T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

AFLATOKSIN B,’IN BIYOLOJIiK PARCALANMASINDA
MANYETIK NANOPARTIKULLERINE TUTUKLANMIS
MORCHELLA ESCULENTA KULLANIMININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

AIDAI DUISHEMAMBET KYZY

DENIZLI, OCAK - 2021



T.C.
PAMUKKALE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

AFLATOKSIN B,’IN BIYOLOJIiK PARCALANMASINDA
MANYETIK NANOPARTIKULLERINE TUTUKLANMIS
MORCHELLA ESCULENTA KULLANIMININ
ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

AIDAI DUISHEMAMBET KYZY

DENIZLI, OCAK - 2021



Bu tez ¢cahsmasi1 Pamukkale Universitesi bilimsel arastirma projeleri

tarafindan 2018FEBEOQ12 nolu proje ile desteklenmistir.



Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiillmesi, arastirmalarimnin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calismanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini
ve alint1 yapilan calismalara atfedildigine beyan ederim.

AIDAI DUISHEMAMBET KYZY



OZET

AFLATOKSIN By’IN BiYOLOJIK PARCALANMASINDA MANYETIK
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KULLANIMININ ARASTIRILMASI
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PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF.DR. UMIT DIVRIKLI)
DENIZLI, OCAK - 2021

Kiif mantarlar1 hem bitkisel hem de hayvansal kokenli {iriinleri pek cok
asamada; nakliyatta depolamada, iiretim veya tarlada etkilerler. Mikotoksinler
insan viiciiduna tiiketilen gida iriinlerinden, yani kiif mantarla bulasmis besinle
beslenen hayvan eti veya siitiinden gecebilir. Hayvan ve kiimes hayvanlarinin
0lim veya hastaligina yol acan da mikotoksin bulagsmis yem besinleridir. Bu
mikotoksinler, mikroskopik kiif mantarlar1 tarafindan iretilen diisiik molekiiler
agirlikli sekonder metabolitlerdir. Ayrica, mikotoksinler grubunun en tehlikeli ve
kanserojen temsilcisi olan aflatoksin giiniimiizde 6nemli bir sorunlarin biridir.

Bu calismada; farkli konsantrasyonlarda aflatoksin B;’in beyaz g¢iirlikgiil
fungus olan Morchella esculenta yardimiyla biyolojik giderimi arastirilmstir.
Biyolojik yikim dnce Morchella esculenta nin serbest formu ile daha sonra ise
farkli fonksiyonel gruplarla tiirevlendirilerek sentezlenen manyetik nanopatikiiller
lizerine tutuklanmasi saglanip, biyolojik iyilestirme oranlar1 belirlenmistir.
Biyolojik giderim sirasinda fungal lakkaz ve mangan peroksidaz enzim
aktiviteleri izlenerek, yitkmdaki rolleri belirlenmistir. Biyolojik yikimi takip etmek
icin kromatografik (HPLC) analiz ve FT-IR analizleri, tutuklama islemlerin
gerceklesip gergeklesmedigini gozlemek icin taramali elektron mikroskobu
(SEM) goriintiisiit  almmistir.  Degradasyon ¢alismalar1 10 giin  boyunca
gerceklestirildi ve 3 pg / mL AFB; yikim yiizdeleri serbest hiicreler ile %54.97,
F6‘304@Si02(|\/|) ile %085.85, F6304@Si02(T) ile 9095.07, FGgO4@SiOz-NH2 ile
%84.48, Fe30,@BCD ile %96.52 bulunmustur. Bulgular, potansiyel aflatoksin
B detoksifikasyonunu timit vericidir .

ANAHTAR KELIMELER: Aflatoksin B; Morchella esculenta, Biyolojik
Giderim



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USE OF IMMOBILIZED TO MAGNETIC
NANOPARTICLE OF MORCHELLA ESCULENTA iN THE BIOLOGICAL
DECAY OF AFLATOXIN B;

MSC THESIS
AIDAI DUISHEMAMBET KYZY
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR:PROF.DR. UMIT DiVRIKLI)
DENIZLI, JANUARY 2021

Mold fungi affect products of both plant and animal origin at any stages like
transport nor storage, even at production period. Mycotoxins can be infected
through animal meat or milk fed with mold-borne food products consumed by
human. These contaminated feed one of the causes of death or disease of animals
and poultry. Mycotoxins are low molecular weight secondary metabolites
produced by microscopic mold fungi. In addition, aflatoxin, which is the most
dangerous and carcinogenic representative of the mycotoxins group, is one of the
major problems of today.

In this study; the biological degradation of aflatoxin B; by white rot
fungus, Morchella esculenta was studied. Three different concentrations of
aflatoxin B; were studied. Biological degradation was detected by free form of
Morchella esculenta and then by immobilized onto magnetic nanoparticules
derivatized with different functional groups. During biological removal, fungal
laccase and manganese peroxidase enzyme activities were monitored and
determined roles in destruction were. Chromatographic (HPLC) analysis and FT-
IR analysis were used to monitor the biodegradation and scanning electron
microscopy (SEM) image was taken to observe whether the arrest processes were
performed. The degradation studies were carried out during 10 days and the
degradation percentages were found to be %54.97 of free cell study,
F6‘304@Si02(|\/|) %085.85, F6304@Si02(T) %095.07, F8304@Si02-NH2 0084.48,
Fe;0,@BCD %96.52 for 3 ug/mL AFB; degradation. Findings gives reliance in
potential aflatoxin B; detoxification.

KEYWORDS: Aflatoxin B;, Morchella esculenta, Biological Removal
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1. GIRiS

Insan ve hayvan saghgi, bilyiikk 6lciide, farkli mikroflora (bakteriler,
aktinomisetler, mantarlar, vb.) ile etkilenmis, genelde kontaminasyon dereceleri ile
belirlenen, gida ve yemlerin saglik kalitesine baglidir. Bu mikroflora gelisimi,
elverigli kosullar altinda miktari bir gram {irlin i¢in yiiz binden milyona kadar
ulasabilir (Avreneva ve dig. 1987). Mikromisetlerle kontamine olmus hububatlar
biiyiik tehlikedir, ¢iinkii funguslar sekonder metabolitler olusturur. Bu sekonder
metabolit, mikotoksin olarak bilinir. Mikotoksinler ¢ok toksik, mutajenik,
teratojenik, karsinojenik ve immiinosiipresif Ozelliklere sahip bir grup kimyasal

bilesikler sinifidir.

Mikotoksinler, toksinin dogasina, miktarina, organizmaya alinma siiresine,
makroorganizmanin tiiriine, yasina ve onun beslenme karakterine (niteligine) bagh
olarak ¢esitli klinik belirtileri olan hastaliklara neden olabilir (Bilgrami ve
Choudhary 1998; Styriak 1998; Deryagina 2002).

Giliniimiizde yaklagik 250 mikroskopik fungus tiirii bilinmektedir ve yaklagik
300’1 mikotoksin tiirlerini tiretmektedir. En tehlikeli olan1 da, Fusarium, Aspergillus,
Pénicillium fungus cinslerinin toksinleri bilinmektedir. En tehlikeli mikotoksinler
arasinda aflatoksinler, okratoksinler, zearalenon, trikotesen mikotoksinler, sikrin,
patulin, tremorjenik mikotoksinler, ergotoksinler yer almaktadir. Hepsi ¢ok kararli ve

uzun siire kontamine 6zelligini koruyabilmektedirler (Bilgrami ve Choudhary 1998).

Aflatoksinler son yillarda {izerinde en ¢ok calisilan mikotoksinler arasindadir.
Aflatoksinler genelde Aspergillus soyundan olan Aspergillus flavus, Aspergillus

parasite icus tarafindan iiretilen bir mikotoksin tiirtidiir.

Diinya ¢apinda temel gida firiinlerinde olduk¢a toksik ve kanserojen
mikotoksinler 6nemli miktarlarda bulunur ve bu da hammaddelerin, gidalarin ve
yemlerin detoksifiye edilmesine yonelik metodlarin gelistirilmesine ihtiyag
duyulmasimma neden olmustur. Aflatoksinlerin detoksifiye edilmesine yonelik
yontemler, mekanik, fiziksel ve kimyasal yontemleri igerir. Mekanik detoksifikasyon

yontemleri, kontamine olmus hammaddelerin elle ayrilmasi veya elektronik



kolorimetrik ayiricilarin kullanilmasi ile iliskilidir. Fiziksel yontemler ise ¢ok sert 1s1l
islemine dayanir (otoklavlama) ve ayrica ultraviyole isinlama ve ozonlama ile
iligkilidir. Kimyasal yontem, maddenin gii¢lii oksitleyicilerle islenmesine dayanir. Bu
yontemlerin her birinin kendine 6zgii dezavantajlart oldugu unutulmamalidir:
mekanik ve fiziksel yontemlerin kullanimi yiiksek bir etki saglamaz, aymi anda
yiiksek madde kayibina neden olur. Kimyasal yontemler sadece aflatoksinlerin degil
ayn1 zamanda yararli besinlerin degerinin de yok olmasmna neden olur. Ornegin,
yemlerin ylikseltilmis basing ve sicaklikta amonyakla veya hidrojen peroksitle
kimyasal olarak detoksifikasyonu, aflatoksin iceriginin gilivenli bir seviyeye
indirilmesine izin verir. Fakat bununla birlikte, {iriniin besin degerinin bir kismi
kaybolur (Tolmacheva 2013). Bu yontemlere alternatif, bazi mikroorganizmalar
tarafindan aflatoksin ve diger mikotoksinlerin biyolojik detoksifikasyonu umut verici

bir yontemdir.

Son zamanlarda o6n plana ¢ikan biyolojik yontemlerin biri mikro
organizmalarin immobilizasyonudur. Immobilizasyonun bir ¢ok iistiinliikleri vardir,
Ornegin: mikro organizmalar1 farkli tasiyicilara tutuklayarak, daha kararli, sicakliga
dayanikli, tekrar kullanabilirligin arttirilmasi en 6nemlisi de ¢evre dostu ve ekonomik

hale getirilebilir olmasidir.

Genis ve iyi tamimlanmis yiizey alanlar, seciciligi ve daha diisiik kiitle
transferine direng gostermeleri gibi Ozellikleri nedeniyle FesO, mayetik
nanopartikiilleri umut verici bir destek materyalidir. Ayrica bu nanopartikiiller
tizerine  tututklanmis  hiicreler/enzimler  kendilerine 6z  performanslarini
koruyabilmeleriyle birlikte ayn1 zamanda kolayca ayrilabilir ve geri doniisiimlii
olabilirler. Buna benzer avantajlardan dolayr manyetik nanopargaciklarin enzim

immobilizasyonu i¢in potansiyel uygulama alanlar1 arastirilmistir.

Bu tezde serbest ve manyetik nanopartikiillere tutuklanmis beyaz c¢iirtikgiil
fungus Morchella esculenta ile aflatoksinlerden toksisitesi yiiksek olan, AFB;’in

biyolojik yikimi ¢alisilmustir.



2. AFLATOKSINLER

2.1  Aflatoksinlerin kimyasal yapisi
Kiiflii yem toksisitesi, 1950'lerde ciddi bir hayvancilik sorunu olarak kabul

edilmistir ancak 1960 yilinda, Birlesik Krallikda hindi “x” hastali§i olarak
adlandirilan kiiflii yem toksikozu arastirmalarinda, A. flavus ve A. parasiticus'un;
yemdeki toksinin, olusmasindan sorumlu organizmalar oldugu tespit edilmistir.
Aflatoksin terimi, A. flavus mantar grubunun suslarindan izole edilen
bisfuranocoumarin metabolitleri grubunu ifade eder. A. flavus’dan elde edilen toksik
maddeye 1962'de "aflatoksin" adi verilmistir (Sargeant 1963). Giiniimiizde 18 farkli
aflatoksin tanimlanmaigstir, ancak bunlarin sadece 4 tanesi dogal kosullar altinda tespit
edilmigti:  B;, By, Gi ve G,  Kimyasal olarak aflatoksinler,
difurokumarosiklopentenon ve difurokumarolakton tiirevleridir. Yapilari, pentenone
halkali1 kumarin merkezine kaynagmig bifuran halka iceren (B ve M
aflatoksinlerinde) yada alt1 tiye lakton halkali G aflatoksinler gibi olmaktadir (Sekil
2.1). Bu dort aflatoksin fraksiyonlari uzun dalga boyulu ultraviyole 15181 altinda farkli
floresan ozellik giistermeleri ve renk farklari ile ayrilirlar (B- mavi, G-mavi). Diger
iki My ve M, aflatoksinler siit ve idrarda bulunmustur ve AFB;, AFB;’lerin

metabolitleri olduklari belirlenmistir (Patterson 1978; Devero 1999).
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Sekil 2.1: En ¢ok bilinen aflatoksinlerin kimyasal yapilari

2.2  Kimyasal ve fiziksel 6zellikleri
Kimyasal olarak, aflatoksinler, aseton, asetonitril, izopropanol ve metanol

gibi polar organik ¢oziiciiler ile kolayca ¢o6ziinebilen, suda ise 10-20 mg/L’ye kadar
¢cozlinen ve ultraviyole 1518inda yogun olarak floresan olan olan ve ¢ok yiiksek
sicaklikta (260°C) bile yikilmayan, kristal maddelerdir (Bilgrami ve dig. 1998).

Aflatoksinlerin kimyasal reaktivitesi ve davraniglari, yapilarin aydinlatilmasiyla
izah edilmistir. Bununla birlikte, aflatoksin B;'in katalitik hidrojenasyonunun,
tetrahidro deoksi tiirevi ile 3 mol hidrojenin reaksiyonunun tamamlanmasi ile
saglandig1 gosterilmistir (Asao ve dig. 1963). 1 mol hidrojenin alinmasindan sonra
hidrojenasyon prosediiriiniin kesintiye ugramasi, aflatoksin B,' nin niceliksel verimde
tiretilmesine neden olur. Ayrica, aflatoksin Bj'in, kuvvetli asidin katalitik etkileri
altinda, hidroksil gruplariyla katilma reaksiyonunu verdigi rapor edilmistir (
Andrellos ve Reid 1964).

Formik asit tiyonil klorid, asetik asit tiyonil kloriir veya trifluoroasetik asit ile
muamele edilmesi, aflatoksinlerin kromatografik ozelliklerin  biiyiik  6lgiide

degismesinin yani sira nispeten degismemis floresan 6zelliklerine yol agar.



