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Yapılan çalışma force-feeding yöntemiyle 7. evre G. mellonella larvalarına verilen Fe2O3 

(1, 2, 5, 10, 20, 50 µg/larva ) nanopartiküllerinin karbohidrat, protein, lipid miktarı ve 

oksidatif stres belirteçleri (süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), melondialdehit 

(MDA)) üzerine etkisi spektrofotometrik yöntem kullanılarak belirlenmiştir.  

 

Protein miktarında 4 saat sonunda en yüksek dozda düşüş görülmesine rağmen ve 24 saat 

sonunda en yüksek düşüş 1.00 μg/Larva dozunda görülmüştür. Lipid miktarını düzeyine 

bakıldığında 4 saat sonunda 1.00 μg/Larva dozu dışında diğer dozlarda düşüş görülmüş ve 

24 saat sonunda bütün dozlarda düşüş kaydedilmiştir. Karbohidrat miktarında 4 saat ve 24 

saat sonunda kontrol besine göre düşüş olduğu gözlenmiştir. SOD enzim aktitesinde 4 saat 

sonunda en yüksek dozda en yüksek artış görülmesine rağmen 24 saat sonunda en fazla 

düşüş en yüksek dozda görülmüştür. CAT aktivitesinde 4 saat sonunda 5.00, 20.00, 50.00 

00 μg/Larva dozları kontrol grubuna göre düşüş görülmüş ve 24 saat sonunda 1.00 

μg/Larva hariç diğer dozlarda düşüş görülmüştür. Oksidatif stres biyobelirteçlerinden biri 

olan MDA miktarında 4saat sonunda kontrole göre artış göstermiş ve 24 saat sonunda ise 

kontrole göre 10.00,20.00 ve 50.00 μg/Larva dozlarında artış gözlemlenmiştir. 

 

Sonuç olarak, bu çalışmada demir oksidin doz ve süreye bağlı olarak biyokimyasal 

parametreler üzerine farklı etkilere neden olabileceği model böcek G. mellonella 

kullanılarak gösterilmiştir. 
 

Anahtar Kelimeler: Galleria mellonella, Protein, Demiroksit, Antioksidan enzimler,  

 

 



IV 

 

ABSTRACT 

 

 

THE EFFECT OF Fe2O3 NANOPARTICLE ON ENZYME SYSTEM OF THE 

GREATER WAX MOTH Galleria mellonella LARVEA. 

 

Mehmet SERTBAġ 

Department of Biyology 

Adiyaman University Graduate Education, Agust,2022 

Department of Biyology 

Supervisor  : Prof. Dr. Mustafa COġKUN 

In this work carried out, the effect of Fe2O3 (1, 2, 5, 10, 20, 50 μg/larva) nanoparticles 

given to stage 7th G. mellonella larvae by force-feeding method on carbohydrate, protein, 

lipid amount and oxidative stress markers (superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

melondialdehyde (MDA)) was determined by spectrophotometric method. 

 

 The highest drop in protein quantity was 1.00 μg/Larva after 24 hours, despite the highest 

drop in the highest dose after 4 hours. Based on the level of the lipid amount, other doses 

were dropped outside of the dose of 1.00 μg/Larva after 4 hours and all doses were 

recorded after 24 hours. In the amount of carbohydrates, it was observed that there was a 

decrease in control five after 4 hours and 24 hours. Although the highest dose of the 

highest increase in the SOD enzyme flow after 4 hours, the maximum drop after 24 hours 

has been seen in the highest dose. CAT activity has decreased by control group of 5.00, 

20.00, 50.00 μg/Larva doses after 4 hours, and other doses, except 1.00 μg/Larva, were 

seen at the end of 24 hours. An increase in the amount of MDA, one of the oxidative stress 

biomarkers, increased by control at the end of 4 hours, and an increase in the doses of 

10.00,20.00 and 50.00 μg/Larva was observed at the end of 24 hours. 

 

As a result, in this study where iron oxide can have different effects on biochemical 

parameters depending on the dose and time shown using the model insect G. mellonella.    
 

Keywords: Galleria mellonella, Protein, Ironoxide, Antioxidan enyzmes 
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1. GĠRĠġ 

 

Bilim ve teknolojinin gelişmesi ile beraber her geçen gün yeni bir araştırma alanı 

oluşmaktadır. Nanoteknoloji de günümüzde önemli bir yere sahip olup araştırma ve 

geliştirme için önemli yatırımların yapıldığı bir alandır. ―Nano‖ ―bodur (küçük)‖ anlamına 

gelen Yunanca‘dan türetilmiş bir kelimedir; yani küçük parçacıkların teknolojisi de 

diyebiliriz[1]. 1 nanometre ―nm‖ ile ifade edilir ve 1 metrenin milyarda biri (10
-9

 m) 

ölçüsündedir [2]. Bazı araştırmacılar 50 nm kadar olan maddeleri nanopartikül olarak 

sınıflandırırken [3] bazı araştırmacılar ise 100 nanometre ve 1 mikronu (µ)[1] üst sınır 

olarak kabul ederek sınıflandırmaktadır. Nanoparçacıklar daha düşük hata seviyeleri ve 

eşsiz dayanıklılık güçleri ile halihazırdaki birçok endüstriyel süreç için devrimsel yenilikler 

getirmektedir. Aktif ve çok yönlü formlardaki nanoparcacıkların oluşması veya 

oluşturulmasıyla birlikte biyoloji, tıp, eczacılık, kozmetik, matematik, fizik, kimya, 

elektronik, tarım ilaçları, bilişim, otomobil gibi birçok alanda kullanımı yaygındır[4]. 

 

 

ġekil 1.1. Nanoteknolojinin kullanım alanları[5]. 

Nanopartiküller doğal kaynaklı veya insan kaynaklı nanopartikül olabilmektedir. 

Örneğin toz fırtınaları, okyanus suyunun buharlaşması, volkanik patlamalar ve orman 
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yangınları doğal kaynaklı olabilirken kozmetik ürünler evsel atıklar sigara dumanı egzoz 

ve bina yıkıntıları insan kaynaklı nanopartiküller olabilmektedir[1].  

Nanopartiküller genel olarak karbon bazlı nanopartiküller, yarı iletken bazlı 

nanopartiküller ve metal bazlı nanopartiküller olarak sınıflandırılabilir. Ayrıca 

nanopartiküller şekillerine göre: yüzey modifikasyonu, kimyasal doğası, dağılma ortamı 

gibi farklı özellikler gözönünde bulundurularak da sınıflandırılabilir[6].  

Metal bazlı nanopartiküllere bakır, altın, gümüş, platin, demir, titanyum gibi 

örnekler verilebilmektedir. Farklı formlarda bulunan  magnezyum, bakır, gümüş, demir, 

altın, platin gibi metal bazlı nanoparçacıklar saf haldeyken; çinko oksit, magnezyum oksit, 

alüminyum oksit, demir oksit gibi metal oksit formlarında da bulunabilmektedir. Metal 

oksit nanoparcacıkları doğada kendileri oluşabildikleri gibi bunların sentezi de 

yapılabilmektedir[7]. 

Demir oksit, farklı kimyasal bileşen ve manyetik özelliklere sahip metal oksittir. 

Demir oksitin birçok formu olmakla birlikte en önemlileri FexO (wüstit) Fe2O3(maghemit), 

Fe3O4 (manyetit)tir. Fe2O3 ve Fe3O4 en çok kullanılan demir oksitlerdir. Fiziksel özellikleri 

aynı olan maghemit ve manyetit mıknatıslık özelliği daha az olan maghemittir. 

Paramanyetik olan Fe2O3 kırmızımsı kahverengi rengine sahip inorganik bir bileşiktir[8]. 

 

ġekil 1.2.  α- Fe2O3(hematit), Fe3O4(manyetit), γ -Fe2O3(maghemit) kafes yapıları[9]. 
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Demir oksitler manyetik özelliklerinden dolayı araçlar, ferro sıvılar, katalizörler, 

sağlık alanında görüntüleme cihazlarında ve farmasötik gibi uygulama alanlarında 

kullanılmaktadır. Protein saflaştırılmasında, sulardaki ağır metallerin eliminesinde, 

besinlerin analizinde ve ilaç taşıyıcı olarak da kullanılabilmektedir. Fe2O3 ve Fe3O4 

nanoparçacıklarının sentetik metodlarla oluşturulması için literatürlerde birçok farklı 

yöntem yer almaktadır[10,11]. 

Demir oksit nanoparçacıkları biyolojik, kimyasal ve fiziksel olarak farklı 

yöntemlere göre üretilir. Bu yöntemler partikülün kararlılığı ve yapısı biyolojik uyum için 

oldukça önemlidir. Bunların sentezi için en çok hidrotermal, sanokimyasal sentez, 

mikroemülsiyon, birlikte çöktürme ve elektrokimyasal biriktirme metodları kullanılır. Bu 

metodlar demir oksit parçacıklarını daha verimli elde etmek için kullanılır. Bu metotlarla 

birlikte mikroorganizma veya bakteriyel sentez ve lazer piroliz teknikleri de 

kullanılır[8,12-17]. 

