes kremleri ve tene Evsel atik su, yizme havuzlari
uygulanan bdcek kovucular

Setroid hormonlar Ostrojenler Evsel atik su, besi ciftlikleri,
balik ciftlikleri
Surfaktanlar Non-iyonik surfaktanlar Evsel atik su (temizlik Grtnleri)
Endustriyel Alevlenme geciktiriciler, Endustriyel atik su, evsel atik su
kimyasallar Plastiklestiriciler(PVC)
Pestisitler insektisitler, herbisitler, Tarim kdékenli atiklar, sehir atik
fungisitler suyu



Mikro kirletici bilesikler cevrede insanlar igin akut toksisite olusturacak dozun ¢ok
altinda bulunur fakat bu bilesikler ile ilgili en 6nemli sorun orta ve uzun vadede
insan sagligi ve yaban hayat Gzerinde gosterebilecekleri negatif etkidir [15], [16].
Kanada’'da yapilan bir galismada dogum kontrol haplarinda bulunan sentetik
Ostrojen  17a-etinilostradiol’'n  ¢ok  duslik konsantrasyonlarda (ng/L),
feminizasyon yolu ile balik populasyonlarini yikima ugratacagi gosterilmigtir [17].
Bir diger drnek olarak icme suyunda bile tespit edilen bisphenol A verilebilir [14].
Bisphenol A (2,2-(4,4,-dihidroksifenil)propan) polikarbonat plastiklerin, epoksi
recinelerin, alevlenme geciktiricilerin, kompakt disklerin vs. yapiminda kullanilan
bir bilesiktir. Bazi galismalar bisphenol A’'nin endokrin sistemi etkileyerek meme
kanserine yakalanma riskini artirdigi, kiz c¢ocuklarda erken ergenlige ve
Ostrojenik etkisinden dolayr anti androjen etki gostererek erkeklerde
feminizasyona neden oldugunu gdstermistir [18], [19], [20]. Antibakteriyel
triklosan (5-kloro-2-(2,4-diklorofenoksi)fenol) yaygin kullanimindan dolayi (anti
bakteriyel sabunlar, dis macunlari, akne kremleri vs.) sucul ortamlarda sik¢a
rastlanan bir diger bir mikro kirleticidir [21]. Triklosan akut zehirlenmeye neden
olmaz fakat alerjilerde artma, deri tahrigi, endokrin sistem Gzerinde bozucu etki,
bakteriyel direng, sucul organizmalar Gzerinde toksik etki ve karsinojenik yan
artnlerin olusmasi gibi olumsuz etkilere sebep olabilir [22]. Bir baska 6érnek
olarak parfim sanayinde siklikla kullanilan ve &strojenik etkisinin yani sira sucul
canlilar igin toksik 6zellik gosteren galaksolid ve tonalid verilebilir [23], [24]. Bazi
mikro Kirletici olarak kabul edilen molekullerin insan saghgi Uzerindeki olasi
etkileri Cizelge 2. 2 de 6zetlenmistir. Goérece yeni farkina varilan bir ¢evresel
sorun olan mikro kirleticiler ile ilgili kisitlayici dizenlemeler yetersiz kalmaktadir
ve s6z konusu kimyasallarin ¢ok azi ile ilgili yasal dizenlemeler mevcuttur [14].
Bu nedenle ginumuzde mikro Kirleticilerin alici ortamlarda varligi ve toksik

etkileri ile ilgili calismalar 6nem kazanmistir.



Cizelge 2. 2. Bazi mikro kirletici bilegiklerin insan sagligi ve gevre uzerine etkisi

[19]

Bilesikler

Insan sagligi ve gevre lizerine etkisi

Bisphenol A (epoksi recineler,
polikarbonat plastikler)

Batile Hidrokisanizol BHA
(paketlenmis yiyeceklerde
antioksidan)

Alkilfenoller- Nonilfenol (deterjanlar)

Fitalatlar (PVC, zemin désemeleri,
plastik oyuncaklar)
Fungisitler

Ostron, 17- B estradiol, 17- a
estradiol

Antibiyotikler (penisillin, sulfonamid,
tetrasiklin vs.)

ParfUm (sentetik misk)

Kosmetik Urtnlerdeki koruyucular
(paraben)

Dezenfektanlar —triklosan (akne
kremleri, dis macunlari, anti
bakteriyel sabunlar)

Poliklorlu bifeniller (PCBs) —
elektronik ekipmanlar

Meme kanseri yakalanma riskinde artis,
erkeklerde anti androjenik etki
Ostrojenik etki, meme kanserine
yakalanma riskinde artig, alabalik ve
insan dstrojen reseptdrlerinde uyariima

Ostrojenik etki

Yuksek doza maruz kalindiginda dusuk
ve hamilelikte komplikasyonlar
Penkonazol- tiroid, prostat ve testis
agirhginda degisme

Prokloraz- hipofiz bezi blyukligtinde
degisme

Propikonazol- steroid metabolizmasi
uzerinde etkili

Tridemorf- sistik over olusumu
Epoksikonazol- cinsiyet hormonlarinin
dengesinin bozulmasi ve ovarium
tumorlerinin olusumu

Baliklarda feminizasyon. Hedef olmayan
canlilar Uzerinde ostrojenik etki
Patojenlerin antibiyotiklere direng
gelistirmesi, dogal mikro flora tzerinde
etki

Misk ksilol - Rodent deneylerinde
karsinojenik oldugu gosterilmigtir.

Misk Amber — Sinir sistemi Uzerinde
tahrip edici etki

Zayif Ostrojenik etki

Toksik etki, bakteriyel direng geligimi,
dogal mikrobiyal kommunite Gzerinde
yikici etki (biyosidal)

Metabolitleri 6strojenik etki gosterebilir,
cocuklarda zeka gelisimi Uzerinde negatif
etki, karsinojenik etki



2.2.  Mikro Kirletici Olarak ilag Etken Maddeleri

Endustri ve bilimin gelismesi ile birlikte ginumuzde, farkli amaclara yonelik binlerce
farklh kimyasal bilesik sentezlenmekte ve insan kullanimina sunulmaktadir. Tekstil
sanayinde, araba sanayinde, c¢esitli endustri dallari, tarimda vs. kullanilan bu
bilesikler gevre igin kirlilik yaku olugsturmaktadirlar. Bir diger kirlilik yukd olusturan
bilesiklere, cesitli hastaliklarin tedavisi, onlenmesi, tanisi, agrilarin giderilmesi ve
bunun gibi nedenler ile kullanilan ¢ok g¢esitli kimyasal yapiya sahip binlerce farkl
ilagc aktif maddeleri verilebilir [25], [26]. Farkli amaclara yonelik, beta-blokerlar,
kolestrol ilaglari, antibiyotikler noroaktif maddeler, dogum kontrol ilaglari, analjezik
ve anti enflamatuar vs. gibi birgok degisik kimyasal yapiya sahip ilag etken maddesi
tip ve veterinerlikte kullanim alani bulmaktadir [2]. ilac etken maddeleri belli bir
biyolojik etki goOstermesi icin Uretilirler [27]. Bu nedenle sivi fazda hareket
kabiliyetleri ylUksektir ve bu 06zelliklerinden dolay! kolaylikla dogal ortamlara

ulagabilirler [28].

Farmasotik bilesikler uygulamadan sonra ya ana molekll degismeden ya da
metabolitleri seklinde atilirlar. Bazi ilag etken maddeleri insan vicudunda ya hig
degisime ugramaz ya da daha polar glukoronid konjugatlar olustururlar. Bu
konjugatlar aritim tesislerinde kolayca parcgalanir ve etken madde ortaya cikar [4].
Ana atilim yolu vucuda giren ilacin ve ilaca ait metabolitlerinin idrar ve diskilama
yolu ile sehir atilk suyuna karismasidir [2]. Ayrica kullaniimayan ilaglarin
kanalizasyona dokulmesi, besi ciftlikleri, besi ciftliklerinden ¢ikan glbrenin tarimda
kullaniimasi, kullanim suresi dolmus ilaglarin uygun olmayan sekilde imhasi, balik
ciftlikleri, hastane atik sulari ve ilag Uretim tesislerinin ¢ikis sulari farmasotik
bilesiklerin dogaya bulags yollaridir. [28], [29], [2], [12],[30] (Sekil 2.1).

Birgok arastirma atik aritim tesislerinin farmasoétik  bilesiklerin - giderilmesinde
yetersiz kaldigini gostermistir [31]-[33]. Artan nufus ile birlikte farmasotik
maddelerin kullanim oranlarinin giderek artmasi ve dogaya yuksek dozlarda
verilmesi, c¢evre igin ihmal edilemeyecek bir kirlilik yukine neden olmaktadir
[34],[35] .
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Sekil 2. 1. ilag etken maddelerinin ana bulas yollari

Atik su aritim tesisleri, suda bulunan ve istemeyen maddelerin gideriminde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Suda bulunan kati maddelerin, gidalarin, biyoyikilabilir organik
maddelerin ve ¢esitli kontaminantlarin giderilmesi amaci ile insa edilmiglerdir. Fakat
farmasotik bilesiklerin gideriminde yetersiz kalmaktadirlar [36],[37]. Sonug¢ olarak
sentetik hormonlar, yuksek tansiyon tedavisinde kullanilan -blokerlar, anti-
inflamatuarlar, lipid regulatorleri, anti timor ajanlari, néroaktif maddeler vs. cesitli
ortamlardan alinan su érneklerinde pg/L — ng/L konsantrasyonlarda tespit edilmistir
[2], [14], [32] (Cizelge 3). Atik sularla ¢evreye bulasan ilag etken maddelerinin
miktarlari ¢cok dusik oldugu icin insanda akut toksisiteye neden olmasi beklenmez

ama ciddi kronik etkilere neden olacagi dustnutlmektedir [19].

Etkili bir sekilde aritilamayan farmasatikler kullanim ve icme su kaynaklarini da
kirletmektedir [32], [38]. Kanada, Amerika Birlesik Devletleri, italya gibi tlkelerin
icme suyu kaynaklarinda, farkli farmasotik bilesikler farklh oranlarda tespit edilmistir
[3] (Cizelge 2.3).



Cizelge 2.3. Ulkelere gore icme suyunda tespit edilen ila¢g etken maddeleri ve

oranlari [3].
Tespit edilen Tespit
Etken madde Terapotik Grup maksimum edilen Ulke
miktar (ng L)
Bezafibrat Kolestrol ilaci 27 Almanya
Bleomisin Anti-neoplastik 13 ingiltere
Klofibrik asit Kolestrol ilaci 70 Almanya
165 Almanya
270 Almanya
170 Almanya
5,3 Italya
Karbamazepin Anti-epileptik 24 Kanada
258 Amerika
Birlesik
Devletleri
Diazepam Psikiyatrik ilag 10 Ingiltere
23,5 Italya
Diklofenak Anlajezik ve anti- piretik 6 Almanya
Gemfibrozil Kolestrol ilaci 70 Kanada
ibuprofen Analjezik ve antipiretik 3 Almanya
Fenazon Analjezik ve antipiretik 250 Almanya
400 Almanya
Propilfenazon Analjezik ve antipiretik 80 Almanya
120 Almanya
Tylosin Makrolid grubu antibiyotik, 1,7 italya

(ciftlik hayvanlarinda
buyumeyi  tesvik  edici
olarak kullanilir)

Ulkemizde Biiyiik gekmece géluniin bes ana kolunda (Karasu, Hamza, Tahta kopri
Beylik cayi, Ahlat) ydratilen bir c¢alismada ylzey sularinda, amoksisilin,
siprofloksasin, eritromisin, atenalol, diclofenak, ibuprofen ve naproksen gibi

farmasotik maddelerin varhidi gosterilmistir [8].



2.3. ilag Kalintilarinin Gevre igin Onemi

llaglarin, ilag Uretim asamasinda kullanilan veya sentezlerde yan (riin olarak elde
edilen birtakim kimyasallarin atik olarak ¢evreye gectiklerinde ortaya gikabilecek
olasi zararl etkilerinin degerlendirilmesi ve yeni aritim teknolojilerinin gelistiriimesi
yakin gelecekte ciddi problemlerin onlenmesi agisindan dnem verilmesi gereken bir

konudur.
Sucul gevre icgin tehlikeli olan bilesikler asagidaki kriterlere gore siniflandirilir:

R50 Sucul organizmalar icin ¢ok toksik: Akut toksisite (LC50 (Balik), ED50
(Daphnia), IC50 (alg) <1 mg/L

R50 ve R53 Sucul organizmalar igin ¢ok toksik ve uzun vadede negatif etkilere

sebep olabilir. Akut tokisisite < 1mg/L ve dogada kolay pargalanamaz
R51 Sucul organizmalara toksik. 1 mg/L < Akut toksisite < 10 mg L-1

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

olabilir. 10 mg L-1 < Akut toksisite < 100 mg/L ve dogada kolay pargalanamaz.

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

dogada kolayca parcalanamaz [32].

llag kalintilarinin ekotoksikolojik etkileri akut ve kronik toksisite olarak iki ana bashk

altinda incelenebilir.
2.3.1. llag Kalintilarinin Akut Toksisitesi

Farmasotiklerin akut toksisitesi OECD, EPA ve ISO gibi uluslararasi kuruluslarin
kabul ettigi algler, omurgasizlar, zooplanktonlar ve baliklar gibi laboratuvar
organizmalarla laboratuvar organizmalari ile gercgeklestirilen standart testlerle
degerlendirilir [2], [39].

Antibiyotikler: Sulfametoksazol, klortetrasiklin ve lomfloksasin ile yapilan ¢alisma
bu antibiyotiklerin son derece fitotoksik oldugunu géstermistir. Lemna gibba’nin
(sucul bitki) yas agirigindaki azalmaya bagli ED50 degerleri sirasiyla 81 ug L%, 219
ug Lt ve 97 ug L2 olarak bulunmustur [40]



Noroaktif maddeler: Serotonin geri emilim inhibitord olan fluoksetin ilag ekten
maddeleri arasinda en toksik olanlarindan biridir. Yapilan ¢aligmalarda algler igin
ED50 0,024 mg L bulunmustur [41]. Yaygin kullanima sahip diazepam ile Daphnia
magna Uzerine yapilan calisma ED50 degerinin14,1 mg L ile 24,6 mg Lt arasinda

oldugunu gostermigtir [42].

Kolestrol ilaglari (Lipid regulatorleri): Kolestrol dusuricu ilaglar arasinda ise en
yuksek akut tokisisiteye sahip olan klofibratdir. Gambusia holbrooki ile yapilan
calismada, bu balik igin klofibratin LD50 degeri 7,7 mg L (96 saat) bulunmustur
[43].

B- Blokerlar: B-blokerlar arasinda akut toksisitesi en ytiksek olan propranolol adl
etken maddedir, zooplankton icin EC 50 0,8 mg L olarak bulunmustur [44].
Atenalol icin Hydra vulgaris (knidli) ile yapilan calismada EC50 10 mg L%
bulunmusgtur [45].

Anti timor ajanlari: Metotreksat ile siliyat Tetrahymena pyriformis Uzerinde yapilan
calismada EC50 degeri 45 mg L olarak bulunmustur. Yine ayni calismada 85 mg

L metotreksatin balik embriyolarinda teratojenik etki gosterdigi tespit edilmistir [46]

Analjezik ve non-streoidal anti-enflamatuarlar: Bu ilag grubunda olan diklofenak
en toksik bilesiktir. Algler ve omurgasizlarla yapilan bir ¢calismada ED50 degeri
algler i¢cin 14,5 mg/L, zooplanktonlar i¢cin EC50 degeri 22,43 mg/L olarak
bulunmustur [44]. Bir diger 6rnek olarak baliklarda EC50 degeri 32 mg/L bulunan

ketoprofen verilebilir [47].

2.3.2. Kronik Etkiler

Cevreye bulagsmis olan ilag kalintilarinin miktarlari genellikle akut toksisite
gOsterecek konsantrasyonun altinda bulunmaktadir [2]. Dogada bulunan farmasoétik
madde konsantrasyonu laboratuvar ortaminda yapilan calismalara gore dusuk
dozda olsa da sucul organizmalarin bu bilesiklere yasama sureleri boyunca maruz
kaldiklari ger¢edi ihmal edilmemelidir. Bu nedenle denizlere, tath sulara, nehirlere
ve kullanim suyuna bulagsmis olan ilag kalintilarinin kronik etkisi gok daha 6nemlidir.
Dogum kontrol ilaglarinda bulunan sentetik 0strojene (EE2) 4 ng/L konsantrasyonda
maruz kalan Pimephales promelas (yassi kafali golyan baligi) tiriinde ikincil seksuel

karakterlerin gelismedigi ve erbezi dokularinin olusmadigi tespit edilmistir [48].