Ozonoliz ile aflatoksin bozunma mekanizmasi, furan halkasinin C8-C9 ¢ift
bagina elektrofilik bir saldir1 ile baslar ve primer ozonitlerin olusumuna neden olur,
ardindan aldehidler, ketonlar ve organik asitler gibi monozonit tiirevlerine yeniden
diizenlenir. Ozonoliz sonucu aflatoksin B; parcalanmaya ugrar ve bu reaksiyonun
tirtinleri, levulinik, siiksinik, malonik ve glutarik asitleri igerir (Andrellos ve Reid
1964; Proctor ve dig. 2004).

Aflatoksinlerin yapisinda lakton halkasinin bulunmasi kolay hidroliz olmasina
yol agar. Bu bilesigin degiskenligi, alkalin hidrolizine ve hidroliz {iriinlerinin
asitlestirilmesinden sonra kismen geri halkalagmaya yatkin olmalar1 seklinde rapor

edilmistir (De longh ve dig. 1962).

Aflatoksinlerin 4 ana bilesigi ilk, Ingiltere'de arastirmacilar tarafindan izole
edilmistir (Sargeant ve dig.1963). Bilesiklerin bazi fiziksel Ozellikleri asagidaki

Tablo 2.1'de dzetlenmistir.

Tablo 2.1: Aflatoksin fiziksel 6zellikleri

Aflatoksin Molekiil formiilii | Molekiil agirhgn Erim?CNoktaSI [a]D2
Bl Ci16H1205 312 268-269* -559
B2 C17H140s 314 286-289* -492
Gl Ci7H1207 328 244-246* 533
G2 Ci7H1407 330 237-240* -473

* Dagilma/ ¢bziinme

Aflatoksinlerin spektral 6zellikleri bir¢ok arastirmaci tarafindan belirlenmistir
ve Tablo 2.2'de verilmistir. Ultraviyole absorpsiyon spektrumlari ¢ok benzerdir ve
her biri 223, 265 ve 363 mu'de maksimum emisyon gdstermistir. Bununla birlikte,
molar sonme katsayilarinin son iki piklerinde B; ve G,'nin G; ve B,'ye gore bu dalga
boylarinda daha yogun emilim gosterdigi belirlenmistir. Yapisal konfigiirasyonda
benzerlikler nedeniyle, dort bilesigin kizil Otesi absorpsiyon spektrumlari da

gosterildigi gibi cok benzerdir.



Tablo 2.2: Aflatoksinlerin spektral 6zellikleri

Ultraviolet
_ absorption (£ ) _ o Fluor.esc_cnce
Aflatoxin T Infrared absorption (cm-)  v'" emission

mg | 363mn (mu)
B1 13400 | 21800 | 1760 | 1684 | 1632 | 1598 425
B2 9200 14700 | 1760 | 1685 | 1625 | 1600 425
Gl 10000 16100 | 1760 | 1695 | 1630 | 1595 [ 1562 450
G2 11200 19300 | 1760 | 1694 | 1627 | 1597 450

2.3 Aflatoksinlerin olusumu icin kosullar
Aflatoksinlerin olusumu sicaklik, nem, havanin bilesimi (atmosferik gazlarin

bilesimi), substratin dogasi1 gibi fiziksel, kimyasal faktdrlerden etkilenir. Ozellikle
tropikal veya subtropikal iilkelerde 1lik ve nemli havalarda yetisen bitki tiirleri,
thman kusak iklimindekilerden daha fazla aflatoksin kirlenmesine egilimlidir.
Biyolojik faktor de etkiler bunlar; ortamda bulunan fungus yada sporlarinin
yogunlugu, gelisen tiirlerin toksin olusturma gii¢leri, liriinlin ve yetistirilen ¢esidin
direnci, mikroorganizmalar arasi rekabet, bitki stresi, bocek veya diger zararlilarin
faaliyetidir (Coksoyler 1999; Weidenborner 2001). Aflatoksinlerin olusumu igin
vitaminler, mineraller (6zellikle ¢inko), amino asitler, yag asitleri ve enerji kaynagi

(tercihen nisasta seklinde) gibi belirli besinler de gereklidir.

A. flavus ve A. parasiticus tarafindan aflatoksin {iretimi i¢in siirlayict sicakliklar
12-41°C olarak bildirilmistir ve optimum tiretim sicaklik 25 ve 32°C arasinda olup,
nisbi nem %70 ve lizeri olmasi gerekmektedir (Arrus ve dig. 2005). Sicaklik ve su
aktivitesi gibi faktorler ile aflatoksinlerin tiretimi ve misellerin gelisimi control edilir.
Kiif gelisimi ve toksin olusumu i¢in gereksinim duyulan sicaklik ve su aktivite
degerleri ayn1 olmamakta ve tiire gore de degisiklik gostermektedir. Ornegin, A.
flavus’un gelismesi ve mikotoksin tiretiminde su aktivitesi sirasiyla 0,73 ve 0,85°dir
ve 19-35° C’de en iyi gelisim araligi iken 12-45° C’de toksin iiretmektedir (Giorni ve
dig. 2008).

2.4 Aflatoksinlerin toksitesi ve saghga etkileri
Aflatoksinler, genellikle insan ve hayvan viicuduna, kontamine yiyecekler yoluyla

alinir ancak toksijenik sporlarin solunumu ve dogrudan dermal temas da Onemli
alinim yollandir (Zinedine ve Mafies 2009). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi

(International Agency of Research on Cancer (IARC)) tarafinan  birinci simif



karsinojen olarak siniflandirilan, aflatoksinler, insan sagligini gesitli sekillerde etkiler
(IARC 1993).

Aflatoksin maruziyeti, bobrek, kalp, testis ve yumurtalik gibi bircok organda
birgok yan etki iiretebilir. Ornegin, mutajenez, bagisikligi zayiflatmasi, biiyiime
geriligi ve iireme sistemleri gibi ciddi etkilere yol acabilir (Fetaih ve dig. 2014).
Aflatoksin hemen hemen tiim hiicre bilesenlerini etkiler ve ayni anda plazma zarinin
gegirgenligini ihlal eder. Aflatoksin, kanserli hiicre olusumunu indiikleyen guanin ile
deoksiriboniikleik asit (DNA) katkisi olusturur (Bren ve dig. 2007). Ayrica ¢ekirdek
ici DNA replikasyonunu, mRNA’y1 sentezleyen DNA-bagimli RNA polimeraz
aktivitesini  inhibe etmekle birlikte, transkripsiyon siirecini inhibe eder.
Mitokondride, aflatoksinler membran gegirgenliginin artmasina, mitokondriyal DNA
ve protein sentezinin bloke olmasina, elektron tasima sisteminin bozunmasina ve
boylece hiicrenin enerji “agligma” neden olurlar. Aflatoksin etkisi altinda
endoplazmik retikulumda patolojik degisiklikler gozlenir: protein sentezinin inhibe
edilmesi, trigliserid, fosfolipidler ve kolesterol sentezlerinde diizensizlik olusur.
Aflatoksin lizozomlar iizerinde dogrudan bir etki eder, bu da membrana zarar vererek
aktif hidrolitik enzimlerin salinimina sebep olur ve bu hiicresel bilesenlerini yikima
ugratir. Yukarida belirtilenlerin tiimii bir metabolitik diizensizlige ve hiicre 6liimiine

yol agmaktadir.

Aflatoksin B; hepatotropik bir zehirdir ve oncelikle karacigeri etkiler.
Hayvanlarda, karacigerde dejeneratif degisiklikler, gemmarajik diyatezin,
hidroperikardit, pulmoner 6dem, assit ve diger lezyonlara eslik eden akut ve kronik
zehirlenmelere neden olabilir. Zehirlenme igin yetersiz olan fakat viicuda siirekli
veya tekrar tekrar giren ¢ok kiiciik dozlarda aflatoksinlerin etkisi ile siroz veya
karaciger kanseri gelisir. Karacigerde A vitamini diizeyini diisiiriir ve yag igerigini
artirir. Karacigerde boyut artmasina, sarims: kahverengi bir renk almasina ve yapi

gevsemesine neden olur ( Terao ve Ueno 1978; Wild ve Montesano 2009).

Aflatoksinler, prothrombin (koagiilasyon faktorii) igerigini ortalama %20
oraninda azaltir ve bu da hayvanlarin morarmaya yatkinligini artirir ve bazen de

bagirsak kanamalar1 goriilmiistiir ( Ramesh 2011).



2.4.1 linsan ve hayvan saghgina etkisi

2.4.1.1 Aflatoksikoz

Aflatoksikoz, aflatoksinlerin insan ve hayvanlarda olusturdugu akut ve kronik
seyirli mikotoksikozdur. Aflatoksikoz iki genel formda, akut ve kronik formlarda
ortaya c¢ikar. Kronik primer aflatoksikoz, diisiik ila orta derecede aflatoksin
diizeylerinin alinmasindan kaynaklanir. Kronik aflatoksikoz iki formda olur: (1)
Konjenital malformasyonlarla iligkili teratojenik etkiler, (2) Aflatoksinlerin genetik
kodda degisikliklere (mutasyonlara) neden oldugu, DNA'y1 degistiren, kromozom
parcalarinin yeniden diizenlenmesi, kromozomlarin kaybi/kazanci veya bir gen

igindeki degisiklikler (Wild ve Montesano 2009).

2.4.1.2 Akut toksisite
Aflatoksinlerin baslica hedef organmi karacigerdir. Aflatoksinlerin karacigere

yayillmasindan sonra, lipitler hepatositlere sizar ve nekroz veya karaciger hiicresi
Oliimiine yol acar. Bunun baglica nedeni, aflatoksin metabolitlerinin, farkli hiicre
proteinleri ile negatif reaksiyona girmesidir, bu da karbonhidrat ve lipid

metabolizmasinin inhibisyonuna ve kontrolsiiz protein sentezine yol agar.

Insanlarda, yiiksek ates, kusma ve ayaklarda &dem, yiiksek renkli idrar,

sarilik, hizla gelisen asit, portal hipertansiyon ile karakterize edilir.

Hayvanlarda ise, akut aflatoksikoz istah kesilmesi, viicud agirlik kaybi,
mukoz membranlarda sarilik, nérolojik anormallikler, kasilma ve sonunda 6liim ile
sonuglar. Karacigerde rengin acilmasi veya tamamen renksizlesme ve yag birikimi
belirgin olarak goriiliir. Ayrica karacigerde renksizlesme ve yag birikimi, bagirsak

ile bobreklerde kanama gibi biiyiik sorunlar olugur (Bullerman 1979).

2.4.1.3 Kronik toksisite
AF vyiiksek oranda lipitte ¢6ziinen bilesiklerdir ve genellikle sindirim ve

solunum yoluyla kan akisina maruz kaldiklari yerden kolayca emilirler. Viicuda
girdikten sonra, kan dolasim sistemi ile farkli dokular ve ksenobiyotiklerin
metabolizmasindan sorumlu olan ana organ: karacigere ulasirlar. AFB; insanlarda
hepatoselliiler karsinom (HCC) tetikleyicisi olarak belirtilmistir. Karacigerde
agirhikl olarak, G'den T'ye doniisiim mutasyonlar: ile sonuglanan bir pro mutajenik
AFB;-N’-Guanin-DNA eklentisi olusturan bir AFB;-8, 9-ekso-epokside metabolize

edilir. Insan HCC'sinde yiiksek aflatoksine maruz kalan alanlarindan tiimérlerin



%50'sine kadar TP53 tiimér baskilayici geninin (kodon 249%" mutasyonu) kodon
249'unda AGT nokta mutasyonuna spesifik bir AGG'yi tasidigi gosterilmistir
(Hussain ve dig. 2007).

Hayvanlarda ise aflatoksinler, mikrozomal ve stoplazmik oksigenaz enzim
sistemleri tarafindan metabolize edilmektedir. Karaciger hiicrelerinin endoplazmik
retikulumunda bulunan bu enzim sistemleri, sitokromla iliskili enzimlerle, O;’ye ve
NADPH’a bagimli enzimlerin kompleks bir organizasyonudur. Bu enzimler, AFB;'in
oksidatif metabolizmasim1  katalize etmektedir ve bu aflatoksinin ¢esitli
hidroksillenmis tlirevleri ve yiliksek reaktif Ozellige sahip epoksid metabolitin
olusmasiyla sonuglanir (Ueno ve Hsieh 1985).

2.4.1.4 Aflatoksinin karaciger icerisindeki metabolizmasi
Karacigere ulastiktan sonra, AFB; mikrosomal enzimler tarafindan

hidroksilasyon, hidrasyon, demetilasyon ve epoksidasyon yoluyla farkli metabolitlere
metabolize olur (Sekil 2.2). AFB;’in C4 ve Cy,’de hidroksillenmesi sonucu sirayla
karsinojenik giiciiniin AFB;’den 10 kat daha diisiik olan M; ve Q; aflatoksin tiirleri
elde edilir. C; - Cs¢ift baginin hidrasyonu, bazi kus tiirlerinde hizli bir sekilde olusan
AFB2,'min olusumuyla sonuglanir (Coksoyler 1999). AFB;’in 2, 3 ¢ift baglarinda
epoksidasyonu sonucu AFB1’in epoksi tiirleri tiretilirken o-demetilasyon reaksiyonu
ile AFP; olusur. Aflatoksikol, ¢6ziiniir bir sitoplazmik rediiktaz enzim sistemi ile

uretilen AFB{'in tek metabolitidir.
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Sekil 2.2: Aflatoksinin karaciger i¢erisindeki metabolizmasi

En onemlisi de bu biyotransformasyon olaylariyla meydana gelen, AFB;'in
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epoksidasyon prosesidir. Eposidasyon sonucu ¢ok reaktif bir epoksid formu olusur.
Meydana gelen elektrofilik epoksid hiicresel makromolekiillerdeki (DNA, RNA,
protein vs.) cesitli niikleofilik merkezlere kovalent olarak kolayca baglanabilmektedir.
Boyle reaksiyonun sonucu ise DNA-AFB;-N’Guanin kompleksi (Sekil 2.3)
bilinmektedir. Boyle bir kompleks organizma veya hiicreler i¢in biyolojik bir tehlike
olusturmakta ve Kkarsinojenik ve genotoksik etkilerin sorumlusu olarak

degerlendirilmektedir (Ueno ve Hsieh 1985; Groopman ve dig. 1988).