 

1.1. Galleria mellonella Biyolojisi 

Alem  : Animalia 

Şube  : Arthropoda 

Sınıf  : Insecta 

Takım  : Lepidoptera 

Üst Familya : Pyraloidea 

Familya : Pyralidae 

Alt Familya : Gallerinae 

Cins  : Galleria (Fabricius, 1798) 

Tür  : Galleria mellonella (Linnaeus, 1758)   [18] 
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Büyük bal mumu güvesi olarak bilinen Galleria mellonella (L.) Lepidoptera 

takımının Pyralidae familyasına ait ılıman bölgeleri seven holometabol olan bir tür 

böcektir[21]. Yapılan bazı araştırmalara göre dünya genelinde yaygın olarak yaşayan bal 

mumu güvesinin arıcılığın yoğun olduğu bölgelerde daha fazla yayılım gösterdiği 

bilinmektedir, ayrıca bu canlının adaptasyon yeteneği oldukça yüksektir[19,20]. G. 

mellonella larval evrede petek, bal ve bal mumu ile beslenmektedir. Bu nedenle bal mumu 

güvelerinin arıcılık sektöründe önemli ölçüde kayıplara neden olduğu bilinmektedir[22].  

G. mellonella ergin evrede ise besin tüketmemektedir. Etkili bir mücadele için böceğin 

biyokimyası ve fizyolojik yapısının anlaşılabilmesi için son yıllarda büyük bal mumu 

güvesi ile ilgili çalışmalar oldukça artmıştır[22,23]. G. mellonella‘nın laboratuvar 

ortamında çok fazla yumurta vermesi, gelişim döngüsünün kısa olması, besinin az 

maliyetli olup kolay hazırlanmasıyla birlikte memelilere bağışıklık sistemi, hücre yapısı, ve 

metabolik olarak benzediğinden daha çok tercih edilen bir model organizma olmuştur. 

Bununla birlikte farmakolojik çalışmalarda ilaç deneylerinde, mikroorganizmaların 

patojenik çalışmalarında kullanılabilmektedir.  G. mellonella‘nın 30±2 °C ve %65±5 bağıl 

neme bağlı olarak gelişim döngüsü 3 - 5 ay arası sürmektedir. Yaşam döngüsü; 7-11 gün 

arası larvalar yumurtadan çıkmakta ve yumurtaları ise beyazımtrak veya krem renginde 

olup küre şeklindedir. Larval evre 14-28 gün sürmektedir. Yumurtadan çıkan larvalar kül 

renkli ya da krem renkli olabilmektedir. Larvalar segmentli bir yapıya sahip olup 

büyüdükçe segmentler belirginleşir ve renkleri gün geçtikçe koyulaşır. Larval evrede 

peteklerin tahribasyonu üst düzey iken diğer evrelerde yok denilecek kadar azdır. G. 

mellonella‘nın larval dönemi 7 evreden oluşmaktadır ve son evre olan 7. evrede koza örüp 

pupa dönemine geçmeye çalışır. 8-15 gün olan pupal evrede örmüş olduğu koza nedeniyle 

beyazımsı renkli olmakla birlikte kozanın içindeki pupa ise koyu sarımsı-turuncu renkli 

olup ve evrenin sonuna doğru pupa koyulaşır. Ömürleri 10-25 gündür, ergin bireyler dişi 

ve erkek olmak üzere farklı cinsiyetlere sahiptir. Dişi bireyler erkek bireylere göre daha iri 

ve daha koyu renklidir. Ergin bireyler yaşam süreleri boyunca yaklaşık 250-650 arası 

yumurta bırakmaktadır[21,24]. 
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1.2. Enzimler 

Canlı metabolizması, toksik faktörlere karşı direnç sağlamak için kendi savunma 

sistemini kullanır. Bu sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar olarak 

sınıflandırılır. Canlının metabolik olaylara karşı oluşturduğu bu karmaşık olan antioksidan 

sistemleri savunmada görev alır. Canlı, bu savunma sistemlerini biyotik ve abiyotik 

faktörlerde bulunan serbest radikallere karşı kullanıp yaşam süresini arttırmak için 

geliştirir[25,26,27,28]. Hücreler metabolik olaylar sonucu sürekli olarak reaktif oksijen 

türlerini (ROS)  oluşturur ve bu reaktif oksijen türleri ile denge halindedir. Bu reaktif 

türlerini yok etmeye çalışan antioksidanlar görev almaktadır. Bu antioksidanlar 

metabolizma aktivite süresi boyunca üretilmektedir[29]. 

Serbest radikalleri durdurmaya çalışan ve oluşacak olan olası hasarları önlemek için 

kullanılan ana sistem, antioksidan savunma sistemidir. Radikalleri dengeleyen 

antioksidanlar ile serbest radikallerin denge durumunun bozulması protein, lipid, 

karbohidrat, nükleik asitleri ve hücre zarının hasarına neden olabilmektedir[29-30].  

Normal koşullarda hücrelerde antioksidanlar üretilmektedir ancak bununla birlikte 

dışarıdan da besinler yoluyla alınabilmektedir[30]. Serbest radikaller, yörüngelerinde en az 

bir eşleşmemiş elektron bulunduran atom, molekül veya bileşiklerdir.  Bu radikaller sürekli 

diğer bileşik veya atomlarla etkileşime girmeye çalışarak kararlı hale geçme isteğine 

sahiptir[27,31,32]. Serbest radikallerin en temel kaynağı molekül yapıdaki oksijendir. 

Serbest radikaller güçlü oksidan özellikteki oksijen ara ürünlerinin olması için oksijenin 

indirgenmesini sağlar. Bu radikaller başka atom ve bileşik ajanlarla etkileşime girerek 

biyolojik etkilere neden olmaktadır[33]. Serbest radikallerin gerek metabolik olaylar 

gerekse çevresel faktörler ile (sigara, alkol, ilaç takviyesi, U.V. ışınları) üretilmesi her 

zaman devam etmektedir[34]. Canlıdaki antioksidan savunma sistemleri metabolizma 

faaliyetleri sonucu oluşan reaktif oksijen türlerinin eliminesinde yetersiz kaldığı 

durumlarda denge bozulur ve bu dengenin bozulması olayına oksidatif stres 

denir[35,36,37]. Oksidatif strese neden olan oksidasyon reaksiyonları hücredeki 

moleküllerin deforme olmasına, hücrelerin zarar görmesine hatta hücrenin ölümüne dahi 

neden olabilir[38]. Serbest radikal kaynaklarına alkol, sigara tüketimi, ağır metaller, fazla 

demir yüklemesi, ileri yaş faktörü, U.V.  ışınları, doğum kontrol ilaçları ve radyasyon 

örnek verilebilir. Bununla birlikte askorbik asit, karotenoidler, glutatyon ve tiyoller, 
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flavonoidler,  α-tokoferoller, selenyum, ubikinon, koenzim Q, serüloplazmin, albümin, 

bilirubin, melatonin, metiyonin, miyoglobin, ferritin, ürat, hemoglobin, transferrin, sistein 

ve APOX, CAT, GST, GPx, GR gibi enzimler de antioksidan moleküller olarak 

örneklendirilebilir. Oksidatif hasar biyobelirteçleri olarak da DNA hasarının belirlenmesi, 

protein hasarının belirlenmesi ve lipid peroksidasyon ürünlerinin belirlenmesinde 

kullanılabilir[27,39,40,41,42]. 

 

1.2.1. Süperoksidaz dismutaz (SOD) 

Süperoksidaz dismutaz (SOD) oldukça zararlı olan süperoksit radikali anyonları ve 

ROS (reaktif oksijen türleri) karşı aktivitesi yüksek olan enzimdir[43]. Çok güçlü 

antioksidan olan SOD,  hücrede tahribasyona yol açan süperoksit radikalini hidrojen 

peroksit (H2O2)  ve O2‘e (moleküler oksijen) dönüşümünü gerçekleştirerek uzaklaştırır.  

Hem indirgeyici hem de oksitleyici özelliğine sahip olan süperoksit radikali oksidan 

görevini üstlenerek bir e
- 

(elektron) alıp hidrojen peroksite indirgenir[44]. Gelişmiş 

canlılardan basit yapılı organizmalara kadar canlıların bütün hücre ve dokularında 

süperoksit dismutaz bulunmaktadır[45]. 