Bir diger ¢aligsma 32 ng/L EE2 nin yumurta dolleme basarisinda azalma ve ¢ikan
yavru cinsiyetleri oranlarinda degisime (disi sayisinda artis) neden oldugu
gOstermistir [49]. Yasam sureleri boyunca 5 ng/L EE2 ye maruz kalan zebra
baliklarinin F1 ddllerinde Greme verimliliginde 6nemli bir azalis ve sonug olarak
populasyonun yikima ugramasi gozlemlenmigtir [50]. Anti-enflamatuar 5 pg/L
diklofenak’a 28 giin maruz kalan gokkugagi alabaliklarinda renal dokularda degisim
ve solungaglarda anormallikler gézlenmistir [51]. Akbabalarda diklofenak’in direkt
bdbrekleri hedef aldigi ve akut bobrek yetmezligine neden oldugu rapor edilmistir
[52]. B-bloker ilaglar grubunda olan propranolol ile Oryzias latipes (balik) yapilan bir
calismada 0,5 pg/L konsantrasyonda ilaca iki hafta ve doért hafta maruz kalan
bireylerin plazma hormon seviyelerinde degisim ve Uretilen yumurta sayisinda
azalma rapor edilmistir [53]. Kolesterol ilaci gemfibrozil'e 1,5 ile 10 mg/L 14 gln
maruz kalan Carassius auratus (japon baligi) plazma testosteron seviyesinde %50
dusus bildirilmigtir [54]. Hyrda vulgaris ile yapilan ¢alismada 10 pg/L diazepam’in
polip rejanarasyonunu inhibe ettigi bulunmustur [45]. Dlinya capinda yaygin
kullanimi olan klinik depresyonun tedavisinde kullanilan segici seratonin geri emilim
inhibitorld olan flouksetin’in (1- 100 pg/L) Pimephales promelas’in (balik) erkek
bireylerinde saldirganlik, yuva yapma davranislarinda degisim gibi davranigsal
anormalliklere neden oldugu rapor edilmistir [55]. Prostat kanseri tedavisinde
kullanilan flutamid (0,9 mg/L) Pimephales promelas erkek bireylerinde cinsiyet

hormonlarinda anlamli bir diguse neden olur [56].

2.4. Hucre Kilturleri ile Yapilan Toksisite Caligmalari

Caminada ve arkadaslari PLHC-1 ve RTG-2 balik hiicre hatlarini kullanarak secilmis
bazi ilag etken maddelerinin sitoksisitelerini ortaya koymustur (Cizelge 2.4) [57].
Fibratlar (klofibrat, fenofibrat) yaglarin B-oksidasyonunu indukleyerek hicre icinde
reaktif oksijen turlerinin olusumuna neden olur. Klobfibrat ve fenofibrat hiicre igin
toksik olmalarinin esas nedeni, olusmasina neden olduklari oksidatif strestir.
Klofibrat ve fenofibrat i¢cin bulunan PLHC-1 hlcre hatti ED50 dederleri sirasi ile 0,46
ve 3,25 mg/L bulunmustur [58].
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Cizelge 2.4. Bazi ilag etken maddelerinin PLHC-1 ve RTG-2 hlcre hatlari
uzerindeki sitotoksisitesi [52].

Etken madde PLHC-1 ED50 mM RTG-2 ED50 mM
Diklofenak 0,243 09,269
ibuprofen 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. ilag Kalintilarinin insan Saghgi Agisindan Onemi

llac etken maddeleri insanda akut toksisiteye neden olabilecek dozun cok altinda
bulunsalar da, verimli bir sekilde aritilamayan etken maddeler i¢cme suyu
kaynaklarini kirletmektedir [3], [26], [32]. Ayrica kirlenmis sulardan elde edilen balik
tuketimi de farmasoétik bilesiklere maruz kalma riskini artirmaktadir [59]. Kirlenmis
su kaynagini kullanan ve kirlenmis sucul ortamlardan elde edilen baliklari tiketen

insanlarda olasi uzun dénemli zararl etkileri endise yaratmaktadir

Atenolol, bezafibrat, karbamazepin, siklofosmamid, siprofloksasin, furosemid,
hidroklorothiazide, ibuprofen, lincomisin, ofloksasin, ranitidin, salbutamol ve
sulfamethokzasol karisimi (ng/L) ile yapilan ¢alismada karisimin insan embriyonik
HEK293 hucreleri Gzerindeki etkisi arastiriimistir. Calisma sonucunda etken madde
karigsiminin insan embriyonik hdcrelerinin gogalmasini %30 azalttigi, stres cevap
sinyal protein kinaz ERK1/2 aktive ettigi ve glutatyon-S-transferaz genin ifade
edilmesinin arttirdidi bulunmustur [60]. Sucul ¢evrede bulunan antibiyotiklerin
antibiyotik direncli bakterilerin gelismesine neden olmasi ve bu direng genlerinin
diger patojen bakterilere transfer olma ihtimali insan sagligi agisindan dolayli olsa
da o6nemli bir etki olarak kabul edilebilir [3]. Cevrede bulunan &strojen ve

ksenodstrojenlerin tip 2 diyabete neden olabilecegi distunulmektedir [61].

2.6. Etken Maddelerin Metabolitleri ve Gevre igin Onemi

Diger toksinler gibi farmasoétik bilesikler de viicuda girdiginde toksik etkilerinden
bedeni korumak igin bircok oksidatif ve konjugatif enzim tarafindan metabolize
edilirler ve daha polar ve suda ¢dzunurligu yuksek Urlnlere donasturulurler. Bu
donusum sureci iki ana fazda gercgeklesir; faz | hidroliz, oksidasyon ve reduksiyon
reaksiyonlarini, faz Il ise konjugasyon reaksiyonlarini igerir [62]. Bu reaksiyonlar
sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan gercgeklestirilir. Bu enzimler lipofilik
karakterdeki organik molekullere —OH, -SH, -NH2, -COOH gibi fonksiyonel gruplar
takarak daha hidrofilik hale getirirler. Konjugatif enzimler farmasoétik bilesiklere 0-,
N-glukoronidler, sulfatlar, aseatat esterler, karboksimidler ve glutatyoniler takarak
idrarla atilmasi kolay daha hidrofilik bilesikler haline getirirler [63]. Karacigerde
gerceklesen bu reaksiyonlar sonucu ana bilesikten daha toksik Urlnler ortaya

cikabilmektedir.
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Ornegin, lipid duslriicl bir ilag olan gemfibrozilin glukoronidasyon Griinii CYP2C8
(sitokrom P450 enzim sistemi Uyesi) Uzerinde ana bilesikten daha inhibitorik etki
gOsterir [64]. Sonug olarak diger ilaclarin metabolizmasini da etkileyerek birikime ve

toksik etkilere neden olur [62].

Ana bilesiklerin gevre Uzerinde ki etkisi kadar idrar ve digkilama ile dogaya bulasan
metabolitleri de dikkate alinmalidir. Serotonin geri emilim inhibitora flouksetinin
metaboliti olan norflouksetin atik su aritim tesisi ¢ikis suyunda 3,9 ile 25 ng/L
konsantrasyonda bulunmustur [65]. Ayrica bu metabolite atik aritim tesisi ¢ikis
suyunun dokuldugu sucul ortamlardan toplanan Lepomis macrochirus, Ictalurus
punctatus, Cyprinus carpio, ve Pomoxis nigromaculatus tir baliklarin karaciger ve
beyin dokularinda rastlanmistir [66]. Norflouksetin ana bilesik olan flouksetinden
omurgasizlarla yapilan tokisisite ¢calismalarinda %50 daha toksik bulunmustur. Anti
inflamatuar ibuprofenin karboksilenmis ve hidroksillenmis metabolitleri Norveg atik
su aritim tesisi ¢ikis suyunda 1,7 ug/L, deniz suyunda ise 7 ng/L konsantrasyonda
tespit edilmistir [67]. Analjezik fenazonun metabolitleri olan 1-asetil-1-metil-2-
dimetiloksamoyil ve 1,5-dimetil-1,2-dehidro-3-pyrazolon aritilmig suda dayanikh
yapilarindan dolayr 1 ug/L oraninda tespit edilmistir [68]. Psikiyatride kullanilan
karbamazepin ylzey sularinda 20 ng/L oraninda tespit edilmistir [69]. Karbama
zepinin bir metaboliti olan 2-hidroksi-iminostilben tranformasyon reaksiyonlari ile
iminoquinona donusir. iminoquinonun insanda cesitli organlara zararli (bébrek
karaciger) olacagi disunulmektedir. Karbamazepin-10,11-epoksit, karbamazepin-
10,11-dihidrodiol ve 2-hidroksikarbamazepin, karbamazepinden tlrevienen
metabolitlerdir. Bu metabolitler yizey sularinda ng/L oraninda tespit edilmislerdir
[70]. Ostrojenler viicutta glukuronidasyon, sllfatlama ve hidroksilasyon ile daha
polar bilesiklere gevrilir. Ostrojenler cogunlukla polar konjugatlar seklinde viicuttan
atilr. 17B-estradiol konjugati 17B-estradiol-3-glukuronid, Ostron konjugati 6stron-

3-sulphat ve estriol konjugati estriol-16-glukuronid seklinde vicuttan atilir [71].

Ostrojen konjugatlari biyoloijik olarak inaktif olsalar da aktif ana bilesige geri
donusebilirler. Neredeyse butin aktif camurlarda bulunan E. coli sahip oldugu B-
glukuronidaz ve arilsulfataz enzimleri ile konjugat halindeki bilesikleri ana molekulle
donustarar [71], [72].
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Farmasotik aktif bilegiklerin tespiti  bulunduklari birgok makro molekulinde
bulundugu karigik ortamlarda oldukga zordur. Metabolitlerin tespiti i¢in sivi
kromotografisi kutle spektrometresi (LC/MS) ve gaz kromatografisi kitle
spektrometresi (GC/MS) oldukg¢a kullanisli yontemlerdir. Bilinmeyen bir metabolit
sO6z konusu ise bu yontemler nuklear manyetik rezonans spektrometresi (NMR) ile
desteklenmelidir [62].

2.7. Mikro kirleticilerin aritiminda kullanilan yontemler

2.7.1. Aktif Karbon

Aktif karbon siyah, ince taneli, kum gibi gérinen bir materyaldir. Kirlenmis su veya
hava bu taneciklerin arasindan gecerken ya gobzenekli yapiya sahip tanecik
tarafindan emilir ya da karbon taneciginin yluzeyine yapisir. Evlerde bulunan su
aritma filtreleri, akvaryum pompalarinda bulunan filtreler de ayni mekanizma ile
calismaktadir. Aktif karbon filtreler ayrica sudan istenmeyen kokularin ve tatlarin da
uzaklastirimasinda etkindir. Aktif karbonun Kkirlilik yaratan molekillerin
giderilmesindeki verimliligi giderilecek olan molekulln cinsine, temas zamanina ve
kullanilan aktif karbonun o6zelliklerine (tane buyukligu, gézenek capi vs.) goére
degisim gosterir. Granuler aktif karbon organik kirleticilerin giderimde oldukga etkili
bir materyaldir [15]. Yapilan bir ¢alisma aktif karbonun naproksen, diklofenak,
flouksetin gibi farmasotik bilegiklerin gideriminde etkili oldugunu ancak ortamda
bulunan diger organik molekullerin giderimi olumsuz yonde etkiledigini gostermistir
[73].

2.7.2. Fizikokimyasal Yontemler

Westerhof ve arkadaslarinin 30 farkli mikro kirletici madde ile yaptiklari ¢alisma
flokllasyon ve koagtlasyon ydntemlerinin mikro Kirleticilerin gideriminde yetersiz
kaldigini gostermistir. Yine ayni calismada ozonlama ve klorlamanin kirletici
gideriminde kullanigli oldugu rapor edilmigtir [74] Koagulan ajan olarak aliminyum
sulfat ve ferrik sulfatin kullanildigi bir galisma, test edilen antibiyotiklerin gideriminde

bu yontemin basarisiz oldugunu gostermistir [75]

Klorlama ana bilesigin oksitlenmesine dayanan bir yontemdir ve mikro kirleticilerin
gideriminde iyi sonuglar vermekte ise de sonugta daha toksik urin veya urinler

cikabilmektedir.
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Ornegin, atik suyun klorlanmasi esnasinda asetaminofennin ana bilesikten daha
toksik olan iki metaboliti 1,4-benzokinon ve N-asetil-p-benzokinon imin ortaya gikar
[76]. Bir diger yontem ise Fenton reaksiyonudur, Fe iyonlarinin hidrojen peroksit ile
reaksiyona girmesi ve olusan ylksek oksitleme kapasitesine sahip hidroksil
radikalinin organik kirleticileri oksitlemesi esasina dayanan yontemdir. Bazi mikro
kirleticiler igin basarili sonug verir [15]. Ozonlamada organik kirleticilerin direk ya da
olugsan hidroksil radikalleri ile oksitlenmesi esasina dayanan verimli bir yontemdir
[77].

2.7.3. Membranlar

Nanofiltrasyon ve ters osmos gibi yontemler mikro Kkirleticilerin gideriminde

kullanilan etkili yontemlerdir [78].

2.7.4. UV Igini

UV sinlart son vyillarda, kullanim ve atikk suyun mikroorganizmalardan
arindiriimasinda kullanilan ve basarili olan bir yontemdir. UV isinlari ayrica mikro

kirletici organik molekdullerin gideriminde de kullaniimaktadir [11].

2.7.5. Biyolojik Antim

Biyolojik aritim sistemleri, funguslar ve bakterilerin kullanildiklari sistemlerdir. Bu
sistemlerin devamliligi ve basarisi ortam pH’si, ortam bulunun besin maddeleri,
ortamin redoks potansiyeli, tuz orani, sicaklik, toksik madde varligi gibi bircok
parametreye baglidir [79]. ilag etken maddelerinin biyolojik aritimi bilesigin kimyasal
yapisina gore cok cesitlilik gostermektedir. ibuprofen icin %90 nin tstiinde bir aritim
saglanirken bu oran karbamazepin icin sifirdir [80]. Bir diger calismada dogal ve
sentetik Ostrojenlerin ancak %10 luk bir kisminin biyoyikim ile giderilebildigini,
giderilebilen bir kisminin ise aktif gamura adsorpsiyon ile gergeklestigini bildirilmistir
[19].
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2.8. Tez Kapsaminda Kullanilan ilag Etken Maddeleri

Tez kapsaminda analjezik ve antipiretik 6zellik gosteren steroidal olmayan anti-

inflamatuar ilaglar grubunda yer alan naproksen ve diklofenak kullaniimistir.
2.8.1. Naproksen

Naproksen (2-6(metoksinaftelen-2-yl)propionik asit) steroidal olmayan anti-
inflamatuar ilaglar arasinda bulunan bir aril propionik asittir. Naproksen agri kesici
ve anti-inflamatuar 6zellik gésteren bir molekuldir. Naproksen’in agri kesici ve anti-
inflamatur 6zelligi prostaglandin sentezinden sorumlu olan siklooksijenaz enziminin
aktivitesini baskilamasindan kaynaklanir [81]Recgeteye baglh olmayan naproksen
cerrahi midahale sonrasi adri, migren ataklari, rometoid artirit ve osteoartiritin
semptomatik tedavisinde kullaniimaktadir [82]. Yaygin kullanimindan dolayi
naproksen yuzey sulari, yer alti sulari hatta icme suyu kaynaklarinda dahi tespit
edilmistir [38], [83], [84]. Ulkemizde aparanax, aleve, apraxin, aprol, naprex,

naprosyn , naprosyn jel, apromed vs. gibi ticari isimlerle kullanima sunulmustur.