Sekil 2.3: AFB1-N7-Guanin kompleksin yapisi

2.5  Aflatoksin Dekontaminasyon/ Detoksifikasyon Yontemleri
2.5.1 Kimyasal yontemler

2.5.1.1 Amonyaklama

1990' larda amonyaklama, gida liriinlerinde aflatoksinlerin detoksifiyesi igin
en gelismis ve ekonomik ayni zamanda uygulanabilir bir teknik olarak kabul
edilmistir. Amonyagin gaz fazinda, ¢ozelti icinde ya da amonyak {iretebilen
maddelerle muamelesi, yer fistigi, pamuk ve musir oginlerinin  detoksifiye
edilmesinde optimum sonuglar vermistir. Amonyakla detoksifikasyonun etkinliginde,
kullanilan miktar, reaksiyon siiresi, sicaklik, basing ve formaldehit ile kombinasyon
ile pozitif iliskili oldugu yaygin bir sekilde gosterilmistir. Ayrica, amonyaga maruz
kalmanin yeterince uzun siirmesi halinde AFB;'nin, molekiiler yapisinin geri
doniissiiz olarak degistirildigi gozlenmistir. Aksine, eger maruziyet yeterince uzun
degilse, molekiil orjinal haline donebilir. Ilaveten, amonyaklanan besinler ile
beslenen siit ineklerinde tasinmayi dogrulamayi amaclayan bazi testler (Fremy ve

Quillardet 1985), AFB; yiizdelerini, sindirilmis AFB; ile karsilagtirildiginda %10- 20
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arasinda siitte metabolit eliminasyonunu (yani aflatoksin M; veya AFM;) ortaya
cikarmigtir. Bu yiizdeler genellikle % I' den % 3'e kadar degismektedir. Bu,
detoksifikasyon, reaksiyon mekanizmasi incelenerek agiklanirsa, Sekil 2.4’de
gosterildigi gibi birinci basamak tersinir olup, aflatoksin siklik lakton halkasinin
acilmasiyla baslar. Ayrica, asit ortamda (midedeki gibi) tepkime dengesi AFB;'nin
yeniden iiretimi ile orijinal iirlinlere dogru kayabilir. Bu durumda, hayvanlar, analitik
sonuglara kiyaslandigindan da daha ¢ok miktarda toksin sindirebilirler ve bu da

stitteki yiiksek AFM; yiizdesini agiklamaktadir.

AFB-amonyak reaksiyonunu tetikleyebilen firlinler ¢esitli kimyasal
Ozelliklere sahiptir. Bunu detoksifikasyon reaksiyonuna miidahale edebilen ve
islenmis yemde kolaylikla tanimlanamayan bilesiklere yol acan maddelerin varligi ile
belirlenebilir. Atlatoksin D; (AFD;), molekiiler agirligi 286 olup boylece AFB;
molekiiliine gore lakton karbonik fonksiyonel grubun yoklugunu ortaya cikaran,
floresan olmayan bir fenol olarak tanimlanan en iyi bilinen reaksiyon iirlinlerinden
biridir (Lee ve dig. 1974) (Sekil 2.4). Ayrica, yapt ve molekiil agirligi i¢cin homojen
bir analog bilesik, 100°C'de sodyum hidroksit ile reaksiyona girerek meydana gelir.
AFD; olusumuna yol agan reaksiyon yolunda diger bilesiklerin olusumunu izleyen

alternatif yollar takip edebilir.

Amonyala detoksifikasyon islemlerin dezavantajlari ise, esas olarak amonyak
metali korozyona ugrattigi icin 6zel bir ekipman inga edilmesi gerekir ve hacminde

%15'" in tizeri karigimlarda havada patlayici hale gelir.
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Sekil 2.4: Aflatoksinin amonyaklanmasi (Cucullu ve dig. 1976)

2.5.1.2 Sodyum Bisiilfit ile detoksifikasyon
Bu yontem gegerli/yasal bir AFB; detoksifikasyon strategisidir (Hagler ve

dig. 1982). Amonyak detoksifikasyonundan daha az etkili olmasina ragmen,
amonyak yontemlerinin tipik dezavantajlarmin bir kisminin {istesinden gelir ve ¢ok
daha diisiik maliyetlidir. Ayrica, Doyle ve Marth bisiilfitin aflatoksin B; ve G ile
reaksiyona girerek, bunlar1 yapisal modifikasyona isaret eden, suda ¢oziinebilir hale
doniistiirdiigiinii bulmuslardir ( Marth ve Doyle 1978). Bisiilfitin son derece reaktif
bir kimyasal oldugunu ve buna ek olarak, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
esmerlesmeyi, bircok mikroorganizmanin biiylimesini inhibe etme kabiliyeti
nedeniyle kuru meyvelere, saraplara, regellere, meyve sularina ve diger bazi1 gida
irlinlerine yaygin olarak eklenmis bir gida katki maddesi oldugu bildirilmistir.
Ayrica, bistilfitin bir antioksidan ve indirgeyici madde olarak da hizmet eder. Bisiilfit
ve aflatoksin arasindaki reaksiyonun ana iiriinii izole edilmistir ve 150- sodyum
stilfonat veya aflatoksin B1S olarak tanimlanmistir (Winston ve dig. 1983; Yagen ve
dig. 1989). Bu bilesik, NaHSOg'lin furan halkasinin ¢ift bagina baglanmasiyla, AFB;
molekiiliin ana DNA'ya baglanmasini engeller ve boylece mutajenik potansiyelin

azalmasina neden olur.
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2.5.1.3 Notral elektrolizlenmis okside su ile
Elektrolizlenmis oksitleyici su (EOW(Electrolyzed oxidizing water)), saf

suyun sodyum kloriir hari¢, kimyasal maddelerin icermedigi, anotlarin ve katotlarin
secici olmayan bir membran ile ayrildig1 bir elektroliz ekipmaninda iiretilir. Anotta
kloriir iyonlar1 ve su molekiilleri hipoklordz asit (HOCI), hipoklorit iyonlar1 (C10)
ve klor (Cly) gibi klorin oksitleyicilere doniisiir (Guentzel ve dig. 2010). Bu islem
sonucu, iki tip su tretilmektedir: nétr elektrolizlenmis su (NEW(Neutral electrolyzed
oxidizing water)) ve asidik elektrolize su (AEW(Acidic electrolyzed water)). Her iki
irlinlin antimikrobiyal mekanizmasi temel olarak {i¢ fizikokimyasal ozelliklere
baghidir: pH, oksidasyon-redilksiyon potansiyeli (ORP(Oxidation-reduction
potential)) ve mevcut klor konsantrasyonu (ACC(available chlorine concentration ))
(Audenaert ve dig. 2012). AEW, 6nemli bir biyosidal aktiviteye sahiptir, ancak klor
gazi evrimi yoluyla ORP ve Cl,'yi hizla kaybeder ve bdylece etkinligini azaltir. Bu
acidan NEW AEW’ye gore avantajlidir ve insan sagligi ve giivenlik endiselerini en
aza indirdigi, korozyonu azalttigi ve toksik yan etkileri sinirladigi i¢in aflatoksin
detoksifikasyonunda daha giivenli ve sosyal olarak kabul edilebilir yontemlerin

gelistirilmesi i¢in kullanilabilir.

2.5.2 Fiziksel Yontemler

2.5.2.1 Ekstriizyon pisirme

Ekstriizyonla pisirme, gida endiistrisinde 6zellikle tahil ve tahil {iriinleri i¢in
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem bir termomekanik pisirme
islemidir, yani kisa siirede yiiksek sicaklik ve basinga ulasarak pisirmektir. S6z
konusu olan islem ile enzim inaktivasyonu ve mikrobiyal kontaminasyon azalmasi
saglanir. Bu nedenle ekstriizyonla pisirme isleminin, dogal olarak ortaya ¢ikan bazi
toksinlerin, 6rnegin deoksinivalenoliin yikiminda uygulanabilecegi tahmin edilmistir
ve detayl bir sekilde calisilmistir. Ornegin, Cazzaniga ve arkadaslar1 (2001), bu
yontemin misir unu i¢indeki deoksinivalenoliin ve aflatoksinlerin dekontaminasyonu
konusundaki etkinligini degerlendirmek ic¢in deneylerin sonuglar1 % 95'ten fazla
deoksinivalenoliin yikiminda etkin oldugu ve AFB; yikiminda ise sodyum
metabisiilfit (%10-25) ilavesiyle bile diisiikk afinite gosterdigi not edilmistir
(Cazzaniga ve dig. 2001). Buna benzer farkli katki maddeler ile AFB; yikimi
caligmalar1 yapilmistir. Sonu¢ olarak, ekstriizyonla pisirme islemi, yalnizca

aflatoksinleri detoksifiye etmek i¢in etkili ve pratik bir strateji olarak kabul edilemez.
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Her ne kadar bazi katki maddeleri ile bu yontemin daha 1yi sonug¢ verdigini goriirsek
de, bu ilavelerin gida kalitesi ve hatta insan ve hayvan saglig1 tizerindeki olumsuz
etkilerini takiben, ilave kalinti problemlerini gérmezden gelemeyiz. Ekstriizyon
pisirme isleminin eksiklikleri a¢iktir. Yiiksek sicaklik ve basingtaki talepler ¢ok fazla
enerji tliketir ve suda ¢dzlinen vitaminler ve proteinler gibi diger besin yapilarin

tahrip eder.

2.5.2.2 Magnetik karbon
Aktif karbon, yliksek yiizey alan1 ve ucuz bulunabilirligi nedeniyle organik ve

inorganik toksinleri adsorbe etmesinde yaygin olarak uygulanir (Kahani ve dig.
2007). Bununla birlikte, su kayb1 ve tuz eksikligi ve diskidan toplama zorlugundan
dolay1 diinya ¢apinda uygulanmasi engellenmistir. Aktif karbon yerine, manyetik
karbon ideal bir alternatif adsorban olarak ortaya cikmistir. Ik olarak Khan ve
Zahoor (2014) kiimes hayvanlarinda AFB;'in detoksifikasyonunda seker kamisi
kiispesinden elde edilen manyetik karbonun etkinligini degerlendirmisler (Khan ve
dig. 2014). Sonug olarak, pili¢ tavuklarinda AFB;'i ¢ikarmak i¢in % 0.3 / kg yemin
en etkili ve tamamen gilivenli bir miktar oldugu gosterilmistir. Bu arastirma,
aflatoksinlerin detoksifikasyonunda ve kiimes hayvanlar1 ile g¢evre giivenliginin

saglanmasinda manyetik karbonun yiiksek bir potansiyeli oldugunu gostermistir.

2.5.2.3 Bagka absorbanlarin uygulanmasi
Aflatoksinlerin viicud igindeki etkinligini azaltmak igin bir baska yeni ve

etkili strateji olarak ¢esitli absorbanlar kullanima ge¢mistir. Ornegin, sulu sodyum
kalsiyum aliiminosilikat (HSCAS), NovaSil kili (NS), monometilamin/Ca(OH),.
Baz1 c¢alismalara gore HSCAS aflatoksin enterosorbenti olarak islev goriir ve
hayvanlarin {ist gastrointestinal yolunda secici ve kuvvetli bir sekilde bu toksinleri
baglayarak ve daha sonra ilgili toksisitelerin yani1 sira aflatoksinlerin
biyoyararlanimini azalttigini belirtmigler. Ayrica in vitro ¢aligmalara gére HSCAS’in
AFB;’i yiiksek affinite ile absorbe ettigini ve inek, kegi siitlerindekii AFM; seviyesin
etkin bir sekilde disiirdiigiinii belirtilmistir (Phillips ve dig. 1988;Phillips ve dig.
1990; Phillips ve dig. 1995). HSCAS'm analogu olan NovaSil kilinin ¢esitli hayvan
tirlerini  aflatoksinlerden  korudugu  gosterilmistir. NS, HSCAS ile
karsilastirildiginda, NS, Faz I ve Faz II klinik denemeleri tarafindan onaylanan,
diyette % 0.25 seviyesinde ¢inko ile etkilesime girmemesi ve ayrica insanlarda

giivenli olmasi agisindan avantaj saglar (Phillips ve dig. 2008). Buna benzer
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absorbanlar verimliligi, uygulanabilirligi ve ekonomi agisindan tarim pazarlarinda ve
gida endiistrisinde gii¢lii bir sekilde yayilmasina hak ediyor. Fakat, absorbanlarin
besinler arasindaki negatif etkilesimleri ve giivenlik degerlendirmeleri yeterince

arastirilmamistir.

2.5.3 Biyolojik yontemler

2.5.3.1 Probiyotikler ve laktik asit bakterilerini kullamlarak

Birkag laktik bakterilerin AFB;'i organizmanin yiizeyinde in vitro ve in vivo
baglayabilmekte ve iki yonii dikkate almaktadir: toksinin baglanmasi ve salinmasi
(Bueno ve dig. 2007). Fazeli ve arkadaslarimin (2009) ¢alismasina goére laktik asit
bakterileri (Lactobacillus plantarum, Lactobacillus fermentum and Lactobacillus
casei) 72 saat 37 °© C'de 2 x 10" CFU / mL seviyesine kadar AFB.'i indirme
kabiliyette oldugunu belirtmisler (Fazeli ve dig. 2009). Ayrica, HPLC ile yapilmis
analiz sonuglar1 su sekildedir: 3 bakterilerin tiimii AFB; yikabilmektedir ve %25 ile
%61 arasindadir; AFB1'in yikimi hizliydi ama ayn1 zamanda geri doniistimlii idi; L.

casel, AFB; ile diger iki bakteriden daha gii¢lii baglanmaktadir (Bueno ve dig. 2007).

L. plantarum, zeytin yiizeyine yapisir ve diger istenmeyen mikro
organizmalarin yapigmasini etkileyen biyofilmleri iiretir ve antioksidan aktivitedeki
artis1 destekler, sonu¢ olarak AFB iiretimini zayiflatir. Bu azalma ayni zamanda, L.
Plantarum’un oksijen ¢ekiciliginden kaynaklanir, bdylece poliollerin oksidasyona
kars1 korunmast ve AFB; biyosentezinin inhibisyonunun artmasina neden olur

(Kachouri ve dig. 2014).

Magnusson ve ortaklarin (2003) c¢alismasina gore, laktik bakterilerin
antimikrobiyal etkinligini ic mekanizma aciklayabilir. Bunlar organik asit liretimi,

besleyici elementi i¢in rekabeti ve antagonist iiretimidir (Magnusson ve dig. 2003).