Bulunduğu yere göre;  

Sitoplazmik SOD Cu-Zn-SOD (SOD1),  

Mitokondriyal SOD Mn-SOD(SOD2),  

Ekstraseller SOD Cu-SOD (SOD3)  olmak üzere üç formu bulunur. Bu üç form da hücrede 

oluşan süperoksit radikallerine karşı iyi bir antioksidan enzimi olup hücreyi hasarlardan 

korumaktır ancak hücre içinde en çok bulunan sitoplazmik formudur[46]. 

 

1.2.2. Katalaz (CAT) 

Katalaz (CAT) hayvanlarda metabolik aktivitesi yüksek olan kalp, kas, böbrek, 

karaciğer gibi organların hücrelerinde bulunup bu hücrelerin de endoplazmik retikulum, 

mitokondri ve peroksizomunda bulunur. Katalaz enziminin hücrede en çok bulunduğu 
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organel peroksizomlardır.  Hemoprotein yapılı olan katalaz enzimi hücre içindeki 

metabolik olaylar sonucu oluşan H2O2‘i (hidrojen peroksit)  H2O (su) ve O2‘ye(oksijen) 

parçalar[47]. 

 

1.2.3. Malondialdehit (MDA) 

Malondialdehit, çoklu bağ içeren doymamış yağ asitleri peroksidasyonun en çok 

çalışanı ve en temel ürünüdür.  Malondialdehit çoğunlukla oksidatif stres düzeyini ölçen 

bir belirteçtir. Metabolizma sonucu oluşan serbest radikaller, doymamış yağ asitleri ve 

kolesterol ile etkileşime girerek lipid peroksidasyonunu oluşturur. Malondialdehit,  

tiyobarbitürik asitle (TBA) reaksiyona girdiğinden dolayı çoklu doymamış (Omega-3, 

Omega-6) yağ asitleri lipid peroksidasyonu için biyobelirteç olarak kullanılmaktadır[46-

50]. 

Hayatımızın her alanında nanopartiküller doğrudan veya dolaylı olarak canlıya 

nüfuz etmektedir.  Kullanımı hızla yaygınlaşan nanopartiküller kozmetik sektöründe, besin 

analizlerinde, tıp, eczacılık gibi alanlarda kullanılır iken demir oksit nanopartikülleri daha 

çok kanser ilaçları, tarım, medikal uygulamaları gibi alanlarda kullanılmaktadır. Ağır 

metallerin canlı vücuduna alınmasıyla doku, organ hücrelerinde birikmektedir. Bu birikim 

ile birlikte organizma biyolojik ve kimyasal farklılıklar gösterebilmektedir. Fe2O3 

nanopartikülünün  organizmada nasıl bir etkiye sahip olduğu tam olarak bilinmemektedir. 

Model organizma olarak kullanılan büyük bal mumu güvesi kolay yetiştirilmesi, hızlı 

üreme döngüsü, düşük maliyetli olmasıyla birlikte immün sistemleri memeliler ile 

benzerlik gösterdiği için bir biyoindikatör olarak kullanılmıştır. Büyük bal mumu güvesi 

ile yapılan çalışmalarda oldukça başarılı sonuçlar elde edilmiştir ancak G. mellonella ‗da 

Fe2O3 nanopartiküllerinin antioksidan enzim sistemi üzerine etkilerinin araştırılması ile 

ilgili yeterli çalışmaya bulunmamaktadır. Bu bağlamda özenle yaptığımız çalışmada G. 

mellonella larvalarında force-feeding yöntemiyle verilen farklı konsantrasyonlardaki Fe2O3 

nanopartikülünün antioksidan savunma sistemlerinden SOD, CAT enzimlerine etkileri, 

MDA miktarı, total karbohidrat, total protein ve total lipid  miktarlarına nasıl etki ettiği 

araştırıldı. 
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2. ÖNCEKĠ ÇALIġMALAR 

 

Remya vd.[51]; Demir oksit nanopartiküllerinin Hint sazanı olan Labeo rohita 

‗daki bazı parametreler üzerindeki etkilerini incelemiştir. Deney sonunda balıklardan 

alınan kırmızı kan hücresi sayısında, hemotokritte önemli derecede artış olduğu, 

hemoglobin hacmi ve konsantrasyonunda, beyaz kan hücre sayılarında düşüş olduğu tespit 

edilmiştir. Yüksek konsantrasyonlu demir oksit nanopartiküllerinin bu balıklarda fizyolojik 

olarak olumsuzluklar oluşturabileceği ifade edilmiştir. 

 

Zhang vd.[52]; İki farklı formdaki demir oksit nanopartikülünün farklı 

konsantrasyonlarda zebra balığına verilmesi ile vücuttaki birikimi, eliminasyonu 

araştırılmıştır. Demir oksit nanopartikülüne maruz bırakılan balıkların gövdesinde ve 

dışkısında yapılan ölçümler sonunda yüksek oranda nanopartikül birikimi olduğu tespit 

edilmiştir ancak temiz suya alınan balıkların nanopartikülleri büyük bir oranda atıldığı 

ölçülmüş ve nanopartiküllerin gastrointestinal ile elimine edildiği belirtilmiştir. 

 

Ateş vd.[53]; Tilapia (Oreochromis niloticus)‘ nın alfa ve gama demir oksit 

nanopartiküllerinin farklı konsantrasyonlarına maruz bırakılarak doku ve organlarda 

birikimi, atılımı hematolojisi üzerindeki etkileri incelenmiştir. Balığın doku ve 

organlarında önemli derecede artan nanopartiküllerin tatlı sularda büyük bir kısmının 

elimine ettiği ve diğer parametrelerde önemli bir değişiklik olmadığı belirtilmiştir. 

 

Akbary vd.[54]; Makro ve nano demir oksiti farklı konsantrasyonlarda balık 

besininde katkı maddesi olarak kullanarak bazı parametreler üzerindeki etkileri 

incelenmiştir. Demir oksit takviyeli besinler ile beslenen balıklar diğer balıklara oranla 

büyüme hızı, histopatolojik, gen ekspresyonlarının düzeni ve enzimatik reaksiyonlarda 

olumlu etki gösterdiği ifade edilmiştir. 

 

Ramalingam vd.[55]; Yumurtalık kanseri kadınların yakalanma olasılığının fazla, 

yaşama süresinin kısa olduğu ve sık rastlanan jinekolojik kanser türüdür. İnvitro demir 

oksitin kristal yapısı, düzensiz şekli hücrelerdeki mitokondri zarına zarar verdiği, reaktif 

oksijen türlerinde(ROS) artış gösterdiği metastaz hücrelerinin yok edildiği için yumurtalık 

kanserinde kullanılabileceği belirtilmiştir. 
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Thangandiyan vd.[56]; Demir oksit nanopartiküllerinin Labeo rohita ‗daki 

aktivitesini incelemişlerdir. Kültür eklenen demir oksit nonopartiküllerinin Labeo rohita 

‗nın hayatta kalma, büyüme ve biyokimyasal bileşenler üzerine olumlu etkiler yaptığı, 

hemoglobin ve eritrosit değerlerini artırdığını tespit etmiştir. Elde edilen verilere göre 

demir oksit nanopartiküllerinin balığın demir eksikliğini gidermede ve büyümede alternatif 

bir besin kaynağı olabileceği ifade edilmiştir. 

 

Tombuloğlu vd.[57]; Demir oksit nanopartiküllerin arpa üzerindeki etkisi 

araştırılmıştır. Farklı konsantrasyonlarda arpaya uygulanan demir oksit nanopartikülleri 

kök ve dokuları incelendikten sonra kökteki hücre zarının zarar gördüğü, klorofil ve 

karotenoidleri azalttığını, pigment sentezi ve çimlenmede engelleyici bir yapıya sahip 

olduğu ifade edilmiştir. 

 

Eskin vd.[57]; Farklı konsantrasyondaki demir oksit nanopartikülleri force-feeding 

yöntemi ile 6.evre büyük bal mumu larvalarına uygulanmıştır. Yüksek konsantrasyondaki 

demir oksit nanopartiküllerinin uygulandığı larvalarda pupa ağırlığının önemli oranda 

arttığı ve bu konsantrasyonda ergin gelişim evresinin de arttığı ifade edilmiştir. Ancak 

kontrol gruplarına göre pupa gelişim zamanı, pupa ve ergin ağırlığı, ergin yaşam süresinde 

istatiksel açıdan önemli bir fark oluşmadığı ifade edilmiştir. 

 

Faria vd.[59]; Herbisit olan glifosat ve demir oksit nanopartiküllerine maruz 

bırakılan Poecilia reticulata balığında karaciğer dokusundaki etkileri incelenmiştir. 

Kullanılan glifosat bazlı herbisitlerin dokulara zarar verdiği ve demir oksitin bu toksik 

maddeleri etkisizleştirme ve iyileştirmeye sahip olduğu ifade edilmiştir. 