CHs
' ONa

H3CO 0

Sekil 2.2. Calismalarda kullanilan naproksen sodyumun formulu

Naproksen ve sodyum tuzu sodyum naproksen tablet seklinde ve suspansiyon
seklinde kullaniimaktadir. Naproksen kullanimdan sonra %95 oraninda idrar yoluyla
vucuttan atilir. Bu nedenle gevrede siklikla tespit edilen farmasoétik maddelerdendir
[85]. Turkiye’de yapilan calismada 2013 yili temmuz ayinda Buyuk Cekmece
Golunu besleyen Ahlat ve Beylik gaylarinda sirasiyla, 1.3 pg/L ve 12.3 ug/L
konsantrasyonda naproksen tespit edilmistir [8]. Tixier vd. yaptiklari ¢calismada atik
su aritim tesisi suyunda 2,6 pg/L konsantrasyonda naproksen bulundugunu
bildirmiglerdir [86]. Naproksen c¢ok dusik miktarda dahi olsa da kullanim suyu

kaynaklarinda tespit edilmistir [38].
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Brachionus calyciflorus (omurgasiz) igin naproksen ve naproksen sodyum LD50
degerleri sirasiyla 62,48 mg/L ve 54, 64 mg/L olarak bulunmustur. Thamnocephalus
platyurus (omurgasiz) i¢in naproksen ve naproksen sodyum LD50 degerleri

siraslyla, 62,48 mg/L ve 43,54 mg/L olarak bulunmustur [87].

2.8.2. Diklofenak

Diklofenak (2-[(2,6-dikolorofenil)amino]benzene asetik asit) steroidal olamayan anti
inflamatuar ilaglar grubunda yer alir (Sekil 2.3). Agri kesici ve ates dusurucu
Ozelliklerinden dolay! diunya capinda ¢ok yogun sekilde kullaniimaktadir. Dinya
uzerinde yilhk kullanimi 940 tonu bulmaktadir Farkli ortamlardan alinan su

orneklerinde en sik rastlanan ilag etken maddelerinden biridir [88].

Diklofenak Ulkemiz ylzey sularinda da tespit edilmistir [8]. Antiflojistik ve analjezik
Ozelliklerinden dolay! ¢ok genis bir kesim tarafindan kullaniimaktadir. Diklofenak
terapotik ozelligini prostaglandinlerin salinimini ve sentezini engelleyerek gosterir.
Tedavi edici Ozelliklerinin yani sira gastropati, anti enflamatuara bagh Kkolit,
karacigerde dejenaratif degisiklikler ve renal dejenerasyon gibi yan etkilere de

sebep olur [89]

O

CI H ONa
N

Cli

Sekil 2.3. Calismalarda kullanilan diklofenak sodyumun molekuler formulu

Diklofenak’in doga Uzerinde ki etkisini en ¢arpici sekilde Oaks ve arkadaslarinin
2004 yilinda galisma gostermektedir. Bu ¢alismada, Hindistan alt kitasinin énemli
yirtici kuslarindan olan ve sayisi 1990 lardan itiabaren azalmaya baslayan Gyps
bengalensis (ak-sirth akbaba) nin populasyonundaki azalmanin nedeni
arastinlmistir.  Arastirmacilar  Pakistan lokasyonunda  gercgeklestirdikleri
calismalarda akbaba populasyonundaki renal yetmezlige bagl 6lumlerin nedeninin

cevrede bulunan diklofenak oldugu gergegini géstermislerdir [52].
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Diklofenak’in zebra baligi Uzerinde lethal ve teratdjenik etkisinin aragtirildigr bir
calismada, zebra baligi embriyolari igin LD50 96 saat igin 480 +50 ug/L ve ED50
90£20 pg/L 96 saat olarak bulunmustur [51]. Diklofenak Ulkemizde voltaren,

dicloflam, diclomec, difenak ve dikloron gibi ticari isimlerle kullanima sunulmustur.

ila¢ etken maddelerinin yarattigi kirlilik, analiz teknolojilerinin gelismesiyle farkina
varilan gorece yeni bir kirlilik grubudur. Bu gine kadar rapor edilmis farmasotik
maddelere bagli kirlilikler insan igin akut tokisisite yaratabilecek dozun altindadir.
Ancak icme suyu kaynaklarinda bile tespit edilen farmasétik maddelere uzun stre
maruz kalmanin insanlar Uzerinde yaratabilecedi zararl etkiler endise yaratmaktadir.
Bu neden ile ilag¢ etken maddelerinin giderimi ile ilgili calismalar deger

kazanmaktadir.

2.9. Caligmalarda Kullanilan Funguslar

Bu tez kapsamindaki g¢alismalarda filamentdz Aspergillus niger, beyaz curukgul
mantarlar ailesinden Funalia trogii ve Phanerochaete chyrsosporium, maya

Yarrowia lipolytica kullaniimistir.

2.9.1. Aspergillus niger

Aspergillus’lar konidiasporlarinin rengine goére siniflandirihlar. Konidiosporlari
kahverengi-siyah olanlar Aspergillus niger olarak gruplandirilir. Apergillus niger
neredeyse dunyanin her yerinden izole ediliebilir. A. niger toprakta, komposta,
curtiyen bitkilerin Gzerinde vs. gibi bircok organik maddenin bulundugu ortamda
ureyebilir. A. niger genis sicaklik (6—47°C) ve oldukga genis pH (1,4-9.8) araliginda
yasayabilmektedir [90].

Aspergillus niger 1919 yilinda, yiyecek ve igecek sanayi, kozmetik sanayi, sarap
uretiminde vs. gibi ¢ok gesitli sanayi dallarinda kullanimi olan sitrik asit Gretimiyle
endustriyel anlamda kullaniimaya basladi [91], [92]. A. niger ayrica proteaz,
pektinaz, amiloglukosidaz ve lipaz gibi endustriyel kullanimi olan enzimleri de
uretebilmektedir [90], [93]. GunUimuUzde rekombinant A. niger suslari glukoamilaz, a-
amilaz, glukoz oksidaz,pektin esteraz, arabinofuranosidaz, fosfolipaz, fitaz ve

ksilinaz uretiminde kullaniimaktadir [94].
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A. niger kirleticilerin gideriimesinde de kullanilabilmektedir. A. niger’in herbisit
klorimuronetil in biyokimini gergeklestirdigi bildirilmistir [95]. Herbisit klorosulfuron
ve metsulfuron metil in biyokiyiminin A. niger tarafindan geceklestirildigi rapor
edilmistir [96]. Pamuk, cay, seker kamigi ve sebzeler gibi ekonomik édnemi olan
tarimsal urUnlerin zararhlardan korunmasinda kullanilan organoklorlu bir pestisit

olan endosulfan A. niger tarafindan basarili bir sekilde yikima ugratiimigtir [97].

2.9.2. Beyaz Curukguller Funalia trogii ve Phanerochaete chrysosporium

Beyaz curukgul terimi taksonomik bir siniflamadan ziyade fizyolojik bir
gruplandirmadir. Bu gruba beyaz ¢urtkgul adinin verilmesinin sebebi lignini yikima
ugratmalari ve sonunda olusan beyaz goérunimdur [98] Beyaz c¢urukguller ligninin
karbon dongusune katilmasinda da essiz bir rol oynarlar [99]. Dogal olarak Uretilen
ve bilinen biyolojik yikima en dayanakh biyomateryal lignindir. Vaskuler bitkilere
baylumeleri igin gerekli saglamhdi verir ve bitkinin yapisal polisakkaritlerinin
mikroorganizmalarin yilkimindan korunmasini saglar [100]. Bu c¢alismada
Basidiomycota subesinden olan beyaz curtkcul funguslardan Phanerochaete

chrysosporium ve Funalia trogii kullaniimigtir.

Beyaz curukguller tarafindan dretilen ve lignin yikiminda énemli rolt olan enzimlere
ornek olarak, lignin peroksidaz (LiP, E.C. 1.11.1.14), mangan bagimli peroksidaz
(MnP, E.C. 1.11.1.13) ve bakir grubu igeren lakkaz (Lac, E.C. 1.10.3.2) verilebilir
[98]. Beyaz curukgul funguslarin lignin degradasyonundan sorumlu enzimleri ile

bircok organik kirleticiyi yikima ugrattigi gosterilmistir [101].

Phanerochaete chrysosporium duaslik azot iceren ortamlarda, ligninolitik
enzimlerden olan lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz igin iyi bir kaynaktir [94].
Askeri mihimmatin guvenli bir sekilde atilmasi ¢ok dnemli bir husustur. Askeri
muhimmatin atimi sirasinda patlama gibi risklerin yaninda bu gibi atiklar ¢gevre igin
¢ok toksik ve kararl bir yapi gosterirler. Savunma sanayinin en dnemli atiklarindan
biri olan TNT nin Phanerochaete chrysosporium tarafindan mineralize edilebildigi

gosterilmigtir [102] .

Baska bir calismada patlayici RDX in (hekzahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin)
Phanerochaete chrysosporium tarafindan yikima ugratildigini géstermistir [103].
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Phanerochaete  chrysosporium  organoklorlu  kimyasallarin da  yikimini
gergeklestirebilmektedir. Ornegin, organoklorlu bir kirletici olan 2,7-diklorodibenzo-
p- dioksinin yikimini basariyla gergeklestirdigi rapor edilmistir [104]. Phanerochaete
chrysosporium birgok ¢evresel kirleticiyi, atrazin (herbisit), pentoklorofenol, benzen,
toluen, etilbenzen, ksilen, kagit agartma tesisi atik suyu, polisiklik aromatik

hidrokarbonlar, sentetik boyalar gibi yikima ugratma kabiliyetine sahiptir [105]—[110].

Basidiomycota subesine ait Funalia trogii verimli bir lakkaz Ureticisidir [111]. Funalia
trogii’nin zeytinyagi fabrikasi atik suyunda, kimyasal oksijen istegini (%63), toplam
fenoll (%93) ve rengi (%81) azalttig bildirilmistir [112]. Reaktif Siyah 19, Reaktif
Mavi 49, Asit Violet 43, Reaktif Siyah 5, Reaktif Turuncu 16 ve Asit Siyah 52'nin
giderimi Uzerinde yapilan bir ¢alisma, Funalia trogii'nin kullanilan alti boyayi verimli
bir sekilde giderdigini gostermistir [113]. Civa, kadmiyum ve c¢inko iyonlari Funalia
trogii kullanilarak adsorpsiyon yolu ile giderilebilmistir [114].

2.9.3 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica aerobik karakterde insan icin patojenik karakter gostermeyen bir
mayadir. Dimorfik karakter gdsteren Yarrowia lipolytica, miselyum ve pseudo
miselyum olusturabilir. Yiksek GC igcermesiyle diger Ascomycete mayalardan ayrilir
[115]. Yarrowia lipolytica ¢oklu biyoteknolojik uygulamalari olan organizmalara iyi
bir drnektir. Yarrowia lipolytica sitrik asit, isositrik asit, alkalin proteaz, RNaz, lipaz
eldesinde ve biyoremediatif amagch kullanilabilir [116]. Yarrowia lipolytica, TNT
(2,4,6-Trinitrotoulen) yikimini verimli bir sekilde gerceklestirebilir [117]. Y.lipolytica
alkenleri, yag asitlerini ve yagdlar kullanabilme yeteneginden dolayi, bitkisel ve
mineral yag atiklarinin gideriminde kullanilabilir [116]. Yapilan baska bir ¢alisma
Y.lipolytica nin Reaktif Siyah 5 azo boyasini 24 saat saat iginde %97 oraninda
giderdigini gostermigtir [118]. Alplerden alinan toprak orneklerinden izole edilen bir
Y. lipolytica susu 0°C ile 30°C arasinda Ureme yetenegine sahiptir. Bu sus 10 gln

icinde dizel yagini %68 oraninda yikima ugratabilmektedir [119].
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2.10. Fungal Sitokrom P450 Enzim Sistemi

Sitokrom P450 enzimleri hem-thiolat proteinlerdir. Bu enzimler prokaryotlar (arkeler,
bakteriler), funguslar, bocekler, bitkiler ve insanlar gibi tum canli gruplarinda bulunur.
Genelde lipofilik karakterdeki molekulleri daha suda ¢dzinebilen hidrofilik
molekdllere donugumunu  katalizlerler. Fungal P450 enzim sisteminin
gerceklestirdikleri reaksiyonlar kisaca, alifatik, alisiklik ve aromatik molekdullerin,
hidroksilasyonu, epoksidasyonu, dealkilasyonu, sulfoksidasyonu, deaminasyonu,
desdlflrizasyonu, dehalojenizasyonu ve N-oksit reduksiyonudur [120]. Bir grup
CYP450 enzimi hicrenin primer metabolizmasinda rol oynamaktadir. Fungal
CYP51 ve CYP61 enzimleri ergosterol biyosentezinde rol oynamaktadir. CYP51
enzimi diger alemlerde de yer almasina ragmen CYP61 enzimi sadece funguslarda
bulunur [121]. CYP52 enzimi n-alken asimilasyonu yapan Candida turlerinde
bulunan bir enzimdir. Bu enzim n-alkenleri ve yag asitlerini hidroksiller ve
hidroksilenmis Urunler daha ileri oksidasyona ugrayacaklari 3-oksidayon yolagina
girerler [120]. Funguslarin patojenitelerinde de induklenebilir P450 enzimlerinin roll
vardir. Konagin urettigi anti fungal ajanlara karsi bir korunma mekanizmasidir[120].
Bezelye patojeni Necria haematococca nin sahip oldugu pisatin demetilaz
(CYP57A1), patojeni konagin Urettigi anti fungal pisatinin etkilerine karsi korur [122].
Progestronun hidroksilasyonu gibi farmasatikgilerin ilgisini ¢eken birgok fungal
temelli dénisim reaksiyonlarinda da rol oynarlar [123]. Fungal sitokrom P450
enzimlerinin gevre Kkirleticilerinin de detoksifikasyonunda rol oynadigini gdésteren
calismalar vardir. Polisiklik hidokarbon olan benzo piren mutajenik ve kanserojenik
bir molekuldur. Penicillium janthinellum’un benzo piren yikimini P450 enzim sistemi

sayesinde gercgeklestirdigi disunulmektedir [124].
2.11. Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkaz 1883 yilinda Japon lak agacindan (Rhus vernicifera) elde edilen lateksin
oksijen varliginda sertlesmesini gdzlemleyen Yoshida tarafindan bulunmus ve 1985
yilinda Bertrand tarafindan karakterize edilmistir [125]. Lakkaz (benzenediol: oksijen
oksidoreduktaz; EC 1.10.3.2) ¢oklu bakir icermesiyle karakterize olan bir proteindir
[126]. Coklu bakir atomlari iceren lakkaz aromatik ve aromatik olmayan cok cesitli

molekulleri molekuler oksijen varliginda oksitleyebilmektedir.
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Dusuk substrat 6zgullugu gosteren lakkaz enzimleri, difenoller, substitiye fenoller,
diaminler ve aromatik aminler gibi ¢ok c¢esitli substratin oksidasyonunu
katalizleyebilmektedir [127]. Ozgiil olmayan yiiksek oksidasyon kapasiteleri nedeni
ile lakkaz enzimleri oldukga gesitli biyoteknolojik uygulamalar icin kullanigh olan
biyokatalizorlerdirler. Bira sanayinde lakkaz bulaniklik nedeni olan polifenollerin
uzaklastirlmasi ve fermantasyon islemi bittikten sonra oksijen iceriginin
dusurulmesi igin kullaniimaktadir [128]. Selinheimo vd. (2006) Trametes hirsuta’dan
elde edilen lakkazin hamurda bulunan ferulik asit ve arabinoksilan arasinda ester
baglar olusumunu katalizledigini ve sonug olarak da hamurun mekanik direncinin
artigini gostermigslerdir [129]. Ferry vd. (2005) Trametes versicolor’dan elde ettikleri
lakkaz enzimiyle, katesolamin nérotransmitterler olan dopamin, epinefrin,
norepinefrin miktarini nano molar seviyesinde belirleyebilecek bir biyosensor
uretmiglerdir [130]Lakkaz bitkiler, funguslar, bakteriler hatta bocekler olmak Uzere
¢ok genis bir canli grubunda bulunurlar. Fungal lakkazlarin redoks potansiyelinin
diger gruplarda bulunan lakkazlardan ylksek olmasi, fungal lakkazlari biyoteknolojik
uygulamalarda kullanim agisindan ayri bir yere koyar [126] Lakkaz sadece ortamda
bulunan bilesiklerin oksidasyonunda gorev almaz bazi patojen funguslarin
patojenitelerinde de énemli rol oynamaktadir. Ornegin, Cryptococcus neoformans
olimle sonuglanabilecek agir enfeksiyonlara neden olan bir fungus tartdur.
Fungusun hicre duvariyla siki bir iligki iginde olan lakkaz ve Urinu olan melanin,

konagin bagisiklik sisteminden patojeni korur [131].