2.5.3.2 Aktinomisetler
Son yillarda aktinomiset gurubu mantarlarin kullanimina bagli olarak yeni

kontrol stratejileri gelistirilmistir. Kiiba topragi ilizerinde yapilan bir arastirma,
Candida, Trichophyton mentagrophytes, Penicillium chrysogenum ve Colletotrichum
musae' ye %50.7 kars1 antifungal aktiviteye sahip oldugu 563 aktinomisetin
izolasyonuna yol a¢mustir. Bu etkinin nedeni ise muhtemelen, aminoglikosit,
antrasiklin veya polieter iyonofor ve polien makrolid antibiyotik ailelerine ait

antibiyotiklerin iretilmesinden kaynaklanmaktadir (Iznaga ve dig. 2004).
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Aktinomisetlere ait Nocardia corynebacteroides , Ross 308 civcivlerinde
aflatoksin  detoksifikasyon kabiliyeti agisindan test edilmistir ve bagirsak
mukozasimin lezyonlarinda hafifleme, kus agirligi ve yem tiiketiminde artiglar
gozlendi (Tejada-Castafieda ve dig. 2008). Ek olarak, karacigerdeki lipit igerikleri de
belirgin sekilde yiikselmistir. Bu sonuglar Nocardia corynebacteroides 'nin civcivleri
aflatoksinden etkili bir sekilde koruyabildigini ve yeterince giivenli oldugunu

gostermistir.

Bu yontemin dezavanjlar1 ise mikroplar tarafindan salinan istenmeyen
metabolik iriinler, hayvanlarin beslenme durumunu etkileyebilir ve daha sonra

tiretimde azalmay: tetikleyebilir.

2.5.3.3 Mantar biyomolekiillerini kullanarak detoksifikasyon
PgAFP, NFAP ve PC-Arctin bir mantar proteinleridir ve sistein bakimindan

cok zengin, kiicliik boyutlu molekiillerdir (Rodriguez-Martin ve dig. 2010, Kovéacs
ve dig. 2011, Chen ve dig. 2013). NFAP, hassas mantarlarda apoptoza neden olan
oksidatif bir strese neden olurken (Galgéczy ve dig. 2013), PgAFP bazi toksijenik
kiiflerde biiylimeyi inhibe eder. Son ¢alismalara gore, onemli degisikliklerle birkag
protein igceren ve PgAFP’in konsantrasyonu 9.38 ug/mL 'den daha yiiksek olmasi A.
flavusun biiyiimesinde azalma gozlenmistir. PgAFP ile muamile edilen hiicreler daha

yogun bir oksidasyon etkisin gostermistir (Delgado ve dig. 2015).

2.5.3.4 Bitkilerin biyoaktif maddelerini kullanarak detoksifikasyon
Armillariella tabescens'in bir enzimi olan Aflatoksin Oksidaz, AFB;'e dogru

detoksifiye edici bir aktivite sunar. Aflatoksin oksidaz detoksifikasyon

reaksiyonunda ¢ok Onemli bir rol oynayabilen oksijen ve hidrojen peroksit
tiretimektedir (Wu ve dig. 2015).

Mangan peroksidaz (MnP), yenilebilir, beyaz ¢iiriik¢iil mantart olan
Pleurotus Ostreatus'tan siiziilen bir enzimdir. Bu enzim aromatik yapilar1 okside
etmesi i¢in ve daha sonra kovalent baglarmn kirilmasi igin radikal tiretmektedir
(Evans ve dig. 1994). Yehia’nin (2014) ¢alismasina gore, AFB;'in yikimi enzim
konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine bagli olup, bu detoksifikasyon 48 saat
inkiibasyon sirasinda 1,5 IU/mL enzimde % 90'a ulasan yikim sonucu elde edilmistir
(Yehia 2014). Lakkaz (Lac), AFB;'in detoksifiyesinde etkin olan baska bir enzimdir
(Zeinvand-Lorestani ve dig. 2015).
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Minimum etki ile yiiksek ozgiilliikli mikrobiyal veya enzimatik araglar
kullanan biyolojik prosediirler, kontamine olmus gidalarin islenmesi i¢in uygun bir
secimdir; ayrica kullanim kolayligi, erisilebilirlik ve ¢evre dostu olma &zelligi en
biiyiik avantajdir. Biyolojik prosediirlerin kullanilmasi, maksimum verim i¢in pH ve

sicaklik gibi kosullarin en uygun olmasin gerektirir (Forootanfar ve dig. 2016).

3. BEYAZ CURUKCUL MANTARLAR
Beyaz ciiriikliiklii mantarlar, canli agaglarda 6z odunlarin ortak parazitleridir

ve orman ekosistemlerinde agresif odunsu moloz ayristiricilaridir (Rayner 1988).
Beyaz ciiriik¢lil mantarlar1 lignin dahil tiim hiicre duvar1 bilesenlerini bozabilir.
Genellikle normal ahsap renginin agarmasina neden olur. Odunda lignin miktarin
metabolize edebilme yetenekleri mikroorganizmalar arasinda benzersizdir. Beyaz
cliriikliige neden olan binlerce tiir, belirli bir hiicre duvart bileseninin daha biiyiik
veya daha az miktarini1 bozabilecek heterojen bir gruptur. Baz tiirler tercihen lignini
odundan ayirir ve tamamen seliilozdan olusan beyaz birikinti, bozulmus hiicrelerin
birakir, bazilari ise ayni anda lignini ve seliilozu bozar (Blanchette 1991). Beyaz
cliriik¢iil mantarlar tarafindan ligninin parcalanmasi oksidatif bir siirectir. Bu siiregte
lignin peroksidaz (LiP), manganez peroksidaz (MnP) ve lakkaz (Lac) gibi fenol
oksidazlar anahtar enzimlerdir (Kuhad ve dig. 1997; Leonowicz ve dig. 1999). MnP
etkili bir peroksidaz olup aromatik eterleri, aminleri, fenolik ve fenolik olmayan
bilesikleri yiikseltgeyebilir (Kirk ve Cullen 1998). Mavi-bakir phenoloksidazlar olan
lakkazlar, fenolik ve fenolik olmayan bilesikleri yiikseltgerler. Bu tiir mantarlara
Morchella esculenta (M. esculenta), Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus,

Hebeloma crustuliniform ornek verilebilir.

Biyoteknolojik siireclerin temel konsepti, atiklarin mikroorganizmalara besin
maddesi olarak kullanilmasi ve cevreye zararsiz bilesiklere doniistiiriilmesidir.
Gilinlimiizde, bu c¢evre dostu funguslar bilim adamlarin biyoteknoloji alaninda
uygulanmasina yonelik arastirmalar ilgilerini cekmekte. Ornegin, Alberts ve
arkadaglar1 (2009) beyaz ciiriik¢iil funguslarin trettigi lakkaz enzimi yardimiyla
AFB;’in yikimmi arastirmiglar ve HPLC sonuglarmma goére AFB; molekiiliiniin
floresan ozelliklerinin azaldig1 ve ayrica, mutajenitede 6nemli bir kayip gozlendigini
belirtmigler (Alberts ve dig. 2009). Buna benzer, beyaz ciiriik¢lil mantarlarin
enzimlerin boyar madde, polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH), atik su ve buna
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benzer doga kirleticilerin yikiminda/iyilestirmesinde kullanilmasi gibi ¢aligmalar ¢ok
yaygindir. Ayrica, enzimlerin daha kararli ve 6mriin daha uzun olmasi igin ¢esitli

immobilize metodlar1 ve modifikasyonlar uygulanmaktadir.

4. NANOTEKNOLOJI
Bugiine kadar dilinyada, nanoteknolojilerin ve naniirlimlerin ne oldugunu

aciklayan tek bir standart olmamastir.
"Nanoteknoloji" tanimina yaklagimlar arasinda sunlar yer almaktadir:

ISO / TC 229 Teknik Komitesinde “nanoteknoloji” tanimini asagidakiler gibi
ifade edilmistir:

e Bir boyut etkisinin (fenomen) devreye alinmasi yeni uygulamalarin

ortaya ¢ikmasina yol agtig, bir kural olarak, 1 nm'lik bir 6lgekte, fakat

bir ya da daha fazla boyutta 100 nm'den daha kiiciik bir 6lgegi hari¢

tutmayan bilgi ve islem kontrolii;

e nesnelerin ve malzemelerin Ozelliklerini, serbest atomlarin veya
molekiillerin 6zelliklerinden ve ayrica bu atomlar veya molekiillerden
olusan bir maddenin kiitle 6zelliklerinden farkli olan, bu 6zellikleri
uygulayan daha gelismis materyaller, cihazlar, sistemler olusturmak
i¢cin nanometre 6lgeginde kullanmak;

Nanoteknolojinin pratik yonii, atomlarin, molekiillerin ve nanopargaciklarin
islenmesi ve manipiilasyonu i¢in gerekli cihazlarin ve bilesenlerinin imalatinin
olusturulmasini igerir. Bir nesnenin mutlaka en az bir 100 nm'den daha kiiclik bir
dogrusal boyuta sahip olmasi gerekmedigi anlasilmaktadir - bunlar, atom yapis1 tek
tek atom seviyesinde ¢oziiniirliikle kontrollii bir sekilde kontrol edilebilen veya nano
nesneler iceren makro nesneler olabilir. Daha genis bir anlamda, bu terim ayni
zamanda bu yontemlerin teshisi, karakterizasyon ve arastirma yontemlerini de

kapsar.

Daha sonra “nanoteknoloji” olarak adlandirilacak yontemleri Ingiliz
kaynaklar, ilk olarak Richard Feynman'in 1959 yilinda Kaliforniya Teknoloji
Enstitilisti'nde yillik Amerikan Fizik Toplumu toplantisinda yaptigi, " Dipte Daha Bol

Oda Var" ( «There’s Plenty of Room at the Bottom ») konusmastyla bagliyorlar. Richard

Feynman, tekli atomlar1 mekanik olarak uygun boyutta bir manipiilatdrle hareket
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ettirmenin miimkiin oldugunu belirtmistir. Bu manipiilatoriin yapilmasin1 agagidaki
sekilde onermistir. Kendi kopyasini yaratacak bir mekanizma insa etmek gerekiyor,
sadece daha kiiciik bir boyutta. Olusturulan daha kii¢ilk mekanizma, yine kendi
kopyasimi yaratmali ki bir atomun biiylikliigl ile orantili olana kadar kii¢lik boyuta
ulagmasin gerektigini soylemistir. Ayrica, bu durumda mekanizmanin yapisinda
degisiklik yapmak gerekecegin belirtmistir. Bunun nedeni ise makrodalada etki eden
yercekimi kuvvetleri daha az ve daha az etkiye sahip olacagi ve molekiiller arasi
etkilesimlerin kuvvetleri ve Van der Waals kuvvetleri mekanizmanin g¢aligmasini
giderek daha fazla etkileyecegin soylemisitr. Bu giine kadar, hi¢ kimse bu olasilig

reddedemedi, ancak heniiz kimse bu mekanizmalar1 yaratmay1 basaramamastir.

“Nanoteknoloji” terimi ilk kez 1974'te Norio Taniguchi tarafindan

kullanilmustir.

4.1  Nanopartikiiller
1 ve 200 nanometre arasinda degisen parcaciklar genellikle "nanopartikiiller"

olarak adlandirilir. Minyatiirlesmeye yonelik mevcut egilim, maddenin ¢ok kiiciik bir
parcasin1 alirsak bu maddenin tamamen yeni oOzelliklere sahip olabilecegini
gostermistir. Boylece, bazi malzemelerin nanoparcaciklar: ¢ok iyi bir katalitik ve
adsorpsiyon 0zelliklere sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Diger malzemeler ise sasirtic
optik ozellikleri gostermektedir, drnegin, giines pillerinin liretiminde kullanilan ultra

ince organik malzeme filmler.
Nano nesneler 3 ana sinifa ayrilir:

Uc boyutlu nesneler: Pargaciklarin iletkenlerin patlamasi, plazma sentezi, ince

filmlerin geri kazanilmasi gibi yontemler ile liretilmektedir.

Iki boyutlu nesneler: CVD, ALD gibi filmlerin molekiiler ve iyon kaplama gibi

metodlari ile elde edilmektedir.

Tek boyutlu nesneler: Bu nesneler molekiiler kaplama yontemi, maddelerin silindirik

mikro gézeneklere sokulmasi gibi metodlarla yapilmaktadir.

Ayrica, nanokompozitler, karbon ve metal bazli nanomateryaller de vardir.
Nanokompozitler ise nanopartikiillerin herhangi bir matrise girmesiyle
(sokulmasiyla) elde edilmektedir. Ornegin, silica jel, killer, akriv alumna. Karbon
bazli nanomateryallere fulleren, karbon nanotiipler 6rnek verilerbilir. Demir bazlilar
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ise metal oksitler (MgO, Fe304, Al,03, ZnO vs), nano-altin/glimiis gibi nano-
partikiilleri igerir. Yiiksek adsorpsiyon kapasitesine, elektriksel iletkenlige ve
fotokatalik yetenege sahip olan bu metal oksit nanopartikiiller toksik ozellikleri
tizerinde incelemeler de yapilmistir. Sonug olarak, Fe,Os; ve FesO4 hari¢ diger
nanopartikiillerin tiimii DNA hasarina yol agan toksik etkileri vardir. Ayrica, CuO ise
en toksik 6zelliklere sahip oldugu aciga ¢ikmustir. Demir oksit en ¢ok kullanilan

manyetik 6zellikte bir nanopartikiildiir.

4.2  Manyetik nanopartikiiller (MNP)
Manyetik nanopartikiiller demir, nikel, kobalt, krom, manganez, gadolinyum

ve bunlarin  kimyasal bilesikleri gibi manyetik elementlerden olusan
nanomalzemelerdir. Manyetik nanopartikiiller, nano 6l¢ekli boyutlarindan Otiirii
stiper paramanyetiktir ve sade formlarinda ¢esitli uygulamalarda biiylik potansiyeller
sunar veya 0zel kullanimlar i¢in secilen bir yiizey kaplamas1 ve fonksiyonel gruplari
ile kaplanir. Ferrit nanopartikiilleri veya demir oksit nanopartikiilleri (maghemit veya
manyetitin kristal yapisindaki demir oksitler), bugiine kadar en ¢ok kesfedilen

manyetik nanopartikiillerdir.

4.2.1 Demir Oksit Nanopartikiiller
Demir oksitler; FexO (vustit), FesO4 (manyetit), y -Fe,0O3 (maghemit),

aFe,O3 (hematit) olmak iizere farkli manyetik oOzellikte ve degisik kimyasal
bilesenlerden olugmaktadir. Manyetik nanopartikiillerin 6zellikleri sentez yontemine
ve kimyasal yapisina baghdir. Ayrica, oksidasyona az duyarli olmalar1 nedeniyle
kararli manyetik Ozelliklerini  korumaktadirlar. Cogu durumda, manyetik
nanopartikiiller 1-100 nm arasinda degisir ve siliper paramanyetizma gosterebilir.
Sliper paramanyetizma, termal dalgalanmalarin daha 6nce doymus bir diizenegin
kendiliginden manyetik olarak bozulmasini saglayacak kadar gii¢lii oldugu termal
etkilerden kaynaklanir; bu nedenle, bu parcaciklar sifir zorlayiciliga sahiptir ve

histerezisi yoktur.