 

Gonçalves vd.[60]; Demir oksit nanopartiküllerine maruz bırakılan erkek 

lepisdeslerin üremedeki aktivitelerini incelenmiştir. Farklı konsantrasyonlarda verilen 

demir oksit nanopartiküllerin erkek lepisdeslerin üreme davranışlarında bir değişiklik 

olmamasıyla birlikte spermatogenezi değiştirdiği ifade edilmiştir. 

 

Kohei.[61]; Cyprinus carpio balığını farklı konsantrasyonlu demir oksit ve FeCl3‘e 

maruz bırakılmıştır. Elde edilen deney guruplarında dokularda önemli miktarda 

nanopartikül artışı olduğu ve bağışıklık sistemindeki tepkinin azaldığı ifade edilmiştir. 
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3.MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1 G. mellonella’nın elde edilmesi 

Farklı konsantrasyonlara sahip demir oksit nanopartiküllerinin G. mellonella 

üzerindeki bazı biyoparametrelerine etkisi araştırıldı. Bu çalışmada kullanılacak olan G. 

mellonella bireyleri de 30±2°C‘de, % 65±5 bağıl neme ve karanlık ortama sahip 

laboratuvar ortamında Broksill[62] tarafından geliştirilen besin ile beslenen stok 

larvalarından 7. evre larvaları kullanıldı.

 

Görsel 3.1. G. mellonella kültürü 

3.1.2. Deney besinlerin hazırlanması ve böceklere uygulanması 

Bu çalışmada kullanılan besin, yapılan denemeler sonucunda 1, 2, 5, 10, 20, 50 µg 

dozları olarak belirlendi. Kullanılan demir oksit nanopartikülü bidistile su içinde 

homojenizatör cihazı yardımı ile konsantrasyonlar hazırlandı. Hazırlanan konsantrasyonlar 

10 µl Hamilton marka enjektör yardımıyla alınıp force-feeding yöntemi ile 7. evre G. 

mellonella larvalarına verildi. Kontrol grubundaki larvalara işlem uygulanmadı ve negatif 
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kontrol için alınan larvalara 10 µg bidistile su verildi.  Force-feeding yöntemi sonrasında 

larvalar 4 ve 24 saat boyunca % 65±5 bağıl nem 30±2°C sıcaklık ve karanlık ortama sahip 

laboratuvar ortamında bekletildi. Beklenilen süre sonunda larvalar alınıp yaş ağırlığı 

belirlendikten sonra biyokimyasal analizler için -80°C‘de saklandı. Her bir konsantrasyon 

için beş larva ve her bir konsantrasyon için beş tekrar şeklinde deney yapıldı. 

 

 

 

Görsel 3.2. Fe2O3 Nanopartikülünün hazırlanışı 

 

 

 

Görsel 3.3. Fe2O3 Nanopartikülünün  G. mellonella‘ya uygulanması 
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3.2. Yöntem 

Farklı tozlarda demir oksit nanopartiküllerinin uygulandığı -80°C‘de muhafaza 

edilen larvalar, karbohidrat miktarı, lipid miktarı, protein miktarı tayini, melondialdehit 

(MDA) ve enzim aktiviteleri çalışılmak üzere hazırlanıldı. 

 

3.2.1. Karbohidrat ve lipid miktarı tayini için böceklerin homojenizasyonu 

Karbohidrat ve lipid miktarı için önceden yaş ağırlıkları alınan -80°C‘de muhafaza 

edilen G. mellonella larvaları kullanıldı. Buzun çözülmesi için tüplere konulan larvaların 

üzerine melaninleşmeyi önlemek için birkaç fenilthioure kristali eklendi. Sonra bu tüplere 

2 ml sodyum sülfat konularak 24000 devir/dk da 10 dakika homojenize edildi. Bu işlem 

sonrasında 1/2 oranında hazırlanan kloroform/metanol çözeltisinden 8 ml eklenerek 10 

dakika 9000 devir/dk da santrifüj edildi. Santrifüj sonrası karbohidrat analizi için 0.2 ml 

lipid analizi için 0.2 ml süpernatant alındı. 

 

3.2.2. Karbohidrat miktarı tayini 

Karbohidrat miktarı tayini için Van Handel [63] yöntemi uygulandı. 

 

Çözeltiler; 

 

1. %2’lik Na2SO4 çözeltisi: 5 gr sodyum sülfat tartıldı üzerine son hacim 250 ml olacak 

şekilde saf su konuldu çözünme işlemi gerçekleştikten sonra çözelti hazırlandı. 

 

2. ½ oranında kloroform/metanol karıĢımı: 250 ml kloroform ve 500 ml metanol alındı, 

½ olacak şekilde hazırlandı. 

 

3. Antron çözeltisi: 760 ml konsantre sülfürik asit (H2SO4) ve 300 ml bidistile su içinde 

1,5 gr antron çözüldü. 
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Karbohidrat miktarı tayini için 0,1 gram glikoz alınıp balon jojeye konularak son 

hacim 100 ml olacak şekilde 0,1 gr/ml stok glikoz çözeltisi hazırlandı. Stok çözelti 

seyreltme yöntemi ile 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mg/ml glikoz çözeltileri 

hazırlandı. Her standart çözelti için; cam tüpe 0.2 ml glikoz çözeltisi + 1 ml antron 

çözeltisi konuldu. 90°C‘de 15 dakika benmaride bekletildikten sonra tüpler soğumaya 

bırakılıp 625 nm absorbans ile spektrofotometrede okundu ve bu veriler ile standart glikoz 

eğrisi elde edildi. 

Karbohidrat tayini için homojenizasyon işlemi sonrası santrifüj edilen 

numunelerden 0.2 ml cam tüplere konuldu. Cam tüpler 90°C‘deki benmariye konuldu ve 

kloroform/metanol çözeltisi tamamen buharlaşıncaya kadar beklendi ve tüpler soğumaya 

bırakıldı. Soğuma işlemi gerçekleştikten sonra üzerine 1 ml antron çözeltisi eklendi ve 

tüpler 90°C‘de 15 dakika benmaride bekletildi. Bu işlem sonrasında tüpler soğumaya 

bırakıldı ve numuneler 625 nm absorbansta spektrofotometrede okundu. Elde edilen 

değerler regresyon denkleminde yerine konularak toplam karbohidrat miktarı belirlendi. 

 

 

Görsel 3.4. Karbohidrat analizi öncesi örneklerdeki renk değişimi 

3.2.3. Lipid miktarı tayini 

 Van Handel (1985b)[64] yöntemi kullanılarak lipid miktarı tayini gerçekleştirildi. 

  

Çözeltiler; 

1. Vanilin - fosforik asit:  Hacim 100 ml olacak şekilde 600 mg vanilin sıcak bidistile su 

içinde çözüldükten sonra üzerine %85'lik 400 ml fosforik asit eklenerek çözelti hazırlandı 

ve karanlık ortamda saklandı. 
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2. %2’lik Sodyum sülfat (NaSO4) çözeltisi: 5 gr sodyum sülfat tartıldı üzerine 250 ml 

olacak şekilde saf su konuldu çözünme gerçekleştirildikten sonra çözelti hazırlandı.  

 

3. Kloroform/ metanol karıĢımı: 250 ml kloroform ve 500 ml metanol alındı, oran 1/2 

olacak şekilde hazırlandı. 

 

4. Konsantre sülfürik asit(%95-97) 

 

Lipid miktarı tayini için ilk önce lipid standart eğrisi oluşturuldu, lipid standart 

eğrisi için standart çözelti hazırlandı. Standart çözelti 0.1 gr mısır yağı alındı balon jojeye 

konuldu ve toplam hacim 100 mililitre olmak üzere kloroform/metanol çözeltisi konuldu. 

Hazırlanan bu stok çözeltiden seyreltme yöntemi ile 25, 50, 75, 125, 150, 200, 250, 300, 

350 µ/l olan standartlar hazırlandı. Bu standart çözeltilerin her biri için ayrı ayrı 0.2 ml 

alınıp cam tüpe konuldu. İçinde çözelti bulunan bu cam tüpler 90°C‘lik benmaride 

bekletildi ve içindeki kloroform/metanol çözeltisinin buharlaşması beklendi. Buharlaşma 

işlemi tamamlanınca üzerine 0.04 ml sülfürik asit çözeltisi konulduktan sonra iyice 

karıştırıldı ve 2 dakika 90°C‘lik benmaride tekrardan bekletildi. Cam tüpler benmariden 

çıkarılıp soğutulduktan sonra üzerine vanilin - fosforik asit çözeltisinden 960 ml eklendi ve 

30 dakika beklendikten sonra köre karşı spektrofotometrede 525 nanometrede okundu. 