Lakkaz enziminin dUsuk substrat 6zgullugu gostermesi ve ¢cok gesitli farkli substratin
oksitlenmesini katalizlemesi gibi o6zellikleri nedeni ile birgok c¢evre Kkirleticinin
gideriminde kullaniimaktadir. Trametes polyzona’dan izole edilen lakkazin dnemli
bir kirletici olan Bisfenol-A nin ve sentetik boyalarin yikimini verimli bir sekilde
gerceklestirdigi gosterilmistir [132]. Yapilan bir baska ¢alisma Pleurotus ostreatus
kaynakli lakkaz ile fenolik kirleticilerin gideriminin yapilabilecegini gostermistir [133].
Trametes hirsuta kaynakl lakkaz ile alkenlerin yikimi gercgeklestirilmistir [134].
Lakkaz, triarylmetan, indigoid, azo ve arthraquinonik boyalarin gideriminde etkindir
[135].
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3. Materyal ve Yontem

3.1. Caligmalarda Kullanilan Funguslar

Bu calisma kapsaminda kullanilan Phanerochaete chyrsosporium ME446, Funalia
trogii ATCC 200800, Aspergillus niger NRRL 328 ve Yarrowia lipolytica NBRC1658
suglari Hacettepe Universitesi, Biyoloji Bollimu kuiltiir koleksiyonundan temin edildi.
Stok kultlrlerin devami amaciyla sabouraud dextrose agar (Merck) kati besiyeri
kullanildi. Stoklar 20 guinlik araliklarla yeni besiyerlerine aktarildi ve 30°C de 7 gln

inkibasyona birakildi, inkibasyon sonunda 4°C de buzdolabinda saklandi.
3.2. Kimyasallar

Calismalarda kullanilan Naproksen-Na (%98) Ankara Universitesi Eczacilik
Fakultesi Farmasotik Kimya Anabilim dalindan, Diklofenak-Na ise (%98) Sigma
Aldirch’ten temin edildi.

3.3. Giderim Calismalarinda Kullanilan Uretim Ortaminin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda modifiye Vogel kultir ortami kullanildi. Kultir ortaminda
kullanilan iz element stok ¢ozeltisi (100 ml): Sitrik asit.H20: 2,5 g, ZnS04.7H20: 2,5
g, Fe(NH4)2(S04)2.6H20: 0,5 g, CuS0O45H20: 0,125 g, MnSO4.H20: 0,025 g,
H3B03:0,025 g, H3P(M03010).H20: 0,025 g olacak sekilde hazirlandi ve 24 saat oda
sicakhginda manyetik karistiricida (150 rpm) karistirnildi ve hazirlanan 99 ml Vogel
ana stok ¢ozeltisine 1 ml eklendi. Vogel ana stok ¢ozeltisi (100 ml); Na—sitrat: 15 g,
KH2PO4: 25 g, MgS04.7H20: 1 g, NH4NO3:10 g, CaCl2.2H20: 0,5 g. %1 (v/v)
oraninda iz element ¢dzeltisi iceren ana stok %2 glukoz igeren Uretim ortamina %2
(v/v) olacak sekilde eklendi. Phanerochaete chrysosporium uretim ortaminda azot
kaynagi 50 mg/L olacak sekilde ayarlandi. Hazirlanan tretim ortami 1 M HCl ile pH
4.7 ayarlandi. Uretim ortamlari 1,5 atmosfer basing altinda 110°C de otoklavda steril
edildi.
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3.4. Funguslarin Ekimi ve Kulturasyon

Yatik Sabroud dextrose agarda kultire edilmis olan mikoorganizmalar 20 ml steril
serum fizyolojik ile slispanse edildi. Stispanse edilmis F. trogii kiltarleri 6nce Malt
extract brohtta 5 gtin 30°C de inkube edildi. Besinci gin sonunda F. trogii kilttrleri
2400 rpm de homojenizatdr (IKA) yardimiyla homojenize edildi. Elde edilen
homojenizat yikim c¢alismalarinda ana kaynak olarak kullanildi. Diger fungal

kaynaklar direk stuspanse edilmis sekilleri ile kullanildilar.

3.5. Etken Maddelerin Ureme Ortamina Eklenmesi ve Biyodegradasyon

Calismalari

Calismalarda kullanilan Naproksen-Na, Diklofenak-Na etil alkolde ¢6zuldu ve 30°C
150 rpm de etlvde On inkUbasyona tabi tutulan Phanerochaete chyrsosporium
ME446 (7 gun), Funalia trogii ATCC 200800 (7gun), Aspergillus niger NRRL 328 (3
glin) ve Yarrowia lipolytica NBRC1658 (3 gun) kultir ortamlarina son konsantrasyon
50 mg/L olacak sekilde eklendi. Etken maddenin eklendigi zaman 0 kabul edildi.
Kaltdr ortamlart pH 4.7 de 48 saat 30°C de 150 rpm c¢alkama hizinda 1sik
gérmeyecek sekilde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda abiyotik kontroller ve deney
gruplari naproksen icin diklorometan, etanol (9:1), diklofenak igin etil asetat a ¢ekildi
ve LC/MS de analiz edildi. Her yikim galismasi ekim yapiimamig abiyotik kontroller

baz alinarak deg@erlendirildi. Bttin calismalar aksi belirtiimedikge g tekrar yapildi.
3.6. Biyokiitlenin Olgiilmesi

Biyotkitlenin olglilmesi igin kuru agirlik yontemi kullanildi. Uretim sonrasi fungal
biyokltle 6nceden darasi alinmis kurutma kagidiyla suzilda ve 40°C de iki gun

kurumaya birakildi. Kuruyan biyokutle hassas terazide olguldu.
3.7. Enzim Aktivitelerinin Olgiimii

Lakkaz aktivitesi ABTS oksidasyonuna dayali yontem ile dlgildu [136]. Lakkaz
aktivitesinin élgima icin toplam hacim 3 ml olacak sekilde 0,3 ml substrat olarak
ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), enzim kaynagi
olarak 0,3 ml kultur supernatani ve reaksiyon ortami olarak 2,4 ml 100 mM pH: 4,5
Na-Asetat tamponu kullanildi. 30°C de 1 dakikalik inkiibasyondan sonra reaksiyon
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ortami spektroforometrede (Shimadzu UV- 1700) 420 nm dalga boyunda okundu.

Unit enzim 30°C de 1 dakikada 1 pmol ¢ikan drtn olarak tanimlandi.

Tirozinaz aktivitesi L-Dopa dan Dopa krom olusumu esasina gore tayin edildi. Kaltur
supernatani enzim kaynagi olarak kullanildi. Reaksiyon 50 mM pH:7 fosfat tamponu
icerisinde oda sicakliginda gergeklestirildi. Bir unit enzim 1 dakikada 30°C de olusan
pmol Dopa krom olarak tanimlandi. Absorbans degisimi 475 nm dalga boyunda

spektrofotometrede okundu [137].

Lignin peroksidaz aktivitesinin 6lgimu veratril alkolin veratil aldehite oksidasyonuna
dayali metot ile olguldu [138].Reaksiyon 200 mM veratril alkolin substrat olarak
kullanildigi, pH: 3 100mM Na-tartarat tamponu icinde gergeklestirildi. 0,1 ml kaltur
filtrati enzim kaynagi ve H20:2 reaksiyonu basglatici olarak kullanildi. Bir Unit enzim
bir dakikada olusan 1 umol veratil aldehit olarak tanimlandi. Absorbans degisimi
spektrofotometrede 310 nm dalga boyunda okundu. Mangan peroksidaz aktivitesi
0,1 M pH 5 sodyum tartarat tamponunda, 0,1 mM varliginda MnSO4 Mn3*tartarat
olusumuna dayanan yonteme goére 238 nm dalga boyunda 6l¢uldi [139]. Bir unit 1

dakikada 30°C de olusan bir umol Uriin olarak tanimlandi.
3.8. ilag Etken Maddelerinin Olgiimii

Tez kapsaminda kullanilan naproksen ve diklofenak etken maddelerinin tayini.
Waters Alliance HPLC ye bagl Waters Micromass ZQ ile gergeklestirildi. HPLC
kismi igin (Naproksen) yuraticu faz su: MeOH: % 0.1HCOOH aseto nitril iginde(37:
53: 10), kolon XTerra® MS C-18 (4.6 mm x 250 mm, 5 um), akis hizi 0,55 ml/dak,
enjeksiyon hacmi 4 uL ve 254 nm diode array detektérde o6lguldi. Diklofenak
Olcimlerinde sadece yurutucu faz degisti. Diklofenak dlgimunde kullanilan yaraticu
faz; asetonitril: MeOH: su: % 0.1HCOOH asetonitril icinde (65:15:10:10). Akis hizi
0,6 ml/dak. Kitle spektrometresi icin analitik kosullar; Kapillar voltaj: 3,7 kV, kon
voltaj: 29 V, kaynak sicakhigi 100°C, desolvasyon sicakligi: 350°C (Naproksen
ESI(-), Diklofenak ESI(+) . Diklofenak tayininde ek olarak spektrofotometrik nitrik asit

yontemi de kullanildi [140]. YUzde giderim abiyotik kontrole gére hesaplandi.
3.9. NMR Analizleri

VARIAN MERCURY 400 MHz FT marka model cihazda, CD30OD c¢o6zlcu olarak
kulanildi. Kimyasal kaymalar ppm (&) TMS ye gore relatif olarak verildi.
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3.10. Metabolitlerin izolasyonu

Yikim trdanlerinin izolasyonu icin Silika jel 60 (0.015-0.040 mm) kullanildi. Toplanan
fraksiyonlarin kontrolu silika TLC (Merck) plaklari ile yapildi. Elde edilen fraksiyonlar
son olarak LC/MS ile kontrol edilerek safliklarindan emin olundu. Naproksen yikim
artnlerinin izolasyonu igin yuraticu faz olarak CH2Cl2: MeOH (95: 5) kullanildi.

Diklofenak yikim trtnlerinin izolasyonu igin toluene: etil asetat (6:4) kullanildi.
3.11. Naproksen Yikim Uriinlerinin Giinlere Gére Degisimi

Naproksen yikim trlnlerinin glnlere gore degisiminin belirlenmesi amaciyla yikim
ortamindan 24 saatte bir 6rnek alindi ve metanol diklorometan karisimina gekildi ve
LC/MS de analiz edildi.

3.12. 1-Aminobenzotriazol ve Saf Lakkazin Kullanimi

Lakkaz enziminin diklofenak Uzerinde etkisini belilemek amaci ile Trametes
versicolor'dan elde edilmis ticari saf lakkaz (Sigma) kullanildi.Ticari saf lakkaz 2,4 U
olacak sek Fungal sitokrom P450 enzim sisteminin  naproksen
transformasyonundaki etkisini anlamak i¢in P450 enzim inhihibitérd olan 1-
Aminobenzotriazol (Sigma) son konsantrasyon 2 mM olacak sekilde kultir ortamina

eklendi.
3.13. Adsorpsiyon Galigmalari

ilag etken maddelerinin gideriminde adsorpsiyonun etkisini incelemek icin otoklavda
125°C de 1si ile 6ldUriimus ve 5 mM sodyum azidle paralize edilmis hucreler
kullanildi.

3.14. Naproksen Yikimi igin Uygun inokiilasyon Miktarinin Belirlenmesi

Naproksen yikimini gerceklestirmek icin gereken uygun A. niger inokulasyon
miktarini belirlemek igin, 1,2x10%ml spor igeren siispansiyondan 100, 200, 300, 400,

500 pl alinarak farkli besiyerlerine ekim yapildi.

Ekim yapildiktan hemen sonra etanolde ¢dzulmus naproksen son konsantrasyon 50
mg/L olacak sekilde eklendi. Kilttrler 30°C da inklbe edildi ve 24 saatte bir 6rnek
alinip LC/MS te analiz edildi.
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3.15. Naproksen Yikimina Sicaklik ve pH Degerinin Etkisi

Naproksen yikimina sicakhgin etkisini incelemek amaci ile spor (1,2x10%ml)
suspansiyonundan 400 ul pH 4,7 besiyerlerine ekim yapildi ve farkli sicakliklarda
(10, 20, 30, 40°C) inkube edildi. 96. saatin sonunda deney gruplari naproksen
giderimi bakimindan analiz edildi. Naproksen yikimina pH nin etkisini anlamak igin
besiyerlerinin pH s1 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 a ayarlandi. A. niger sporlari (1,2x10%/ml) iceren
suspansiyondan her bir besiyerine ekim yapildi ve son konsantrasyon 50 mg/L
olacak sekilde naproksen eklendi. 96. saat sonunda deney gruplari naproksen

giderimi acgisindan ve kuru ag degerlendirildi.
3.16. Diklofenak Yikimi igin Uygun inokiilasyon Miktarinin Bulunmasi

Diklofenak yikimi icin uygun inokilasyon miktarinin bulunmasi amaciyla daha énce
30°C 150 rpm c¢alkalama hizinda malt extract sivi besiyerinde 5 glin sure ile inkiibe
edilen F. trogii homojenizatérden gecirildi ve besiyerlerine 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5
ml, 6 ml olacak sekilde ekildi. Diklofenak ortama fungal homojenizat ile birlikte 50

mg/L olacak sekilde eklendi.
3.17. Diklofenak Yikimina inkiibasyon Sicakhiginin ve pH nin Etkisi

Diklofenak yikimina pH ve sicakligin etkisini belirlemek amaci ile daha 6nce
anlatilan sekilde hazirlanan fungal homojenizattan 5 ml besiyerlerine
ekildi.Diklofenak yikimina pH etkisini belirlemek icin pH si 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5
ayarlanmis besiyerlerine 5 ml ekim yapildi 30°C 150 rpm de inkube edildi.
Diklofenak yikimina sicakhgin etkisini belirlemek igin 5 ml fungal homojenizat
ekilmis besi besiyerleri (pH:4.7) 20, 25, 30, 35, 40, 45°C inklbe edildi.

3.18. Kaba Lakkaz Enzimi ile Diklofenak Giderimi

Kaba enzim elde etmek icin F. trogii kulturleri Vogel besiyerinde 7 gin sureyle 30°C
150 rpm galkalama hizinda inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda fungal biyokiitle filtre
kagidi ile sizuldu. Elde edilen supernatan 20 um por ¢apli filtreden gecirildi ve kaba
lakkaz enzim kaynagi olarak kullanildi. Kaba lakkaz enzimi ile giderime sicakligin
etksini belilemek amaci ile son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde diklofenak
eklenen deney gruplari, 15, 20, ,25, 30, 35, 40, 45, 50, 55°C inkube edildi ve 48.

Saat sonunda analiz edildi.