Genel olarak en ¢ok arastirilan ve ¢aligilan demir oksitler, manyetit (FesO,)
ve maghemit (y-Fe;03)’dir (Tablo 3).
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Tablo 3.1: Manyetit ve Maghemit’in farklilik ve benzerlikleri

Manyetit (FesO,) Maghemit (y-Fe,05)
e Manyetit (FeO.Fe;O3 | o Manyetit ve | Maghemitin
yada FesO0, ), 2:1 maghemit ayni miknatishik  6zelligi
molar oraninda Fe** fiziksel  Ozelliklere manyetite gore daha
ve Fe®* iyonlarindan sahiptir diisiiktiir
olusmaktadir. o Her ikisi de |e Sadece Fe*
o Fe* iyonlarinin yarist ferrimanyetik 6zellik iyonlarindan
tetrahedral diger gosterir. olugsmaktadir
yarisi oktahedral ve e Kristal yapisinda Fe®*
Fe*" iyonlarinin hepsi iyonlarmin yarisi
oktahedral tetrahedral diger
diizenlenmistir. yarisi da
oktahedraldir.

Manyetik nanopartikiiller (MNP'ler) olan FesO4, giicli manyetik 6zellik,
diisiik toksisite ve biyolojik malzemelerle biyolojik uyumluluk saglamasiyla son
zamanlarda c¢ok dikkat ¢ekmektedirler (Liu 2006). Nanopartikiiller yiiksek
spesifiklikte yiizey alanlar1 nedeniyle enzimler ve bir¢cok biyoaktif molekkiiller i¢in
1yl bir destek materyal 6zelligindedirler. Bunlarin pargacik boyutlari nano boyutlarda
Ol¢iim yapilarak kontrol edilebilir ve nanomateryal yiizeye biyolojik uyumluluk
saglayabilen spesifik fonksiyonel gruplart baglayarak biyolojik molekiiller ile
etkilesimlerini arttirilabilir. Manyetit (Fe3O4) nanopartikiillerin  kullanimi  ve
Ozellikleri dikkate alindiginda bu partikiillerin yiizey 6zellikleri ve kimyasi biiyiik
onem tasimaktadir. Manyetitin sudaki dispersiyonu ne pozitif ne de negatiftir,
cozeltinin pH’ma baghdir. Manyetitin izoelektrik noktast 6.8’dir. Manyetit
nanopartikiillerin elektrostatik ¢ift tabaka olusturulmasi, sterik stabilizasyonu veya
izoelektrik noktasimin sitrat yada silika kaplanarak modifiye edilmesiyle
stabilizasyonu saglanmaktadir. Demir oksit nanopartikiillerin kararli hale getirilmesi,
kararli bir manyetik kolloidal sivi olusturulmasi i¢in ¢ok 6nemlidir (Sun ve Zeng
2002).
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4.3  Manyetik nanopartikiillerin sentezi
Gilinimiizde manyetit ve maghemit nanopartikiillerin sentezi hakkinda pek

¢ok literatiirde bircok yontem bulunmaktadir ve genel olarak, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik olmak iizere ii¢ farkli metota gore sentezlenir. Bu yontemler ozellikle
partikiil yapisinin kontrolii, kararliligi, biyolojik olarak uyumlu olmasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

Yaygin olarak kullanilan ve yiiksek verimle demir oksit nanopartikiillerin elde
edildigi yontemler, mikroemiilsyon, termal par¢alanma, hidrotermal sentez ve ortak

¢oktlirmedir.

4.3.1 Mikroemiilsiyon
Mikroemiilsiyon, nanoparcaciklarin formasyonunda nano-reaktdr olarak

kullanilir. Yiizey aktiv madde ortaminda iki karigmayan sivinin (yag/su) isotropik
olarak dagilmasi bu metodun temilidir. Yag ve su ara yiizeyinin siirfaktan vasitasiyla
kararlig1 saglanir ve olusan su kiireleri (nano-boyutta) sivi i¢ine dispers olurlar. Bu
kiirelerin/misellerin boyutlar yiizey aktif madde ve su molar oranina gore degisir.
Parcaciklar miseller iginde biiyiitiiliir ve c¢oziicii ekleyerek (aseton, etil alkol)

¢Oktiriiliir.

Sekil 4.1: Mikroemulsiyon ile sentezin sematik gosterimi
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4.3.2 Hidrotermal sentez
Bu metod ile, yiiksek sicaklik ve basing altinda buhara maruz birakilarak,

otoklav gibi kapali sistemlerde sentezlenir. Ayrica, bu yontemde serbest tek kristal
parcaciklarin biiyiimesi ve diger yontemlere gore daha iyi bir kristal form kazanmasi
amaciyla yapiyr kristallendiren yas kimyasal yontemleri kullanilmaktadir. Bu
yontem, yiiksek kristal yapida olan manyetik nanopartikiillerin sentezinde énemli bir

metoddur.

FeCls, yiiksek kaynama noktali ¢oziicti olan etilen glikol, elektrostatik itme
saglayip, pargaciklarin birlesmelerini engelleyen sodyum asetat ve yiizey aktiv
madde rdliinde olan polietilen glikol basinghi kaplara iyice karistirilarak konur ve

reaksiyon 130-250°C de 6-72 saat arasinda gerceklestirilir.

4.3.3 Termal parcalanma
Organik bazli bir yontemdir. Demir komplekslerin yiiksek sicaklikta oleik asit

varliginda yiiksek kaynama noktali organik ¢oziiciilerde karistirmasina dayanan bir
yontemdir. Yiiksek sicaklikta kompleks parcalanirken elde edilen demir ortamdaki
oksijen varliginda manyetite doniiglir. Olusmakta olan manyetit parcaciklar
ortamdaki ylizey aktiv madde sayesinde fazla biiyiimeden kalir. Bu yontemle elde

edilen nanokristaller ¢ok iyi monodisperstir ve kloroform hekzan gibi organik
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¢Ozgenlerde cok iyi dispers olurlar. Partikiil boyutu sicakliga ve kaynama siiresine

bagli olarak 5-22 nm arasinda degisir.

4.3.4 Ortak ¢oktiirme
Bu metodda Fe** ve Fe®* iyonlari uygun oranlarda bazik ortamda

karigtirillarak ¢oktiiriilir. Sentez yiiksek sicaklikta ya da oda sicakliginda da
yapilabilir. Bu yontemle elde edilen parcacik boyutlari Fe?*/ Fe** oram, kullanilan
tuzun tiirtine (kloriirler, siilfatlar, nitratlar, perkloratlar), pH, sicaklik, baz tipi,
karistirma ve baz ¢ozeltisinin damlatma hizi, iyonik siddet gibi faktorlere baglidir.
Ayrica, Fe3O4’lin FeyOz’e ylikselmesini engellemek icin reaksiyon ortami inert

olmalidir.

Ortak ¢oktiirme reaksiyonu asagidaki gibidir:

Fe** + 2Fe® + 80H «» Fe(OH), + 2Fe(OH);—Fe30,4|+4H,0

Py Argazi

l

70°C
Derigik NH;

e 2 S o
Fe ve Fe Fl’_\(),'

Sekil 4.2: Ortak ¢oktiirme sentezi

4.4  Manyetik Nanopartikiiliin Yiizey Modifikasyonu
Manyetik nanopartikiil yiizeyine modifikasyonu ile ti¢ farkli 6zellikte yapi

olusur, bunlar suda dagilabilen, yagda dagilabilen ve amfifilik yapilardir. Kararl bir
¢Ozelti hazirlanmasi, etkilesimin basarili bir sekilde gerceklesmesi, ¢oziiciiniin
secimi, kiimelenmenin 6nlenmesi gibi faktorler yiizey modifikasyonu agisindan ¢ok

Onemlidir.

Yagda dagilabilen yapilar, ¢6ziicii ortaminda zayif etkilesimde olan alkil

fenol, yag asidi gibi hidrofobik gruplardan olusur. Bu modifikasyon tipinin tercih
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edilmesinin nedeni ise nanoparcaciklarin kararliliginin artmasi, partikiillerin
esboyutlu olusmasi ve kiimelenmenin 6nlenebilir olmasidir ve uzun karbon zincirli

hekzadekan i¢inde dagilabilmesidir.

Suda dagilabilen yapilar, ¢oziicli ortaminda kuvvetli etkilesimler yapabilen

polyol, amonyum tuzu, lisin gibi hidrofilik 6zellikteki kimyasal gruplardan olusur.

Amfifilik yapilar ise hem hidrofobik hem de hidrofilik kimyasal gruplardan
olusup, hem suda hem de yagda dagilabilir olmasi ¢ok dnemlidir.

Manyetik nanopartikiillerin yiizey modifikasyonunda olduk¢a sik ve yaygin
kullanilan reaktiflerin biri silikadir. Bu reaktif toksik olmayan, biyo-uyumlu, optik
olarak seffaf, kimyasal olarak inert, termal olarak kararli ve iyi bilinen bir ylizey
kimyasina sahip olmasi sebebiyle tercih edilir (Wong ve dig. 2011). Ayrica,
dielektrik 6zelligi nedeniyle, silika dipol-dipol etkilesimlerini tarayabilir ve manyetik
nanopartikiiliin topaklanmasini 6nleyebilir. Silika, sulu ¢dzeltide MNP’in stabilitesini
artirabilen hidrofilik bir maddedir. Ek olarak, kompozit nanopartikiillerin su veya
polar ¢oziiciiler iginde dagilmasini saglayan silanol (Si-OH) fonksiyonel grubuna
sahiptir. Dahasi, Si-OH diger fonksiyonel gruplarla modifiye edilebilir veya biyo-
konjugasyon i¢in baglanma bolgesi saglayabilir (Lu ve dig. 2007;, Laurent ve dig.
2008;Teja ve Koh 2009; Elingarami ve Zeng 2011). Silika ile kaplama
metodlarindan yaygin olarak Stéber yontemleri, sol-jel teknigidir. Stober metodu ile
MNP {izerine silika kaplama mekanizmalar1 veya biiylimesi, alkollii ortamda
dagilmig MNP varliginda, TEOS gibi silika prekiirsoriiniin hidrolizi ve silisin MNP
yiizeylerine yogunlastirilmasini icermektedir. Amonyak genellikle katalizor olarak
kullanilir. Bu prosediir normalde mekanik karigtirma altinda gergeklestirilir. Bununla
birlikte, karigtirma igin ultrasonik 1sinlamanin kullanildigi da bildirilmistir (Morel ve
dig. 2008).

4.5  Manyetik Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari
MNP’nin yilizey karakteristik ozellikleri, sekil, boyut ve izellikle manyetik

ozelliklerinden dolayi; katalizor, c¢evresel iyilestirme, veri depolama, ferrosivilar,
manyetik kaydedici araglar, manyetik rezonans goriintiillemede kullanilan kontrast
maddeler, ila¢ tasiyici, biyomedikal arastirma ve gelistirme gibi ¢ok genis uygulama

alanina sahiptir (Nasir Baig ve Varma 2013).
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Modifiye edilmis manyetik nanopartikiiller biyo-ayirmalar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunun nedeni ise manyetik 6zelliklerin biyomolekiilleri karmasik
karisimlardan kolaylikla secerek aywrmasidir. Ornegin, silika kapli manyetik
nanopartikiiller, genomik DNA'y1 ¢ikarmak ve saflastirmak i¢in kullanilmistir
(Taylor ve dig. 2000); immiinomagnetik nanopartikiiller ise hedef hiicreleri ayirmak
icin kullanilmistir (Chen ve dig. 2014); amino-modifiye silika kapli manyetik
nanopargaciklar bakteriyel patojenleri ayirmak i¢in kullanilmistir (Huang ve dig.
2010); organik kiiciik molekiiller veya biyo-makromolekiiller mannoz (El-Boubbou
ve dig. 2007), kitosan (Liu ve dig. 2000), vankomisin (Kell ve dig. 2008) ve
aptamerler (Ozalp ve dig. 2014) gibi) ile konjuge edilmis manyetik nanopargaciklar,
bakteri ve viriisleri ayirmak i¢in kullanilmistir; ve oligoniikleotit etiketli manyetik
nanoparcaciklar, hedef nikleik asit sekanslarin1 yakalamak i¢in kullanilmistir

(Ashtari ve dig. 2005).
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Sekil 4.3: Demir oksit nano materyallerin uygulamalari, sinirlamalar1 ve ¢aligmalari

4.6  Karakterizasyon Yontemleri

4.6.1 Infrared spektroskopisi (IR)

Infrared spektroskopisi, madde molekiillerindeki cesitli baglarin infrared 1511
ile etkilesimini inceleyen spektroskopinin bir bolimiidiir. Kiziltesi 111, molekiilleri
uyarir. Bununla birlikte, infrared 1smin absorpsiyonu, tiim spektrumunda degil,
yalnizca, incelenen molekiillerdeki salinimlarin uyarilma enerjilerine karsilik gelen
dalga boylarinda meydana gelir. Sonu¢ olarak, IR radyasyonunun maksimum
absorpsiyonunun gozlendigi dalga boylar1 (veya frekanslar1), numune molekiillerinde
bazi1 fonksiyonel gruplarin ve diger fragmanlarin varligin1 gosterebilir ve bdylece
bilesiklerin yapisim1 aydinlatmakta yardimci olur. Elektromanyetik spektrumun IR
bolgesi, dalga sayis1 12800-10 cm™ veya dalga boyu 0.77-1000 mm araligindaki 151
kapsar.

4.6.2 Taramal elektron mikroskopisi (SEM)
Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), bir goriintii olusturmak icin bir yiizey

tizerinde ¢ok kiiciik alana odaklanmis olan yiiksek enerjili elektron 1sin1 tarar.
Isindaki elektronlar Ornekle etkilesime girerek yiizey topografyasi ve bilesimi
hakkinda bilgi edinmek igin kullanilabilecek ¢esitli sinyaller iiretir. Elektron ve

numune atomlar1 arasinda olusan gesitli girisimler sonucunda meydana gelen etkiler,
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uygun algilayicilarda toplanip sinyal gliclendiricilerinden geg¢irildikten sonra bir
katot 1sinlart tiipiiniin ekranina aktarilir. Taramali electron mikroskobu electron
kaynagi, optic kolon, electron dedektorii, numune hiicresi ve goriintilleme sistemi
gibi ana parcalardan olugmaktadir. Ayrica, numuneler iletkenligi arttirmak i¢in altin

veya paladyum gibi agir bir metaller ile kaplama yapilir.