Spektrofotometrede okunan değerler kaydedildi ve lipid standart eğrisi belirlendi 

 

Kör:  0.2 ml bidistile su + 0.04 ml sülfürik asit + 0.96 ml vanilin-fosforik asit 

 

Lipid standart eğrisi için kullanılan Van Handel (1985b)[64] metodu her bir örnek 

için ayrı ayrı kullanılarak spektrofotometrede 525 nanometrede köre karşı okundu, bu 

değerler standart eğrisinde yerine konuldu ve lipid miktarı tespit edildi. 

 

 

Görsel 3.5. Lipid analizi öncesi örneklerdeki renk değişimi 
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3.2.4. Böcek homojenizasyonu 

Daha önceden yaş ağırlıkları belirlenen G. mellonella -80°C‘den çıkırılıp buzunun 

çözülmesi için oda sıcaklığında bekletildi ve melaninleşmeyi önlemek için fenilthioure 

kristali eklendi. Larvanın buzu çözüldükten sonra üzerine 1/5 oranında pH‘ı 7.4 olan fosfat 

tamponu eklendi ve 24000 devir/dk da homojenize işlemi gerçekleştirildi. Homojenize 

işlemi sonrası tüpler 10000 devir/dk da 30 dakika santrifüj edilip süpernatantları alındı. Bu 

süpernatantlar toplam protein miktarı, CAT, SOD aktivtesi ve malondialdehit tayini için 

kullanıldı. 

 

3.2.5. Protein düzeyi tayini 

Protein miktarı tayininde Lowry vd.[65] tarafından geliştirilen metot kullanılmıştır. 

 

Çözeltiler; 

1. Çözelti A: %2’lik Na2CO3(0.1N NaOH içinde): 2 gr NaOH tartılıp balon jojeye 

konuldu üzerine bir miktar bidistile su konuldu çözünmesi sağlandıktan sonra üzerine 10 gr 

sodyum karbonat konulup son hacim 500 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp 

çözelti hazırlandı. 

 

2. Çözelti B1: %1’lik CuSO4.5H2O: 0.5 gr CuSO4.5H2O alındı balon jojeye konuldu son 

hacim 50 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü. 

 

3. Çözelti B2: %2’lik Na-K-tartarat: 1 gr Na-K-tartarat tartılıp balon jojeye konuldu 

üzerine son hacim 50 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü. 

 

4. Çözelti C: 1 ml çözelti B1, 1 ml çözelti B2 ve 100 ml çözelti A alınıp erlen mayere 

konulup karıştırılıp çözelti hazırlanıldı. 
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5. Folin-ciocalteu Çözeltisi: 10 ml folin-ciocalteu alındı 15 ml bidistile su ile seyreltip 

hazırlandı. 

 

Protein düzeyi tayininde kullanılan Lowry vd.[65] metodu, ortamda bulunan 

protein alkali bakır iyonlarının eklenmesi sonucu folin-ciocalteu reaktifi ile redüklenerek 

mavi renk oluşturma temeline dayanır. 

Protein düzeyi tayini için standart eğrisi oluşturuldu. Standart eğrisi için %1‘lik 

bovine serum albumin çözeltisinden seyreltme yöntemi ile 100, 200, 300, 400, 500, 600, 

700, 800, 900, 1000 µ/ml bovine serum albumin içeren çözeltiler hazırlandı. 

 

Kör: 300 µl bidistile su + 3 ml çözelti C+ 300 µl folin-ciocalteu 

Her bir konsantrasyon için 300 µl bovine serum albümin + 3 ml çözelti C + 300 µl 

folin-ciocalteu kullanıldı. 

 

Lowry vd.[65] metoduna göre 750 nanometrede spektrofotometrede okundu ve 

protein standart eğrisi elde edildi. Standart eğrisi oluşturulduktan sonra deney tüpüne 300 

µl örnek konuldu üzerine 3 ml çözelti c eklenip karıştırıldı, 15 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. Süre sonunda folin-ciocalteu çözeltisinden 300 µl eklendi ve spektrofotometrede 

750 nanometrede okundu. Elde edilen veriler standart eğrisinde yerine konularak protein 

miktarı belirlendi. 

 

3.2.6. Malondialdehit düzeyinin belirlenmesi 

Malondialdehit tayini Barr-Or vd.[66] de geliştirdikleri TBA ( tiyobarbitürik asit) 

metodu kullanılmıştır. 

 

Çözeltiler; 

1. %20’ lik trikloroasetik asit (TCA) çözeltisi: Balon jojeye 20 gr TCA tartılıp konuldu 

üzerine 100 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlandı.  

 

2. %0.8’ lik tiyobarbitürik asit çözeltisi:  0.4 gr TBA tartılıp balon jojeye konuldu ve 

üzerine son hacim 50 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözünmesi sağlandı. 
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Malondialdehit tayini için 0.25 ml örnek alındı üzerine 0.125 ml TCA eklendi 

vortex ile karıştırıldı. Bu örnek 15000 devir/dk da 10 dakika +4°C de santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatantlar alınıp cam tüpe konuldu ve üzerine 0.2 ml tiyobarbitürik 

asit eklendi, ağızları tıpa ile kapatıldı, iyice karıştırıldı. 90°C de bir saat benmaride 

bekletildi sonra çıkartılıp 535 nanometre de köre karşı okundu. 

 

3.2.7. Süperoksit dismutaz aktive tayini 

 

Çözeltiler; 

1. 1g/l bovine serum albumin:  10 ml albümün alındı son hacim 10 ml olacak şekilde 

bidistile su ile tamamlanıp çözüldü  

 

2. 150 ug/l NBT(nitroblue tetrazolium): 6.15 ml nitroblue tetrazolium tartılıp son hacim 

50 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü  

 

3. 0.6mM Etilendiamin tetra asetik asit(EDTA): 11.15 ml EDTA tartılıp son  hacim 50 

ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü. 

 

4. 400mM Na2CO3 (Sodyum karbonat) çözeltisi: 2.12 gr sodyum karbonat tartılıp son 

hacim 50 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü. 

 

5. 1N Sodyum hidroksit(NaOH): 0.4 gr sodyum hidroksit tartılıp son hacim 10 ml olacak 

şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü. 

 

6. 0.3 mM Ksantin: 11.41 mg ksantin tartılıp bir kaç damla 1N sodyum hidroksit içinde 

çözüldükten sonra son hacim 250 ml olacak şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözelti 

oluşturuldu. 

 



3. MATERYAL VE YÖNTEM                Mehmet SERTBAġ 

18 

7. Reaktif çözelti:  9 ml albumin çözeltisi, 30 ml NBT çözeltisi, 30 ml etilen diamin tetra 

asetik asit, 18 ml sodyum karbonat çözeltisi, 60 ml ksantin çözeltisi karıştırılarak çözelti 

oluşturuldu. 

 

8. 2M (NH4)2SO4 çözeltisi: 13.215 gr amonyum sülfat tartılıp son hacim 50 ml olacak 

şekilde bidistile su içinde çözüldü. 

 

9. Ksantin oksidaz (5U/l): Ksantin oksidazdan 50 µg alındı 3ml 2M Amonyum sülfat 

içinde buz soğukluğunda çözüldü 

 

10. 0,8 mM CuCl2.2H2O çözeltisi:  34 mg CuCl2.2H2O tartılıp son hacim 250 ml olacak 

şekilde bidistile su ile tamamlanıp çözüldü 

 

SOD aktivite tayininde Sun vd. [67]‘nin geliştirdikleri metod kullanılmıştır. 

Süperoksit dismutaz enzim oluşumu için 2 tüp alındı. Biri kör diğeri örnek için kullanmak 

üzere belirlendi. Tüplere ayrı ayrı 1.425 ml reaktif çözeltisi konuldu sonrasında bu 

tüplerden sadece örnek tüpüne 50 µl örmek konuldu. Her iki tüpe 25 µl ksantin oksidaz 

çözeltisi eklendikten sonra karıştırılıp 20 dakika oda sıcaklığında bekletildi. Bu süre 

sonunda reaksiyonu durdurmak için her iki tüpe 50 µl CuCl2.2H2O konuldu ve son olarak 

kör tüpüne 50 µl örnek konulup spektrofotometrede 560 nanometrede okundu. 

 

3.2.8. Katalaz (CAT)  aktivite tayini 

Metabolizma sonucu oluşan hidrojen peroksitin katalaz enzimi yardımı ile zamana 

bağlı ortadan kaldırılması prensibine dayanan Aebi [68]‘nin metodu kullanılmıştır. 

 

Çözeltiler; 

1. 50mM fosfat tamponu: 7.100 gr Na2HPO4 ve 6.810 gr KH2PO4 tartıldı bidistile suda 

çözüldü pH:7.4‘ e ayarlanıp son hacim 1 litre olacak şekilde hazırlandı. 