27



Kaba lakkaz enzimi ile diklofenak giderimine pH nin etkisini incelemek amaci ile son
konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde diklofenak eklendi ve deney gruplarinin pH
s13,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7, 7,5 olacak sekilde ayarlandi. Farkli pH’lara ayarlanmig

deney gruplari 48. Saat sonunda analiz edildi.
3.19. Microtox Caligmalari

Etken maddelerin yikim oncesi ve yikim sonrasi toksisitelerinin karsilastiriimasi igin
Vibrio fischeri bakterisinin biyoliminisansina dayanan Microtox (MicroBioTets Inc.)
testi yapildi. Liyofilize halde bulunan bakteriler canlandirma solisyonu ile 30 dakika
oda sicakliginda inkube edildi. Besiyeri i¢cinde etken madde bulunan gruplar ve
yikim gerceklesmis deney gruplari 0,20 um por caph filtrelerden gegcirildi ve
supernatanlarin pH sI 7 ye ayarlandi. BiyolUminisanstaki azalmanin anlamli olup
olmadigi kitin icinden c¢ikan iginde toksik herhangi bir molekul olmayan kontrol
grubuna gore degerlendirildi. Bakteriyel iIsimada gergeklesen degisimler Kikkoman
lumitester PD-20 ile dlguldu. Toksik etki degerlendirmesi, kitin icinden ¢ikan kontrol
grubununun 1s1ima degisimi ile Ornekteki degisimin oranlanmasi esasina
dayanmaktadir. Her grup icin ayri ayri baslangi¢c 1sima degerleri ve 30 dakika

sonraki Isima degerleri alindi ve asagidaki esitlige gore % toksik etki hesaplandi.
Ornek = (RLU t0 — RLU t30 )(RLU: Relatif Istk Unit)

Kontrol = RLU t0 — RLU t30

o Ornek RLU
% Toksisite = X

Kontrol RLU

3.20. Rotoxkit F Caligmalari

Rotoxkit F (MicroBioTest Inc) test organizmasi olarak rotifer Brachionus
calyciflorus’un kullanildigi bir toksisite testidir. Testi gerceklestirmek icin 6nce
standart taze su hazirlandi. Hazirlanan standarty taze su akvaryum pompasi ile en
az 15 dakika havalandirildi. Rotifer sistleri 5 cm ¢apli petri kaplarina dékuldikten
sonra Ustlerine 10 ml standart taze su eklendi ve 18 saat i1sik kaynagdi altinda 25°C
de inktbe edildi. 50 mg/L diclofenak igeren ve diclofenak’in saf lakkaz ile yikima

ugratildigi ortam 0,20 um por gapli filtrelerden gegirildi.
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Filtreden gecirilen ortamlarin pH si1 7 ye ayarlandi. Hazirlanan ortamlar testin
kitapgigina gore bes farkli konsantrasyon elde edilecek sekilde sulandirildi: C1(hig
sulandinimamig), C2(1/2), C3(1/4), C4(1/8), C5(1/16). 18. Saat sonunda
sistlerinden c¢ikan rotiferler bir mikroskop altinda her konsantrasyon i¢in 8 kuyucuk
olan test ortamina her kuyucuga 1 rotifer dusecek sekilde pay edildi ve 48 saat 25°C
de inkube edildi. YUze inhibisyon asagidaki esitlige gore hesaplandi.

N(Kontrol) — N(Canlt)

(%) = 1
(%) N(Kontrol) x 100
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3. Sonuglar ve Tartisma

4.1. Naproksen Yikimini Gergeklestiren En Etkin Susun Belirlenmesi

Naproksen yikimini gergeklestiren en etkin fungal kaynagin bulunmasi amaciyla on
kilturasyona tabi tutulan A. niger. P. chrysosporium, F. trogii, Y. lipolytica suslari ve
fungus icermeyen abiyotik kontrol 50 mg/L naproksen ile 48 saat inkibe edildi.
inkiibasyonun 48. saatinde kiiltiir ortamlarindan ve kontrolden alinan érnekler
metanol:diklorometan karisimina cekildiler ve LC/MS de analiz edildiler . Analiz
sonuglarina gore %98 naproksen giderimi oraniyla A. niger en etkin fungal kaynak
olarak belirlenirken. Diger fungus suslarinin giderim kapasiteleri sirasiyla Y.

lipolytica %37, P. chrysosporium %18 ve F. trogii %16 olarak bulundu (Sekil 4.1.)
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Sekil 4.1. Calismada kullanilan fungus suslarinin naproksen giderim kapasiteleri
acisindan karsilastiriimasi (pH:4.7, 30°C, 150 rpm)

Beyaz curlkgul funguslar sahip olduklari 6ézgul olmayan ligninolitik enzimleri
sayesinde birgok ¢evre kirleticinin gideriminde oldukga etkin mikroorganizmalardir
[141]. Bu ozelliklerinden dolayi arastirmacilar mikro kirleticilerin gideriminde de

beyaz c¢lrtukgul funguslarin yikim yeteneklerini belirlemek amaciyla galismalar
yapmislardir [1], [142].
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Marco-Urrea vd. lerinin 2010 da yaptiklari ¢alisma Trametes versicolor'un
naproksen (10 mg/L) gideriminde son derece etkin oldugunu gostermistir[5]. Bir
baska calismada Trametes versicolorun steril toprak orneklerinde Naproxen
giderimini gergeklestirdigi gosterilmis ve biyoaugmentasyon uygulamalarinda T.
versicolor'un kullanilabilecedini bildirmistir [143]. Beyaz c¢urlikglul Bjerkandera
adusta’dan elde edilen versatil peroksidaz ile yapilan ¢alismada ise %80 naproksen
giderim oranina ulasiimistir [144]. Rodarte-Morales 1 mg/L naproksenin
Bjerkandera sp. tarafindan 7 glinde, P. chrysosporium tarafindan 4 guinde tamamen
giderildigini gostermiglerdir [145]. Naproksenin bakteriyel yikimi ile ilgili galisma
oldukga azdir, 2014 yilinda Stenotrophomonas maltophilia KB2 ile yapilan bir
calisma Stenotrophomonas maltophilia’nin 35 gunlik inkibasyondan sonra %78 lik
bir naproksen giderim oranina ulagildigini bildirmistir [146]. Planococcus sp. ile
yapilan bir calisma, bu cinsin naproksen degradasyonunu gergeklestirebildigini
gOstermistir [147]. Pseudomonas sp. CE21 susunun sulfamethoksazollin yaninda

naproksen giderimini de gergeklestirdigi gosterilmistir [148].

Bu calismada ise beyaz curukgul funguslardan P. chrysosporium ve F. trogii'de en
diisiik naproksen giderim orani bulunmustur. inkiibasyon sonunda élgiilen fungal
biyokUtleye bakildiginda, A. niger’in 0,74 g kuru agirlikla en ¢ok Ureyen fungus
oldugu gorulmektedir. En dustk yikim gdsteren F. trogii ve P. chrysosporium ‘un
uremelerinin de diger kullanilan fungal kaynaklara nazaran dusuk oldugu
gOzlenmistir. Sonug olarak 0,74 g kuru agirlida sahip A. niger %98 giderim, 0,13 g
kuru agirhiga sahip Y. lipolytica %37, 0,08 g kuru agirhda sahip P. chrysosporium
%18 ve 0.05 g kuru agirliga sahip F. trogii %16 giderim gostermistir (Sekil 4.1). Elde
edilen sonuglara gore biyokutle olusturma kapasitesiyle giderim arasinda bir iligki
olabilecegi dusunulmektedir. A. niger biyokutlesinin fenol ve Kongo Red gibi
kirleticilerin biyosorpsiyon/adsorsiyon yolu ile gideriminde basarili sonuglar verdigi
daha o6nceki calismalarda gdsterilmistir [149], [150]. A. niger’in giderim basarisinin
fungal biyokutleye adsorpsiyona dayanip dayanmadigini anlamak igin 5 gin 6n
inkUbasyona tabi tutulan kalttrlerin bir kismi 110°C de otoklavlanarak éldurtlda,
diger kismina ise ATPaz inhibitord olan 5 mM sodyum azid eklendi [7]. Deney

gruplarina son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde naproksen eklendi.
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48. Saatin sonunda naproksen igeren ortamlar ¢ozucu karigimina gekildi ve analiz
edildi. Analiz sonucunda 1si ile oldurulmas grupta (kuru agirhik: 0,69 g) %19,
sodyum azid eklenmis grupta (kuru agirhk: 0,77 g) %23 adsorpsiyon yoluyla
naproksen giderimi gozlenmistir (Sekil 4.2). Elde ettigimiz sonuglar Aspergillus
niger ile naproksen gideriminde hicre ylzeyine tutunmanin payi olsa da esas
giderimin enzimatik oldugunu gostermektedir. Yapilan c¢alismalar A. nigerin

naproksen etken maddesini enzimatik olarak giderdigini gostermistir.

A. niger’in biyoyikima dayanikh bir etken madde olan karbamazepini giderme
yetenegdi oldugu Gauthier vd. tarafindan 2010 yilinda rapor edilmistir [151]. Daha
once yapilan bir ¢calisma klorlu bir pestisit olan endosulfan’in A. niger tarafindan
biyoyikima ugratildigini géstermistir [97]. A. niger’in ayrica herbisit, klorimuron-etil,
klorsulfuron ve metsulfuron-metil’i biyoyikima ugrattigi gdsterilmistir [95], [96].
Sonuc olarak A.niger diger kullanilan fungal kaynaklar arasinda en verimli
naproksen gideren sus olarak segcildi ve bu giderimi enzim/enzimler araciligiyla

gerceklestirdigi belirlendi.
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Sekil 4.2. Isi ile éldUrilmus ve kualtir ortamina sodyum azid eklenmis A. niger
biyokutleleri ile canli hlicre ortaminin naproksen giderimi agisindan karsilastiriimasi
(pH:4.7, 30°C, 150 rpm)

32



4.2. Yikim Sonrasi Olusan Uriinlerin Taranmasi ve *HNMR ve 13CNMR ile
Tanimlanmasi

Naproksen giderimini gerceklestiren en etkin fungal kaynak olarak A. niger
belirlendi. 48 saat naproksen ile inkuibe edilen A. niger kultur ortami fitre edildi. Elde
edilen filtrat CH2Cl2:MeOH karigsimina ¢ekildi ve LC/MS de analiz edildi. LC-MS ESI
(-) analizi sonucunda ug¢ ana pik gézlemlendi, tr (gecikme zamani) 6,99 da metaboliti

1, tr 8, 35 metabolit 2 ve tr 11,03 degismeden kalmis naproksen (Sekil 4.3).

11,03 inci dakikada gelen pikin naproksen oldugu abiyotik kontol ile ayni zamanda
gelmesinde ve kutle spektrumundan anlasildi, 11,03 de gelen pikin verdigi m/z 229
iyon naproksenin bir Hidrojen kaybetmis iyonudur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. Yikim sonrasi olusan urtnler ve naproksenin (a) HPLC kromatogrami ve
(b) kutle iyon kromatogrami ESI (-)
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Sekil 4.4. Gecikme zamani 11,03 dakika olan pikin (naproksen) kutle spektrumu
ESI (-)

Gecikme zamani 11,03 olan pikin ful ESI(-) kitle spektrumununa bakildigi zaman
iki ana iyon gorulmektedir bu iyonlar 230 molekul adirlikli naproksenin, m/z 299 [M-
H] ve birlesmis iyon m/z 459 [2M-H] dir.

Metabolit 1 ve metaboliti 2 nin kutle spektrumlarina baktigimiz zaman. Metabolit 1
icin Ug ana iyon gorulmektedir bunlar m/z 215 [M-H] (%100), m/z 431 [2M-H] (%19)
ve m/z 171 [M-COOH] (%22) dir (Sekil 4.5). Metabolit 2 icin ise, m/z 245 (%29) ve
m/z 201(%100) olmak tzere iki ana iyon gézlenmistir (Sekil 4.6). Olusan metabolitler
izole etmek amaciyla organik ¢ézicuye alindi ve silika jel de CH2CI2: MeOH (95: 5)
karigimi ile yurutildd. Elde edilen fraksiyonlar TLC de kontrol edilmis ve
safliklarindan LC/MS analizi ile emin olunmustur. Saf metabolitlerin LC/MS analiz

sonuglari, metabolit 1 igin sekil 4.7. ve metabolit 2 icin sekil 4.8. de verilmistir.
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Sekil 4.5. Gecikme zamani 6,99 dakika olan metabolit 1 icin ESI (-) kitle spektrumu

Metabolit 1 m/z 215 [M-H], C14H1403 (molekuler agirlik: 230) kimyasal formule sahip
ana molekul naproksenden (m/z 229 [M-H]) 14 kutlesi Unitesi duguktur. Kutlede 14
birimlik bir disis naproksenin metil grubunu kaybettigini géstermektedir. Saf halde
elde edilen metabolitl 1 (Sekil 4.7) in *H-NMR ve 13C-NMR analizleri, olugan trdniin
naproksenin metil grubunu kaybetmis tlrevi 216 molekuler agirliga sahip 6-O-
desmetilnaproken (Ci3Hi1203) oldugunu gostermistir (Cizelge 4.1.). Yapilan
analizler sonucu 6-O-desmetilnaproksen oldugu belirlenen metabolit 1 insan
idrarinda da tespit edilmis bir naproksen metabolitidir [152]. insan sitokrom P450
enzim sisteminin analoguna sahip oldugu bilinen Cunninghamella cinsleriile yapilan
bir calismada da naproksenin metaboliti olarak O-desmetilnaproksen tanimlanmigtir
[82]. Beyaz gurukgul Tramtes versicolor'unda naprokseni 6-O-desmetilnaproksene
metabolize ettigi gosterilmistir [153]. Naproksen desmetil metabolitinin insan
idrarinda ve memelilerde ki sitokrom P450 enzim sisteminin analoguna sahip oldugu
bilinen Cunninghamella turlerinin kulturlerinde bulunmasi, A.niger'inde naproksen
metabolizmasinda fungal sitokrom P450 enzimlerinin  roli  oldugunu

dusundurmektedir.
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Ana pik olarak m/z 201 veren metaboliti 2 (Sekil 4.8) nin yapisi TH-NMR ve 13C-
NMR (Cizelge 4.1.) aydinlatimigs ve naproksen (C14H1403) molekuline 7.
Karbondan bir oksijen girmesiyle olugsan 246 mokuler agirhkh 7-
hidroksinaproksen(C14H1404) oldugu bulunmustur. Buna gére ana pik m/z 201 [M-
COOH] ve m/z 245 [M-H] olarak yorumlanabilir (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6. Gecikme zamani 8,35 dakika olan metabolit 2 icin ESI (-) kutle spektrumu

A. niger steroidlerin, terpenlerin, ve alkoloidlerin hidroksinlenmesini
katalizleyebilmektedir [154]. Bugune kadar yapilan vyapilan c¢alismalarda
naproksenin  fungal  metabolitleri  olarak;  O-desmethylnaproksen,  7-
hydroxynaproksen, 7-hidroksi-O-desmetilnaproksen, desmetilnaproksenin sulfat
konjugati ve1-(6-metoksinaftelen-2-yl)etanon olarak tespit edilmigtir [5], [82], [154].
Birgok aromatik bilesigi yiktigi bilinen bir bakteri olan Stenotrophomonas maltophilia
ile yapillan bir c¢alismada ara metabolit olarak 5,7,8-trihidroksinaproksen
tanimlanmistir [146].
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Sekil 4.7.. izole edilen Metabolit 1 igin HPLC ve kiitle iyon kromatogrami
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Sekil 4.8. izole edilen Metabolit 2 icin HPLC ve kiitle iyon kromatogrami
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Cizelge 4.1. Naproksenin fungal transformasyon urtnlerin kimyasal yapilari ve

NMR sonuglari

Metabolit

1H-NMR (CDsOD) 400 MHz & ppm

3C-NMR (CD3;0OD)
100 MHz & ppm

M1 (6-O-desmetilnaproksen)

CHy

0

NS O

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

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.

4.3. A. niger ile Naproksen Giderimin Mekanizmasinin Belirlenmesi

Naproksen biyotransformasyonunu gerceklestiren enzim veya enzim grubunun
tespit etmek igin dnce enzim ya da enzim grubunun lokalizasyonunu belirlemek
geredi duyuldu. Enzim veya enzim grubunun lokalizasyonunu belirlemek igin
hidcreden ayriimig stpernatan 0,22 uym por c¢apl filtreden gegirilerek hicre disi
enzim kaynagi olarak kullanildi ve 50 mg/L naproksen ile 48 saat inklbe edildi.
inkiibasyon sonunda LC-MS ile analiz edildi, analiz sonucunda giderim ve metabolit
olusumu gdézlenmedi. Bu bulgu, naproksen gideriminin ancak canh hicre ile temas
halinde gergeklesebilecegini gostermistir. Bu bilginin 1siginda giderimden fungal
sitokrom P450 enzim sisteminin rolu olabilecegi dusunuldld. Kurdugumuz bu
hipotezi sinamak amaciyla U¢ gin 6n inkibasyona tabii tutulan A.niger kulturlerine
cytP450 inhibitord olan 1-aminobenzotriazol son konsantrasyonu 2mM olacak

sekilde eklendi ve 50 mg/L naproksen ile 48 saat inktbe edildi.
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inkilbasyon sonucu naproksen giderimi sonucu olusan metabolitlerden 7-
hidroksinaproxen ve O-desmethilnaproxen LC-MS analizleri sonucunda tespit
edilememesi, bize naproksen gideriminin sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan
gerceklestigini disundurmektedir. Naproksen insan karacigerinde sitokrom P450
enzimi tarafindan dealkilasyona ugratilir ve O-demetile metaboliti olusur. Sonug
olarak O-desmetilnaproksen ve konjugatlar olugur [155]. Insan karacigerinde
bulunan sitokrom P450 izoformlari CYP2C9 ve CYP1A2 enzimleri naproksenin O-
demetilasyonundan sorumludur [156] . Fungal sitokrom P450 enzimleri hicre igin
gerekli biyosentez reaksiyonlarinda gorev almalarinin yani sira alken asimilasyonu
ve fungisitlerin detoksifikasyonu gibi reaksiyonlarda da rol oynarlar [120], [157].
Hidroksilasyon fungal sitokrom P450 enzimleri tarafindan gerceklestirilien bir
reaksiyondur. Ornegin fungal CYP504A1 enzimi fenilasetatin 2-hidroksifenil asetat
donlUsimunl katalizler [158]. Ayrica Candida maltosa, Candida tropicalis ve
Candida apicola tuarlerinin alkenleri ve yag asitlerini hidroksilasyona ugrattiklari
bilinmektedir [157]. A. niger CYP53A1 enzimi ile antifungal 3-metoksibenzoatin O-
demetilasyonla detoksifikasyonu gerceklestirir [159]. Cunninghamella blakeslesna,
Cunninghamella echinulata ve Cunninghamella elegans tirlerinin naprokseni fungal
P450 enzim sistemi ile O-desmetilnaproksene donustirdiugu gosterilmistir [82].
Trametes versicolorun Ureme ortamina eklenen sitokrom P450 inhibitora 1-

aminobenzotriazol naproksen giderim hizini anlamli bir oranda azaltmistir [153].