Elektron
Ié".l::(:n:n ‘ Tabancas: (K aynak)
A\
7/ \
] 1\ Anot
Objektf
il -
Mercek
Monitér
Tarama
Sarglan

Gen sagthm - | 48
elektron —uw T S
dedektorn \\\ = \Ikincil elektron
dedektéri
Numun

Sekil 4.4: SEM’ in sematik yapis1 (Valderama 2011)
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5. MATERYAL VE METOT

5.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Stok Cozeltiler

Calisma boyunca, c¢ozeltilerin hazirlanmasi ve seyreltilmesinde ters faz osmoz
sistemiyle iiretilen, direnci 18.2 mQ olan deiyonize-saf su kullanilmistir. Yiiksek
safliktaki su, Human Power I plus marka saf su cihazindan alinmistir.

Hiicre ortamin hazirlanmasinda kullanilan maddeler; NH4H,PO,4, MgSQO4.7H,0,
CaCl,, Glikoz, Yeast Extract.

Manyetik nanopartikiil sentezinde ve modifikasyonunda FeCl; 6H0,
FeCl,4H,0, NH4OH, Tri-metoksi metil silikat, tetra etil orto-silikat (TEOS), -
siklodekstrin (BCD), 3-aminopropil-trietoksisilan (APTES), toluen, etanol, fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.0), glutaraldehit kimyasallar1 kullanilmistir.
HPLC-FLD analizleri i¢in, kromatografik saflikta metanol (MeOH) (Merck,
Darmstadt-Germany), potasyum bromiir (KBr) (Riedel, Germany), sodyum
hidroksit (NaOH), aseton, Nitrik asit (HNO3) ve sodyum kloriir (NaCl)
kullanilmastir.

Kullanilan stok 25000 ng mI™ Aflatoksin By (AFB;) standard: acetonitril igindeki
standard ¢6zeltisi r-biopharm'dan (Darmstadt-Germany) saglanmustir.

Calismada kullanilan kartus immuno afinite sorbent ozellikli ~Alfaprep
imonuafinity column SPE kartus R-Biopharm (Glasgow) firmasindan

saglanmistir.

5.2 Hiicre Ortaminin Hazilanmasi

Tablo 5.1: Hiicre ortami

Madde Miktar (g/L)
NH;H,PO, 1,00
MgSO..7H,0 0,05

CaCl, 0,01

Glikoz 10,00

Yeast Extract 0,025
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Hiicre ortam1 beher i¢ine yukaridaki maddelerden konulup 1000 mL su i¢inde
¢oziilirek hazirlanmigtir. Hiicre ortammin pH’1 5-5.5 degerleri arasinda olacak
sekilde ayarlanmistir. Calisilacak konsatrasyona gore erlen sayist hazirlanir ve her

erlene 100 mL hiicre ortam1 konulup, otkoklavlanir.

5.3  Hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi
M. esculenta (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt igeren ortamlarda 4 °C’de

buzdolabinda saklanip 26°C’de 3 giin aktive edilmistir. Miseller steril % 0,9 NaCl ile
100 mL % 2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) iceren 250 mL’lik erlenlere aktarilip ve 4
giin 26°C ve 175 rpm’de orbital calkalayicida gelismesi saglanmustir.

54  Hiicre immobilizasyonu
AFB; giderimi serbest formdaki ve immobilize formdaki hiicreler ile

gerceklestirilmistir. Hiicrelerin immobilizasyonunun en biiyiik avantaji; immobilize
hiicrelerin kullanimda tekrarlana bilirligi ve ortamdan kolay uzaklastirila bilmesidir.

Bu da serbest hiicrelere gore daha ekonomik materyal gelistirilmis olur.

Bu kapsamda beyaz ¢iiriik¢iil mantar1 olan M. esculenta farkli fonksiyonel gruplarla

modife edilmis manyetik nanopartikiillerine immobilize edilmistir.

5.4.1 Fe304/SiO; nanopartikiillerin sentezi ve hiicrelerin
immobilizasyonu

5.4.1.1 Fe3sO4 nanopartikiiliin (MNPs) sentezi

14,5 g FeCl; 6H,0 ve 10 g FeCl,4H,0 alkali ortaminda 200 mL deionize
suda ¢oziliip, 90°C’ye kadar 1sitilmistir. Bu karisima 40 mL NH4OH (25%) yavasca
damlatilarak ilave edildi ve 50 dakika 90°C’de karistirilip, oda sicakligina kadar
sogumasi beklendi ve ¢okelti miknatisla toplanmistir. Toplanan ¢okelti birka¢ kez
deionize su ve etanol ile yikandi, 60°C’de kurutuldu ve toz haline getirilmistir
(Fenoll ve dig. 2017).

5.4.1.2 MNP’i SiO; ile kaplanmasi
Sol-gel metodu drnege alinarak kaplama islemi yapilmustir. Oncellikle, 1 ¢

MNP 400 mL etanol, 100 mL deionize su ve 12 mL NH4OH ile karistirilip, sonra
tiniform siispansiyon hale getirilmistir. Bu siispansyon iizerine 3.5 mL Tri-metoksi
metil silikat 15 dakika boyunca damlatilarak ilave edildi ve 5 saat karistirilmustir.

Olusan partikiiller miknatis ile toplanip, deionize su ile bir ka¢ kez yikandi ve
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50°C’de kurutulmustur. Elde edilen manyetik partikil MNP@SiO,(M) olarak

belirlendi.

Aym islem MNP’in tetra etil orto-silikat (TEOS) ile kaplanmasinda
yapilmistir. Elde edilen manyetik partikiill MNP@SiO,(T) olarak belirlendi.

SiO, ile kaplama Tri-metoksi metil silikat/TEOS un hidrolizi alkali ortamda

sentezleri gergeklestirilir (Fortes ve dig. 2017).

54.1.21 MNP@SiO,’nin fonksiyonelendirilmesi
BCD(p-cyclodextrin) ile - Once 10 g FeCl,4H,0 ve 14.5 g FeCl36H,0, 200

mL ultra saf suda ¢ozildi ve 90 °C'ye sitildi. Daha sonra, 40 mL amonyum
hidroksit (%25) ve 1.2 mL BCD igeren 100 mL NaCl soliisyonu sirayla ¢abucak
ilave edildi. Inert ortamda (N, atmosphere) 50 dakika siirekli karistirildi ve oda
sicakligina kadar sogutuldu. Sogutulduktan sonra etanol ve ultra saf su ile birkag kez

yikandi ve etiiviinde kurutuldu (Tavares ve dig. 2013).

APTES (3-aminopropyl-triethoxysilane) ile- Daha o6nce hazirlanmis ve
kurutulmus Fe3O4@SiO,(T)’den 0,8 g tartildi ve 80 mL kuru toluende homojen
suspanyon elde edilene kadar karistirildi. Olusan karisima APTES (3,46 mL, 15
mmol) ilave edildi ve 90°C'de 24 saat inert ortamda reflaks edildi. Reflaks edildikten
sonra siiziillip, birka¢ defa iyice toluenle yikandi ve 110°C'de kurutulmustur (Zhang
ve dig. 2014). Sentezlenen manyetik nanopartikiil Fe3;O,@SiO,—NH; olarak

belirlendi.

5.4.2 Hiicre tutuklama islemi
% 2.5 glutaraldehit ¢ozeltisi (1.0 mL), amino/BCD ile modifiye edilmis

Fe304/Si0; nanopartikiilleri igeren 10 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.0) ile
karistirildi ve oda sicakliginda 3 saat siirekli karigtirilarak bekletildi. Tekrarlanan
yikama ve manyetik ayirma ile elde edilen 50 mL enzim iiretim ortamindaki destek
materyaline, M. esculenta siispansyonundan 20 mL ileve edildi. Periyodik olarak
alinan orneklerin OD 560 nm’deki hiicre yogunluklar1 dlgiilerek, adsorblanan hiicre

ve optimum immobilizasiyon siiresi belirlenmistir (Fortes ve dig. 2017).

5.5  Aflatoksin Standardinin Numunelere Asilanmasi ve degradasyonu
Hiicre tutuklama isleminen sonra elde ettigimiz enzim tiiretim ortamindaki

destek materyaline tutuklanmig hiicre ortamma 25 pg/L Aflatoksin Bl stok
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¢oOzeltisinen 3, 4 ve 5 ppb derisiminde olacak kadar ilave edilmistir ve degradasyon
calismasi baslatilmistir. Tiim numuneler oda sicakliginda, 26°C’de 175 rpm’de
orbital ¢alkalayicida inkiibe edildi ve giinii birlik 6rnek alinarak 6l¢timler yapilmistir.
Deneyde kullanilan biitiin cam malzemeler, destek materyalleri ve kiiltiir ortami

kullanilmadan Once sterillenmistir.

5.6 Sentezlenen Partikiillerin Karakterizasyon Calismalar:

5.6.1 FT-IR Analizleri ve Spektrum Taramasi

Bu yonteminde infrared 1sinlar1 molekiillerin titresim hareketleri tarafindan
absorplanir. Her maddenin kendine has bir spektrumu vardir. Deneysel ¢alismalarda
sentezlenen ve ardindan toz haline getirilen numunelerin analizinde Perkin Elmer
FT-IR kullanilmistir. Numunelerin 4000-400 cm™ dalga boyu araliginda yapisindaki
fonksiyonel gruplarin absorbans degerleri belirlenerek maddenin  yapisi

aydinlatilmaya caligilmistir.

5.6.2 SEM Analizleri
Taramali Elektron Mikroskobu veya SEM (Scanning Electron Microscope),

cok kiiclik bir alana odaklanan yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi
prensibine dayanan bu yoOntemle sentezlenen MNP taneciklerin seklin, yiizey
morfolojisi, tanecik boyutu ve immobilizasyonun, yani M. escullente hiicrelerin MPs
tizerlerine tutunup tutunmadigi aydmlatilmistir. Biitiin numunelerin FESEM SUPRA

40VP marka Elektron Mikroskobu cihazinda FESEM goriintii analizi yapilmustir.

5.7  Enzim Aktivite Tayinleri
Lakkaz aktivitesi 2,2’-azinobis-(3 etilbenzotiyazolin- 6-siilfonik asit)

(ABTS)’in 420 nm’deki enzimatik oksidasyonunun olglilmesi ile belirlenmistir (¢ =

3,6 x 104 cm™ M™) (Eggert ve dig. 1996).

Mangan peroksidaz (MnP) (EC 1.11.1.13) aktivitesi pH 4,5’de H,0;’in
malonik asiti oksidasyonundaki artisin 270 nm’deki dlgiilmesi ile belirlenmistir (¢ =

11590 Mt cm™ ) (Wariishi ve dig. 1992).

5.8  Degradasyon Calismalarmmdan Sonra AFB;’in analizi
AFB1’in  degradasyon sonrasi nicel analizi Yiksek Performanshi Sivi

Kromatografi-Floresans Dedektor (HPLC-FL) ile yapilmistir. HPLC analizleri igin
Shimadzu LC-20AD pompa, RF-20A model floresans dedektoér (FLD) ve SIL-20A
model otomatik Ornekleyici (HPLC-FLD) ile tayinler gerceklestirilmistir. RP-18
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(LiChroCART) 125 mm x 3 mm ID ve 5 um partikiil boyutuna sahip paslanmaz
celik kolon kullanilmistir. Numuneleri okutmadan o6nce tek kullanimlik

Immunosorbent 6zellikli SPE den 2 mL/dk akis hizinda gegirildi.

6. SONUC VE TARTISMA

6.1 Sentezlenen Manyetik Partikiillerin Karakterizasyonu

Farkli fonksiyonel gruplari ile modifikasyonu tanimlamak igin Fe3Os,
Fe30.@Si02(M), Fes0,@Si0,(T), Fe304@SiO,-APTES ve Fes0,@BCD’nin FT-IR
spektrumlar: tarand: ve Sekil 6a-6f'de gosterilmistir. 544 cm™deki pik, Fe-O baginin
germe titresimine ve 3028 ve 1390 cm™deki bant, kafes matrislerinde adsorbe
edilmis suyun O-H gerilme titresimine aittir (Sekil A.1). 1108, 1074, 1066 cm™ ve -,
952, 952 cm™ etrafindaki genis bantlar sirasiyla Si-O-Si ve Si-OH gerilme
titresimleriyle ilgilidir ve 771, 800, 794 cm™ etrafindaki bantlar ise, manyetit
yiizeyindeki silika kaplamasini yansitan O-Si-O 'min egilme titresimine karsilik
gelmektedir (Sekil A.2, A.3 ve A4 ) (Chen ve dig. 2010). Fes0,@SiO,-APTES
numunesinin propil karbon zincirlerinin  sirasiyla simetrik ve asimetrik C-H
gruplarinin titresimlerine ait 2901 cm™ ve 2988cm™ 'de karakteristik pikler
gdstermistir. Ek olarak, 1393 cm™deki titresim primer amin gruplarnmn varligini
gostermektedir. Sekil A.5’de gozlenen 2988 cm™deki pik siklodekstrine ait CH
gerilimidir. Ayrica, 1052 cm™ 'de C-O’e ve simetrik ve asimetrik karboksilik gruba
ait gerilim 1396 cm™ ve 1628 cm™ 'de gdzlenmistir (Chalasani ve Vasudevan 2012).
Ek olarak, Sekil A.5 ve A.6’1 karsilastirildiginda saf BCD’e karakteristik biitiin
pikler bulunmaktadir.

6.2 SEM analizi
Sentezlenen numuneler 90°C’de olabilecek nemden kurutuldu ve iletkenligi

saglamak icin Au/Pd kaplama cihazinda 120 saniye kaplanmistir. Farkli biiylitme
oranlart ve 200-1 um aras1 SEM goriintiileri denenmistir ve en net goriintii 100.00
kat biiylitme ve 200 nm ¢oziiniirliikte olan goriintiiler sesilmistir. SEM goriintiilerine
gore sentezlenen partikiillerin ylizey morfolojisi ve tanecik sekli, boyutu hakkinda
bilgi edinmistir. Sentezlenen saf Fe3O, partikiilin SEM goriintiisiic Sekil 6.1°de
verilmistir. Goriildiigi gibi Sekil 6.1’de saf, kaplanmamis demir oksit partikiiliin

SEM goriintiisii 3 kat biiylitme ve 7.9 mm ¢dziiniirliikkte, 352 nm boyutlarinda olan
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partikiiller Oriintlisti verilmistir.