 

2. 30mM H2O2 (hidrojen peroksit):  %30‘ luk hidrojen peroksitten 850 µl alındı son 

hacim 250 ml olacak şekilde 50mM fosfat tamponu ile tamamlandı. 
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CAT aktivitesini belirlemek için iki kuvars küvet alındı, biri kör için diğeri örnek 

için kullanıldı 

Kör    :  2.8 ml H2O2 + 200 µl fosfat tamponu 

Örnek: 2.8 ml H2O2 + 200 µl örnek konulup hızlı bir şekilde karıştırılıp 240 

nanometrede spektrofotometrede okundu. Başlangıç değeri, 30. saniyedeki değeri ve 60. 

saniyedeki değeri olmak üzere 3 absorbans not edildi. 

 

3.3. Verilerin istatistiksel analizi 

Yapılan çalışmada çıkan sonuçların kendi aralarında karşılaştırılmasında varyans 

analiz yöntemi, Student Newman Keul‘s (SNK) testi ile ortalamalar arasındaki farkın önem 

kontrolü, çıkan sonuçlar arasındaki bağın önem düzeyinin belirlenmesinde ise SPSS 20.00 

istatistik paket programı kullanıldı. Harfler arasındaki farklar P<0.05 düzeyinde 

istatistiksel farkın gösterilmesinde kullanıldı. Veriler beş tekrarın ortalaması olarak ifade 

edildi. 
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4.BULGULAR 

 

Force-feeding yöntemiyle verilen farklı demir oksit nanopartikül (Fe2O3 NP) 

konsantrasyonlarının (1.00, 2.00, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00 µg/larva) G. mellonella 

larvalarının SOD, CAT aktivitesi ve MDA miktarı üzerine etkisi Tablo 4.1 ve 4.2 de 

gösterilmiştir. Protein, karbohidrat ve lipid miktarı üzerine etkisi ise Tablo 4.3 ve 4.4 de 

gösterilmiştir. 

 

Farklı oranlarda force-feeding yöntemiyle verilen Fe2O3 NP‘lerinin 4 saat 

sonundaki larvaların SOD ve CAT enzimleri ile MDA miktarı üzerine olan etkileri Tablo 

4.1 ve Şekil.4.1, Şekil.4.2, Şekil.4.3 de verilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Demir oksit Nanopartiküllerinin G. mellonella larvalarının SOD, CAT 

aktivitelerine ve MDA miktarlarına 4 sonundaki etkileri 

Demir Oksit NP 

(µg/Larva) 

SOD 

(U/mg protein) 

 

CAT 
(U/mg protein) 

 

MDA 
(nmol/mg protein) 

0.00* 1.89±0.04b 6.06±0.21ab 15.76±0.70d 

0.00** 1.65±0.02cd 5.87±0.09ab 17.74±0.69cd 

1.00 1.60±0.04d 6.17±0.14ab 20.88±0.63bc 

2.00 1.79±0.05bc 6.19±0.04ab 22.81±0.14b 

5.00 1.76±0.06bc 5.92±0.25ab 32.21±2.33a 

10.00 1.83±0.03b 6.49±0.17a 33.11±0.73a 

20.00 1.86±0.03b 5.52±0.05b 23.74±1.35b 

50.00 2.51±0.04a 6.00±0.12ab 23.27±1.54b 

*  : Kontrol  

**  : Negatif Kontrol 

SNK: a, b, c, d, e harfleri konsantrasyonlar arasındaki farkı belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır. Aynı harfi içeren veriler arasında P<0.05 düzeyinde istatistiksel ayırım 

vardır. 
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ġekil 4.1. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında SOD aktivitesi üzerine 4 saat sonunda etkisi 

Fe2O3 nanopartikül uygulamaları sonucu SOD enzim aktivitesi kontrole göre sadece 

en yüksek doz uygulamasında artmıştır. Denenen oranlardan sadece 1.00 µg SOD 

aktivitesini düşürürken diğer uygulama oranları herhangi bir etkide bulunmamıştır. 

 

 

 

ġekil 4.2. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında CAT aktivitesi üzerine 4 saat sonunda etkisi 
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Katalaz aktivitesi üzerine force-feeding yöntemiyle Fe2O3 NP‘ leri 4 saat sonunda 

kontrol grubu üzerine herhangi bir etkide bulunmamıştır. Deney dozları arasında sadece 

10.00 ve 20.00 µg/larva arasında fark istatistiki açıdan önemli çıkmıştır. Söz konusu 

katalaz aktiviteleri sırasıyla 6.49 ve 5.52 U/mg protein olarak ölçülmüştür. 

 

 

ġekil 4.3. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında MDA miktarı üzerine 4 saat sonunda etkisi 

MDA miktarı 4 saat sonunda kontrol besine göre denenen oranlarda yüksek 

çıkmıştır. En yüksek MDA miktarı larva başına 5.00 ve 10.00 µg nanopartikül verilen 

grupta ortaya çıkmıştır. En yüksek iki dozda MDA miktarı ise bu oranlara göre düşüş 

göstermiştir. 20.00 ve 50.00 µg/larva uygulamaları arasında herhangi bir fark 

görülmemiştir.  
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Farklı oranlarda force-feeding yöntemiyle verilen Fe2O3 NP‘ lerinin 24 saat 

sonundaki larvaların SOD ve CAT enzimleri ile MDA miktarı üzerine olan etkileri Tablo 

4.2 ve Şekil.4.4, Şekil.4.5, Şekil.4.6 da verilmiştir. 

 

Tablo 4.2. Demir oksit Nanopartiküllerinin G. mellonella larvalarının SOD, CAT 

aktivitelerine ve MDA miktarlarına 24 saat sonundaki etkileri 

Demir Oksit NP 

(µg/Larva) 

SOD 

(U/mg protein) 

 

CAT 
(U/mg protein) 

 

MDA 
(nmol/mg protein) 

0.00* 1.98±0.03a 
6.17±0.13a 18.23±0.39bc 

0.00** 
2.05±0.10a 5.27±0.22b 18.00±0.34bc 

1.00 
1.87±0.04a 6.17±0.23a 17.11±0.76c 

2.00 
1.95±0.06a 5.27±030b 17.34±1.25c 

5.00 
1.52±0.03b 4.72±0.08b 16.33±0.22c 

10.00 
1.69±0.02b 5.99±0.21a 18.75±0.21bc 

20.00 
1.60±0.04b 4.99±0.12b 20.23±0.32ab 

50.00 
1.29±0.01c 5.04±0.09b 21.72±0.46a 

*    : Kontrol 

**  : Negatif Kontrol 

SNK: a, b, c, d, e harfleri konsantrasyonlar arasındaki farkı belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır. Aynı harfi içeren veriler arasında P<0.05 düzeyinde istatistiksel ayırım 

vardır. 
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ġekil 4.4. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında SOD aktivitesi üzerine 24 saat sonunda etkisi 
 

Farklı konsantrasyonlara sahip Fe2O3 nanopartikülün besin olarak verilen G. 

mellonella larvalarında SOD aktivitesi 5.00 µg ve sonraki Fe2O3 NP doz artışına bağlı 

olarak kontrole göre düşmüştür. 1.00 ve 2.00 µg/Larva uygulamaları ise SOD enzimi 

üzerine herhangi bir etkide bulunmamıştır. 

 

 

 
 

ġekil 4.5. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında CAT aktivitesi üzerine 24 saat sonunda etkisi 
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G. mellonella‘ya uygulanan farklı konsantrasyonlardaki Fe2O3 nanopartikülünün 

kontrol grubuna göre düşüşü görülmüştür. En yüksek 2 doz CAT aktivitesini kontrol 

grubuna göre önemli derecede düşürmüştür. Bununla birlikte denenen hiçbir doz CAT 

aktivitesini kontrole göre arttırmamıştır. 

 

 

 
 

ġekil.4.6. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında MDA miktarı üzerine 24 saat sonunda etkisi 

Farklı oranlarda besin olarak verilen Fe2O3 nanopartikülünün kontrol grubuna göre 

en yüksek dozda yükseliş görülmüştür ancak diğer dozlarda istatiksel olarak önemli bi fark 

görülmemiştir. 
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Farklı konsantrasyonlardaki, force-feeding yöntemiyle, G.mellonella larvalarına 

verilen Fe2O3 NP molekülünün protein, karbohidrat ve lipid miktarına 4 saat sonundaki 

etkileri Tablo 4.3 ve Şekil 4.7, Şekil.4.8, Şekil.4.9‘ da gösterilmiştir. 

Tablo 4.3. Demir oksit Nanopartikülünün G. mellonella larvalarının protein, karbohidrat 

ve lipid miktarlarına 4 saat sonundaki etkileri. 