Bu calismada tanimlanan metabolitlerden biri olan 6-O-desmetilnaproksenin insan
idrarinda bulunmasi, yapilan ¢calismalar sonuncunda naproksen gideriminin ancak
canh A.niger hcresi ile gerceklestiginin gézlemlenmesi, yine yikim galismalarinda
kullanilan ortama P450 inhibitori eklendiginde yikimin ve metaboliti olusumunun
g6zlenmemesi, fungal sitokrom enzimlerinin farkli substratlari hidroksile ve demetile
etme yetenekleri ile iligili literatlr bilgisinin bulunmasina dayanarak. Calismamiz
sonucunda tanimladigimiz  O-desmetilnaproksen ve  7-hidroksinaproksen
olusumunda Aspergillus niger’in sitokrom P450 enzimlerinin roli oldugunu

soyleyebiliriz.
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4.4. Olusan Metabolitlerin Zamana Gore Degigimi

Naproksenin yikim sonrasi olugan metabolitlerinin ortamdaki oranlarinin bulunmasi
icin, her 24 saatte bir yikim ortamindan alinan 6rnek CH2Cl2:MeOH ¢6zlcu fazina
cekildi. Elde edilen piklerin alanindan ortamda bulunan metabolitlerin ylzde orani
hesaplandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. 48. Saat sonunda ortamda bulunan tim bilesiklerin birbirlerine gore yuzde

oranlari

Yapilan analizler sonucunda sadece naproksen ve metaloitleri dikkate alindiginda
24. saatin sonunda relatif miktar olarak, %64 naproksen, %27 7-hidroksinaproksen,
%9 O-desmetilnaproksen bulunmustur. 48. saatin sonunda relatif miktar olarak, %2
naproksen, %83 7-hidroksinaproksen, %15 O-desmetilnaproksen olarak
bulunmustur. 72. saatin sonunda relatif miktar olarak, %1 naproksen, %76 7-
hidroksinaproksen, %23 O-desmetilnaproksen olarak bulunmustur. 96 saatin
sonunda relatif miktar olarak, %1 naproksen, %57 7-hidroksinaproksen, %42 O-
desmetilnaproksen olarak bulunmustur. 120. Saatin sonunda ise relatif miktar olarak,
naproksen gozlenememistir ancak metabolitler, %54 7-hidroksinaproksen ve %46
6-O-desmetilnaproksen olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore 120 saatlik
donem icin naproksenin mineralize olmadigi gozlemlenmigtir. Ayrica 48. saatin
sonundan 120. saatin sonuna kadar 7-hidroksinaproksen miktarinda azalig
go6zlenirken (%83 - %54), O-desmetilnaproksen miktarinda artis gézlenmistir (%15
- %46). Elde edilen sonuglar 7-hidroksinaproksenin, 6-O-desmetilnaproksene

donlstigu seklinde yorumlanabilir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Naproksen ve metabolitlerinin zamana gore degisimi (pH:4,7, 30°C, 150
rpm)

4.4. inokulasyon Miktarinin Naproksen Giderimine Etkisi

Inokulasyon miktarinin naproksen giderimine etkisini incelemek amaciyla
mililitresinde 1,2x10%ml spor bulunan sispansiyondan 100 ml besiyerlerine 100 pl,
200 pl, 300 pl, 400 pl ve 500 pl ekim yapildi. EKim yapildiktan hemen sonra son
konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde naproksen eklendi. 24. saatten baslamak
Uzere her 24 saatte bir her bir inokulasyon miktari i¢in bir kultir ortami naproksen
giderimi ve olusan biyokiitle agisindan degerlendirildi. ilk 24 saatlik zaman diliminde
hicbir kiiltir ortaminda naproksen giderimine rastlanamamustir. ilk 24 saatlik dilimde
A. niger sporlarinin yeni yeni germine olmasi ve buna bagli olarak biyokutlesinin ¢cok
dusuk olmasi, naproksen gideriminin olmamasinin ana nedenidir. Sekil 4.11 de
goéruldugu gibi zaman bagli olarak biyokutle artmakta ve biyokutle artisi ile birlikte
giderim orani da artmaktadir. Elde edilen bu sonug, daha onceki naproksen
gideriminde canh A. niger biyokutlesinin etkin oldugunu bir kez daha kanitlamistir.
En yUksek giderim oranina %97 ile 96. saat sonunda 500 pl (0,458 g) ve 400 ul
(0,450 g) inokulasyon miktarinda ulasiimistir. En dusik giderim oranina %60
naproksen giderimi ile 100 pl (0,33 g) ekim yapilan grupta rastlanmistir.
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Batun gruplarda 72. saat ile 96. saat arasinda biyokutlede hizli bir artis ve buna
bagli olarak giderim oraninda hizli bir artis goézlenmistir. Bu gdzlemde fungal
biyokUtle arasindaki iliskiyi gostermektedir. Sicaklik etkisi ve pH etkisini incelemek

amaciyla yapilacak olan ¢alismalarda 400 pl inokllasyon miktari olarak secilmistir.
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Sekil 4.11. Farkh inokulasyon miktarlarina goére zamana gore kuru agirhk (K.A.) ve

naproksen giderim oranlari. (sutunlar; kuru agirlik, cizgiler; giderim orani)

4.5. inkiibasyon Sicakhiginin ve Ortam pH sinin Naproksen Giderimi Uzerine
Etkisi

Sicakhk ve ortam pH si mikroorganizmalarin GUremesi ve aktiviteleri agisindan en
dnemli parametrelerdendir. inokilasyon galismasi sonucu 96 saat sonunda spor
stogundan (1,2x106/ml ) 400 pl ekilmis olan grupta %97 lik giderim gozlendi. Bu
nedenle ortam sicakhgr ve pH'nin etkisinin incelendigi ¢alismada inokulasyon
miktar1 400 pl, giderim ¢alismasinin sonlandirilacagi zaman 96 saat olarak belirlendi.
Ortam sicakhginin etkisinin belirlenmesi icin pH degeri 4.7 ye ayarlanmig kultar
ortamlarina son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde naproksen eklendi ve 10°C,
20°C, 30°C ve 40°C de 96 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda uygun ¢dziiciiye
alinan oérnekler analiz edildi. YUzde yikim orani abiyotik kontrollere karsi hesaplandi.
Analiz sonucunda diger ¢calismalarda oldugu gibi fungal biyokutleyle yikim arasinda
yakin bir iliski oldugu goézlemlendi (Sekil 4.12). Elde edilen sonuglar sirasi ile ; 10°C
icin 0,046 g, %12 giderim, 20°C i¢in 0,198 g %45 giderim, 30°C i¢in 0,455 g, %98
giderim ve 40°C i¢in 0,172 g, %38 giderim bulunmustur.
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Sekil 4.12. Farkl inkUbasyon sicakliklarinin naproksen giderimine etkisi (pH 4,7,
150 rpm, 96 saat)

Aspergillus niger igin optimum Greme sicakhgi %70-%90 nem oraninda 30°C dir
[160]. Bir bagka calisma ise Aspergillus niger’in 30°C ile 35°C maksimum ureme
gOsterdigini bildirmigtir [161]. Aspergillus fumigatus’un anthracene biyoyikiminin
(%65) en etkin sekilde 30°C inkubasyon sicakliginda gergeklestirdigi bildirilmistir
[162]. Yapilan ¢alisma sonucu maksimum dremenin ve giderimin gézlendigi 30°C
Aspergillus nigerin optimal giderim gosterdigi sicakliktir. Hucre ici enzimler ile
gerceklesen naproksen giderimi Greme ile dogrudan ilgilidir. Bu nedenle kuru agirhk
degerinin en yuksek oldugu 30°C da A. niger diger sicaklik degerlerine nazaran

naproksen giderimini daha etkin bir sekilde gerceklestirmistir.

Ortam pH sinin A. niger ile naproksen giderimine etkisini arastirmak igin, pH
degerleri 6nceden 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 olarak ayarlanmig besiyerlerine 1,2x10%/ml spor
iceren suspansiyondan 400 uyl ekim yapilmistir. Ekim yapiimig ortamlara
konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde naproksen ekildi ve 30°C de 96 saat inkube
edildi. 96 saatlik inkibasyon sonunda abiyotik kontrolere karsi yuzde giderim

hesaplandi.

43



Elde edilen sonuglara goére A. niger genis pH araliginda Ureme godstermistir.
Calisma sonunda pH 4 ile 7 arasinda %70 ve uzeri giderim oldugu gozlenmigtir. En
yuksek giderim pH 6 ve pH 5 deg@erlerinde sirasiyla %100 (0,534 g) ve %99 (0,470
g) olarak bulunmustur. En distk giderim orani ise pH 9 da %7 (0,092 Q)
bulunmustur. Sekil 4.13 goruldugu gibi biyokutlenin yuksek oldugu pH degerlerinde
naproksen giderim orani da yuksektir. pH degerinin naproksen giderimine etkisinin
arastirlldigr bu ¢alismada da naproksen giderimiyle biyokutle arasinda bir iligki
oldugu gorulmustur. A. ochraceus’un Reaktif mavi boyasinin giderimini en verimli
sekilde pH 5 te gergeklestirdigi bildiriimistir [163]. Bir baska ¢alisma A. versicolor'un
pH 6 da %100 fenol giderimini gerceklestirdigini gostermistir [164].Ye vd. A.
fumigatus ile yaptiklari ¢calismada pH 7,5 Uzerindeki degerlerde anthrecene
gideriminin keskin bir sekilde dustiguna rapor etmislerdir [165]. Bu galismada da A.
niger'in pH 7 de %75 giderim gdsterdigi, giderim oraninin pH 8 de hizlica dustse
gecerek %45 li degerlere indigi gozlenmistir. Yikim c¢alismalarinda yikimi
gercgeklestiren enzimin ya da organizmanin pH degisimine verdigi cevabin yani sira
molekulinde pH degisimine verdigi cevap g6z onune alinmalidir. Molekullerin
deprotone ve protone formlari, kural olarak pKa larina es pH larda esittir. Ortam pH
sI pKa nin altinda oldugu zaman protone molekuller artar, ortam pH sI pKa nin
uzerinde oldugu zaman deprotone molekuller artar. Bu nedenle molekulin

¢6zunurlugu gibi 6zellikleri pH ya bagiml olarak degisir.
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Sekil 4.13. Farkli ortam pH degerlerinin naproksen giderimine etkisi (30°C, 96 saat
inlbasyon, 150 rpm)
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Sinan vd yaptiklari galismada naproksenin ¢ozunuarlGgunun pH artisina bagli olarak
arttigini gostermislerdir [166]. Naproksen pKa si 4,15 olan —COOH grubu tasiyan
asidik karakter gosteren bir molekuldur. Yapilan c¢aligmada naproksenin pKa
deg@erlerinin Ustu ve altindaki pH degerlerinde giderimin biyokutle olusturma
kapasitesiyle orantili oldugu gorulmustar. Yapilan gozlemler farkh yukteki
molekullerin nasil hicre igine alindigini agiklayamamaktadir. Bu nedenle

naproksenin fungal hicre igine alimiyla ilgili galismalara ihtiyag vardir.

4.6. Vibrio fischeri Toksisite Testi (Microtox)

Bir kirleticinin metabolize olmasi detoksifiye oldugu anlamina gelmez. Bazi
durumlarda daha toksik bilesikler ortaya c¢ikabilmektedir [62] Bu nedenle toksik etki
deg@erlendiriimesi yapilmalidir. Naproksenin ve yikim sonrasi olusan UrlUnlerin
toksisitelerinin karsilastirilmasi icin Vibrio fischeri bakterisinin biyoliminisansina
dayan Microtox testi yapildi. Konsantrasyon olarak 50 mg/L naproksen igceren
abiyotik kontrol ile A. niger ile naproksen yikimi gerceklestirilen ortamin, Vibrio
fischeri’nin biyoliminisansi Gzerindeki etkisi karsilastirildi. pH degerinin herhangi bir
etki yaratmamasi icin iki grubunda pH si1 7 ye ayarlandi. Abiyotik kontrol ve yikim
ortaminin biyoliminisansta 30 dakika iginde ka¢ birimlik azalmaya neden oldugu
Kikkoman lumitesterda 6lglldi. Yizde toksik etki, higbir toksik bilesen icermeyen
kontrol grubuna oranlanarak hesaplandi. Bulunan sonuglar sdyledir; abiyotik kontrol
%16 toksik etki gosterirken, %82 7-hidroksinaproksen, %15 6-O-
desmetilnaproksen ve %3 naproksen iceren ortam %11 toksik etki gdstermistir.
Isidori vd. omurgasizlarla yaptiklari akut ve kronik testler sonucunda naproksenin
fototransformasyon Urlnlerinin ana bilesikten ¢ok daha toksik 6zellik gosterdigini
rapor etmiglerdir [27]. Trametes versicolor'un 6 saat icinde naprokseni ve olusan
metabolitleri tamamen giderdigi bildirilmis ve yalniz naproksen igeren abiyotik
kontroliin toksik etkiye neden oldugu gdsterilmistir [5]. Yaptigimiz ¢calismada ise
abiyotik kontrolln toksisitesi ve yikim ortamin tokisisitesi arasinda ¢ok buyuk bir fark
g6zlenmemigtir. Bunun nedeni ortamda kalan metabolitler ya da Greme sirasinda
olusan metabolitler olabilir. Yikimin gerceklestigi ortam dogasi geregi karmasik bir
karakter gostermektedir ve dogru olan yaklasim bu ortamin toplam toksisitesinin
degerlendiriimesidir.
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Calisma sonunda sunu sdyleyebiliriz ki; yikim ortami abiyotik kontrolden daha toksik
degildir ve az da olsa abiyotik kontrole nazaran toksisitede bir azalma s6z

konusudur.
4.7. Diklofenak Yikimini Gergeklestiren En Etkin Susun Belirlenmesi

Diklofenak yikimini gergeklestiren en etkin fungal kaynadin bulunmasi amaciyla
onkulturasyona tabi tutulan A. niger. P. chrysosporium, F. trogii, Y. lipolytica suslari
ve fungus icermeyen abiyotik kontrol 50 mg/L diklofenak ile 48 saat inklibe edildi.
inkiibasyonun 48. saatinde kiiltiir ortamlarindan ve kontrolden alinan érnekler etil
asetata cekildiler ve LC/MS de analiz edildiler. 48. saat sonunda funguslarin
diklofenak giderim yetenekleri abiyotik kontrolde bulunan diklofenak miktarina gére
oranlandi. Sonug¢ olarak, Yarrowia lipolytica (K.A.: 0,16 g) icin %48, P.
chrysosporium (K.A.: 0,083 g) icin %56, Aspergillus niger (K.A.: 0,71 g) icin %100
ve Funalia trogii (K.A.: 0,047) igin %100 giderim orani bulundu (Sekil 4.14.)
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Sekil 4.14. 48. saat sonunda galismada kullanilan fungus suslarinin diklofenak
giderim kapasiteleri agisindan karsilastiriimasi (pH:4.7, 30°C, 150 rpm)

Funalia trogii ve Aspergillus niger 48 saatlik inklibasyon surecinin sonunda %100
giderim oraniyla en verimli fungal kaynaklar olarak segildiler. Segilen funguslar kendi

aralarindaki en verimli sugun belirlenmesi icin 24 saat inkiibasyona tabi tutuldular.
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24 saatlik inkibasyonun sonucunda Funalia trogii %100 giderim gosterirken
Aspergillus niger %70 giderim gostermistir (Sekil 4.15). Bu nedenle ilerleyen

calismalar F. trogii Uzerinden devam etmistir.