Sekil 6.1: Sentezlenen MNP partikiiliin SEM goriintiisii

Sekil 6.2’de Fe30,@SiOx(M) bilesigin  SEM  goriintiisii  verilmistir ve
goriildiigli gibi sentezlenen partikiil homojen bir sekilde dagilmais, partikiil boyutlar
50.15-87.94 nm aras1 degisen tek tip ve kiiresel sekildedir.
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200 nm WD = 10.4 mm EHT = 20.00 kv Signal A= SE2 Date :29 May 2018
A Noise Reduction = Line Int. Don€Ehamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 2.

Sekil 6.2: Fes0,@SiO,(M) bilesigin SEM goriintiisii
Fe304@Si0,(T) partikiilii kiiresel, boyutlar1 ise nm arasi degismektedir ve SEM

goriintlisti Sekil 6.3’de verilmistir.
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EHT = 5.00 kV Signal A= SE2 Date :26 Feb 2018  Time :14:32:30
Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum - 4.000 907 mbar
Sekil 6.3: Fes0,@SiO,(T) bilesigin SEM goriintiisii
Silika ile kapli Fe304@SiOx(T) partikiilinin  amino grubu ile
fonksiyonellendirilmis yeni bilesigin (Fe30,@SiO,-NH;) SEM goriintiisii Sekil
6.4’de verilmistir. Goriildiigii gibi tek tipteki homojen dagilmis ve kiiresel sekilde
olan, partikiil boyutu 38.53-75.05 nm aras1 degisen bilesik elde edilmistir.
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EHT = 20.00 kv Signal A= SE2 Date :29 May 2018 Time :15:06:15
Noise Reduction = Line Int. Don€Ehamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 9.82e-007 mbar

Sekil 6.4: Fes0,@Si02-NHj bilesigin SEM goriintiisii

BCD ile modife edilmis MNP’in SEM goériintiisti Sekil 6.5°de verilmektedir.
Ayni sekilde homojen dagilmis, partikiil boyutlar1 32.23-82.08 nm arasi degisen tek
tip ve kiiresel sekilde olan partikiil elde edlmistir.
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*
5 b . “ N
ag = 100.00 K X 200 nm WD = 7.0 mm EHT = 20.00 kv Signal A= SE2 Date :29 May 2018 Time :14:04:53
PAUILTAM A Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

System Yacuum = 1.18e006 mbhar

Sekil 6.5: Fe;0,4@BCD bilesigin SEM goriintiisii

Sonug olarak, tiim sentezlenen partikiiller nano boyutta ve kiiresel sekilde oldugu

tespit edilmistir.

6.3 HPLC-FLD Cahsma Sartlarinin Optimizasyonu

Standart stok ¢ozeltiden hazirlanan 5 ppb derisimde model ¢6zeltinin analiz
sartlar1 icin HPLC’de izokrotik eliisyon sartlarinda hareketli faz ve akis hizi
denemeleri yapilmistir. Mobil faz, R-Biopharm ALFAPREP P07 ydntemi olarak
revize edildi. Caligilan eliisyon sartlarinin optimizasyonu sonucunda, elusyonun
1zokrotik eliisyon ve kolon akis hizida 1 mL/dak. olarak belirlenmistir. Hareketli faz
oranlart su: MeOH (55:45, 119 mg KBr ve HNO3; 1L hareketli faza eklendi)
optimum olarak se¢ilmistir. Sekil 6.6’de optimizasyonu yapilmis eliisyon

caligmalarinda elde edilen kromatogram verilmistir.
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Sekil 6.6: 5 ng/mL aflatoksin B, standardin MeOH:Su (55: 45, v/v) hareketli faz
oraninda elde edilen HPLC-FLD kromatogrami.

6.3.1 Yontem Gegerlilik Testleri

Kalibrasyon egrisi, her bir konsantrasyon degerine karsi elde edilen AFB;
sinyallerin grafige gecirilmesiyle elde edilmistir. Yani, pik alanma (P/A) karsi
derisim olarak ¢izildi. AFB; analizi i¢in uygulanan HPLC-FLD yonteminde dogrusal
aralik egri denklemi y = 40126x — 7274,2,; R? = 0.9982 (n=5) olarak saptanmustir.

Gozlenebilme smirt (LOD) ve kantitatif tayin sinir (LOQ), bu analitik yontem
degerleri EURACHEM Kilavuzuna gore hesaplandi (EURACHEM 1998) .
Hesaplama i¢in 10 tane kor ¢alisma yapilmig, analitlerin alikonma zamanindaki
piklerin pik alan degerleri ve standart sapmalar1 hesaplandi. LOD ve LOQ asagidaki
esitlikler kullanilarak hesaplanmistir:

LOD=X+3s,
LOQ=X+10s,
“X”, takviye edilmis numune degerlerinin ortalama konsantrasyonu, “S” ise numune

standart sapmasidir.
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Ortalama pik alan degeri, standart sapmasinin 3 kati ile toplanarak elde edilen
pik alan degeri kalibrasyon dogrusunda yerine konarak gdzlenebilme sinirlari
belirlendi (S/N=3). Tayin sinir1 ise (LOQ) ise ortalama pik alan degeri, standart
sapmasinin 10 kat1 ile toplanarak kalibrasyon denkleminde yerine koyularak
hesaplanmistir (S/N=10). AFB1’in HPLC ile analizi yonteminin mutlak geri
kazanimi aflatoksin icermeyen numuneye belli derisimde AFB1 eklenmis ve buna ait
alan degeri ile asetonitrilde ayni derisimlerde hazirlanan ¢ozeltilerdeki aflatoksin
alan degerinin oraninin karsilastirilmasiyla hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
Tablo 6.1 gosterilmistir.

Kesinlik ve dogruluk ¢aligmalarinda standard ekleme yontemi yapilmistir.
Elde edilen sonuglar giin i¢i ve gilinler arasi olarak tek yonli ANOVA testi
uygulanarak bagil standart sapma degerleri hesaplanmistir (Tablo 6.2).

Tablo 6.1: AFB;’in HPLC analizinde geri kazanim ¢alisma sonucu

Standart Kor ornek
(N:4)
Ortalama + SS <LOQ
Eklenen 2 ug
AFB; Bulunan 1,71 +£ 0,07
% Geri kazanim 85,50
% BSS 4,10

SS:Standart sapma, BSS:Bagil standart sapma, LOQ: tayin sinirinin altinda

Tablo 6.2: Yontemin analitik verileri

Analitler Kalibrasyon R? LOD LOQ  Kaesinlik (%),
esitlikleri gng kg gng kg ANOVA
)

Giin i¢i =~ Giinler arast
AFB; y =40126x - 7247,2  0,9982 1184 394,3 7,05 6,55
*Tek yonli ANOVA (2 ng standart ekleme sonuglarina gore hesaplanmaigtir)
Y 6ntemin kesinligi i¢in yapilan giin i¢i caligmalarda 3 tekrarli olarak ayni giin ve
ardigik bes ayr1 glinde calismalar yapildi. Yapilan ¢alisma sonunda giin i¢i bagil
standart sapma degeri %7,05 bulunmustur. Glinler arasinda elde edilen sonuglarin

yiizde bagil standart sapma degeri ise 6,55 bulundu.

6.4  AFB;7’in biyolojik yikimi
Bu c¢alismada AFB;’in biyolojik yikimi1 M. esculenta hiicrelerin serbest ve

farkli manyetik nanopartikiillere tutuklanmis formlarda calisilmistir.
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6.4.1 Serbest Hiicrelerle AFB; yikim
Serbest hiicrelerle degradasyon deneyleri, enzim iiretim kiiltlir ortaminda

gerceklesmistir. Hazirlanan steril kiiltlir ortamlarinda (100 mL) 3, 4 ve 5 ppb
derisiminde olacak sekilde AFBiilave edilmistir ve 26°C’e 175 rpm’de inkiibe
eilmistir. Giinii birlik ve sekiz giin boyunca enzim aktivite takibi yapilmistir. Yikim
deneyleri igin kullanilan Lac ve MnP enzim aktiviteleri (U/mL) sirasiyla 0,1389-
9,8333 ve 7,3339-179,3788 (3 ppb igin) arasinda degismistir (Sekil 6.7). Sekilde de

goriildigi gibi yikimda en etkin enzim MnP’dir.

Lakkaz Aktivitesi MnP Aktivitesi
12.0000 216.0000
— 10.0000 = 4%
2 <. 166.0000 I b
S B.0000 = & |
< 6.0000 < 116.0000 j 18
5 /| £ \
2 4.0000 / 2 L.
= r! € 66.0000 !,-,:‘ y | & -
< 2.0000 '\ < ' & . t{\
- - 5
oooo0 EEE-E-S-F-& 5§ 16.0000 & -
0 25 50 75 100125 150 175 200 0 25 50 75 100125150175200
Zaman (Saat)
Zaman (saat)
3ppb —e—4ppbk —ea— Sppb —a—3ppb —e—4 ppb #— 5 ppb

Sekil 6.7: Serbest hiicrelerin Lac ve MnP enzim aktiviteleri

Inkiibasyonun ardindan AFB;’in  yikimim kantitatif olarak yiiksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmis ve degradasyon yiizdesi

asagidaki formiile gére hesaplanmistir:

%Degradasyon=(1-AFB;’in yikim pik alani/AFB;’in kontrol pik alan1) x 100

10. giin degradasyon ¢alismasinin sonunda elde edilen yikim yiizdeleri sirasiyla 3, 4
ve 5 ppb igin %54,97; %48,05 ve %42,45 olarak bulunmustur ve sematik olarak 3
ppb icin yikim 0. ve 10. giinde alinan HPLC kromatogrami Sekil 6.8’de

gosterilmistir.
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Sekil 6.8: Serbest hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10. giin (pembe) degradasyon HPLC
kromatogrami

Alberts ve arkadaslarmin (2009) farkli kiltir ortamlarinda farkli beyaz
cliriikclil funguslarin lakkaz enzimleri ile AFB; yikimini gerceklestirmigler. Bu
calisma sonunda Trametes versicolor'un (1 U/mL) saf lakaz enzimi ve Aspergillus
niger D15-Lcc2 # 3 (118 U/L) tarafinan iretilen rekombinant lakkazi ile yikim
sonuglart sirasiyla %87,34 ve %55 olarak bulmuslar (Alberts ve dig. 2009). Bizim
calisma ile kiyasladigimizda, AFB; yikiminda saf enzim kullanimi degil hiicre
kullanim1 daha etkili oldugu goriilmektedir. Sonuglar degerlendirildiginde serbest
hiicrelerle  AFB; yikimmi olduk¢a basarili  bir sekilde gerceklestirildigi
goriilmektedir. Ayrica, alikonma zamani 3dk civarinda yeni bir metabolitin,
aflatoksin tiirevinin olustugu goriilmektedir. Wang ve arkadaslarinin (2011) benzer
caligmasinda beyaz ciiriik¢lil mantarinin MnP enzimi ile AFB; yikimi sonucunda
HPLC kromatograminda gozlenen yeni bir metabolitin olustugunu bulmuslar. Daha
sonra yaptyl aydinlatma g¢alismalari, 'H-NMR ve HR-ESI-MS analizi, AFB/'in ilk
once MnP tarafindan AFB;-8,9-epoksite oksitlendigini ve sonra AFB;-8,9-
dihidrodiol'e hidrolize edildigini tespit etmisler (Sekil 6.9) (Wang ve dig. 2011). Bu
kompleks Schiff baz reaksiyonlar1 ile proteinlerdeki primer amin gruplariyla
reaksiyona girebilen, reaktif bir dialdehiti yeniden diizenleyebilir ve olusturabilir
(Sabbioni ve dig. 1987). Bu nedenle de daha az toksiktir ve mutasyonlara neden
olabilecek DNA katilim bilesiklerin olusumunu onler. Sekil 6.9’de tahmini AFB;

oksidasyonu mekanizmasi1 (Wang ve dig. 2011). Bu ¢alismadan yola ¢ikarak, bizim
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caligmada da enzim aktivitelere gére MnP enzimin daha aktiv ve etkin oldugu
goriilmektedir ve elde edilen HPLC kromatogramindaki olusan yeni pik belki
AFB;’in oksitlenmis epoksit bilesigidir.

f o
’/'\\--__” 0 :
W9 ! oxidation F ;
= N\ F b » \ -
et d - |
r, | | £ =
H; 0/\//\0\(:”] H O/A\/\OCH}
AFB, AFB, -8 9-epoxide

H,0, addition

OCH,

AFB, -8,9-dihydrodiol

Sekil 6.9: Tahmini AFB; oksidasyonu mekanizmasi (Wang ve dig. 2011)

6.4.2 MNP tasiyicilarma tutuklanmis fungal hiicreleri ile AFB; yikim
FesO, ve y-Fe,Os, biyouyumluluk, stabilite, yiliksek yilizey alam1 ve

siiperparamanyetik 6zellikleri nedeniyle ideal tastyicilar olarak kabul edilir. Ayrica,
ciplak Fe3Os MNPs'ler, yiiksek aktiviteli gdzenekli olmayan malzemelerdir ve
atmosferik havada kolayca okside olurken, manyetik vazgegilmezlik 6zelliklerin
kaybina neden olur. MNP'lerin stabilitesi, etkili koruma stratejileri, yani yiizey
modifikasyonu ile gelistirmektedir. Silika, siliper paramanyetik ¢ekirdegin sivi
ortamda  aggregasyonunu/toplanmasint  Onledigi  ve  bdylece stabiliteyi,
biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu arttirdigi ve en Onemlisi toksisiteyi en aza
indirdigi bilinen bir inert kaplama malzemesidir (Kunzmann ve dig. 2011). Bu yiizey
modifikasyonunun diger bir avantaji ise silanol gruplarin olmasidir. Silanol organik
bilesiklerle kolay reaksiyona girebilmektedir ve enzimlerin molekiilleri ile
etkileserek onlarin immobilizesinde yardimei olurlar (Dehghannejad ve dig. 2014).
Enzimlerin immobilizesinde destek materyal olarak manyetik nanopartikiillerini
kullanmak bazi avantajlar sunmaktadir. Bunlar: bol miktarda enzimin baglanmasina
izin veren yiliksek spesifik alan; reaksiyon ortamindan immobilize enzimin dis
manyetik alan uygulamasiyla se¢imli ve kolay uzaklastirilmas: (Long ve dig. 2015);

tekrarlanabilirlik ve enzim omriiniin daha uzun olmasidir. Calismamizda sentezlenen
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manyetik nanopartikiil, Fe3O,@SiOx(M), otoklavda sterillenmistir ve hiicre
tutuklama isleminen sonra ii¢ enzim iiretim ortamlarina aktarilmistir. Hiicrelerin

destek materyaline tutuldugu Sekil 6.10’de SEM analiz goriintiisiinde gosterilmistir.