Demir Oksit NP 

(µg/Larva) 

Protein 

mg  

Karbohidrat 
mg  

 

Lipid 
mg 

0.00* 14.14±0.59cd 11.80±0.19a 1.28±0.05ab 

0.00** 14.03±0.39cd 9.20±0.04b 1.11±0.06bc 

1.00 15.12±0.35bcd 7.91±0.32cd 1.42±0.10a 

2.00 15.80±0.39bc 8.57±0.41bc 0.95±0.04c 

5.00 16.17±0.57ab 8.92±0.29bc 0.95±0.04c 

10.00 15.09±0.54bcd 7.78±0.25cd 1.15±0.11bc 

20.00 17.45±0.31a 7.30±0.78d 0.99±0.03c 

50.00 13.58±0.32d 7.16±0.26d 0.98±0.39c 

*    : Kontrol 

**  : Negatif Kontrol 

SNK: a, b, c, d, e harfleri konsantrasyonlar arasındaki farkı belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır. Aynı harfi içeren veriler arasında P<0.05 düzeyinde istatistiksel ayırım 

vardır. 

 

 

ġekil.4.7. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında protein miktarı üzerine 4 saat sonunda etkisi 
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 Protein miktarına etkilerinin incelendiği deney serisinde; yüksek 

konsantrasyondaki Fe2O3 NP konsantrasyonlarının besin yoluyla verilmesi sonucu kontrole 

göre protein miktarında değişimler göze çarpmaktadır. En düşük protein miktarı 50.00 

µg/larva olan konsantrasyonda 13.58 mg olarak gerçekleşmiştir. Larvalara verilen 1.00 ve 

2.00 Fe2O3 NP protein miktarına kontrole göre herhangi bir etkide bulunmamıştır. 

Konsantrasyonun 20.00 µg/larva olduğu durumda ise protein miktarı kontrole göre önemli 

bir şekilde artış göstermiştir. 

 

 

ġekil.4.8. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında karbohidrat miktarı üzerine 4 saat sonunda 

etkisi 

Karbohidrat miktarı 4 saat sonunda uygulanan tüm konsantrasyonlarda kontrole 

göre önemli bir şekilde düşmüştür. Bazı konsantrasyonlarda istatistiki bir ayrım 

görülmemesine rağmen, konsantrasyon artışına bağlı olarak lineer bir düşüş göze 

çarpmaktadır. En düşük karbohidrat miktarı en yüksek konsantrasyon olan 50.00 µg/larva 

olması durumunda 7.16 mg olarak gözlenmiştir. En yüksek karbohidrat miktarı kontrol 

grubunda 11.80 mg olarak gerçekleşmiştir. 
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ġekil.4.9. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında lipid miktarı üzerine 4 saat sonunda etkisi 

Force-feeding yöntemiyle verilen farklı demir oksit nanopartikül (Fe2O3 NP) 

konsantrasyonlarının G.mellonella lipid miktarına 4 saat sonundaki etkileri Tablo 4.3 ve 

Şekil 4.9‘ de gösterilmiştir. Lipid miktarı 1.00 ve 10.00 µg/larva uygulama dozu dışındaki 

oranlarda kontrole göre düşmüştür. Söz konusu Fe2O3 NP dozları lipid miktarına olumlu 

veya olumsuz yönde bir etkide bulunmamıştır. Kontrol ve negatif kontrol verileri arasında 

istatistiki bir ayrım söz konusu değildir.  
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Force-feeding yöntemiyle son evre larvalarına verilen farklı demir oksit 

nanopartikül (Fe2O3 NP) moleküllerinin (1.00, 2.00, 5.00, 10.00, 20.00, 50.00 µg/larva) 24 

saat sonraki etkileri Tablo 4.4 ve Şekil 4.10, Şekil.4.11, Şekil.4.12‘ de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.4. Demir oksit Nanopartiküllerinin G. mellonella larvalarının protein, karbohidrat 

ve lipid miktarlarına 24 saat sonundaki etkileri 

Demir Oksit NP 

(µg/Larva) 

Protein 

mg  

Karbohidrat 
mg  

 

Lipid 
mg 

0.00* 15.84±0.43d 
11.28±0.45a 1.50±0.07a 

0.00** 
16.06±0.54bc 9.09±0.29b 1.37±0.05abc 

1.00 
15.09±0.73d 7.18±0.36c 1.45±0.04ab 

2.00 
16.63±0.31bc 6.94±0.24c 1.20±0.06bc 

5.00 
18.25±0.60ab 7.06±0.21c 1.07±0.08c 

10.00 
16.62±0.42bc 7.63±0.18c 1.22±0.04abc 

20.00 
18.90±0.98a 7.10±0.27c 1.32±0.08abc 

50.00 
15.31±0.39d 6.92±0.14c 1.24±0.06abc 

*    : Kontrol 

**  : Negatif Kontrol 

SNK: a, b, c, d, e harfleri konsantrasyonlar arasındaki farkı belirlemek amacıyla 

kullanılmıştır. Aynı harfi içeren veriler arasında P<0.05 düzeyinde istatistiksel ayırım 

vardır. 
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ġekil.4.10. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında protein miktarı üzerine 24 saat sonunda 

etkisi 

Protein miktarı yüksek dozdaki Fe2O3 NP uygulamalarında kontrole göre 

yükselmiştir. En yüksek protein miktarı 18.90 mg olarak 20.00 µg/larva Fe2O3 NP verilen 

böceklerde ölçülmüştür. En düşük protein miktarlarından biri de en yüksek Fe2O3 NP 

konsantrasyonunda gerçekleşmiştir. Benzer bir şekilde Fe2O3 NP oranın 1.00 µg/larva 

olduğu grupta da protein miktarı diğer konsantrasyonlara göre önemli oranda düşmüştür. 

Denenen Fe2O3 NP oranları protein miktarını kontrol grubuna göre etkide bulunmuştur. 

Söz konusu durum genellikle artış şeklinde kendini göstermiştir. 

 

ġekil.4.11. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında karbohidrat miktarı üzerine 24 saat sonunda 

etkisi 
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Karbohidrat miktarı artan Fe2O3 NP oranlarına bağlı olarak kontrol grubuna göre 

önemli derecede düşmüştür. En yüksek karbohidrat miktarı kontrol grubunda ortaya 

çıkmıştır. Negatif kontrol grubundan elde edilen veriler ile kontrol grubu arasında da 

farklılıklar göze çarpmaktadır. Kontrol grubunda 11.28 mg ölçülen karbohidrat miktarı 

negatif kontrol grubunda 9.09 mg bulunmuştur. Denenen Fe2O3 NP konsantrasyonları 

kendi aralarında karbohidrat miktarına artan konsantrasyona bağlı olarak negatif bir etki 

yapmasına rağmen bu durum istatistiki olarak anlamlı bulunmamıştır. 

 

 

ġekil.4.12. Fe2O3 nanopartikülünün G. mellonella larvalarında lipid miktarı üzerine 24 saat sonunda etkisi 

Lipid miktarı Fe2O3 NP etkisi altında 24 saat sonunda uygulanan tüm 

konsantrasyonlarda kontrole göre düşüş göstermiştir. Force-feeding yöntemiyle verilen 

Fe2O3 NP‘leri her larva için oranın 2.00 ve 5.00 µg olduğu durumda lipid miktarı sırasıyla 

1.20 ve 1.07 mg olarak gerçekleşmiştir. Söz konusu durumda lipid miktarı kontrole göre 

önemli bir şekilde düşmüştür. Bu şekilde elde edilen sonuçlar lipid miktarı için en düşük 

verilerdir. Diğer konsantrasyonlardaki düşüşler istatistiki olarak önemli bulunmamıştır. 
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5. TARTIġMA 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda model organizma G. mellonella üzerine birçok 

alanda kullanılan çeşitli özellikteki eksojen ve endojen kaynaklı materyallerin etkileri 

araştırılmıştır. Çalışmamızda da force-feeding yöntemiyle verilen Fe2O3 nanopartikülünün 

SOD, CAT enzimlerine etkileri, MDA miktarı, total karbohidrat, total protein ve total lipid 

oranı üzerine etkileri araştırıldı. Yapılan çalışmada inceleme yapılan parametreler üzerine 

Fe2O3 nanopartikülünün etkisinin olduğu ortaya konmuştur. 

Geçiş metalleri, birçok önemli biyolojik süreçte yer almasından dolayı canlı 

organizmaların hayati fonksiyonları için çok önemlidir. Bu metaller genellikle 

metalloproteinler sınıfına dahil edilmekle birlikte metalloenzimler, depo proteinleri ve 

transkripsiyon faktörleri de bu gruba dahil edilmektedir. Bu metaller içinde demirin 

solunum ve bazı metabolik süreçlerde önemli görevi vardır. Tüm canlı organizmalar 

hayatta kalmak için geçiş metallerine ihtiyaç duyar, ancak bu metallerin katalitik 

aktiviteleri toksisitelerini güçlendirir. Bu nedenle geçiş metallerinin oranı dikkatli bir 

şekilde kontrol edilmelidir. 