Aspergillus niger Funalia trogii

Sekil 4.15. A.niger ve F. trogi’nin 24 saatlik inkibasyonden sonra bulunan
diklofenak giderim oranlari (pH:4.7, 30°C, 150 rpm).

Adsorpsiyonun giderim uzerinde ki etkisini anlamak icin 7 glin 6n inkibasyona tabi
tutulan kadlttrlerin bir kismi 110°C de otoklavlanarak oldartldl, diger kismina ise
ATPaz inhibitéri olan 5 mM sodyum azid eklendi [7]. Sodyum azid ayrica lakkaz
enzimine de inhibitorik etki gostermektedir [167]. Isi ile dldurtlmis ve sodyum azid
eklenmis ortamlara son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde diklofenak eklendi.
24 saatlik inkiibasyon sonunda isi ile élduridimus (K.A: 0,045 g) ve sodyum azid
eklenmis grupta (K.A. 0,042 g) %5 civari giderim go6zlenirken, canli hicrenin
bulundugu grupta (K.A.: 0.052 g) %100 giderim gozlenmistir. Fungal hulcre
duvarinin fizikokimyasal yapisi yuksek sicaklikta degisiklige ugratmaktadir ve bazi
durumlarda adsorpsiyon kapasitesinde degisimlere neden olabilir [168]. Trametes
versicolor'un isil igsleme maruz kalmis biyokatlesinin, 1sil isleme tabi tutulmayan
biyokutleye nazaran diklofenaki daha iyi adsorbe ettigi bildirilmistir [7]. Yapilan
calismada ise F.trogii i¢in isil igslemin adsobsiyon kapasitesinde bir degisime neden
olamadigi gorulmektedir. Sonug olarak isi ile 6ldurtimis ve sodyum azid eklenmis

kllturlerde ki diklofenak giderim oranlari 5Snemsenmeyecek kadar azdir (Sekil 4.16).
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Bu sonuca dayanarak diklofenak giderimini Funalia trogii’'nin enzimatik olarak

gerceklestirdigini soyleyebiliriz.

= ——

F. torgii+otoklav F. trogii+Sodyum azid F. trogii

4.16. Isi ile oldurulmus ve kultir ortamina sodyum azid eklenmis F. trogii biyokutleri
ile canli hicre ortaminin naproksen giderimi agisindan karsilastiriimasi (pH:4.7,
30°C, 150 rpm)

Hizli bir sekilde diklofenak giderimi gergeklestirdigi tespit edilen F. trogii’nin tam
anlamiyla giderim hizini belirlemek icin 6n kiltirasyona tabii tutulmus F. trogii’nin
dretim ortamina son kosantrasyon 50 mg/L olacak sekilde eklenmis ve saat basi
ornek alinmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. F. trogii ile zaman gore diklofenak giderim oranlar (pH:4.7, 30°C, 150
rpm)
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Marco-Urrea vd. yaptiklari galismada beyaz ¢urikgul grubunda yer alan Trametes
versicolorun diklofenak giderimini gergeklestirdigini bildirmislerdir. Yine ayni
calismada Trametes versicolor'un 10 mg/L diklofenaki 1 saat icinde %94 oraninda
giderdigini gostermislerdir [7]. Bu ¢caligmada en verimli fungus olan F.trogii de beyaz
curikcll grubunda yer almaktadir ve Trametes versicolorun gdésterdigi giderim
hizina benzer bi diklofenak giderimini gergeklestirmistir. Yine bir beyaz ¢urtkgul olan
Phanerochaete sordida ile yapilan c¢alismada diklofenakin 6 gun igerisinde
tamamen tespit edilemeyecek konsanstrasyona indigini bildirmislerdir [142].
Phanetochaete chryososporium baslangi¢ konsantrasyonu 2 mg/L olan diklofenaki
30 gun igerisinde %93 oraninda gidermistir [169]. Daha 6nce yapilan farkh bir
calisma U¢ farkli beyaz c¢Urukgul cinsini diklofenak giderimi acgisindan
kargilastirmistir, 1 mg/L konsantrasyonda diklofenak kullanilan ¢alismada,
Bjerkandera sp. R1 4 gunde %99 giderim orani gosterirken, B. adusta ve P.
chrysosoproium 7 ginde sirasiyla, %91 ve %88 giderim gdstermislerdir [145]. Aktif
camurla yapilan bir ¢alismada oksijen varliginda diklofenak gideriminin 27 gin
surdtgu bildirilmistir [170].

Literatlire bakildiginda beyaz curtkgul funguslarin farkli oranda ve hizda olsa
diklofenak Gzerinde etkin oldugu gorulmektedir. Yaptigimiz calismada kullandigimiz
beyaz clrikgul Funalia trogi’'nin 50 mg/L diklofenaki 6 saat gibi bir slrede

giderdigini gostermis bulunmaktayiz.

4.8. Diklofenak Yikim Uriinlerinin Taranmasi

Dikolfenak, asetonitril: MeOH: su: % 0.1HCOOH asetonitril iginde (65:15:10:10)
yurutlcu fazda 6. Dakikada gelmektedir (sekil 4.18). Diklofenakin(C14H11Cl2NO2)
kutle spektrumuna bakildiginda 3 ana iyon gorulmektedir, Bu iyonlar protone
diklofenak m/z 296, m/z 250 [M+H - H20 - CO] ve m/z 278 [M+H — H2O] dur (Sekil
4.19). Diklofenakin yikim drunlerini tespit etmek amaciyla 24 saat 50 mg/L
diklofenak ile inkUbe edilen F.trogii kultart 1:1 oraninda etil asetata alindi ve LC/MS
de analiz edildi. Analiz sonucunda diklofenak ya da olusan bir Grin bulunamadi
(Sekil 4.20).
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Sekil 4.18. Gecikme zamani 6. Dakika olan diklofenakin HPLC (a) ve kutle iyon

kromatogrami (b) ESI(+)
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Sekil 4.19. 6. dakikada gelen diklofenakin kitle spektrumu
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Sekil 4.20. 24. saat sonunda elde edilen HPLC (a) ve kutle iyon kromatogrami (b)
ESI (+)

Yukaridaki sekilde de goruldugu gibi kutle total iyon kromatograminda gelen bir
madde tespit edilememistir. HPLC kromatograminda gértlen pikler ise yurGtlcu
fazdan gelen gurultu pikleridir. Elde edilen sonuglara gore F. trogii’'nin 24 saat iginde
diklofenaki mineralize ettigini ya da tespit edilemeyen Uurlnlere cevirdigini
soyleyebiliriz. Trametes versicolor ile yapilan ¢galismada da ayni sonuca ulasiimistir.
Arastirmacilar Trametes versicolor ile 24 saat inkubasyona tabi tutulan diklofenakin
tamamen yok oldugunu bildirmiglerdir [7]. Hizli denebilecek bir stirede higbir son
urin birakmadan tamamen yikilan diklofenakin yikimi sirasinda olusan ara
aranlerini tanimlamak igin, 30. dakika, 1. saat, 2. saat, 3. saat, 4. saat.5 saat ve 6.
saat olmak Uzere farkl zamanlarda 6rnek alindi ve 1:1 oraninda etil asteta ¢ekildi.
Alinan ornekler gikan metaboitleri tek bir kromatogramda gorebilmek icin birlestirildi.
Birlestiriimis 6rnek analiz edildiginde 5,80. dakikada gelen diklofenakin yaninda
4,93 ve 4,77. dakikalarda gelen iki yeni maddenin olustugu gorulmektedir (Sekil
4.21).
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4,77. dakikada gelen maddenin kutle spekturumuna bakildiginda ana iyon piki ESI
(+) m/z 296 olan diklofenaktan 16 kutle unit bluylk m/z 312 piki gozlendi (Sekil 4.22).
Diger pik olan 4,93 kuitle spekturumunda m/z 312 pikine rastlandi. Sekil 4.21 de
goraldugu gibi 4,77 ve 4,93. dakikada gelen maddelerin verdigi iyon piki (m/z 312)

orijinal dikolfenakin (m/z 296) verdigi iyon pikinden 16 kutle unit buyuktur. Bu sonug
diklofenakin hidroksillenmis oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.21. Birlestiriimis olan 6rneklerin HPLC (a) ve kutle iyon kromatogrami (b)
ESI(+)
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insan  karacigerinde sitokrom P450 ailesinden CYP2C9 diklofenakin
hidroksillenmesinden ve 4-hidroksidiklofenak olugsumundan sorumludur [171].
Paecilomyces farinosus, Arthrinium phaeospermum, Mucor plumbeus, Scytalidium
sp. , Pestalotiopsis sp. ve Epicoccum nigrum gibi birgok fungus diklofenaki
hidroksilleyebilmektedir. Beyaz c¢urtk¢lil Phanerochaete sordida diklofenak
metobolizmasi sonucu Urun olarak 4’5-dihidroksidiklofenak, 4’-hidroksidiklofenak ve
5-hidroksidiklofenak olusturdugu bildirilmistir [142]. Baska bir beyaz ¢urtkgul olan
Trametes versicolor’'un diklofenak metabolizmasi sonucu 4’-hidroksidiklofenak ve 5-
hidroksidiklofenak olusur. Ayrica arastirmacilar diklofenakin hidroksi turevlerinin
olusumunu Trametes versicolor'un sahip oldugu sitokrom P450 enzimlerine
baglamislardir [7]. Dikolfenakin bakteriyel metaboliti olarak, Actinoplanes’in
diklofenak metabolizmasi sonucu ortaya ¢ikan 4-hidroksi ve 4,5-hidroksi diklofenak
ornek olarak verilebilir [172]. Pestalotiopsis sp. ve Epicocum nigrum ile yapilan
calismalar 4-hidroksidiklofeknin ana metaboliti oldugunu, 3-hidroksi ve 5-
hidroksidiklofenakin minér metabolitler oldugunu gostermistir [173], [174] Elde
ettigimiz kutle spekturumlari diklofenakin hidroksillenmis oldugunu gosterse de OH-
grubunun molekile hangi karbondan girdigini gostermekte yetersiz kalmaktadir.
Diklofenak molekulunin hangi karbon atomundan hidroksillendigini bulmak igin,
molekul agirliklari ayni ve polariteleri birbirine ¢ok yakin iki hidroksile molekull saf
halde elde edip NMR analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Ancak yapilan tUm
calismalara ragmen birbirine ¢ok benzeyen iki molekul birbirinden ayrilamamistir.
Bu nedenle daha once fungal metabolitler olarak tanimlanmis, 4-hidroksidiklofenak,
5-hidroksidiklofenak ve 3-diklofenaktan ikisi olabilecedi dusunulmektedir. Beyaz
curikcullerde 4 ve 5-hidroksifenak tanimladigi icin yine bir beyaz clrukgul olan
Funalia trogii’ de olusan hidroksi metabolitlerinde, 4-hidroksidiklofenak ve 5-hidroksi

diklofenak olma olasiligi oldukca yuksektir.
4.9. Diklofenak Yikiminda Rol Alan Enzimlerin Bulunmasi

Beyaz curukgul funguslar sahip olduklari hicre disi enzimleri ile birgok kirleticinin
boyikimini gerceklestirebilirler [175]. Beyaz c¢urukgul funguslarlarda lignin
yikimindan sorumlu olan enzimlerden en ¢ok bilinenleri lignin peroksidaz, mangan
peroksidaz ve lakkazdir [98]. Funalia trogii'nin tirozinaz enzimini de urettigi
bilinmektedir [137].
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Bu nedenle diklofenak yikim ortaminda lignin peroksidaz, mangan peroksizdaz,
lakkaz ve tirozinaz enzimlerinin varhd arastiriimistir. Yapilan ¢alismalar sonucu F.
trogii supernataninda 1,8 U/ml lakkaz aktivitesi ve 1,2 U/ml tirozinaz aktivitesi
saptanmigtir.  Lignin peroksidaz ve Mangan peroksidaz aktivitesine ise

rastlanamamisgtir.

Supernatanda bulunan enzimlerin diklofenak gideriminde bir etkisinin olup olmadigi
ticari olarak elde edilen saf lakkaz ve saf tirozinaz enzimleri ile sinanmistir. Lakkaz
enzimin diklofenak giderimindeki roliinu orta ortaya ¢ikarmak icin pH 4,5 sodyum
asetat tamponunda aktivitesi 2,4 U/ml olacak sekilde lakkaz enzimi hazirlanmig ve
ortama son konsantrasyon 50 mg olacak sekilde diklofenak eklenerek 30° de 24
saat inkibe edilmistir. Saf tirozinaz (10 Unit) enzimi ise pH 7 fosfat tamponunda
hazirlanmis ve son konsantrasyonu 50 mg/L olan diklofenak ile 30° de 24 saat
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda lakkaz ve diklofenak igeren ortamin
go6zle gorulecek sekilde renk degistirdigi, berrak olan ortamin koyu kahverengiye

déndigl gérilmistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24. Diklofenakin, tirozinaz (A) ve lakkaz (B) ile 24 saat muamele edilmesi

sonucu reaksiyon ortamindaki degisiklik
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Tirozinaz ve lakkazin diklofenak Uzerindeki etkisini anlamak igin iki ortamdan da
ornek alindi LC/MS de diklofenak giderimi agisindan abiyotik kontrole goére
degerlendirildi. LC/MS analizi sonucu tirozinazin diklofenak Gzerinde higbir etkisinin
olmadidi goézlemlenirken, saf lakkaz enziminin diklofenaki tamamen giderdigi
bulunmustur (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Tirozinaz ve lakkaz enzimlerinin diklofenak giderim kapasiteleri

Lakkazin difenoller, klorlu fenoller, alkenler, heterosiklik bilesikler ve polifenoller gibi
bircok gevre kirleticisini molekuller oksijeni kullanarak oksitledigi bilinmektedir [126].
Tran vd. vyaptiklari ¢alismada lakkaz enziminin diklofenak, naproksen ve
indomethazin Gzerinde son derece etkili oldugunu bulmuslar ve diklofenakin, ABTS,
violurik asit, HBT gibi lakkaz substratlarina molekiller yapi itibariyle oldukcga
benzedigini bildirmislerdir [176]. Lloret vd. Myceliophthora thermophila’dan elde
edilen saf lakkaz ile vyaptklari c¢alismada mediatoér olarak HBT (1-
hidroksibenzotriazolun) bulundugu ortamda %95 ye kadar diklofenak giderimine
ulagirlarken, mediator icermeyen ortamda diklofenak giderimi %65 de kalmigtir
[177]. Trametes versicolor'dan elde edilen saf lakkaz ile yapilan bir calismada 4,5
saat icinde %95 oraninda diklofenakin giderildigi ve son Urin olarak 4-(2,6-

diklorofrenilamino)-1,3-benzendimethanol ¢iktigi bildirilmistir [7].

Bizim yaptigimiz calismada ise 4-(2,6-diklorofrenilamino)-1,3-benzendimethanole
ait bir pike LC/MS te rastlanamamistir bunun nedeni, kurulan deney sisteminde

iyonizasyonun saglanamamasi olabilir.
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Sekil 4.26. Beyaz curtkglllerde diklofenak metabolizmasi [7], [142], [169].

insan karacigerinde diklofenak metabolizmasi sonucu 4-hidroksidiklofenak, 5-
hidroksidiklofenak, 3-hidroksidiklofenak ve 4,5-hidroksidiklofenak olusmaktadir
[178]. Bu calismada da diklofenakin iki hidroksi metabolitine rastlanmasi fungal
sitokrom P450 enziminin F.trogii'nin diklofenak metabolizmasinda P450 enzim
sisteminin rolinin olabilecegini diusindirmektedir. Daha 6nce beyaz ¢urtkgtllerle
yapilan ¢alismalarda da hidroksi tlrevlerinin olugsumu fungal sitokrom P450 enzim
sistemine baglanmistir [7], [142], [174]. Ayrica lakkaz saf lakkaz ile yapilan
calismalar, lakkaz enziminin diklofenakin giderimini gerceklestirdigini gostermistir
[7], [176], [177]. Elde ettigimiz verilere ve daha dnce yapilan ¢alismalara dayanarak
F. trogii’nin sitokrom P450 enzim sisteminin ve lakkaz enziminin rol aldigi bir yolla

diklofenak giderimini gergeklestirdigini sdyleyebiliriz.