10 pm WD = 10.4 mm EHT = 20.00 kv ignal A= SE2
— Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 2.31e-006 mh-ar

Sekil 6.10: Fungal hiicrelerin Fe3O4@SiO2(M) destek materyaline tutuklanmigs SEM
goruntist
Serbest hiicrelerle calisildigr gibi AFB;’in yikimi {i¢ farkli konsatrasyonlarda
gergeklesti ve Lac ve MnP enzim aktiviteleri (U / ml) sirastyla 0,0278-3,5278 ve
11,6480-266,3503 (3 ppb igin) arasinda degismistir (Sekil 6.11).
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Sekil 6.11: Fe3O,@SiO(M)’e tutuklanmis hiicrelerin Lac ve MnP enzim aktiviteleri

Degradasyon c¢alismasi 9 giin siirmiistiir ve HPLC analizi ile yikim yiizdeleri
strastyla 3, 4 ve 5 ppb i¢in %85,85; 73,45 ve 54,85 olarak bulunmustur. Sekil 6.12°de
3 ppb i¢in yikim 0. ve 10. giinde alinan HPLC kromatograminda goriilmektedir.

Daha 6nce yorumlandigi gibi yeni matabolitlerin olusmus olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Sekil 6.12: Fe30,@SiO(M)’ tutuklanmus hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10. giin
(pembe) degradasyon HPLC kromatogrami

Fe304@Si0,(T) sol-gel metodu ile sentezlenmistir ve lizerine ¢apraz baglama
reaktifi ile fungal hiicre immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Immobilizasyonun

basarili oldugu SEM anliz goriintiileri ile kanitlanmistir (Sekil 6.13).
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WD = 10.8 mm EHT = 20.00 kV Signal A= SE2 Date :2 Jul 2018 Time :10:43:26

Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 3.54e 006 mbar |

Sekil 6.13: Fe30,@SiO2(T)’e tutuklanmis hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10. giin
(pembe) degradasyon HPLC kromatogrami

AFB;’in yikimi ti¢ farkli konsatrasyonda gergeklestirildi. Lac ve MnP enzim
aktiviteleri (U / ml) sirasiyla 0,1388-0,8333 ve 37,8775-216,8248 (3 ppb igin)

arasinda belirlenmistir (Sekil 6.14).
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Sekil 6.14: Fe;O,@SiO2(T)’e tutuklanmis hiicrelerin Lac ve MnP enzim aktiviteleri

47



AFB; degradasyon c¢alismast 9 giin siirmiistiir ve HPLC analizi ile bulunan
yikim yiizdeleri sirasiyla 3, 4 ve 5 ppb i¢in %95,07; 89,49 ve 88,63 olarak
bulunmustur. Sekil 6.15°da 3 ppb i¢cin yikim 0. ve 10. giinde aliman HPLC
kromatogrami gosterilmistir. Daha 6nce goriildiigii gibi farkli matabolitlerin olustugu

tespit edilmistir.
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Sekil 6.15: Fe30,@SiO(T)’ye tutuklanmis hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10. giin
(pembe) degradasyon HPLC kromatogrami

Thangaraj ve arkadaglari (2016) manyetik nanopartikiil kaplama isleminde
Fes04: TEOS(silika) oranlarinin 6nemli oldugunu belirtmisler ve FesO4 manyetik
nanopartikiiller tizerindeki silika kaplamasi arttirildiginda biiyiik 6l¢iide aktivite geri
kazanimi, immobilizasyon verimliligin azaldigini buldular. Bunun nedeni, TEOS'un
daha yiiksek dozu nedeniyle partikiil boyutunun artmasi ve bunun sonucu olarak,
enzim immobilizasyon verimliliginin, yilizey / hacim oranindaki sinirlama nedeniyle
azalmasiydi. Ayrica, kaplamada TEOS miktarinin artmasi1 manyetik nanopartikiiliin
miknatislanma yeteneginin azalmasina, bdylece reaksiyon ortaminan kolaylikla dig
miknatis uygulanmasiyla uzaklastirilmasina engel oldugunu belirtmisler (Thangaraj

ve dig. 2016).

Calismamizda, sol-gel metodu ile sentezlenen Fe;O,@SiO,(T) amino fonksiyonel
grubu iceren APTES ile modife edilmistir ve {lizerine ¢apraz baglama reaktifi ile

fungal hiicre immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Olusan Fe30,@SiO,—NH;
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bilesigi primer amin grubunu igermektedir ve enzim immobilizasyonunda oldukca
etkilidir. Immobilizasyonun basarili oldugu SEM anliz goriintiileri ile kanitlanmustir
(Sekil 6.16). AFB;’in yikimi 3, 4 ve ppb derisimlerinde gergeklestirildi. Lac ve MnP
enzim aktiviteleri (U / ml) sirasiyla 0,2-0,8889 ve 6,0557-193,0975 (3 ppb igin)
arasinda degismistir (Sekil 6.17).

s >
100 pm WD = 8.1 mm EHT = 15.00 kV Signal A = SE2 Date :26 Jun 2018  Time :15:30:40
Noise Reduction = Line Int. Don€hamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 3.23e 006 mbar

Sekil 6.16: Fungal hiicrelerin Fe3O,@SiO,—NH; destek materyaline tutuklanmis

SEM goriintiisii
Lac Enzim Aktivitesi MnP Enzim Aktivitesi
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Sekil 6.17: Fe30,@Si0,—NH; tizerine tutuklanmis hiicrelerin Lac ve MnP enzim
aktiviteleri
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HPLC analizi ile bulunan AFB; yikim yiizdeleri sirasiyla 3, 4 ve 5 ppb i¢in
%84,48; 65,12 ve 56,51 olarak bulunmustur ve sematik olarak 3 ppb i¢in yikim 0. ve
10. giinde alinan HPLC kromatogrami Sekil 6.18’de gosterilmistir.
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Sekil 6.18: Fe30,@SiO,—NH; tizerine tutuklanmis hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10.
giin (pembe) degradasyon HPLC kromatogrami

Abdollahi-Basir ve arkadaslar1 silika kapli Fe3O4’in - APTES ile
fonksiyonellendirmesinin avantajlarinin, ¢evre dostu, toksik ve ugucu olmayan,
yeniden kullanilabilir bir katalizér olarak Fe3O,@Si02-NH; nanopargaciklarin
etkinliginde onemli bir kayip olmadan en az alti kez basarili bir sekilde geri

kazanilabilir ve geri donistiiriilebilirligin belirtmislerdir (Ghazemzadeh ve dig.

2015).

Siklodekstrinler ayn1 anda giizel hidrojen alicis1 ve verici bir molekiillerdir.
Bu molekiil halkanin i¢i hidrofobiktir ve dis tarafi hidrofilik 6zelliktedir. Hidrofobik
Ozelligin nedeni ise hidrojen atomlar1 ve elektronca zengin ortam. Bu ortam
glikozidik oksijen atomlar1 tarafindan saglanmaktadir. Hidroksil gruplar1 ise
hidrofilik 06zelligi kazandirmaktadir. Siklodekstrinlerin bdyle ilging yapilar
sayesinde yapilarindaki bosluguna sigabilecek biiyiikliikteki hidrofobik molekiilleri
veya amfilik molekiillerin apolar kisimlarin1 hapsederek, bu molekiillerle konuk-
konak kompleksi olusturmaktalar. Bu konuk-konak kompleks olusturabilme
potansiyeli ve zengin hidroksil gruplar iizerinde ¢ok fazla kimyasal modifikasyon
imkani sayesinde siklodekstrinlerin kullanim alani oldukca genisdir. Ayrica, dnceki

caligmalarda aflatoksinlerin B-siklodekstrinlerle stabil kompleksler olusturdugunu
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gosterilmistir (Dall'asta ve dig. 2008) ve bundan yola ¢ikarak siklodekstrin
polimerlerinin sulu ¢ozeltilerden mikotoksin uzaklagtirmasinda uygun olabilecegi

hipotezini almak mantiklidir.

Tez kapsaminda sentezledigimiz ve {izerine M. esculenta hiicreleri
immobilize edilmis MNPs@BCD partikiilleri AFB; yikiminda kullanilmistir.
Immobilizasyonun basarili oldugu SEM anliz goriintiileri ile kanitlanmustir (Sekil
6.19). AFB;’in yikimi1 3, 4 ve 5 ppb konsatrasyonlarinda gergeklestildi. Lac ve MnP
enzim aktivitelerinin (U/mL) sirasiyla 0,028-1,028 ve 4,14-96,29 (3 ppb igin)
arasinda degistigi hesaplanmustir (Sekil 6.19).

1pm WD = 8.9 mm EHT = 20.00 kv Signal A= SE2 Date :2 Jul 2018 Time :11:39:40|
Noise Reduction = Line Int. Don€Ehamber Status = Pumping (HV)

System Vacuum = 1.58e-006 mbar

Sekil 6.19: Fungal hiicrelerin Fe;04@BCD destek materyaline tutuklanmig SEM
goruntusu
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Sekil 6.20: Fe30,@BCD iizerine tutuklanmis hiicrelerin Lac ve MnP enzim
aktiviteleri

Degradasyon caligsmasi 9 giin siirmiistiir ve HPLC analizi ile yikim yiizdeleri
sirastyla 3, 4 ve 5 ppb igin %96,52; %94,25 ve %93,42 olarak bulunmustur. 3 ppb
icin yikim 0. ve 10. giinde alinan HPLC kromatogrami Sekil 6.21°de gdsterilmistir.
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Sekil 6.21: Fe304@BCD iizerine tutuklanmais hiicrelerle 3 ppb AFB; 0. ve 10. giin
(pembe) degradasyon HPLC kromatogrami

Poor ve arkadaslar1 (2018) beta-siklodekstrin boncuk polimerini kullanarak
mikotoksinler ailesinen biri olan zearalenon ve zearalenollerin sulu ¢ozeltilerden
uzaklastirmasini ¢alismiglar. Bu ¢alisma, Siklodekstrin polimerinin nispeten kiigiik
miktarlarda bile sulu ¢ozeltilerin  mikotoksin igerigini kuvvetli bir sekilde

azaltabilecegini gostermektedir. Ayrica, mikotoksinle konuk-konak kompleksini
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olusturan siklodekstrinin geri kazanimin organik ¢o6zeltilerde yikayarak,
mikotoksinin siklodekstrin bosluklarindan g¢ikarilmasiyla, elde edilebildigini tespit
etmisler (Poor ve dig. 2018).

Villalonga ve arkadaslarinin (2003) ¢alismasinda kimyasal olarak modifiye
edilmis BCD’nin enzimle kompleks olusturarak enzimin termal stabilitesin
yiikselttigini ve otolitik degradasyona direncini arttirdigini belirtmisler (Villalonga
ve dig. 2003).

Bizim c¢alismada kullanilan Fe3;04@BCD partikiilin tiim diger destek
materyallerine gore AFBi’in degradasyonunda daha etkin oldugu goriilmektedir
(Sekil 6.22). Bunun tahmini nedeni de BCD ile modifiye edilmis nanopartikiiliin
AFB; ile konuk-konak kompleksin olusturmus olmasi, tutuklanan hiicrelerin

enzimlerinin stabilitesini yiikselterek AFB;’in yikiminda yardimci olmasidir.

* MPs@SiO2(T)

* MPs@Si02(M)

T ® MPs@Si02-NH2
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Sekil 6.22: AFB;’in serbest ve farkli destek materyallere tutuklanmis fungal
hiicreleri ile yikimi

7. SONUC

Gilinlimiizlin en biiyiik problemlerinin biri mikotoksinlerle kontamine olmus
gida lirlinlerinin piyasada olmasi ve insan saghigina tehlike olmasidir. Aflatoksinin
detoksifikasyonu, gida endiistrisi i¢in devam eden biiyiik bir zorluktur. Mikotoksin
yikimi i¢in geleneksel stratejiler arasinda Onleme ve detoksifikasyon bulunur.
Sunulan bu ¢alisma AFB; mikotoksinin ¢evre dostu olan M. esculenta beyaz
cliriik¢iil mantarinin hiicreleri ile yikimi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada hiicrelerin serbest
ve tutuklanmis hali ile degradasyon calismalar1 yiiriitiilmiistiir. Sonug¢ olarak
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hiicrelerin bu iki formda kullanilmasinin oldukga etkili oldugu ve degradasyonda
MnP enzimin Lac enzimine gére daha aktif rol oynadigi tespit edilmistir. Hiicrelerin
destek materyallerine tutuklama ¢aligmalari basarili olup, AFB;1’in yikiminda olumlu
sonuglar vermistir. Immobilize hiicreler ile AFB;’in yikim yiizdeleri hesaplanmustir.
Fe3s0,@Si0,(M) destek materyali ile yikim yiizdeleri 3 ppb i¢in %85,85; 4 ppb
%73,45 ve 5 ppb %54,85 bulunmustur. Fe3O0,@SiO,(T) destek materyali ile yikim
yiizdeleri ise 3 ppb %95,07; 4 ppb %89,49 ve 5 ppb %88,63 bulunmustur.
Fonksiyollendirilmis destek materyalin biri Fe3O,@SiO,-NH, ile degradasyon
sonuct 3 ppb %84,48; 4 ppb %65,12 ve 5 ppb %56,51 olarak bulunmustur. En iyi
immobilizasyon materyali, Fes0,@BCD oldugu tespit edildi ve yikim yiizdeleri 3
ppb %96,52; 4 ppb %94,25; 5 ppb %93,42’dir. Fe;0,@SiO2(M), Fes04@SiO(T) ve
Fes0,@Si0,-NH; destek materyalleri ile ¢alismalarinda yikim yiizdelerin aflatoksin
derisiminin artamsi ile diistiigii goriilmektedir ve en az %10’a diismektedir. Aksine
Fes04@BCD ile yikimda ise degradasyon ylizdesinde toksin derisimin artmasi ile
keskin bir degisiklik gozlenmemektedir. Bunun nedeni ise Fe;0,@BCD’in
aflatoksinin toksitesine direncli oldugu ve yikimda hiicrelerin aktivitesin, etkinligin
korumaktadir. Elde edilen verilere gore tez kapsaminda oldukg¢a basarili ve gevresel
kontaminantlarin bertarafinda umut verici sonuglar elde edilmistir. Calismanin daha
etkili olmasi i¢in gergek orneklerde AFB; detoksifikasyonun, olusan metabolitlerin

aydinlatilmasi ve in vitro ¢alismalar1 gibi pekistirici ekstra calismalar gerekmektedir.
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