Ksenebyotikler, canlı organizma ile metabolik etkileşimi sonucu moleküler düzeyde 

hücrelerde lipid peroksidasyonuna neden olarak etkilerini toksik düzeyde 

göstermektedir.[69,70,71]  Bu durumda toksikantlar hücre zar yapısının ve homeostazinin 

bozulmasına neden olmaktadır. Lipid peroksidasyonu sonucu MDA son ürün olarak bu 

durumdan sorumlu molekül olarak karşımıza çıkmaktadır. Sonuç olarak hücrede apoptotik 

süreçlerin başlaması olağan bir durumdur. Yapmış olduğumuz çalışmada en yüksek 

konsantrasyondaki MDA düzeylerindeki artışın CAT aktivitesi ile ilgili olduğu 

düşünülmektedir. Bu antioksidan, enzim aktivitelerindeki düşüş hücreleri oksidatif stresin 

olumsuz etkisine karşı korunaksız hale getirmiş ve artan lipid peroksidasyonuyla MDA 

düzeyleri değişmiş olabilir.  

Nanopartiküllerin kalp, karaciğer, dalak, böbrek ve beyin gibi hassas organlarda 

inhalasyon, yutulma ve cilt temasından sonra birikmesi muhtemeldir.[72,73] 

In vitro ve in vivo çalışmalar, nanopartiküllere maruz kalmanın, toksisiteye yol 

açan baskın bir mekanizma olan reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini 

indükleyebileceğini göstermektedir[74,75]. Aşırı ROS üretimi oksidatif strese, 

inflamasyona ve ardından proteinlere, hücre zarlarına ve DNA'ya zarar verir[76-79]. 

Nanopartiküller tarafından indüklenen ROS üretimi, boyut, şekil, yüzey, bileşim, 
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çözünürlük, agregasyon ve parçacık alımı ile kontrol edilir[80-85]. Metalik bir 

nanomalzemenin toksisitesi, oksidasyon durumuna, ligandlara, çözünürlüğe ve 

morfolojiye, çevre ve sağlık koşullarına bağlı olarak değişebilir. 

Nanopartiküller tarafından indüklenen ROS üretim seviyesi, boyut, şekil, yüzey, 

bileşim, çözünürlük, agregasyon, parçacık alımı, mutajenlerin varlığı ve parçacıklara bağlı 

geçiş metalleri gibi çeşitli faktörlere bağlıdır[79,80,82,84,86-89]. Bu durum özellikle 

çalışmamızdaki SOD ve CAT enzim oranlarında değişim olmamasını açıklamaktadır. 

Belki de kullanılan nanopartükül boyutu veya süreye bağlı olarak SOD ve CAT enzim 

değişikliği görülmemiştir. 

Yapılan başka bir çalışma karaciğer fonksiyon enzimlerinin, oksidatif stres 

belirteçlerinin ve karaciğer histolojik kesitlerinin titanyum oksit nanopartiküllerinin dozu 

ve zamanı ile büyük ölçüde etkilendiğini göstermiştir[90]. Özellikle böceklerde orta 

bağırsak besinlerin sindirimi ve emilimi, bağırsak mikroflorası ile besin sentezi ve yağ 

dokuda humoral ve hücresel bağışıklık tepkisinin düzenlenmesi ve morfolojik değişimlerin 

de dahil olmak üzere anabolik ve katabolik metabolizmanın gerçekleştirilmesinde ve 

düzenlenmesinde etkilidir. Yapılan çalışmada Cu veya Zn'nin bağırsakta, yağ dokuda ve 

ipek bezlerinde biyobirikimi, bu organlarda olduğu için çoklu homeostatik fonksiyonlara 

müdahale etmesi muhtemeldir[91-93]. Benzer durum yapmış olduğumuz çalışmada da 

görülmüş olabilir. Bununla birlikte gümüş nanaopartükülleri etkisinde S. litura bireylerinde 

SOD aktivitesinin arttğı bildirilmiş olup E. fetida ve G. mellonella türlerinde çinko ve 

bakır nanopartüklleri etkisi altında SOD oranının azaldığı bildirilmiştir[94-96]. 

İnsan ve euroblastoma hücre hattında ve nöral kök hücrelerde demir oksit 

nanopartiküllerinin akut toksisitesi üzerine yapılan çalışmalar, ROS kalsiyum homeostazı, 

mitokondriyal bütünlük ve hücre morfolojisinde hücre tipine ve türe özgü yanıtı ortaya 

koyarak hücresel homeostazın farklı şekillerde bozulduğunu göstermiştir[97]. 

SOD enzim aktivitesinin, artan süperoksit radikal üretimine bağlı olarak hücreleri bu 

radikalin etkilerinden korumak için arttığı bilinmektedir. Antioksidan enzim 

aktivitelerindeki artışların kirleticilere karşı bir adaptasyon yanıtı olarak oluştuğu ve 

kirleticilerin etkisinde oluşan durumun nötralize edilmesinde önemli olduğu 

belirtilmektedir. 

Besinler organizma sağlığına olumlu katkıda bulunurken, yetersiz ve aşırı beslenme 

sonucunda oluşan sağlık problemleri taksonlar arasında büyük sorun teşkil etmektedir[98]. 
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Böcekler de diğer canlılar gibi hayatsal faaliyetlerinin devamı için besinlere ihtiyaç 

duyar. Protein, karbohidrat ve lipid ihtiyaçları türden türe farklılık göstereceği gibi aynı 

türün bireyleri arasında ve gelişim evrelerinde bile farklılık gösterebilir.  

Hemolenf, böceklerde besinsel ve immünolojik homeostazın ana düzenleyicisi 

olduğundan besin bileşenleri ve alınan besinin kalitesi böceğin yaşamı için en önemli 

grubu oluşturmakdaır.  

Besin depolaması için önemli bir yer hemolenf, trehaloz ve glikoz gibi şekerler ve 

mannitol ve sorbitol gibi şeker alkolleri, serbest amino asitler ve ayrıca çeşitli peptitler ve 

proteinler içerir. Bu nedenle bir mikroorganizma için böcek hemolenfi, besin açısından 

zengin, dengeli iyonik bileşimli ve nötre yakın pH'lı bir ortam olduğu için en iyi yerdir. 

Buna karşılık, hemolenf immolojik olarak birçok faktörü bileşenlerinde bulundurduğundan 

organizmanın bağışıklık merkezidir [99-104].   

Besinlerin böcek homeostazisinde ve immünolojik fonsiyonların 

düzenlenmesindeki kanıtsanamaz rolü yapılan çalışmanın önemini bir kez daha ortaya 

koymuştur. 

Çalışmamızda Fe2O3 nanopartikül etkisinde görülen total protein miktarları 

açısından kontrol grupları ve deney grupları arasında istatistiksel açıdan önemli bir fark 

olmamasının nedeni böcekteki protein seviyelerinin genel olarak korunması olabilir. 

Önemsiz seviyelerde azalma görülmesinin nedeni ise NP‘lerin, böcekte stres koşullarını 

tetiklemesi ve protein katabolizmasının böcekte rol alması olabilir[105]. Bazı 

konsantrasyonlardaki protein miktarlarındaki artış ise özellikle nanopartiküllerin juvneil 

hormon yapısı üzerine olan etkisi ile açıklanabilir. Bu durumda böceklerin metamorfoz 

geçişleri engellenmiş ve dolayısı ile böceklerde olası kütlesel bir artışa[106] gidildiğinden 

dolayı protein miktarındaki artışların normal olduğu söylenebilir. Özellikle karbohidrat 

miktarlarındaki azalışın böceklerin stres ile baş edebilmesi için karbohidrat kaynaklarını 

tüketmesi sonucu olmaktadır. Bu durumun daha iyi açılanabilmesi için farklı boyut, süre ve 

uygulama metotlarına ihtiyaç olduğu bir gerçektir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

Zorla besleme, bir insanı veya diğer hayvanları iradeleri dışında besleme 

uygulamasıdır. Günümüzde, mikroorganizmaların veya toksik maddelerin toksisitesi, zorla 

besleme uygulamaları ile böcekler üzerinde gerçekleştirilmektedir. Bu anlanmada bu 

durumun model organizma G. mellonella üzerinde gösterilmiş olması çalışmanın önemini 

bir kez daha ortaya koymaktadır. Yüksek konsantrasyonlaraki özellikle karbohindrat ve 

MDA düzeylerindeki lineer artış ve azalışlar biyobelirteç olarak kullanılabilir. 

Elde edilen sonuçların özellikle ümmun sistem cevapları açısından insanlar ile ilgili 

yapılacak çalışmalarda kullanılabilmesi açısından önemlidir. Farklı boyut ve sürelere göre 

özellikle akut ve kronik olarak verilecek olan farklı nanopartükllere ile yapılacak 

çalışmalara neden model olması açısından önemlidir. 
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