4.10. inokulasyon Miktarinin, pH Degerinin ve Sicakligin Diklofenak Giderimi
Uzerindeki Etkisi

Diklofenak yikimi igin uygun inokulasyon miktarinin bulunmasi i¢in daha énce 30°C
150 rpm c¢alkalama hizinda malt ekstraktta 5 gun sure ile inkibe edilen F. trogii
homojenizatorden gegirildi ve besiyerlerine 1 ml, 2 ml, 3 ml, 4 ml, 5 ml, 6 ml olacak
sekilde ekildi. Ekim ile birlikte son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde diklofenak
eklendi.
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30°C de inkube edilen deney gruplarindan, 24 saatte bir 6rnek alindi, deney gruplari
dikofenak giderimi kuru agirlik ve lakkaz aktivitesi agisindan degerlendirildi. Elde
edilen sonuglara gore 48. saat sonunda 5 ml lik inokulasyon miktarinda %98,5 lik
bir giderim orani gorultrken, 6 ml ve 7 ml ekim yapilmis gruplarda sirasiyla %98,6
ve %98,5 lik bir giderim oranina rastlanmistir. Lakkaz aktivitesine bakildiginda, 5 ml
ekim yapilmis grup lakkaz enzimi agisindan 0,47 U/ml aktivite gdsterirken 6ml ve

7ml lik ekim yapilmis gruplarda neredeyse ayni aktiviteyi gostermistir (Sekil 4. 27).

=== Giderim 24. saat
Giderim 48. saat
Lakkaz 1. glin
Lakkaz 2. giin

E
)
‘0
g
=
c
<
£
N
c
LU

Kuru Agirhik (g)
Giderim %

3 ml 4 ml 5ml

Kuru Agirhik Giderim

Sekil 4.28. inokulasyon miktarinin giderim ve kuru agirlik izerine etkisi

Kuru agirlik olarak 6ml (0,022 g) lik ve 7 ml (0,024 g) lik ekim yapilan gruplar daha
yuksek Ureme degeri gosterirken, 5 ml ekim yapiimis grup 0,018 g ile geride
kalmigtir.
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5 ml ekim yapilan grup kuru agirlik olarak, 6 ml ve 7ml ekim yapilan gruplardan geri
kalmasina ragmen diklofenak gideriminin pik yaptigi gruptur (Sekil 4. 28). Diklofenak
giderimi hem lakkaz hem de hucre i¢i sitokrom P450 enzimi sisteminin rol oynadigi
bir surectir. Bu nedenle giderim oranlarinda ki degisimi tek bir parametreye
baglayamayiz. Yalniz elde ettigimiz verilere gore belli bir lakkaz aktivitesi ve
biyokUtle miktarinin giderimin verimli olmasi igin gerekli oldugu goruimustir. Bu
calisma icin 5 mllik inokllasyon miktari optimum inokulasyon miktari olarak

belirlenmistir.

Diklofenak yikimina pH etkisini belirlemek igin pH s1 4, 4,5, 5, 5,5, 6, 6,5 ayarlanmis
besiyerlerine F. trogii homojenizatindan 5 ml ekim yapildi 30°C 150 rpm de inkibe
edildi. 48 saatlik inkibasyon sonunda kultur ortamlari diklofenak giderimi, kuru
agirhk ve lakkaz aktivitesi agisindan deg@erlendirildi. En iyi giderim oranlari %97
giderim ile pH 4,5 ve %99 giderim orani ile pH 5 te gbézlenmistir. Farkli ortam pH
degerlerinin lakkaz enzimi Uretimine etkisine bakildiginda ise en yuksek lakkaz
aktivitesi pH 4,5 ta 0,74 U/ml, pH 5 te 0,80 U/ml olarak dlgulmustur (Sekil 4.29).
Ortam pH si kuru agirlik ve yikim iligkisine bakildiginda en yuksek kuru agirliga pH
5,5 te 0,043 g rastlanmigtir. En yuksek giderimin olguldtgu pH 5 te ise, kuru agirhk
0,031 g olarak bulunmustur (Sekil 4. 30). Kuru agirhgin en yiksek oldugu pH 5,5 te
giderim orani %91, lakkaz aktivitesi ise 0,68 U/ml olarak dlgtlmustir. Bu sonuglara
dayanarak sdyleyebiliriz ki pH 5 grubu daha yUksek lakkaz aktivitesi gosterdigi igin
daha ylksek giderim oranina sahiptir. Fungal biyokutlenin diklofenak gideriminde
roli olsa da bu calisma igin lakkaz enziminin aktivitesinin diklofenak gideriminde
belirleyici oldugunu soéyleyebiliriz. Daha 6nce yapilan bir ¢calismada F.trogii igin
maksimum lakkaz uretimi pH 5 olarak bulunmustur [179]. Funalia trogii ile reaktif
siyah 5 boyasinin giderildigdi bir calismada da boya gideriminin pik yaptigi pH degeri
4,78 bulunurken, maksimum dremenin pH 5 degerinde oldugu bildirilmistir [180].
Yapilan bagka bir calismada ise Funalia trogiinin reaktif siyah boyasini pH 6,5 te en
verimli sekilde giderdigini bildirmistir [181]. Bu ¢alismada pH 4,5 ve pH 5 degerleri

arasinda %90 nin Uzerinde giderim gozlenmistir.
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Sekil 4.29. Ortam pH sinin diklofenak giderimine ve lakkaz Uretimine
etkisi(30°C,150 rpm)

Kuru Agirlik (g)

pH5 pH 5,5

Giderim Kuru Agirlik

Sekil 4.30. Ortam pH sinin kuru agirlik ve dilokfenak giderimi Uzerine etkisi
(30°C,150 rpm)

Diklofenak yikimina sicakhgin etkisini belirlemek igin 5 ml fungal homojenizat
ekilmis besi besiyerleri (pH:5) 20, 25, 30, 35, 40, 45°C de 48 saat sureyle inkibe
edildi. pH calismasinda oldugu gibi farkli sicaklik galismasinda da lakkaz enzimini
n aktivitesinin diklofenak yikimi ile iligkili oldugu gérilmektedir.
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Farkli sicakliklarda ki giderim oranlarina bakilacak olursa en yuksek giderim degeri
%98 ile 30°C sicaklikta gozlemlenmigtir. Lakkaz aktivitesi yine 30°C sicaklikta 0,81
ile en Ust degerdedir (Sekil 4.31).

2 2 e e ==
thn oo N o ©

Giderim %

o
S
Enzim Aktivite U/ml

0,3
0,2
0,1
0

30°C 35°C

Giderim @ Lakkaz aktivite

Sekil 4.31. inkiibasyon sicakhiginin diklofenak giderimi ve lakkaz enzimi Uretimine
etkisi (pH:5,150 rpm)

F. trogii ile yapilan bir calismada reaktif siyah boyasinin gideriminin en verimli 28°C
gerceklestigi gosterilmistir[181]. Astrazon kirmizisinin dekolorizasyonun c¢alisildigi
bir baska calismada en yuksek dekolorizasyon degerine 30°C inkubasyon
sicakhginda ulasiimistir. Reaktif siyah boyasi ile yapilan bir baska ¢alismada ise en
yuksek dekolorizasyon degerine 25°C inkuibasyon sicakliginda ulasiimigtir [180].
Daha 6nce yapilan galismalar bakildiginda F.trogi’nin 25°C ile 30°C arasinda
oldukga aktif oldugu sodylenebilir. Bizim c¢alismamizda ise 25°C ile 40°C arasi
inkibasyon sicakliginda %80 ve Uzeri diklofenak giderimi gozlemlenmistir. Bu
calismadan lakkaz enizmi uUretimini etkileyen degiskenlerin diklofenak giderimini
dogrudan etkiledigi sonucunu cikarabiliriz. Funalia trogiii'nin 30°C de en yuksek

lakkaz Gretim oraninda ulastigi gosterilmistir [179].
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4.11. Kaba Lakkaz Enzimiyle Diklofenak Giderimi ve Giderime pH ve Sicakligin
Etkisi

Saf lakkaz enzimin diklofenak giderimindeki rolinu gdsterdigimiz galismadan sonra
F.trogii’'nin supernatani ile de giderim olup olmayacagini ve giderime sicaklik ve pH
degerlerinin etkisini gdstermek amaciyla 2,1 U/ml lakkaz aktivitesi o6lgllen
supernatan enzim kaynag olarak kullanildi. Farkh pH degerlerinde kaba enzim ile
inkiibe edilen diklofenak maddesinin gideriminin en yuksek %97 olmak Uzere pH 5
degerinde gbzlemlenmistir. Bulunan bu deger canli hiicre ile yapilan deneydeki ile
ayni pH degeridir. Demek ki pH 5, hem enzim Uretimi hem de enzimin diklofenak
uzerindeki etkisi i¢cin optimum pH degeridir. Diger pH lardaki giderim oranlarina
bakildiginda da canli hicre ile yapilan deneye benzer sonuclar elde edildigi
gorulmektedir. Yalniz dikkat edilmelidir ki canli hicre ile yapilan deneyde yukselen
pH ile birden giderim yuzdesi hizla dugerken kaba enzim ile yapilan deneyde dugus
daha yavas olmaktadir. Canli hicre ile yapilan ¢alismada pH 6,5 de giderim %55
sevilerine gerilerken, kaba enzim ile yapilan ¢alismada pH 7 de %70 giderim
gorulmustir (Sekil 4.32). Buna dayanarak kaba enzimin daha genis bir pH

araliginda diklofenak giderimi yaptigini sdyleyebiliriz.

pH 3,5 pH 4 PH 4,5 pH 5 pH 5,5 pH 6 pH 6,5 pH 7 pH 7,5

Sekil 4.32. Farkl pH degerlerinin kaba enzim ile diklofenak giderimine etkisi
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Kaba lakkaz enzimi ile giderime sicakhgin etkisini belirlemek amaci ile son
konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde diklofenak eklenen deney gruplari, 15,
20, ,25, 30, 35, 40, 45, 50, 55°C inkube edildi ve 48. saat sonunda analiz edildi.
Sekil 4.31 de gorildugu gibi yine canli hiicre ile yapilan deneyde oldugu gibi 30°C
inkibasyon sicakhdinda %99 giderim orani en yuksek giderim oranin dlguldugu
sicakliktir. 25°C ile 35°C arasinda %90 ve uzeri oraninda bir giderim orani
goralurken. 20°C ile 40°C arasinda %80 ve Uzeri giderim orani tespit edilmistir.
Funalia trogii'nin kdltar filtratiyla yapilan bir g¢alismada remazol brilliant mavi
boyasinin 50° ile 60°C arasinda son derece etkin bir sekilde giderildigi gosterilmistir
[179]. Ayrica sonuglara bakildiginda kaba enzimin genis bir sicaklik araliginda etkin

oldugunu soyleyebiliriz.

Sekil 4.33. Farkli sicaklik dederlerinin kaba enzim ile diklofenak giderimine etkisi

Trametes versicolor'dan elde edilen kaba lakkaz enziminin 48 saatte pH 4,5 te
oldukca stabil oldugu gorulirken, pH 7 etkinligini %57 oraninda kaybettigi
gosterilmistir. Yine ¢alismada enzimin 48 saatte 30°C son derece aktif oldugu, 40°C
etkinligini %9,8 oraninda kaybettigi, 50°C de ise 6 saatte %53, 60°C de ise 6 saatte
%58 oraninda kaybettigi gosterilmistir [182]. Bu ¢alismada kullanilan kaba lakkaz
enziminin de diklofenak giderimi agisindan yukarida bahsedilen ¢alisamaya benzer

bir 6runtu gosterdigi gorulmektedir.
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4.12. Yikim Oncesi ve Yikim Sonrasi Toksik Etkinin Karsilastiriimasi

Diklofenak maddesinin yikim 6ncesi ve yikim sonrasi toksisitesinin karsilastiriimasi
icin Vibrio fischeri bakterisinin biyoliminisansina dayanan Microtox (MicroBioTets
Inc.) testi yapildi. Toksik etki dederlendirmesi, kitin iginden ¢ikan kontrol grubunun
Isima degisimi ile drnekteki degisimin oranlanmasi esasina dayanmaktadir. Tesitin
sonucunda F.trogii ile yikima ugratilan diklofenak grubu %6 toksik etki gosterirken.
Hicbir muameleye maruz birakilmayan diklofenak iceren grup %26 toksik etki
gOstermigtir. Bu sonuca dayanarak F. trogiinin ie diklofenak giderimiyle toksisitede
de azalmaya neden oldugunu sdyleyebiliriz. Trametes versicolor ile yapilan bir
calismada diklofenak yikimi sonrasi ortamin toksik etkisinin dnemsenmeyecek

kadar az oldugunu rapor edilmistir [7].

Saf Lakkaz ile yapilan giderim sonunda ¢ikan trindn toksisitesinin belilenmesinde
MicroTox testi ortamin renklenmesi nedeniyle calismamistir. Bu nedenle test
organizmasi olarak rotifer Brachionus calyciflorus’un kullanildigi Rotox kit F
kullanildi. 50 mg/L diklofenak iceren ve diklofenak’in saf lakkaz ile yikima ugratildigi
ortam 0,20 pym por ¢apl filtrelerden gegirildi. Filtreden gegirilen ortamlarin pH s1 7
ye ayarlandi. Hazirlanan ortamlar testin kitapgigina gore bes farkli konsantrasyon
elde edilecek sekilde sulandirildi: C1(hi¢c sulandirimamig), C2(1/2), C3(1/4),
C4(1/8), C5(1/16). Saf lakkaz ile yikima ugratilan grupta C1 igin; ()%= 50 iken,
diklofenak igeren grupta C1 igin; (i)%=100 olarak bulundu. Saf lakkaz ile yikima
ugratilan grupta C2 igin; (1)%= 30 iken, diklofenak igeren grupta C2 icin; (i) % = 90
olarak bulundu. Diger sulandirma oranlarinda gruplar arasinda bir fark bulunamadi.
Fare fibroblastlari ile yapilan bir calisma da lakkaz ile muamele edilmis diklofenakin,

ana bilesikten daha az toksik oldugunu gostermigtir [183].

CGalismamiz sonucunda mikro kirletici olarak kabul edilen naproksen ve diklofenak
ilag etken maddelerinin fungal kaynaklar ile biyodegradasyonu hedeflenmigtir. Bu
baglamda naproksenin A. niger tarafindan 48 saat icinde %98 oranda giderildigi
gosterilmigtir ve yikimi Granu olarak 7-hidroksinaproksen ve O-desmetilnaproksen
tanimlanmistir. Yapilan MicroTox testi ile tokisisitenin %16 dan %11 e dustugu
gOzlenmigtir. Toksisitedeki bu azalig sadece A. niger’e dayali bir aritim teknolojisinin
gelistiriimesi icin yeterli degildir ancak daha sonra yapilacak ko-metabolizmaya

dayali caligmalar daha basaril bir verebilir.
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Diklofenak igin ise Funalia trogii yikim agisindan en basarili fungal kaynak olarak
bulundu ve 24 saat icinde diklofenak ve yikim Urdnlerinin tamamen ortamdan yok
oldugu gosterildi. Ayrica F. trogiiden elde edilen kaba lakkaz enziminin de
diklofenak biyodegradasyonunda oldukg¢a basarili oldugu gdsterilmistir. Yapilan
MicroTox ve Rotox KitF toksisite testleri sonucu diklofenakin hem canli hicre ile
hem de kaba lakkaz ile yikiminda tokisistenin verimli bir sekilde azaldig1 goraimustar.
Sonug olarak diyebiliriz ki F. trogii ve F. trogii'den elde edilen kaba lakkaz enzimi

diklofenak gideriminde kullanilabilir.
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